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Résumé

Les folates sont des vitamines indispensables a tous les ages, particuliecrement pendant la grossesse et I’enfance,
étant donné leur fonction dans la division cellulaire. Le régime alimentaire en Afrique est essentiellement basé
sur les céréales, consommées toujours apres transformation. La fermentation est I'un des moyens de
transformation des céréales pouvant augmenter les folates dans les aliments. L’objectif de ce travail était
d’utiliser la fermentation pour augmenter les ingérés en folates des populations africaines via la consommation
d’aliments céréaliers fermentés. Sept aliments céréaliers fermentés couramment consommés en Afrique de
I’Ouest ont été investigués. La plupart des aliments avaient des teneurs en folates (1,8-31,3 pg/100g maticre
fraiche) inférieures a celles des céréales de départ (13,8-73,4 ng/100g matiere fraiche). Des pertes en folates ont
lieu au cours de certaines étapes de procédés dont le décorticage, le séchage, le trempage, le broyage et la
filtration. Toutefois, la fermentation a permis une augmentation de la teneur en folates dans certains aliments. La
bioaccessibilité des folates, évaluée a 1'aide d'un modele de digestion statique in vitro, variait de 23% a 81%. Elle
était influencée par la matrice alimentaire et la stabilité des folates au cours de la digestion. I1 a été calculé qu’au
maximum 8% des besoins journaliers en folates des jeunes enfants consommant ’'un des aliments étudiés
pourraient étre couverts. Des essais d’inoculation de bouillies fermentés & base de mil avec des souches de
bactéries lactiques sélectionnées pour leurs propriétés nutritionnelles (synthese de folates, hydrolyse de
I’amidon) permettaient d’augmenter significativement les teneurs en folates (jusqu’a 8,7 pg/100 g matiere
fraiche) par rapport a leur équivalent préparées de maniere traditionnelle (2,5-5,4 ng/100 g matiere fraiche).
L’inoculation par un pied-de-cuve provenant d’une fermentation spontanée permettait aussi une augmentation
significative des teneurs folates (jusqu'a 7,4 pg/100 g matiere fraiche). La caractérisation de la diversité
bactérienne de 7 aliments céréaliers fermentés du Burkina Faso, d’Ethiopie et de la Finlande montrait que les
bactéries lactiques du genre Lactobacillus, Enterococcus, Weissella, Pediococcus, Lactococcus et Streptococcus
étaient les principaux acteurs de la fermentation de ces aliments. Toutefois, une présence non négligeable
d’autres microorganismes potentiellement pathogenes des genres Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus,
Erwinia, Klebsiella, Escherichia et Acinetobacter a été identifiée. Cette contamination était liée a certaines
étapes du procédé de transformation des céréales dont le stockage et broyage dans les moulins publics. Ces
microorganismes pathogenes étaient réduits par fermentation et finalement éliminés apres 1'étape de cuisson.

Mots clés: Afrique, Aliments céréaliers fermentés, Bactérie lactique, Diversité bactérienne, Folates, Procédé

African cereal-based staple foods: Another way to improve folate intakes

Abstract

Folates represent an essential vitamin in the human diet at all ages, particularly during pregnancy and infancy, as
it is required for the production of new cells. In many African countries, the main staple foods are based on
cereals, which are always consumed after processing. Fermentation is one of the processing, which could
increase folate contents in foods. The objective of this work was to increase folates intake of African people
through the consumption of cereal-based fermented foods using fermentation. Seven types of cereal-based
fermented foods (CBFF), commonly consumed in West Africa, were investigated in this study. Total folate
content of cereal-based fermented ranged between 1.8 and 31.3 ug/100g fresh weight, and was almost always
lower than in the raw material (13.8-73.4 ug/100g fresh weight). Folate losses occurred during some processing
steps like debranning, soaking and drying steps. However, fermentation was able to increase the folate content in
some CBFF. Folate bioaccessibility was assessed using a static in vitro digestion model, and ranged from 23% to
81%. The bioaccessible folate content was influenced by total folate content, the structure of food matrices that
modulated folate release, and folate stability during digestion process. Calculations of the contributions of CBFF
to the reference nutrient intake for folate showed that folate intakes from these foods would cover a maximum of
8% of the folate requirements for young children. Porridges prepared with starter cultures of lactic acid bacteria
selected for the nutritional properties (folate synthesis, starch hydrolysis) had significantly higher folate contents
(up to 8.7 ng/100 g fresh matter) than the porridge prepared using the traditional process (2.5-5.4 ug/100 g fresh
matter). Back slopping using an inoculum from a spontaneous fermentation also enabled an interesting increase
in folate contents (up to 7.4 pg/100 g fresh matter). The bacterial diversity of seven cereal-based fermented
foods from Burkina Faso, Ethiopia and Finland were assessed using 16S rRNA amplicon sequencing. Lactic acid
bacteria genus, including Lactobacillus, Enterococcus, Weissella, Pediococcus, Lactococcus and Streptococcus
were the main bacteria present in cereal-based fermented foods. Several potentially pathogenic bacteria, namely,
Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Erwinia, Escherichia, Klebsiella and Acinetobacter were also found in
some intermediary products resulting from storage and wet milling. These microorganisms were reduced by
fermentation and finally removed after the cooking step.

Key words: Africa, Bacterial diversity, Cereal-based fermented foods, Folates, Lactic acid bacteria, Processing
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SPRING: Strengthening Partnerships, Results and Innovations in Nutrition Globally
THF : Tetrahydrofolates

TPU: Traditional production units

UFC: Unité Formant Colonie

UPLC: Ultra Performance Liquid Chromatography

UN: United Nations

US: United States

USDA: United States Department of Agriculture

USAID: United States Agency for International Development
UTPs: Unités Traditionnelles de Production

WAFCT: West African food composition table

WHO: World health organization

H4folate: Tétrahydrofolate

5-CHzs-H4folate : 5-méthyltétrahydrofolate
5-CHs-H2folate : 5-méthyldihydrofolate
5-HCO-H4folate : 5-formyltétrahydrofolate
5-HN=CH-H4folate : 5-formiminotétrahydrofolate
10-HCO-H4folate : 10-formyltétrahydrofolate
10-HCO-Hxfolate : 10-formyldihydrofolate
5,10-CH,-H4folate: 5,10-méthylenetétrahydrofolate
5,10-CH*-H4folate : 5,10-méthényltétrahydrofolate
10-HCO-PGA : acide 10-formylfolique

PGA: Acide folique
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Chapitre 1 : Introduction générale

15



Les folates sont un groupe de composés mono ou poly-glutamates dérivés de 1’acide ptéroique
appelés vitameres (Blakley 1987). Ils appartiennent aux vitamines du groupe B et désignent
précisément la vitamine B9. Ce terme générique regroupe aussi bien les vitameres
naturellement présents dans les aliments que I’acide folique, forme synthétique de ce groupe
utilisée comme supplément ou fortifiant nutritionnel (Gujska and Kuncewicz 2005). Alors que
I’acide folique est un composé mono-glutamate de 1’acide ptéroique et chimiquement stable,
les vitameres naturels des folates présentent une chaine de poly-glutamates de I’acide
ptéroique avec des états d’oxydation et une stabilit€é chimique variables (Gujska and

Kuncewicz 2005).

Dans I’organisme, les folates sont principalement des donneurs de groupements
monocarbonés (McGarel et al. 2015). De par cette fonction, ils sont impliqués dans les
processus clés de biosyntheése des acides nucléiques, des protéines, des chromosomes, des
phospholipides, de la myéline et des neurotransmetteurs (McGarel et al. 2015). Ces composés
sont indispensables a tous les dges. L'Homme n'étant pas capable de les synthétiser de novo,
un apport exogene par l'alimentation s'avere indispensable pour ses besoins métaboliques
(Zhao, Matherly, and Goldman 2009). Chez I’Homme, les ingérés en folates par le biais de
I’alimentation peuvent étre insuffisants. Ces apports limités en folates par I’alimentation sont
dus a une faible diversit¢ de 1’alimentation, a des pertes de ces vitamines au cours des
procédés de transformation des aliments ou encore a leur faible biodisponibilité (McNulty
1995; Witthoft et al. 1999). Les carences en folates peuvent étre dues a des apports
alimentaires insuffisants, mais aussi étre d’origine biologique (troubles métaboliques,
malabsorption) ou médicamenteuse (Allen 2008). Les conséquences sur la santé humaine
peuvent €tre graves comme 1’apparition d’anémie mégaloblastique ou des complications
pendant la grossesse telles que les malformations du tube neural (MTN) chez le feetus
(Eitenmiller, Ye, and Landen 2008). Les carences en folates et leurs implications sanitaires
sont répandues dans le monde entier (McLean, de Benoist, and Allen 2008; Youngblood et al.
2013). Chaque année, on estime a pres de 300 000 nouveau-nés atteints de spina-bifida ou
d’anencéphalie, les deux formes de MTN les plus répandues dans le monde (March of Dimes
Birth Defects Foundation 2006). Dans les pays a ressources limitées, 29% des cas de mortalité
néo-natale dus a des malformations congénitales visibles sont attribuables aux MTN

(Blencowe et al. 2010).

En Afrique, les régimes alimentaires sont souvent peu diversifiés et la majorité des procédés

de transformation conduisent a une diminution des teneurs en folates qui peut expliquer les
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carences observées (Arimond et al. 2011; Berger et al. 2013; McNulty 1995). En effet, dans
beaucoup de pays africains, les céréales dont le sorgho (sorghum vulgare), le mais (Zea
mays), le mil (Pennisetum glaucum, Eleusine coracana), et le riz (Oryza sativa), constituent la
base du régime alimentaire (Galati et al. 2014). Ces céréales sont toujours consommeées apres
transformation comme le décorticage, le séchage, le broyage, le tamisage et la cuisson qui

peuvent induire des pertes importantes en folates (Saubade et al. 2018; Witthoft et al. 1999).

Les moyens de luttes contre les carences en folates en Afrique, a I’instar de ceux des pays
développés, incluent la fortification (i.e. enrichissement) et la supplémentation avec de I’acide
folique, combinés a la promotion d’une alimentation variée et riche en folates. Des politiques
de fortification volontaire ou obligatoire des céréales et produits céréaliers en acide folique
sont en place dans beaucoup de pays africains (FFI 2017). En 2017, la farine de blé était
fortifiée dans 17 pays africains, et celle de mais 1’était dans 9 pays africains (FFI 2017). Quant
aux politiques de supplémentation en acide folique, elles restent dans la plupart des cas
circonscrites aux femmes enceintes avec cependant un taux de couverture limité et faible. En
effet moins de deux-tiers des femmes prennent des suppléments au cours de la gestation en
suivant les recommandations de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
(SPRING/USAID 2016). De plus, le faible niveau de scolarisation des femmes, les grossesses
non planifiées, et ’inaccessibilité aux services de soins primaires, aux suppléments d’acide
folique et aux aliments fortifiés des populations vulnérables dont les enfants et les femmes en

age de procréer compliquent encore la situation (Maclntyre et al. 2002).

Dans ce contexte, 1’acide folique, en dépit de son efficacité établie dans la lutte contre les
carences en folates a 1’échelle mondiale (Blencowe et al. 2010) constitue aujourd’hui une
solution hors de portée d’une proportion des populations vulnérables d’ou le besoin
d’explorer d’autres moyens plus accessibles dans les pays a ressources limitées. Dans la
plupart de ces pays, I'un des principaux procédés de transformation et de conservation des
aliments céréaliers est la fermentation (Steinkraus 1994). Outre le développement d’ar6mes
agréables, I’amélioration de la texture, de la conservation et de la digestibilité des aliments, la
fermentation améliore aussi la valeur nutritionnelle des produits fermentés par la synthese de
métabolites d’intérét nutritionnel, dont les folates (Blandino et al. 2003; Singh et al. 2015;
Steinkraus 1994). La production des folates au cours de la fermentation notamment des
céréales, est dévolue aux acteurs de la fermentation qui sont les bactéries lactiques (BL) et les
levures (Saubade, Hemery, et al. 2017). Si de nombreux travaux sur I'impact de la

fermentation contr6lée ou non des aliments céréaliers, sur les ingérés en folates existent dans
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la littérature, la plupart de ceux-ci ont été réalisés sur des produits céréaliers communément
consommés dans les pays développés (Saubade, Hemery, et al. 2017). En revanche, tres peu
de travaux portent sur la contribution des aliments céréaliers fermentés aux ingérés en folates
en Afrique. Deux aliments céréaliers fermentés ont été investigués a ce jour : le ben-saalga et
le togwa, deux bouillies traditionnelles fermentées de mil et de mais préparées au Burkina
Faso et en Tanzanie, respectivement (Hjortmo, Hellstrém, and Andlid 2008; Saubade,

Humblot, et al. 2017; Greppi, Saubade, et al. 2017; Saubade et al. 2018).

Ce travail a été ainsi initié pour connaitre le potentiel de contribution des aliments céréaliers
fermentés tels que consommés en Afrique, a la couverture des besoins en folates. Il
s’inscrivait dans le projet ERA-Net ERAfrica, intitulé « Contribution des aliments céréaliers
fermentés aux ingérés en folates dans les pays européens et africains » (FolEA ;
www.folea.eu). Ce projet était soutenu financierement par la commission européenne dans le
cadre du septiecme programme cadre (ERAFRICA_IC-027, FP-226154). 1l a été réalisé en
partenariat entre des laboratoires de cinq pays : 1I’Afrique du Sud, le Burkina Faso, I’Ethiopie,

la Finlande et la France.

Dans ce projet, ma these avait pour objectif de répondre a la question de recherche suivante :
comment augmenter les ingérés en folates des populations vulnérables (femmes et
enfants) en Afrique a travers la consommation d’aliments céréaliers fermentés ? Pour
répondre a cette question, une collecte d’échantillons de 7 aliments céréaliers fermentés les
plus consommeés a été effectuée dans des unités traditionnelles de production au Burkina Faso.
Ces aliments, bien que collectés au Burkina Faso, sont aussi consommés dans d’autres pays
africains, notamment en Afrique de 1I’Ouest comme le Benin, le Ghana, le Nigéria, le Niger, le
Mali, la Cote d’Ivoire etc. Les teneurs en folates totaux de ces aliments ont €té déterminées.
Le procédé de préparation de chaque aliment collecté a été décrit. Une étude bilan-matiere a
permis I'identification des étapes des procédés de transformation susceptibles d’influencer les
teneurs en folates de ces aliments. Outre ces analyses, une étude de la diversité microbienne et
des mesures de bioaccessibilité des folates de ces aliments ont été réalisées. L’aliment le plus
couramment consommé a été utilis€ comme modele de faisabilité d’augmentation de la teneur

en folates en utilisant des souches de bactéries lactiques productrices de folates.

Le manuscrit de cette these est divisé en cing chapitres comme suit:

Le Chapitre 1 présente I’introduction générale.
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Le chapitre 2 est une revue de la littérature qui présente les folates, le statut en folates des
populations vulnérables (femmes et enfants) en Afrique et les stratégies de lutte contre les
carences mises en place. Un point sur les aliments céréaliers fermentés produits en Afrique et
sur les méthodes d’étude de leur microbiote est présenté.

Une partie de cette revue a fait 1’objet d’une publication (Annexe 1) soumise dans Food

Reviews International.

Le chapitre 3 fait état de I’ensemble du matériel et des méthodes d’analyses utilisés au

cours de cette these.

Le chapitre 4 présente les résultats obtenus et les discussions sous la forme d’articles
soumis ou a soumettre pour publication. Dans une premiere partie nous présentons les
résultats de la détermination des teneurs en folates d’échantillons de 7 aliments céréaliers
fermentés les plus consommés, de I’'influence des procédés traditionnels sur les teneurs en
folates de ces aliments ainsi que la bioaccessibilité des folates présents dans ces aliments.
Dans une deuxiéme partie nous présentons les résultats obtenus lors de la production de
bouillies de mil fermenté produites en utilisant des souches de bactéries lactiques productrices
de folates.

Dans une troisieme partie nous présentons les résultats de caractérisation de la diversité

microbienne de ces aliments.

Le chapitre 5 présente une discussion générale de I’ensemble des résultats obtenus au cours
de cette these, ainsi que les limites de 1’étude et les perspectives pour les futures

investigations.

Dans le cadre de mon voyage d’étude a I'université d’Helsinki, j’ai participé a une étude
d’évaluation du potentiel de production des folates par les bactéries lactiques isolées a partir
de la pate fermentée de l'injera. Les résultats de ce travail réalis€ en commun avec
I’université d’Helsinki (Finlande) et I'université d’Addis Abeba (Ethiopie) ont été valorisés
sous forme d’un article (Annexe 2) a soumettre dans une revue internationale en 2018. Ma
contribution s’est limitée a 1’identification de la capacité de production des folates par une

centaine de souches de BL.
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Chapitre 2 : Revue bibliographique
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1. Folates ou vitamine B9

1.1.Structure et stabilité des folates

Le terme folates, ou vitamine B9, est un terme générique qui désigne un groupe de différents
composés vitaminiques appelés vitameres constituant la famille de la vitamine B9 (Ball
2005). Les folates sont tous constitués d’un noyau ptérine li€ par un pont méthyleéne a 1’acide
para-amino-benzoique, ce dernier étant lui-méme li€ a une ou plusieurs molécules d’acide L-
glutamique via un lien peptidique (Figure 1). Les ptérines sont des molécules appartenant au
groupe des ptéridines et qui ont la particularité d’€tre substituées en position 2 et 4 par une
fonction amine et une fonction kéto ou énol, respectivement (Van Daele et al. 2016).
L’ensemble constitué du noyau ptérine et de 1’acide para-amino-benzoique sont désignés sous
le terme d’acide ptéroique. La liaison entre 1’acide ptéroique et au moins une molécule de

glutamate est nécessaire pour qu’une activité vitaminique soit observable (Aratjo et al. 2015).

Parmi les vitameres de folates, 1’acide folique (pteroylmonoglutamic acid ou PGA) peut étre
soit la forme de synthese des folates, soit le produit de dégradation de certains vitameres de
folates. L’acide folique ne possede qu’une molécule de glutamate contrairement aux autres
vitameres de folates qui peuvent avoir jusqu’a sept, voire 12 molécules glutamiques (Witthoft
et al. 1999). Le noyau ptéridine de 1’acide folique est compleétement oxydé alors que celui des
autres vitameres de folates est soit partiellement réduit (aux positions 7 ; 8) dans le cas des
dihydrofolates, soit completement réduit (aux positions 5; 6; 7; 8) dans le cas des
tetrahydrofolates (Witthoft et al. 1999). En outre, les vitameres de folates peuvent étre
substitués soit a la position Ns par des groupes formyl, méthyl ou formimino, ou a la position
Nio par un groupe formyl (Blakley 1987). Il peut aussi y avoir un pont dii a des groupes
méthylene ou méthényl entre les positions N5 et Nio. En considérant que la chaine de poly-
glutamate ne peut pas étre constituée de plus de sept résidus, le nombre théorique de

molécules de folates présentes dans la nature serait proche de 150 (Ball 2005).

Les molécules de tetrahydrofolates sont asymétriques au niveau du carbone Ce (Ball 2005). 11
existe donc deux stéréo-isomeres nommés 6S et 6 R. Seul le stéréo isomere 6S se retrouve
dans la nature et est biologiquement actif. Les méthodes chimiques de synthese des

tetrahydrofolates (hydrogénation catalytique ou réduction chimique) ne permettent d’obtenir
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que des mélanges des deux stéréo-isomeres. C’est I’une des raisons pour lesquelles la forme

de folates synthétisée, I’acide folique, est la forme la plus oxydée.

Tous les vitameres de folates sont sensibles a la lumiere. Cependant la susceptibilité a la
dégradation oxydative est tres variable selon les vitameres : 1’acide folique, forme synthétique
utilisée comme supplément ou fortifiant alimentaire est plus résistant au stress oxydatif que
les formes réduites de folates (Hawkes and Villota 1989). Les substitutions sur les positions
Ns ou Njo augmentent la stabilité des folates. L ordre de stabilité des vitameres de folates est
le suivant: acide folique > 5-HCO-Hasfolates > 5-CHs-Hafolates > 10-HCO-Hafolates >
Hafolates. En outre, la stabilité des folates est pH—dépendante (Witthoft et al. 1999). Selon le
pH, des interconversions entre les vitameres de folates sont possible. Par exemple, a pH acide
modéré, le 5,10-CHx-Hafolate est facilement dissocié en Hafolate, et a pH acide fort le 5-
HCO-Hasfolate et le 10-HCO-Hafolate subissent une cyclisation pour former 5,10-CH+-
Hafolate (Pfeiffer, Rogers, and Gregory 1997). Le taux de dégradation des folates dépend
aussi de la température, de la présence de catalyseurs, et des antioxydants (Gregory 1989).
Des interconversions entre les vitameres de folates sont possibles. Par exemple, le 10-HCO-
Hafolate, sensible a 1’oxydation, peut étre facilement converti en 10-HCO-PGA a haute
température, en 10-HCO-Hxfolate a pH neutre ou basique, ou en 5,10-CH*-Hfolate a pH
acide (Maruyama, Shiota, and Krumdieck 1978; Robinson 1971). Le 5-CHs-Hafolate peut €tre
oxydé en 5-CHs-Hofolate (Maruyama, Shiota, and Krumdieck 1978). Bien que plusieurs
facteurs affectant la stabilité des folates aient été déja décrits, les connaissances sur la stabilité

des folates dans un environnement complexe comme les aliments restent toujours limitées.
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Source : Saubade et al. 2017

Figure 1 : Structure de a) 1'acide folique et b) des autres vitameéres de folates

5-CHs-H4folate : 5-méthyltétrahydrofolate ; 5-CHs-H2folate : 5-méthyldihydrofolate ; 5,10-CHo-
H4folate :5,10-méthylenetétrahydrofolate ; 5,10-CH*-H4folate : 5,10-méthényltétrahydrofolate ; 5-
HCO-H4folate : 5-formyltétrahydrofolate ; 10-HCO-H4folate : 10-formyltétrahydrofolate ; 10-HCO-
Hyfolate : 10-formyldihydrofolate ; 10-HCO-PGA : acide 10-formylfolique ; 5S-HN=CH-H4folate : 5-

formiminotétrahydrofolate
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1.2. Fonctions physiologiques des folates

Les folates sont des coenzymes impliqués dans de nombreuses réactions de transfert d’unités
monocarbonées essentielles a la survie des cellules, comme la synthese des acides nucléiques,
le métabolisme des acides aminés et la reméthylation de I’homocystéine en méthionine
(Forges et al. 2008) (Figure 2). Seuls les tétrahydrofolates (THF) sont biologiquement actifs,
mais chaque vitamere de tétrahydrofolate est impliqué dans une réaction différente selon le
groupement carboné qu’il porte. Par exemple, le 5,10-méthyleénetétrahydrofolate est le
cofacteur de la thymidylate synthétase qui permet la transformation du désoxyuridine
monophosphate (dUMP) en désoxythymidine monophosphate (dTMP). La reméthylation de
I’homocystéine est due a la méthionine synthétase qui utilise le groupement carboné du 5-

méthyltétrahydrofolate.
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Figure 2: Role de la vitamine B9 dans le métabolisme cellulaire

THF : tétrahydrofolate; MTR : méthionine synthétase; Met : méthionine; HCY :
homocystéine; MTHFR : méthyléne-tétrahydrofolate réductase; MAT : méthionine
adénosyltransférase; MT : méthyltransférases; X : substrat a méthyler; SAHH : S-
adénosylhomocystéine hydrolase; Dump : désoxyuridine 5’-monophosphate; dTMP :
désoxythymidine 5’-monophosphate; TS : thymidylate synthase; DHFR : dihydrofolate
réductase; MTHFD : 5,10-méthylenetétrahydrofolate déshydrogénase; CBS
cystathioninebéta-synthétase; CyL : cystathionine lyase
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1.3. Absorption et métabolisme des folates

Prés des deux tiers des folates alimentaires sont présents sous formes de poly-glutamates
(Melse-Boonstra et al. 2002). Ces derniers sont préalablement hydrolysés en mono-glutamates
par la y-glutamyl hydrolase ou carboxypeptidase I (GCP II ; EC : 3.4.17.21) présente dans la
membrane de la bordure en brosse des entérocytes avant absorption par les cellules de
I'épithélium intestinal au niveau du jéjunum (McNulty and Pentieva 2004). Les mono-
glutamates sont transportés a travers l'entérocyte par un mécanisme saturable de co-transport
(avec H), pH acide-dépendant via des transporteurs membranaires (proton-coupled folate
transporter (PCFT)) (Zhao, Matherly, and Goldman 2009). En plus des transporteurs
membranaires PCFT, il est admis aussi la présence d’autres transporteurs membranaires
RFC1 (reduced folate carrier 1) et FRa (folate receptor alpha) présents au niveau de la
membrane apicale des entérocytes (Matherly and Goldman 2003; Zhao, Matherly, and
Goldman 2009). Ces mécanismes de transport étant saturables, dans le cas d'apports élevés
d'acide folique, un transport par diffusion a été décrit (Kelly et al. 1997). De plus, d’apres une
étude de Aufreiter et al., (2009), une absorption des folates a lieu au niveau du cdlon et
contribue de facon significative a la quantité totale de folates circulants dans le sang
(Aufreiter et al. 2009). Outre les folates d’origine alimentaire absorbés, les folates peuvent
étre aussi synthétisés par certaines bactéries coliques, principalement sous forme de
monoglutamylfolates qui sont absorbés au niveau du colon puis métabolisés (Rong et al.

1991).

Une fois dans l'entérocyte, les mono-glutamates sont alors réduits en THF et méthylés, la
principale forme libérée dans le plasma étant le 5-méthyl-THF (5-CHs-Hasfolate). Les folates
absorbés sont ensuite transportés jusqu'au foie, une partie est alors excrétée dans la bile puis
réabsorbée (Lin et al. 2004). Ce cycle entéro-hépatique représente une forte circulation
quotidienne de folates (>80 pg/jour). Une partie des folates est stockée dans le foie, le reste
dans les globules rouges. Les réserves s'épuisent en 4 mois en moyenne (Zhao, Matherly, and

Goldman 2009).

1.4. Biodisponibilité /Bioaccessibilité des folates

La biodisponibilité d’un nutriment fait référence a la fraction de ce nutriment ingérée qui est
effectivement absorbée et utilisée pour assurer les fonctions de 1’organisme, tandis que la
bioaccessibilité correspond a la fraction du nutriment libérée de la matrice alimentaire au

cours de la digestion et potentiellement disponible pour absorption par la barriere intestinale
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(Gregory III, Quinlivan, and Davis 2005). La biodisponibilit¢ dépend a la fois de facteurs
intrinseques de I’aliment ingéré et de facteurs physiologiques propres a chaque individu
(Benito and Miller 1998; Camara and Amaro 2003). Pour ce qui est des folates, les facteurs
qui vont limiter cette biodisponibilité sont nombreux et liés a: (i) a la variabilité des
vitameres de folates et a leur stabilité relative, (ii) a la variabilité inter et intra individuelle,
(ii1) a I’effet de la matrice alimentaire, (iv) a la variabilité des méthodes d’évaluation de la

biodisponibilité des folates (Gregory 2012; McNulty and Pentieva 2004).
(i) Stabilité relative des vitameres de folates

La stabilité chimique variable des vitameres de folates constitue un facteur limitant de la
biodisponiblité des folates (Tamura et al. 1976). Elle a été décrite dans la section 1.1.
Structure et stabilité des folates. En effet, les formes sensibles aux pH acides ont davantage de
risque d’étre dégradées au cours de I’étape gastrique de la digestion des aliments. Ringling et
Rychlik (2017) ont ainsi rapporté qu’au cours d’une digestion in vitro en présence d’enzymes
digestives a concentration physiologique, 1’acide folique et le 10-HCO-PGA sont relativement
stables, tandis que le Hasfolate est quasiment intégralement dégradé, le 5-CHs-Hasfolate est
dégradé en I’absence d’acide ascorbique pour donner divers produits d’oxydation. Quant au 5-
HCO-Hufolate, il subit plusieurs interconversions successives en fonction du pH pour donner
d’abord du 5,10-CH*-Hasfolate au cours de la phase gastrique a pH 2, puis du 10-HCO-
Hxfolate au cours de la phase intestinale a pH 5,5 puis 6,5 ; 87% du 5-HCO-Hafolate étant

converti a la fin de la digestion.
(ii) Variabilité inter et intra individuelle

Plusieurs variantes génétiques des enzymes contrdlant I’absorption, le transport et le
métabolisme des folates peuvent avoir un effet significatif sur le statut en folates et sur la
santé humaine (Gregory III, Quinlivan, and Davis 2005). Par exemple, Mitchell et al. (1997)
estimaient qu’au moins 46% de la variation des concentrations en folates dans les globules
rouges étaient liée a une variation génétique (Mitchell et al. 1997). En outre, le style de vie et
certains facteurs relatifs a la santé affectent aussi la biodisponibilité des folates. Par exemple,
la prise associée de certains médicaments tels que certains anticonvulsivants, certains
anticancéreux, et certains antiinflammatoires intestinaux peut influencer négativement le
métabolisme et le statut en folates (Bailey 1988). Ces médicaments, ainsi que la fumée des

cigarettes et 1’éthanol ingéré par les alcooliques auraient des effets inhibiteurs sur I’activité de
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la GCPII (Halsted 1990). L’absorption des folates peut aussi étre perturbée par I’inflammation

ou des troubles gastro-intestinaux (Gregory 1997).
(iii) Effet matrice alimentaire

La biodisponiblit¢ de 1’acide folique est d’environ 85% (FAO/WHO 2005). Selon les
estimations, la biodisponibilité des folates alimentaires est comprise entre 30% a 98% par
rapport a celles de I’acide folique (Brouwer et al. 2001; Hannon-Fletcher et al. 2004). La
plupart des études de biodisponibilité se sont focalisées sur le potentiel des facteurs
susceptible d’inhiber I’enzyme de déconjugaison présente sur la membrane de la bordure en
brosse des entérocytes. Il a été montré que les acide organiques ont un effet inhibiteurs de la
GCPII in vitro (Bhandari and Gregory 1990; Wei and Gregory 1998). La consommation
d’aliments acides peut induire une diminution du pH du contenu du jéjunum en dessous du pH
optimal de Dactivité de la GCPII (pH 6,5), ce qui peut entrainer une deconjugaison
incomplete des folylpolyglutamates alimentaires au niveau de la barriere intestinale
(Chandler, Wang, and Halsted 1986; Tamura et al. 1976). Par ailleurs, en présence de cations
métalliques tels que le zinc ou le fer en milieu neutre ou acide (pH 3,5), les folates pourraient
former des complexes susceptible de diminuer leur biodisponibilité (Lucock et al. 1994).
Dans les produits laitiers, la chelation de la vitamine B9 par la «folate binding protein »
protege les folates au cours de la digestion et permet une meilleure biodisponibilité (Forssén

et al. 2000).

La structure de I’aliment affecte aussi la biodisponiblité des folates (Seyoum and Selhub
1998). Par exemple, la consommation de légumes finement hachés augmente de facon
significative les teneurs en folates du plasma comparativement a des 1égumes non hachés (van
het Hof et al. 1999). Ringling et Rychlik (2017) ont rapporté que la bioaccessibilité des folates
est également influencée par le type de vitameres présents dans 1’aliment, leur stabilité, ainsi
que par ’efficacité de la déconjugaison. La présence de certaines protéines de transport liés
aux folates ou d’antioxydants comme l'acide ascorbique dans les matrices alimentaires
protegent et améliorent la stabilité des folates et dans certains cas leur bioaccessibilité
(McNulty and Pentieva, 2004; Ringling and Rychlik, 2017). Ainsi, la bioaccessibilité des
folates est plus élevée pour des épinards (44%) et du camembert (37%) que pour du germe de
blé (21%), mais dans tous les cas la bioaccessibilité est améliorée par 1’ajout d’acide
ascorbique (Ringling et Rychlik, 2017). Cependant, dans le cas des protéines de transport

(« folate binding protein »), des résultats contradictoires ont été aussi obtenus avec 1’acide
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folique en particulier (Verwei et al. 2004; Witthoft et al. 2006). Les fibres alimentaires, quant
a elles, ne semblent pas avoir d’effet adverse sur la biodisponiblité des folates (Gregory

1997).
(iv) Variabilité des méthodes d’évaluation de la biodisponibilité des folates

Il existe un grand nombre d’approches pour estimer la biodisponibilité des folates dans les
aliments. Les méthodes peuvent étre divisées en deux groupes : les méthodes in vivo, qui sont
réalisées soit chez I’Homme, soit chez les animaux, et les méthodes in vitro qui simulent, de
maniere plus ou moins sophistiquée, les conditions physiologiques de la digestion. La
méthode a adopter pour une étude doit cependant étre choisie sur la base des ressources
disponibles (financieres, matérielles), des considérations éthiques et, surtout, de la nature et de

I’objectif de 1’étude.

Dans le cas des folates, la plupart des études d’évaluation de la biodisponiblité in vivo ont été
réalisées sur des animaux de laboratoire, principalement sur des rats (Clifford et al. 1991). Les
résultats de ces études restent cependant controversés au regard des différences qui subsistent
dans la déconjugaison des folates entre I’Homme et les especes animales étudiées. En outre,
les régimes alimentaires de base utilisés dans ces études sont différents de ceux de I’'Homme

aussi bien du point de vue de la composition que de la matrice alimentaire (Gregory 2001).

Chez I’'Homme, les études de biodisponibilité ont utilisé généralement des folates réduits (5-
méthyl-THF) ou de I'acide folique marqués avec des isotopes radioactifs. Ces essais ont été
réalisés a court-terme (quelques heures a quelques jours) ou a long-terme (de 4 a 12 semaines)
et avec des moyens importants (colit des isotopes, équipement et conditions spéciales). Les
estimations de la biodisponibilité des folates alimentaires par rapport a celle de I’acide folique
montrent de grandes variations dans les études, allant de 10 a 98% (Baker, Jaslow, and Frank
1978; Brouwer et al. 1999; Colman, Green, and Metz 1975; Prinz-Langenohl et al. 1999;
Tamura and Stokstad 1973).

Il existe principalement quatre méthodes de digestion in vitro pour mesurer la bioaccessibilité
des folates dans les matrices alimentaires: la solubilité, la dialyse, les modeles gastro-
intestinaux dynamiques et le modele de cellules Caco-2. Ce dernier est utilisé pour évaluer la
biodisponibilité (Tableau 1). Dans chacune de ces méthodes, une digestion in vitro est
réalisée pour simuler le systeme digestif humain. Elle se fait généralement en deux phases

(gastrique et intestinale) ou parfois en trois ou quatre phases avec la prise en compte des
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phases orale et de la fermentation colique. Pour la phase gastrique, la pepsine (par exemple un
extrait d'estomac de porc) est ajoutée avant l'acidification des échantillons a pH 2 (pH
gastrique de I’adulte) ou a pH 4 (pH gastrique de I’enfant) (Etcheverry, Grusak, and Fleige
2012). Au début de la phase intestinale, les échantillons sont neutralisés a pH 5,5-6,0 avant
I'addition soit de la pancréatine (cocktail d’enzymes pancréatiques contenant 1’amylase
pancréatique, la lipase, la ribonucléase et les protéases telles que la trypsine) ou des enzymes
individuelles purifiées (la trypsine, la chymotrypsine et I’amylase pancréatique) et des sels
biliaires, et le pH est finalement ajusté a 6,5-7,0. La troisieme phase souvent introduite est la
phase orale. Elle précede la phase gastrique. Dans cette phase, les échantillons sont soumis a
I’action de l'alpha-amylase salivaire qui dénature les liaisons glycosidiques des molécules
d'amidon, c'est-a-dire 1'amylose et l'amylopectine. A I’issue des phases de digestion, la
bioaccessibilité peut étre mesurée par la détermination du pourcentage d’élément dialysable
ou soluble apres digestion in vitro, ou encore par la détermination de la quantité d’élément
absorbée ou transportée par le modele de cellules Caco-2. Dans le cas des modeles dynamique
gastro-intestinaux, les étapes gastriques et intestinales sont réalisées de maniere automatisée
au sein du digesteur qui régule automatiquement la température, le pH et 1’ajout des enzymes
digestive, et permet également de contrdler les temps de transit dans les différents

compartiments, et les mouvements péristaltiques.
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Tableau 1: Méthodes de digestion in vitro (Etcheverry, Grusak, and Fleige 2012)

Méthodes de digestion in
vitro

Objectifs

Avantages

Limites

Solubilité

Mesure de la bioaccessibilité

Simple a faire
Peu coliteux
Facile a conduire

® Absence d’indicateur
fiable de la biodisponibilité

¢ Impossible d'évaluer le
taux d'absorption ou la
cinétique de transport

¢ Impossible de mesurer la
compétition entre les
nutriments et les
composants alimentaires
sur le site d'absorption

Dialyse

Mesure de la bioaccessibilité

e Simple a faire
e Peu coliteux
e Facile a conduire

e Impossible d'évaluer le
taux d'absorption ou la
cinétique de transport

® Impossible de mesurer la
compétition entre les
nutriments et les
composants alimentaires
sur le site d'absorption

Modeles gastro-
intestinaux dynamiques

Mesure de la bioaccessibilité.
Cependant, lorsqu'il est couplé
aux cellules intestinales, la
biodisponibilité peut
également étre mesurée

e Incorpore de nombreux parametres de
digestion (péristaltisme, température
corporelle, etc.)

e Permet la collecte du digesta a n'importe
quelle étape de la digestion

e Cher
e  Peu d'études de validation

modele cellulaire Caco-2

Mesure de la biodisponibilité

¢ Permet I'étude de la compétition des
éléments nutritifs sur le site d'absorption

e Requiert du personnel
qualifié dans les méthodes
de culture cellulaire
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1.5. Causes des carences en folates

Les carences en folates peuvent survenir a tous les ages: de la conception a la vieillesse
(Clarke et al. 2004). Elles peuvent résulter de 3 principales causes a savoir alimentaires,
biologiques et médicamenteuses. Ces principales causes sont résumées sur la figure 3 et

décrites ci-dessous.

1.5.1. Causes alimentaires

Les faibles apports alimentaires en folates constituent la principale cause des carences en
folates chez I’ Homme (WHO 2008). Les causes alimentaires des carences en folates peuvent
résulter soit d’un régime alimentaire naturellement pauvre en folates ou des procédés de
transformation et de conservation des aliments susceptibles de réduire les teneurs en folates

dans les produits alimentaires.

Dans le premier cas, selon les teneurs en folates dans les aliments, certains aliments sont de
bonnes sources alimentaires de folates. Parmi ces aliments, figurent le foie (136-963 ug/100g
de maticre fraiche (MF)), les légumes a feuilles vertes (88-187 pg/100g MF), d’autres
légumes verts tels que les asperges (108 ng/100g MF), les choux de Bruxelles (101 pug/100g
MF) et le brocoli (114 pg/100g MF), les légumineuses (140-540 pg/100g MF non
transformée), les noix (39-169 ng/100g MF), les aliments a base de céréales (26-170 ug/100g
MF pour les produits a base de grains entiers), et quelques fruits tels que les oranges (27-42
ng/100g MF), les fraises (36-65 ug/100g MF) et les cerises (52-75 ng/100g MF) (FAO/WHO
2005; Souci, Fachmann, and Kraut 2000; USDA 2015).

Cependant, la fréquence de consommation des aliments est aussi trés importante puisque
méme si certains aliments sont tres riches en folates mais consommés de maniere saisonniere,
des carences en folates des populations peuvent étre observées (Saubade, Hemery, et al.

2017).

Dans le deuxieme cas des causes alimentaires des carences en folates, certains procédés de
transformations et de conservation des aliments contribuent énormément a des pertes en
folates. Le tableau 2 présente quelques exemples de I’évolution des teneurs en folates lors de
différentes étapes des procédés de transformation des aliments. D’apres les données de la
littérature, le décorticage, le séchage solaire, le trempage, la cuisson peuvent induire des

pertes en folates (Witthoft et al. 1999).
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Dans le cas des céréales, les folates localisées majoritairement dans les couches externes des
grains sont perdus suite au décorticage des grains, ce qui explique les faibles teneurs en
folates des farines raffinées (10-17 nug/100g MF) par rapport a celles des produits a base de
grains entiers (26-170ug/100g MF) (Promeranz 1988). Lors de la cuissons, et en particulier la
cuisson hydrothermale durant laquelle les folates peuvent diffuser dans 1’eau, d’importantes
pertes en folates ont été enregistrées en particulier lorsque le degré de fragmentation est
important quand les aliments sont trempés dans I’eau (Witthoft et al. 1999). En effet plus le
rapport surface /volume est grand, plus les pertes en folates dues a la diffusion sont

importantes (Czarnowska and Gujska 2012).

Lorsque les aliments sont exposés a I’oxygene ou a d’autres agents oxydants (par exemple au
cours du stockage qui peut durer plusieurs mois), les folates peuvent s’oxyder (Sotiriadis and
Hoskins 1982). Pour prévenir les oxydations, les folates peuvent étre protégés par des
antioxydants, soit naturellement présents dans les aliments comme 1’acide ascorbique soit
ajoutés durant la préparation des aliments. Par exemple, Sotiriadis et Hoskins (1982) ont
montré que 1’addition d’acide ascorbique dans des boites de conserves contenant du niébé, du
gombo ou des tomates, a permis de limiter significativement les pertes en folates durant un
stockage de six mois. L’exposition a la lumiere peut également induire des pertes en folates
par photo-décomposition sous 1’action des UV. Par exemple, de I’acide folique ajouté dans
des jus de fruits a été significativement plus dégradé lors d’un stockage a la lumiere par
rapport a un stockage a 1I’obscurité (Frommherz et al. 2014). Cependant certains composés
présents naturellement dans les aliments, tels que la B-lactoglobuline, 1’albumine de sérum
bovine et I’a-lactalbumine, peuvent retarder la photo-décomposition des folates (Liang et al.
2013). La structure des aliments peut également jouer un rdle positif en piégeant les folates au
sein de la matrice alimentaire, et les protégeant ainsi des agents oxydants (Saubade, Hemery,
et al. 2017). Au contraire, le fractionnement, de certains aliments, comme les grains de
céréales, pourrait augmenter 1’exposition des folates a ces facteurs et donc induire des pertes

importantes en folates.
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Tableau 2: Influence des procédés de transformation sur les folates dans les aliments céréaliers

Procédés Matieres premiéres  Aliments/produits Conditions Influence Réferences
finaux
Cuisson/chauffage Mil Ben-saalga (bouillie a2 80 °C, 5 mn Sans influence (Saubade et al. 2018)
base de mil)
Seigle Pain de seigle 200 °C, 60 mn -25 % (Kariluoto et al. 2004)
BI¢é Pain de blé 200 °C, 15 mn -37 % (Kariluoto et al. 2004)
Soja Soja Blanchiment (85 °C, 5 mn) -26 % (Arcot et al. 2002)
Brocoli Brocoli 25-140 °C, 30 mn 222-49 % (Munyaka et al. 2010)
Lait Lait pasteurisé Pasteurisation (62.5 °C, 30 mn micro-ondes) 0a-16 % (Donnelly-Vanderloo,
ou chauffage (40 °C, 10 mn) O’Connor, and Shoukri
1994)
Cuisson Haricot blanc Haricot blanc 100 °C, 10-40 mn, dans de I’eau distillée /une -112a-85 % (Xue et al. 2011)
hydrothermique mixture d’eau et d’huile (ratio graine / eau : 1/
80 g/ mL)
Riz Riz Conditions non déterminées -16 a -39 °C (Wieringa et al. 2014)
Fractionnement Bl¢ Fraction de blé Séparation électrostatique des fractions de son -37 % a23 % (Hemery et al. 2011)
de blé
Riz Riz polis Degré de polissage 10 % -88 % (Monks et al. 2013)
Trempage Haricot blanc Haricot blanc 0-12 h ; ratio graine /eaua 1/3oul/7 -12a-45% (Xue et al. 2011)
Soja Soja 24 h /30 °C dans I’eau de robinet sans ajout de -27 a-59 % (Mo et al. 2013)
BL ou 16 h/ 20 °C dans I’eau de robinet
Stockage Niébé et gombo Niébé et gombo Stocké en conserve pendant 3 a 24 semaines 39 % a-76 % (Sotiriadis and Hoskins

Choux de
Bruxelles
Différents 1égumes

Poudre de lait
entier

Choux de Bruxelles

Poudre de lait entier

Pousses fraiches stockées a — 21 °C pendant 31
a 188 jours
3al2moisa-18 °C

60-70 °C, 1 a 8 semaines

-6a—-48 %

02a-99 %

-53a-100 %

1982)
(Malin 1977)

(Czarnowska and Gujska
2012)
(Ford, Hurrell, and Finot
1983)

Source : Saubade et al. 2017
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1.5.2. Causes biologiques

Les carences en folates peuvent résulter des troubles de 1'absorption (maladies cceliaques), du
transfert et du métabolisme des folates ou encore de 1’état physiologique des individus
(Carmel 2008; Tamura and Picciano 2006). Dans ce dernier cas, au cours de la grossesse, les
carences en folates sont principalement dues a une augmentation de la demande en folates
pour les besoins de croissance du feetus et des organes utéroplacentaires, ou a une dilution des
folates du fait de I'augmentation du volume sanguin maternel (Tamura and Picciano 2006).
Les carences en folates peuvent aussi étre liées a un catabolisme accru des folates, ou a une
augmentation de la clairance et de l'excrétion des folates pendant la grossesse (Tamura and

Picciano 2006).

Chez les personnes agées, les troubles de I'absorption, du transfert et du métabolisme liés au

vieillissement, constituent les principales causes de carences en folates (Petridou et al. 2016).

1.5.3. Causes médicamenteuses

La prise de certains médicaments associée a la consommation alimentaire peut réduire la
biodisponibilité des folates conduisant a des carences. Les médicaments qui sont susceptible
d’influencer négativement le statut en folates appartiennent a plusieurs classes thérapeutiques
dont les anticonvulsifs (phénytoine, phénobarbital, primidone et dilantine), les antiulcéreux
antagonistes des récepteurs H-2 (cimétidine), les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
contraceptifs, les anticancéreux (méthotrexate, permetrexed, pralatrexate), les antipaludiques
antifoliniques (pyriméthamine) et la sulfasalazine pour le traitement de la colite ulcéreuse

chronique (Allen 2008; Visentin, Zhao, and Goldman 2012).

Dans la plupart des cas, le mécanisme d’action de ces groupes thérapeutiques a I’origine des
carences en folate reste encore peu €lucidé, mais I’étape de déconjugaison des
folylpolyglutamates en mono-glutamates avant absorption constitue la cible de la plupart de
ces médicaments. C’est le cas des antipaludiques tels que la pyriméthamine, largement
utilisée sous forme de sulfadoxine-pyriméthamine dans de nombreux pays africains pour
prévenir le paludisme pendant la grossesse (Hyde 2005) ou encore des contraceptifs (Allen
2008; Visentin, Zhao, and Goldman 2012; Fehr 1974). Pour les antagonistes du récepteur H-2
tels que la cimétidine, 1'inhibition de la sécrétion de la pepsine semble &tre la principale cause

de réduction de la biodisponibilité des folates (Binder and Donaldson 1978).
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1.6. Conséquences des carences en folates

Les carences en folates peuvent induire des conséquences sanitaires plus ou moins spécifiques
a l’age, a I’état physiologique ou encore a des organes spécifiques chez I’Homme. Les

conséquences des carences en folates sont présentées sur la figure 4 et décrites en dessous.

1.6.1. Au cours de la grossesse et de I'’enfance

Les folates jouent un rdle crucial dans les premiers instants de la vie intra-utérine (Tamura
and Picciano 2006). Le développement neuropsychique de 1’enfant a lieu au cours des 1000
premiers jours de 1’enfant, c¢’est-a-dire de la conception a la date du deuxieme anniversaire de
I’enfant (Barker 2012) et une carence maternelle en folates au cours de la gestation ou chez
I’enfant pendant cette période peut étre un facteur limitant (Nabarro 2013; Matoth et al.
1979). Au cours de la vie intra-utérine, les carences maternelles en folates sont responsables
de malformations du tube neural dont les formes les plus rependues sont le spina bifida et
I’anencéphalie (Iyer and Tomar 2009). Elles résultent de 1’absence de fermeture normale du
tube neural formant la colonne vertébrale, la moelle épiniere, le crane et le cerveau, entre le
vingt unieme et le vingt huitieme jour a compter de la date de conception (March of Dimes
Birth Defects Foundation 2006). En outre, étant donné le role des folates dans le
renouvellement cellulaire de 1’organisme, les folates sont tres importants pendant les périodes
de croissance accélérée, comme 1’enfance, la grossesse (Matoth et al. 1979; Scott, Rébeillé,
and Fletcher 2000). Le faible statut maternel en folates a également été associé a des

naissances prématurées et a des faibles poids a la naissance (Iyer and Tomar 2009).

1.6.2. Chez les adolescents, les adultes et les personnes agées

Les folates agissent comme un transporteur de carbone pour la formation de I’héme, et une
déficience peut engendrer des anémies macrocytaires (Iyer and Tomar 2009). Des problemes
de santé liés aux carences en folates comme la diarrhée, les douleurs abdominales, des ulcéres
buccaux et pharyngés, ont été rapportés chez des adolescents et des adultes (Eitenmiller, Ye,
and Landen 2008; Kim 2007). L’apport insuffisant en folates est associé a une forte
concentration sanguine d’homocystéine qui a pour conséquence d’augmenter le risque des

maladies cardio-vasculaires (Iyer and Tomar 2009).

La dépression est I'une des morbidités caractéristiques des personnes agées (Petridou et al.
2016). Cette dépression favorise la réduction des performances cognitives et I’apparition de la

maladie d'Alzheimer (Hinterberger and Fischer 2013).
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Figure 4: Conséquences des carences en folates
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Il a été rapporté que les désordres dépressifs majeurs sont li€s a de faibles niveaux de folates,
notamment en méthyltétrahydrofolates (Petridou et al. 2016). En effet, la synthese de la
méthionine, précurseur de la S-adénosylméthionine, nécessite 1'apport de groupes méthyles
par les méthyltétrahydrofolates (Bottiglieri et al. 2000). La S-adénosylméthionine constitue le
principal donneur de méthyles dans de nombreuses réactions de méthylation dans le cerveau
(Petridou et al. 2016). Les carences en folates provoquent une hypo-méthylation dans le
cerveau a I’origine de la pathogenese de la dépression et de la maladie d'Alzheimer (Fuso and

Scarpa 2011).

2. Statut en folates des femmes et des enfants en Afrique et stratégies
de lutte

2.1. Statut en folates des femmes et des enfants en Afrique

Dans la littérature, il n’existe pas de données relatives a la prévalence globale des carences en
folates aussi bien dans le monde qu’en Afrique. En Afrique la plupart des données sur le statut
en folates des groupes vulnérables notamment des femmes et des enfants dérivent des
enquétes nutritionnelles et alimentaires locales non représentatives de la population générale.
De plus les indicateurs d’estimation du statut en folates (concentrations sériques ou
plasmatiques des folates, apports alimentaires journaliers en folates etc.) des populations
varient d’un pays a un autre, rendant la comparaison des données relatives au statut en folats
difficile. Bien que ces résultats d’enquétes utilisent des indicateurs différents et ne concernent
pas la population générale, ils montrent cependant que les carences en folates au sein des
groupes vulnérables comme les femmes et leurs enfants constituent un probléme important de

santé dans la plupart des pays africains (Tableau 3).
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Tableau 3. Prévalence des carences en folates chez les femmes et chez les enfants en Afrique (Données disponibles de 2005 a 2017)

Statut en folate
PC =Prévalence des carences en folates
Groupe Taille de Valeurs (%)
Population Pays d’age ya . Méthode d’étude Seuils AF= A . ? f . Réferences
(années) I’échantillon (nmol/L)* F= pports journaliers en olates (ng/jr)
PA=Prévalence de ’adéquation des
apports en folates (%)
) _ DA (Becquey and Martin-Prevel
Burking Faso 15-49 178 Rappel de 24 h ND AF=253; PA=12 2010)
15-49. 4572; 455 Rappel de 24 h ND AF=150% 276" ; PA=5%; 20P (Arsenault et al. 2014)
Cameroun 15-49 900 Folates plasm;qu‘:es; Rappel de 10 PC =17.3; PA=41; AF=285 (Shahab-Ferdows et al. 2015)
Cote d’Ivoire 1549 734 Folates plasmatiques 10 PC=86.1 (Rohner et al. 2014)
.. ‘. _ (Haidar, Melaku, and Pobocik
Femmes Ethiopie 15-49 970 Folates sériques 10 PC=313 2010)
Mali 15-49 102 Rappel de 24 h ND AF=131; PA=0 (Kennedy et al. 2010)
Mozambique 14-19 448 Folates sériques 10 PC=4.1 (Korkalo et al. 2015)
République
Démocratique de 18-45 641¢; 7964 Folates sériques 6.8 PC=0.7°-1.0¢ (Harvey-Leeson et al. 2016)
Congo
Sierra Leone 15-49 871 Folates plasmatiques 10 PC=179.2 (Wirth et al. 2016)
. . . I Questionnaire de fréquence _ . . ‘. . h (Balogun, Lombard, and
Afrique du Sud 12-36 mois 555 65 de consommation ND AF=84.2¢ ;92.8" ;97.2¢ 98.2". McLachlan 2015)
. . 2. AAab AF=91%; 175"
Burkina Faso 36-59 mois 425%; 448 Rappel de 24 h ND PA= 28 64 (Arsenault et al. 2014)
Cameroun 12-59-mois 677 Folates plasmatiques; Rappel de 10 PC=8.4; PA=61; AF= 136 (Shahab-Ferdows et al. 2015)
Enfants 24 h
Ethiopie 4-15 74 Folates sériques 10 PC=13.9 (Herrador et al. 2014)
Sénégal 5-17 545 Rappel de 24 h ND AF=50;PA: 0 (Fiorentino et al. 2016)

aPériode de soudure (Juillet-Septembre); PPériode post-récolte (Décembre-Juin), *Sud-Kivu, ‘Congo central, °Filles de Avian Park, Filles de Zweletemba, ¢Gargons de Avian Park, "Gracons de

Zweletemba; * Concentrations seuil en folates sériques

ND: Non Disponible
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Globalement, les carences en folates chez les femmes et chez les enfants en Afrique varient de
0,7% (République Démocratique du Congo) a 86,1% (Codte d’Ivoire). La prévalence de
I'adéquation des apports en folates est tres faible dans tous les pays pour lesquels des données

de fréquence de consommation d’aliments sont disponibles.

En Afrique du Sud, une enquéte nutritionnelle réalisée dans deux communes du Cap en 2011
chez les jeunes enfants a montré que plus de 20% des enquétés avaient des apports journaliers

en folates en deca des valeurs recommandées (Balogun, Lombard, and McLachlan 2015).

Au Burkina Faso, Le caractere problématique de ce micronutriment dans le régime
alimentaire des enfants et de leur mere a été identifié dans 2 études (Becquey and Martin-
Prevel 2010 ; Arsenault et al. 2014). En 2010, seulement 12% des femmes agées de 15 a 49
ans avaient des apports adéquats en folates a Ouagadougou, capitale du Burkina Faso
(Becquey and Martin-Prevel 2010). En 2014, la probabilité de couverture des besoins en
folates chez les femmes et leurs enfants était extrémement faible, respectivement de 0,05 et
0,28 pendant la période de soudure, avec cependant une amélioration significative de celle-ci

pendant la période post-récolte, c’est-a-dire de Novembre a Janvier (Arsenault et al. 2014).

Au Cameroun, 17,3% et 8,4% des femmes et des enfants, respectivement, étaient carencés en
folates (Shahab-Ferdows et al. 2015). Par ailleurs la prévalence de l’inadéquation de la
couverture des besoins en folates était de 59% chez les femmes en adge de procréer (Shahab-
Ferdows et al. 2015). Cependant la prévalence des carences en folates au sein de la population
d’étude était dépendante de la zone de résidence avec13% dans le Sud du Cameroun contre

26% a Yaoundé/Douala (Shahab-Ferdows et al. 2015).

En Cote d’Ivoire, 86,1% des femmes en age de procréer présentaient des carences en folates
(Rohner et al. 2014). Tout comme au Cameroun, la prévalence des carences en folates reste
fortement dépendante de la zone de résidence avec 96% de carence en folates a Abidjan, la

capitale du pays (Rohner et al. 2014).

En Ethiopie, dans une enquéte nutritionnelle conduite en 2010 aupres de 940 femmes en age
de procréer, pres de la moitié de la population (46.1%) était carencée en folates (Haidar,
Melaku, and Pobocik 2010). Selon une autre étude de 2014, 13,9% des enfants d’age scolaire

soufraient des carences en folates (Herrador et al. 2014).
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Au Mali, la probabilité d’adéquation des apports alimentaires en folates chez les femmes en
age de procréer dans les zones urbaines maliennes était quasi nulle en 2010 (Kennedy et al.

2010).

Au Mozambique, la prévalence des carences en folates parmi les adolescentes
mozambicaines était de 4,1% (Korkalo et al. 2015). De tres faibles concentrations sériques en
folates ont été rapportées dans les zones urbaines comparativement aux zones rurales
(Korkalo et al. 2015) soulignant ainsi les carences en folates comme probleme de santé dans

la population.

La République Démocratique de Congo est 'un des pays africains avec le moins de
problémes puisque moins de 1% des meres et leurs enfants présentaient des carences en

folates dans les zones du Sud Kivu et du Centre du Congo (Harvey-Leeson et al. 2016).

Au Sénégal, une enquéte nutritionnelle portant sur les apports alimentaires en
micronutriments des enfants d’age scolaire a Dakar a révélé que 100% des enfants enquétés

avaient des apports inadéquats en folates (Fiorentino et al. 2016).

En Sierra Léone, une étude de 2016 a montré que 79,2% des femmes souffraient des

carences en folates (Wirth et al. 2016).

2.2. Stratégies de lutte contre les carences en folates en Afrique

La lutte contre les carences en folates des groupes de populations vulnérables est mise en
place dans plusieurs pays africains. Elle est basée sur les trois principales stratégies pour
prévenir et lutter contre les carences en folates a 1’échelle mondiale. 1l s’agit de la prise de
suppléments d’acide folique seul ou en combinaison avec d’autres micronutriments, la
consommation d’aliments fortifiés en acide folique, et de la diversification alimentaire avec
prise en compte d’aliments riches en folates dans le régime alimentaire (Bhutta, Salam, and
Das 2013). Cependant, I’application effective de chaque stratégie est fonction du contexte

alimentaire et nutritionnel de chaque pays africain.

2.2.1. Prise de suppléments d’acide folique

Les données sur I’implémentation des programmes de supplémentation des aliments en acide
folique dans les pays africains sont éparses. Les études d’estimation de 1’effet des
programmes de supplémentation d’acide folique sont quasi-inexistantes. Selon les données
présentées sur le tableau 4, les informations relatives a la prise de suppléments d’acide

folique sont disponibles seulement dans 14 pays africains avec, en plus, de grandes variations
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en terme de population cible et de proportions de femmes suivant correctement les
recommandations de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Dans la plupart des pays
africains, les suppléments d’acide folique sont destinés aux femmes enceintes. La couverture
de ces programmes de supplémentation est faible et limitée. Dans le meilleur des cas, 63%
des femmes enceintes suivent correctement les recommandations de I’OMS (SPRING/USAID

2016). Dans les autres pays, cette proportion varie de 1,4% a 50%.
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Tableau 4. Supplémentation périconceptionnelle en acide folique dans les pays Africains

Régions africaines Pays Années d’étude % de femmes qui recoivent les suppléments d’acide folique Population bénéficiaire des programmes nationaux
(400 pg/jr) au cours de la grossesse
Adolescentes
Afrique Centrale Cameroun 2011 54,0 Femmes enceintes
Congo 2011-2012 43,0 Femmes enceintes
Malawi 2010 32,0 Femmes enceintes
Rwanda 2010 1.4 Femmes enceintes
Afrique de PEst Tanzanie 2010 35 Femmes enceintes
Adolescentes
Femmes en age de procréer
Uganda 2011 39 Femmes enceintes
Benin 2011-2012 29,0 Femmes enceintes
Femmes en 4ge de procréer
Burkina Faso 2010 50,0 Femmes enceintes
Adolescentes
Femmes en 4ge de procréer
Afrique de I"Ouest Guinée 2012 41,0 Femmes enceintes
Mali 2012-2013 18,0 Femmes enceintes
Niger 2012 29,0 Femmes enceintes
Femmes en age de procréer
Senegal 2010-2011 63,0 Femmes enceintes
Femmes en age de procréer
Afrique du Sud Madagascar 2008-2009 7.6 Femmes enceintes
Zimbabwe 2010-2011 49 Femmes enceintes

Source: National Anemia Profiles. https://www.spring-nutrition.org/publications/series/national-anemia-profiles (SPRING/USAID 2016).
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2.2.2. Consommation d’aliments fortifiés en acide folique

La fortification ou I’enrichissement des aliments a I’acide folique peut €tre réalisé a domicile
(«home fortification »), a 1’échelle industrielle ou semi-industrielle. La technique de
fortification a domicile récemment introduite dans la plupart des pays africains repose sur
I’utilisation d’une poudre de micronutriments multiples appelés « Multiple micronutrient
powders » (MNP) (De-Regil et al. 2011). Cette formulation a dose unique renfermant
plusieurs vitamines et minéraux dont 1’acide folique (150 pg de folates équivalent a 88 pg
d'acide folique) peut étre ajoutée a tout aliment semi-solide destiné a la consommation des

enfants (De-Regil et al. 2011).

Quant a la fortification semi-industrielle ou industrielle, des programmes sont en place dans
plusieurs pays d’Afrique. Ces programmes incluent la fortification volontaire ou obligatoire
(Eichholzer, Tonz, and Zimmermann 2006). La fortification volontaire se définit comme étant
I’ajout volontaire de nutriments par des compagnies agro-alimentaires a des aliments non
recommandés par 1’autorité politique alors que la fortification obligatoire releve d’une
obligation étatique sur la base de textes faisant références aux aliments recommandés et aux
quantités de nutriments a ajouter (Allen et al. 2006). Avec I’appui de « Food Fortification
Initiative » (FFI), en 2017, la farine de blé a été fortifiée a 1’acide folique dans 17 pays
Africains, et les farines de blé et de mais 1’ont été dans 9 pays Africains (FFI 2017). Ceci
montre que la fortification obligatoire est en place en Afrique et que la farine de blé constitue
le principal véhicule utilisé dans ces programmes de fortification. Cependant, le blé n’est pas
une céréale communément cultivée en Afrique et les céréales les plus largement utilisées dans
le régime alimentaire incluent le sorgho, le mil, le mais et le riz (Galati et al. 2014). En outre,
la farine de blé fait ’objet d’importation dans la plupart des pays africains, rendant son

accessibilité incertaine a la population (FFI 2017).

2.2.3. Sources alimentaires de folates

De facon générale, les aliments riches en folates incluent le foie, organe par excellence de
stockage des folates (136-963 ng/100 g MF), les 1€gumes a feuilles vertes (88-187 pg/100 g
MF), les 1égumineuses (140-540 pg/100 g MF), les amandes (39-169 pg/100 g MF) (Saubade,
Hemery, et al. 2017). Cependant, en dépit de leur concentration relativement faible en folates
(26-170 ng/100 g MF pour les grains entiers de céréales), les céréales peuvent aussi étre
considérées comme d’importantes sources en folates au regard de leur fréquence de

consommation dans le monde, particuliecrement en Afrique (Saubade, Hemery, et al. 2017).
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En effet, pour identifier un aliment comme étant une bonne source en folates, non seulement
ses teneurs en folates mais aussi sa fréquence de consommation devraient &tre prises en

compte (Saubade, Hemery, et al. 2017).

Dans beaucoup de pays africains, la diversification du régime alimentaire constitue un facteur
limitant d@i en partie aux conditions agro-écologiques contraignantes et aux variations
saisonnieres (Arsenault et al. 2014). Les habitudes alimentaires constituent aussi un frein
important a la diversification alimentaire dans cette partie du monde (Semba 2012). De plus,
les procédés de transfortmation des aliments influencent beaucoup les teneurs en folates et il

est possible de les utiliser pour améliorer les teneurs en folates dans les plats.

3. Procédés de fabrication permettant d’améliorer les teneurs en
folates dans les aliments

En se basant sur les données de la littérature, trois principaux procédés de transformation des
aliments peuvent permettre une amélioration des teneurs en folates dans les aliments. Il s’agit
de la fermentation, de la germination, et du fractionnement des céréales (Jagerstad et al.

2005). Ces moyens sont résumés sur le tableau S et décrits ci-dessous.
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Tableau 5: Procédés de fabrication permettant d’améliorer les teneurs en folates dans les aliments

Procédés Matieres Aliments Conditions % d’augmentation Réferences
premieres

Fermentation Mil bouillie a base de 37°C ; 24h ; cultures pures de 0a150% (Greppi, Saubade, et al.
(Pennisetum mil Lactobacillus fermentum 8.2 ou 2017)
glaucum) Lactobacillus fermentum 8.2 et

Pichia kudriavzevii M28

Mais Bouillie a base de 30°C ; 46h ; Cultures pures de Candida (Hjortmo, Hellstrom, and
mais glabrata; Saccharomyces cerevisiae Andlid 2008)
Mil Mil trempé 16h, eau de robinet, 30°c +26% a +31% (Saubade et al. 2018)
Germination Blé Grains germés 20-35°C ; 48h +200 a 336% (Crittenden, Martinez,
and Playne 2003)
Seigle Grains de seigle 5-25°C ; 6jours +70 2 280% (Kariluoto et al. 2006)
germés
Fractionnement  Seigle, avoine,  Enveloppes Incorporation des fractions riches en ND (Jagerstad et al. 2005)
orge externes (son) folates dans les aliments

ND : Non déterminé
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3.1. Fermentation

La fermentation est ’'un des moyens a la portée des populations pauvres pour augmenter leurs
ingérés en folates (Tableau 6) (Saubade, Hemery, et al. 2017). L’augmentation des teneurs en
folates au cours de la fermentation résulte de la production des folates par les acteurs de la
fermentation dont les bactéries lactiques (BL) et les levures (LeBlanc et al. 2008; Saubade,
Hemery, et al. 2017). Une récente revue a rapporté une production de folates variable de 2 a
16 ng/100g MF dans différentes matrices céréalieres, de 1 a 7 ug/100g MF dans les
légumineuses, de 1 a 2 pg/100g MF dans les fruits, et plus de 20 ng/100g MF dans les

produits laitiers (Saubade, Hemery et al. 2017).

D’apres les données de la littérature, les matrices alimentaires étudiées sont majoritairement
les produits laitiers, ces derniers étant les plus consommés dans les pays développés. Pour ce
qui concerne les céréales, les études de production de folates par les BL ont été réalisées
principalement sur du pain de seigle et d’avoine trés consommés dans les pays comme la
Finlande et la Sue¢de fermentés (Kariluoto et al. 2004; Kariluoto et al. 2006; Kariluoto et al.
2014). Les matrices céréalicres africaines restent peu étudiées méme si des études récentes se
sont intéressées a une bouillie fermentée de mil utilisée comme aliment de complément
destiné aux jeunes enfants en Afrique subsaharienne (Greppi, Saubade, et al. 2017; Saubade,
Humblot, et al. 2017; Saubade et al. 2018). Dans I’ensemble, une production de folates
variable de 2 a 16 pug/100g MF a été rapportée dans les produits céréaliers fermentés
(Kariluoto et al. 2004; Kariluoto et al. 2006; Kariluoto et al. 2014; Greppi, Saubade, et al.
2017) Cependant la capacité de production des folates au cours de la fermentation lactique
n’est pas systématique puisqu’elle est dépendante des especes et des souches bactériennes
(LeBlanc et al. 2008; LeBlanc et al. 2011). En effet, les BL. peuvent produire ou consommer
les folates dans les aliments fermentés (LeBlanc et al. 2008; LeBlanc et al. 2011; Moslehi-
Jenabian, Lindegaard, and Jespersen 2010). De plus, les conditions de culture peuvent aussi
influencer la capacité a produire des folates (Lin and Young 2000; Sybesma et al. 2003;
Greppi, Hemery, et al. 2017). Par exemple, les souches L. bulgaricus ABM 5096 et S.
thermophilus ABM 5097 produisent des folates au cours de la fermentation du pain de seigle
au levain, alors qu’au cours de la fermentation du lait, la capacité de production des folates de
L. bulgaricus ABM 5096 n’a pas été établie (Rao et al. 1984). La sélection des souches de BL
constitue donc un critere fondamental d’optimisation de la production des folates dans les

aliments fermentés.
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Tableau 6. Production de folates par les BL dans différentes matrices alimentaires fermentées

Matieres Teneurs en folates Aliments fermentés Teneurs en folates apres Identification des vitameéres ~ BL productrices de folates Références
premiere avant fermentation fermentation (ug/100g MS)
(ng/100g MS)
ND Lait fermenté 1-7 pug/100 mL ND Lactobacillus delbrueckii (Lin and Young
2000)
1.15 pg/100 g Lait fermenté 4-5 ng/100 g ND Streptococcus thermophilus (Crittenden,
Martinez, and Playne
2003)
1.15 ng/100 g Lait fermenté 4 png/100 g ND Bifidobacterium breve (Crittenden,
Martinez, and Playne
2003)
1.15 ng/100 g Lait fermenté 2-3 ug/100 g ND Bifidobacterium animalis, (Crittenden,
Bifidobacterium lactis Martinez, and Playne
2003)
0.5 ng/100 g Lait fermenté 1.5-4.5 ng/100g 5-CH;-Hyfolates Streptococcus thermophilus (Holasova et al.
2004)
0.66 ng/100 g Lait fermenté 0.8-1.14 pg/100 5-CH;-Hyfolates Bifidobacterium longum, (Holasova et al.
2004)
Lait 2-3 pg/100 mL Lait fermenté 5-10 pg/100 mL ND Bifidobacterium longum (Lin and Young
2000)
3-5 ng/100 mL Lait fermenté 25-28 ND Lactobacillus amylovorus, Streptococcus (Laifio et al. 2014)
ng/100 mL thermophilus and Lactobacillus bulgaricus
4-6 pg/100 mL Lait fermenté 8-18 pg/100 mL ND L. delbrueckii and S. thermophilus (Laifo et al. 2013)
ND Lait fermenté 1.18-2.52 pg/100 g H.folates Streptococcus thermophilus (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 0.04-3.07 pg/100 g 5-CHj;-Hyfolates Streptococcus thermophilus (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 1.48-2.15 pg/100 g 5-CHO-Hyfolates Streptococcus thermophilus (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 1.65-2.16 pg/100 g H.folates Lactobacillus bulgaricus (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 0.56-0.76 pg/100 g 5-CH;-Hyfolates Lactobacillus bulgaricus (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 0.35-0.053 pg/100 g 5-CHO-Hgfolates Lactobacillus bulgaricus (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 2.82 Lb. lactis H.folates Lactobacillus. lactis (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 2.43 Lb. lactis 5-CH;-Hyfolates Lactobacillus lactis (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 1.05 Lb. lactis 5-CHO-H4folates Lactobacillus lactis (Sanna et al. 2005)
ND Lait fermenté 0.2-7 ng/100 mL ND Lactobacillus sp. (Dana et al. 2010)
2.3-2.9 ng/100 g Lait fermenté 5-11.1 pg/100 g ND Lactobacillus. lactis (Ayad 2009)
0.2-0.4pg/100 mL Lait fermenté 1.25 pg/100 mL ND Lactobacillus cremoris (Gangadharan et al.
2010)
0.2-0.4pg/100 mL Lait fermenté 1.42 pg/100 mL ND Lactobacillus. lactis (Gangadharan et al.
2010)
0.2-0.4 ng/100 mL Lait fermenté 0.2-2 pg/100 mL ND Lactobacillus lactis (Gangadharan and
Nampoothiri 2011)
ND Lait fermenté 2-5 pg/100 mL ND Streptococcus thermophilus (Iyer et al. 2011)
1-2 ng/100 g Lait fermenté 10-11 pg/100 g ND Streptococcus thermophilus (Wouters et al. 2002)
4-5 ng/100 g Lait fermenté 5-20 pg/100 g ND Streptococcus thermophilus (Padalino et al. 2012)
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2-3 ng/100 mL Lait fermenté 7-8 ng/100 mL ND Lactobacillus delbrueckii subsp. (Laifo, LeBlanc, and
Bulgaricus Savoy de Giori 2012)
ND Levain d’avoine 15-17 pg/100 g ND Lactobacillus rhamnosus (Kariluoto et al.
2014)
Céréales 4-6 ng/100 g Levain de seigle 8-13 pg/100 g ND Streptococcus thermophilus (Kariluoto et al.
2006)
4-6 ng/100 g Levain de seigle 8.1 ND Lactobacillus bulgaricus (Kariluoto et al.
2006)
0-3,3 pg/100 g Bouillie fermentée de mil 7 ng/100 g ND Lactobacillus. fermentum 8.2 (Saubade, Humblot,
et al. 2017; Greppi,
Saubade, et al. 2017)
10-11pg/100 g Melange chou blanc fermenté 10-16 png/100g 5-CH;-Hyfolates Lactobacillus plantarum, (Jagerstad,
Lactococcus lactis/cremoris Jastrebova, and
Leuconostoc sp. Svensson 2004)
Légumes 29ug/100g Mélange betterave fermentée 11-17 ng/100g 5-CH;-Hyfolates Lactobacillus plantarum, (Jagerstad,
Lactococcus lactis/cremoris Jastrebova, and
Leuconostoc sp. Svensson 2004)
1pg/100 mL Concombre fermenté 5-7 ug/100 mL ND Lactobacillus. lactis (Gangadharan and
Nampoothiri 2011)
Fruit 1-2 pg/100 mL Jus de pasteque fermenté 2-3 pg/100 mL ND Lactobacillus. lactis (Gangadharan and
Nampoothiri 2011)

ND: non déterminé
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Les levures sont capables de produire des folates (Patring et al. 2005). La production de
folates par les levures dans différentes matrices alimentaires fermentées est présentée dans le
tableau 7. 1l a été rapporté que la levure de biere, Saccharomyces cerevisiae produit entre
24,5-35,2 ug/100 g MS de folates (Seyoum and Selhub 1998; Patring et al. 2005). Ce qui
explique que les produits fermentés tels que le pain au levain a base de seigle ou d’avoine, ou
des boissons fermentés (vin et bicre) soient riches en folates (Seyoum and Selhub 1998;
Forssén et al. 2000; Ndaw et al. 2001; Gujska and Kuncewicz 2005; Kariluoto et al. 2006;
Kariluoto et al. 2014).

Tout comme les BL, la production des folates par les levures est aussi espece et souche
dépendantes (Hjortmo et al. 2005). Aussi la sélection des souches de levures les plus efficaces
ainsi que I'utilisation de co-cultures de souches de levures peuvent permettre d’optimiser les

teneurs en folates dans les aliments céréaliers fermentés.
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Tableau 7. Production de folates par les levures dans différentes matrices alimentaires fermentées

Teneurs en folates  Aliments fermentés

Teneurs en folates

Folates totaux /Vitameres de

Levures productrices de folates

Références

(ug/100g MS) (ng/100g MS) folates augmentés
4-6 Levain de seigle 5.3-23 Folates totaux Saccharomyces cerevisiae; (Kariluoto et al. 2006;
Candida Milleri; Katina et al. 2007)
Torulaspora delbrueckii
21-27 Levain de blé 21-50 10-HCO-H2folates, Saccharomycs cerevisiae (Kariluoto et al. 2004,
5-CH3H4folates, Hjortmo et al. 2008)
2.9 Togwa (Bouillie 1.6-6.9 Folates totaux; H4folates et Candida glabrata; (Hjortmo, Hellstrom,
fermentée de mais) 5-CHs-H4folates Saccharomyces cerevisiae and Andlid 2008)
Levain de son et de 4-15 Folates totaux Saccharomyces cerevisiae (Kariluoto et al. 2014;
2-3.5 farine d’avoine ALKO743, ABM5103 and Korhola et al. 2014)
ABMS5131 ;
Candida milleri ABM4949 ;
Kluyveromyces marxianus
ABMS5130
1-4 Levain de son et de 7-15 Folates totaux Saccharomyces cerevisiae (Kariluoto et al. 2014)

farine d’orge

ALKO743 ;
Candida Milleri ABM4949 ;
Kluyveromyces marxianus

ABMS5130
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L’utilisation combinée de levures et de BL peut aussi étre plus efficace dans 1’optimisation
des teneurs en folates dans les produits fermentés que 1’utilisation des monocultures, du fait
d’une synergie d’action possible entre les souches de levures et de BL (Greppi, Saubade, et al.
2017). Par exemple dans une récente étude, des cofermentations de bouillies de mil utilisant
des co-cultures P. kudriavzevii M28+ L. fermentum 8.2; ou P. kudriavzevii M28+ L.
fermentum 6.9, ont conduit a une augmentation des teneurs en folates apres 4 heures de
fermentation plus importante que 1’utlisation des BL lactiques seules (Greppi, Saubade, et al.
2017). De la méme maniere, la fermentation de farine de seigle, combinant levures et BL (S.
cerevisiae+ L. plantarum + L. brevis), permet une augmentation deux fois supérieure au
produit fermenté utilisant des monocultures (Katina et al. 2007). Cependant, beaucoup
d’études montrent que les levures seules peuvent étre plus efficaces que leur combinaison
avec les BL (Kariluoto et al. 2006; Korhola et al. 2014). L’une des explications serait que les
BL retardent la croissance des levures en abaissant le pH du milieu. Elles peuvent aussi entrer
en compétition avec les levures pour I'utilisation de nutriments du milieu (Jagerstad et al.
2005). Par exemple, S. cerevisiae ABM5131, seule, produit 6 fois plus de folates qu’en co-
culture avec L. rhamnosus LC-705 dans une solution de son d’avoine a 3.5% et 2% de

glucose (Korhola et al. 2014).

Dans tous les cas de figures, la quantité de folates produits est dépendante de la cinétique de
croissance des microorganisms en présence. Ceci est particulicrement important dans le cas
des souches de BL du fait que ces dernieres peuvent étre a la fois productrices et
consommatrices de folates dans un produit fermenté. De nombreuses études rapportent que les
folates sont majoritairement synthétisées au cours de la phase de croissance exponentielle ou
au début de la phase stationnaire (Hjortmo, Hellstrom, and Andlid 2008; Iyer, Tomar, and
Singh 2010; Padalino et al. 2012). Ce fait est aussi un levier qui permettrait d’augmenter les

teneurs en folates céréaliers fermentés.

3.2. Trempage/germination

Le trempage d’une céréale dans de I’eau pendant plusieurs heures (24 h a 48 h) permet le
déclenchement de la germination ce qui induit la production de folates (Jagerstad et al. 2005).
La germination peut permettre une augmentation d’un facteur 1 a 5 dans les grains germés
comparativement aux grains non germés (Jagerstad et al. 2005). Cette production de folates
est due a une augmentation de la demande en groupes méthyles, impliquant une synthese de

novo des folates pour satisfaire cette demande indispensable a la croissance de la plantule
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(Hefni and Witthoft 2011). La quantité de folates produits au cours de la germination est
dépendante de la température de germination. Hefni et al. (2011) ont montré que la production
de folates était plus importante lorsque les grains sont entreposés a 30°C plutdt qu’a 20°C ou
a 35°C. De plus, la quantité de folates produits au cours de la germination est dépendante du
temps puisque Koehler et al. (2007) ont montré que la quantité de folates n’est pas la méme
dans les grains germés en 48 h ou 72 h (Koehler et al. 2007). Ils ont également montré que le
temps de germination a une influence sur la quantité des différents vitameres produits. Le
vitamere le plus présent dans les grains non germés est le 5-formyl-THF tandis que les grains

germés possedent majoritairement le 5-méthyl-THF (Koehler et al. 2007).

Les grains germés avec de meilleures teneurs en folates peuvent étre d’excellents substrats
pour la production des aliments fermentés. La combinaison des deux procédés peut aboutir a

une synergie d’action sur la quantité de folates dans le produit final (Katina et al. 2007).

3.3. Fractionnement/fragmentation

Dans les procédés traditionnels de transformation des céréales en Afrique, le décorticage
partiel ou total est souvent une étape préliminaire a 1’obtention des farines de céréales. Les
grains entiers peuvent aussi €tre directement concassés ou broyés pour donner des brisures,
des semoules ou des farines. La figure 5 résume les différentes options utilisées

traditionnellement pour obtenir des farines de céréales.

Ce traitement de fractionnement ou de fragmentation sépare les enveloppes (son) peu
digestibles de I’albumen amylacé (Lestienne 2004). Les folates sont majoritairement localisés
dans le son constitué essentiellement du péricarpe, de la testa, de la couche d’aleurone
(Jagerstad et al. 2005). Toutes les couches constitutives du son n’ont pas le méme intérét, la

couche d’aleurone étant la plus riche en folates (Hemery et al. 2011).

En Afrique, le son est généralement utilisé pour l'alimentation des animaux domestiques,
tandis que la fraction de grains décortiqués, qui contient l'essentiel de 1'endosperme et une
grande partie du germe est conservée pour la consommation humaine (Lestienne 2004).
L’incorporation du son ou des sous parties du son riches en folates dans d’autres produits
alimentaires comme les farines de céréales décortiquées qui en contiennent moins peut €tre un

moyen de les enrichir.
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Figure 5: Diagramme des procédés traditionnels utilisables pour la fabrication de farine
de céréales (Murty and Kumar 1995)

4. Aliments fermentés a base de céréales en Afrique
4.1. Principales céréales utilisées pour la production des aliments fermentés

En Afrique, les céréales telles que le mais, le sorgho, le mil, le riz et le blé sont des matieres
premieres majeures pour 1’alimentation de la population. Ces céréales sont cultivées sur une
surface de pres de 98,6 millions d’hectare, avec un rendement de 162 millions de tonnes par

an (FAOSTAT 2015) (Tableau 8).

Tableau 8. Production de cultures céréalieres en Afrique

Cultures Surfaces (ha/an) Production (t/an)
Mais 34 075972 70 076 591
Sorgho 23 142 595 23 350 064

Mil 19 998 008 16 008 838

Riz 11206 813 28 798 202

BIé 10 224 952 24704 201
Total 98 226 080 162 422 507

Source : FASOTAT/Division des statistiques de la FAO 2015
4.1.1. Le Mais (Zea mays)

Le mais est la culture alimentaire de base la plus largement pratiquée en Afrique. Des 22 pays
au monde ou le mais compose le pourcentage le plus élevé d’apport calorique dans le régime

alimentaire national, 16 sont en Afrique, plus particulierement en Afrique Sub-Saharienne
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(ASS) (Nuss and Tanumihardjo 2011). Cette culture couvre presque 17 % des quelques 200
millions ha de terres cultivées en ASS (FAOSTAT 2015). Les pays suivants : I’ Afrique du
Sud, I’ Angola, le Bénin, le Burkina Faso, le Cameroun, la Cote d’Ivoire, l’Ethiopie, le Ghana,
le Kenya, le Malawi, le Mali, le Mozambique, le Nigéria, I’Ouganda, la Tanzanie, le Togo, la
République Démocratique du Congo (RDC), la Zambie, et le Zimbabwe représentent 96 % de
la production totale de mais en ASS (FAOSTAT 2015). On estime que plus de 300 millions
de personnes en ASS dépendent du mais comme source d’alimentation et de subsistance
(FAOSTAT 2015). La culture du mais est pratiquée dans divers environnements de
production et le mais est consommé par la population avec des préférences alimentaires et des

contextes socio-économiques divers.

Si I’ASS a les taux de production de mais les plus élevés, les taux de consommation sont
cependant les plus élevés en Afrique orientale et australe (AOA) ou le mais compose presque
la moitié des apports en calories et en protéines tandis qu’il est de un cinquieme en Afrique

de I’ouest (FAOSTAT 2015).

4.1.2. Le sorgho rouge (Sorghum bicolor L. Moench) et le sorgho blanc (Sorghum
vulgare)

Le sorgho serait originaire d’ Afrique, précisément d’Ethiopie ou il serait cultivé depuis 5000
a 7000 ans (Tawaba et al. 2013). Il s’agit de la deuxieme céréale la plus importante apres le
mais, et représente 22 % des zones céréalicres totales (FAOSTAT 2015). De son centre
d’origine, le sorgho aurait suivi les migrations humaines vers 1’Ouest et le Sud de 1’ Afrique et
aurait été temporairement isolé dans trois centres de diversifications secondaires dans lesquels
il a évolué vers quatre races principales restées inter-fertiles: caudatum est-africain, durra
dans la zone éthiopienne et sahélienne, guinea ouest-africain et kafir sud-africain. Des
migrations plus récentes ont ensuite étendu 1’aire de culture du sorgho vers 1’Asie, depuis

3000 ans en Inde, puis en Chine, et enfin vers I’Amérique et I’ Australie.

En ASS, on distingue trois grands bassins de production de sorgho: le Nord-Ouest du Nigeria,
qui s’étend jusqu’au Nord du Cameroun et au Sud du Niger; la zone Sénégalo-Gambienne et
un bassin moins marqué qui couvre le Burkina Faso et le Nord-Est du Mali (Uhder et al.

2011).

Le sorgho rouge est principalement cultivé pour ses grains qui sont consommés en I’état ou
apres transformation. Il est généralement récolté avant les principales cultures vivrieres et

constitue de ce fait un aliment de soudure en zone rurale (Nebié et al. 2012). De plus, les
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feuilles et les tiges sont exploitées comme fourrage ou comme combustible. Comparativement
au sorgho blanc, le sorgho rouge est une plante mineure dans le systeme agraire a 1’échelle
continentale. Sa culture est de plus en plus abandonnée menagant ainsi la préservation de cette

culture céréaliere (Sawadogo et al. 2014).

4.1.3. Le mil

Le mil regroupe un ensemble de graminées alimentaires annuelles, appartenant a plusieurs
genres et especes et qui ont pour caractéristiques communes le nombre élevé et la petitesse de
leurs grains. Parmi les especes les plus importantes, on peut citer: Pennisetum glaucum,
Panicum milaceum, Setaria italica, Eleusine coracana, Paspalum scrobiculatum, Digitaria

exilis, Digitaria iburua et Echinochloa crusgalli (Tableau 9).

Le mil et le sorgho, contrairement a la plupart des céréales, sont cultivés dans des régions
seches et sur des terres marginales (sols secs et infertiles) des zones tempérées, subtropicales

et tropicales dont la pluviométrie généralement tres faible varie entre 300 et 500 mm/an.

Le mil pénicillaire (Pennisetum glaucum, P. typhoides, P. typhideum, P. americanum ou P.
spicatum) également connu sous plusieurs noms vernaculaires tels que mil chandelle ou
encore mil perlé, est quantitativement le plus important de toutes les especes cultivées
(environ 76% du total de la production) en raison de son fort potentiel de rendement (Belton
and Taylor 2004). C’est I’espece principalement cultivée en Asie et en Afrique, notamment en
Afrique occidentale tropicale ou on note la plus grande diversité des variétés cultivées (USDA
2014). Les deux continents se partagent la production mondiale de mil estimée a 29 millions
de tonnes par an (USDA 2014). En 2014, le Burkina Faso occupait le septieme rang mondial
et la cinquieme place des producteurs Africains apres le Nigéria, le Niger, le Mali et le

Soudan (USDA 2014).
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Tableau 9. Origines, noms scientifiques et communs des principaux types de mils
(McDonough and Rooney 2000)

Noms scientifiques

Noms communs

Localisation

Pennisetum glaucum,
P. americanum,

P. typhoides,

P. spicatum

mil chandelle, mil pénicillaire, mil perlé,
bajra, mil a épis, sétiaire, scirpe

Afrique, Inde

Panicum milaceum,
P. sumatrense,
P. psilopdium

mil proso, samai, panivarigu, millet
commun, mil, sama

Chine, Russie Fédérale,
Etats Unis, Inde, Népal,
Birmanie

Eleusine coracana

Mil finger, ragi, mil des oiseaux, mil
africain, tamba, petits mils, koracan, ragi,
wimbi, bulo, telebun

Afrique, Inde, Chine

Setaria italica

Mil foxtail, pavane, millet d’Italie, millet
d’ Allemagne, millet de Hongrie, millet de
Sibérie

Chine, Europe, Proche-
Orient

Digitaria exilis,
D. iburua

Fonio, acha, pene, fundi, iburu, riz du pauvre

Afrique de 1’Ouest et du
Nord

Eragrostis tef,

Teff

Afrique de I’Est,

E. abyssinica Ethiopie
Paspalum Kodo, varagu, millet indigene Asie du Sud
scrobiculatum,

P. commersoni

Echinochloa crusgalli, Moaha du japon Asie

E. utilis,
E. frumentacea,
E. colona

41.4.Leriz

Le riz est devenu un produit prioritaire pour la sécurité alimentaire en Afrique. La

consommation augmente plus rapidement que pour tout autre produit de base majeur sur le

continent du fait de la croissance démographique importante, de I’urbanisation rapide et de

I’évolution des habitudes alimentaires (Seck et al. 2013). Il s’agit de la plus importante source

d’apports caloriques en Afrique occidentale et la troisieme pour I’ensemble du continent

africain. Bien que la production locale de riz ait augmenté rapidement apres la crise

alimentaire de 2007-2008, un probleme essentiel auquel le secteur du riz est confronté en

Afrique en général est que la production locale n’a jamais égalé la demande. Le continent

continue des lors a dépendre des importations afin de répondre a la demande croissante de riz

(Seck et al. 2013).
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4.1.5.Le blé

Le blé est cultivé sur environ 10 millions d’ha en Afrique. Il s’agit d’une culture de base
majeure pour plusieurs pays et d’un produit importé dans toute 1’Afrique. Dans I’ensemble
des pays africains, la consommation de blé n’a cessé d’augmenter ces 20 dernieres années en
réaction a la croissance démographique, a I’évolution des préférences alimentaires et a
I’évolution socioéconomique associée a I’urbanisation. Les pays africains sont les plus grands
importateurs mondiaux de blé, avec plus de 45 millions de tonnes en 2013, ce qui représente
environ 15 milliards de dollars USD (Harold and Tabo 2016). Les importations de blé
représentent 60 % de la consommation africaine de blé et 80 % dans les pays en ASS. Les
pays Nord-africains ont la consommation de blé par téte la plus élevée et le blé fournit jusqu’a

50 % de I’apport journalier en calories et en protéines (Harold and Tabo 2016).

4.2. Formes de consommation des aliments fermentés a base de céréales en
Afrique

Les aliments fermentés traditionnels a base de céréales sont tres divers a I’échelle mondiale.
Recentrée sur le continent Africain, cette grande diversité des produits céréaliers fermentés
trouve en partie son origine dans la diversité des céréales utilisées, mais aussi d’autres
matieres premieres utilisées en association avec les céréales comme les racines et tubercules
(manioc, taro), les 1égumes secs (haricot, pois, graines de soja), et également les graines de
cacao ou de café. En outre, les technologies employées pour leur fabrication sont trés variées
(trempage, lavage, décorticage, mouture, cuisson (2 la vapeur ou a 1’eau), torréfaction,
germination, fermentation) (Tankoano et al. 2017). De ces technologies multiples, résultent de
nombreux et complexes changements biochimiques, sensoriels et nutritionnels. Il peut y avoir
une ou plusieurs étapes de fermentation allant de quelques heures a plusieurs mois selon
I’aliment et selon le transformateur (Tankoano et al. 2017). Contrairement aux aliments
fermentés des pays industrialisés ou les fermentations sont en majorité controlées, les
fermentations traditionnelles d’ Afrique sont pour la plupart spontanées. Elles donnent lieu a

des produits fermentés consommeés sous des formes tres variées sur le continent africain (pates

cuites ou non cuites, boissons, bouillies, soupes etc.) présentés dans le tableau 10.

Au Burkina Faso, a I’instar de nombreux pays africains, différentes formes de consommation
alimentaire des céréales ont été identifiées dans les ménages en 2010 (Icard-vernicre et al.
2010; Hama et al. 2009; Konkobo et al. 2002). Ces formes de consommation ont été classées

en différentes catégories. Dans cette classification, on distingue les pates (¢6), les bouillies
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(ben-kida, ben-saalga, autres bouillies infantiles), les produits torréfiés (mougoudougou), les
produits cuits a la vapeur (couscous, bassi, dégue), les produits cuits dans 1’eau (fura), les

produits frits (beignets), et les boissons fermentées.

Au nombre des boissons fermentées a base de céréales consommées en Afrique, il y a: le
gowe au Bénin et au Togo, le Kunun-zaki au Nigéria, I’ogi au Bénin et au Ghana, le pifo au
Ghana et au Nigéria, le burukutu et I’ otika au Nigéria, le tchoukoutou au Bénin, le tchapalo en

Cote d’Ivoire, le bouza en Egypte, le dolo et le zoom-koom au Burkina Faso.

Parmi ces formes de consommation, les bouillies céréalieres (benkida, bensaalga etc.) ont, de
tout temps, constitué en Afrique la source d’alimentation de complément permettant aux
nourrissons de franchir la période de passage d’une alimentation lactée exclusive, liquide a

une alimentation diversifiée solide (Dillon 1989).

Toutes ces formes de consomation tres variées sur le continent africain peuevent avoir un

impact sur la qualité nutritionnelle des aliments.

4.3. Microbiote des aliments fermentés a base de céréales en Afrique

La diversité des matieres premieres et des procédés de préparation des aliments fermentés a
base de céréales se traduit par une grande variété des acteurs de la fermentation. Les acteurs
de la fermentation des aliments céréaliers africains sont pour la plupart des BL ou une
association de BL et de levures (Tableau 10) (Galati et al. 2014). Les BL sont responsables
de D’acidification lactique et contribuent, avec les levures, au développement des ardomes
conduisant a une variété de produits, a I’amélioration de la qualité nutritionnelle, et a

I’hydrolyse de I’amidon (Odunfa et al. 2001; Galati et al. 2014).

Les levures communes aux fermentations des produits céréaliers fermentés africains
appartiennent au genre Saccharomyces et Saccharomyces cerevisiae est 1’espece la plus
fréquemment identifiée (Tankoano et al. 2017). Les bactéries associées aux fermentations des
céréales sont les especes des genres Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus,
Weissella et Bacillus (Tankoano et al. 2017). Les mycetes du genre Aspergillus,
Paecilomyces, Cladosporium, Fusarium, Penicillium et Trichothecium sont plus fréquemment
identifiés dans certains produits dont le fura (Jespersen 2003; Karovicova 2007; Owusu-

Kwarteng et al. 2012; Aka et al. 2014).

En dépit des avantages liés a la fermentation ci-dessus mentionnés, certains risques

microbiologiques existent du fait que la fermentation soit spontanée et par conséquent non
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controlée dans la plupart des procédés traditionnels. Les bactéries pathogenes telles que
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp., Listeria sp., Campylobacter sp.,
Yersinia sp. et Brucella sp. ont été identifiées dans les aliments céréaliers fermentés africains
(Tankoano et al. 2017). Par exemple, I’évaluation de la qualité microbiologique du gappal
indique la présence de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et d’entérobactéries a des taux

proches ou supérieurs aux limites microbiologiques acceptables (Tankoano et al. 2016).

Les connaissances sur la composition du microbiote des aliments céréaliers fermentés
traditionnels africains sont toujours limitées méme si le nombre de publications consacrées a
son étude croit de plus en plus. En effet, la tres large majorité des travaux disponibles, a ce
jour a été réalisée par des méthodes culture-dépendantes (Humblot and Guyot 2009) qui
sélectionnent une partie des populations microbiennes existantes. Or, il est désormais connu
que I’écologie microbienne a connu un nouvel essor depuis I’arrivée des nouvelles méthodes
de séquencage a haut qui permettent des approches globales sans les biais liés aux méthodes
de culture (Ercolini 2004, Humblot and Guyot, 2009). Par exemple, aucune bactérie du genre
Weissella n’a été isolée du ben-saalga, alors que des données de séquencage du métagénome
de cet aliment ont mis en évidence la présence de bactéries appartenant a ce genre (Humblot
and Guyot, 2009 ; Turpin, Humblot, and Guyot 2011). Par ailleurs, les travaux disponibles
décrivent souvent le microbiote de quelques aliments céréaliers fermentés traditionnels, ne
prenant pas en compte la variabilité éventuelle entre les différentes unités de productions et

les lieux de prélevement.
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Tableau 10. Produits fermentés traditionnels a base de céréales et leur microbiote

Matieres Nom local Microorganismes Nature/utilisation Pays/origines Références
premicres impliqués
Blé Bouza BL, levures Boisson alcoolisée acidulée Egypte, Turquie (Blandino et al.
2003)
BI¢, riz Talla BL, levures Boisson trouble alcoolisée Ethiopie (Blandino et al.
2003)
Mais llambaziokubilisa BL, levures et moisissures Bouillie de complément Zimbabwe (Blandino et al.
2003)
Mais Busaa Lactobacillus, S. cerevisiae, Penicillium, Candida Boisson alcoolisée Afrique de I’Est (Blandino et al.
2003)
Mais Gowé L. fermentum, L. reuteri, L. brevis, L. confusus, L. curvatus, Bouillie Bénin (Greppi et al. 2013;
L. buchneri, L. salivarius, Lc. lactis, P. pentosaceus, P. Vieira-Dalode et al.
acidilactici, Ln. Mesenteroides, Candida tropicalis, C. 2007)
krusei, Kluyveromyces marxianus
Mais Malawa Bactéries, levures Boisson alcoolisée (bicre Ouganda, Zambie (Blandino et al.
traditionnelle) 2003)
Mais Hussuwa L. fermentum, P. acidilactici, P. pentosaceus, levures Pate semi-solide fermentée Soudan (Yousif et al. 2010)
Mais Kenkey Lactobacillus spp., L. fermentum, S. cerevisiae, Penicillium,  Pate cuite a la vapeur, aliment de Ghana (Amoa Awua et al.
Aspergillus, Fusarium, L. plantarum, L. brevis, E. cloacae, base 2007; Oguntoyinbo
Acinetobacter spp., C. mycoderma etal. 2011)
Mais Mawe L. fermentum, L. cellobiosus, L. brevis, L. curvatus, L. Aliment de base utilisé pour la Bénin, Togo (Hounhouigan et
buchneri, W. confusa, Pediococci, C. krusei, C. kefyr, C. préparation de plusieurs mets al. 1993; Greppi et
glabrata, S. cerevisiae, L. reuteri, L. confusus, L. curvatus, al. 2013)
L. salivarius, Lc. lactis, P. pentosaceus, P. acidilactici, Ln.
Mesenteroides, C. glabrata, Kluyveromyces marxianus,
Clavispora lusitaniae
Mais Togwa Issatchenkia orientalis, Pichia anomala, S. cerevisiae, Bouillie Tanzanie (Mugula et al.
Klyveromyces marxianus, C. glabrata 2003)
Mais Koko Lactobacillus spp, L. fermentum, S. cerevisiae Bouillie, aliment de base Ghana (Blandino et al.
E. clocae, Acinetobacter spp., L .plantarum, L. brevis, C. 2003)
mycoderma
Mais Mutwiwa BL, moisissures Bouillie Zimbabwé (Blandino et al.
2003)
Mais Poto poto L. gasseri, L. plantarum/paraplantarum, L. acidophilus, L. Bouillie Congo (Abriouel et al.
delbrueckii, L. reuteri, L. casei, Bacillus spp., Enterococcus 2006)
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Mais

Mais, sorgho

Mais et manioc

Mais, mil,
sorgho
Mais, mil,
sorgho

Mais, mil,
sorgho
Mais, mil,
sorgho

Mais, mil,
sorgho

Mais, sorgho,
blé, tef

Mil

Tobwa

Pito

Banku
Mahewu

Ogi

Busa

Kunu-zaki

Mbege

Injera

Ben-saalga/Ben-
kida

spp., levures
BL

Aspergillus, Penicellium, Rhizopus oryzae, Gibberella,
Geotrichum, Lactobacillus, Candida, S. cerevisiae, L.
fermentum, L. delbrueckii, Pediococcus spp.

BL, moisissures

Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus

Lactobacillus, L. plantarum, S. cerevisiae, Corynebacterium;
Aerobacter Rhodotorula, Cephalosporium, Fusarium,
Aspergillus, Penicillium

S. cerevisiae, Schizosacchromyces pombe, L. plantarum, L.
helveticus, L. salivarius, L.casei, L. brevis, L. buchneri
Lactobacillus spp., Bacillus, Enterobacter, S. cerevisiae, L.
plantarum, L. pantheris, L. vaccinostercus, Corynebacterium
spp., Aerobacter spp., C. mycoderma, Rhodotorula spp.,
Cephalosporium spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Penicillium spp.

S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, L. plantarum,
Ln. mesenteroides

L. pontis, L. plantarum, Ln. mesenteroides, P. cerevisiae, S.
cerevisiae, C. glabrata

Lactobacillus spp., L. plantarum, L.fermentum, L.
paraplantarum, P. acidilactici, P. pentosaceus

Boisson non alcoolisée

Boisson alcoolisée

Pate cuite
Aliment de base

Bouillie a base de pate fermentée

Boisson liquide

Boisson non alcoolisée, petit déjeuner

Boisson alcolisée

Aliment de base ressemblant a une
gelette

Bouillie

Zimbabwe

Nigéria, Ghana,
Afrique de I’Ouest

Ghana
Afrique du Sud

Nigéria, Afrique de
I’Ouest

Afrique de I’Est,

Kenya
Nigéria

Tanzanie

Ethiopie

Burkina Faso

(Blandino et al.
2003)

(Odunfa and
Oyewole 1997)

(Blandino et al.
2003)

(Blandino et al.
2003)

(Greppi et al. 2013)

(Odunfa and
Oyewole 1997)
(Obadina,
Oyewole, and
Awojobi 2008;
Adeleke and
Abiodun 2010;
Agarry, Nkama,
and Akoma 2010;
Olasupo, Odunfa,
and Obayori 2010;
Oguntoyinbo et al.
2011)

(Odunfa and
Oyewole 1997)
(Fischer et al.
2014; Nigatu and
Gashe 1998;
Olasupo, Odunfa,
and Obayori 2010)
(Turpin, Humblot,
and Guyot 2011;
Humblot and
Guyot 2009; Tou et
al. 2007)
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Mil

Mil

Mil

Mil

Mil

Mil

Mil, sorgho

Mil, sorgho
Mil, Sorgho
Riz

Sorgho

Sorgho

Dégue

Doro

Fura ou Tchobal

Gappal

Massa

Mangisi

Kirsa

Merissa
Zoom-koom
Seketeh
Nasha

Burukutu

Enterococcus spp., L. casei, L. gasseri, L. plantarum, L.
brevis, L. fermentum

BL, levures

W. confusa, L. reutei, P. acidilacici, L. salivarius, L.
paraplantarium, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L.
delbrukii spp., Lactobacillus Spp., Pediococcus Spp.,
Streptococcus Spp., Leuconostoc Spp., Issatchenkia
orientalis, S. cerevisiae, Pichia anomala, C. tropicalis, S.
pastorianus, Yarrowia lipolytica, Galactomyces geotricum,
A. flavus, Rhizopus nigricans

BL, levures

Lactobacillus Spp., Weissella, Leuconostoc, Streptococcus,
Pediococcus, Aerococcus/Tetragenococcus, Streptococcus/

Lactococcus
BL

Lactobacillus spp., Acetobacter, S. cerevisiae,

P. pentosaceus, L. confusus, L. brevis, Erwinia ananas,
Klebsiella pneumoniae, E. cloacae, C. intermedia, D.
hansenii, Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp.,
Rhizopus spp.

BL, bactéries acétiques, Saccharomyces

BL, Levures
Saccharomyces, Lactobacillus, Lactococcus, Bacillus,

Aspergillus, Mucor
Streptococcus, Lactobacillus, Candida, S. cerevisiae

Lactobacillus spp., L. brevis, L. delbrueckii, L. fermentum, L.

plantarum, Ln. Mesenteroides, P. acidilactici, Streptococcus
lactis, Aspergillus flavus, A. niger, Mucor pusilus, Rhizopus
stolonifer, S. cerevisiae, Rhodotorula glutinis, C.

Pate

Boisson colloidale alcoolisée

Pate

Mélange de lait et de farine de mil
Galettes, pétit déjeuné
Boisson non alcoolisée, sucrée et

aigre
Aliment de base ressemblant au pain

Boisson alcoolisée

Boisson non alcoolisée, sucrée et
acidulée

Boisson alcoolisée

Bouillie

Boisson alcoolisée a flaveur vinaigrée

Burkina Faso,
Bénin

Zimbabwe
Burkina Faso,

Benin, Ghana,
Togo, Nigeria

Burkina Faso

Burkina Faso

Zimbabwé

Soudan

Soudan
Burkina Faso
Nigéria
Soudan

Nigéria, Bénin,
Ghana

(Abriouel et al.
2006; Hama et al.
2009)

(Blandino et al.
2003)
(Owusu-Kwarteng
et al. 2012;
Adebesin, Amusa,
and Fagade 2001)

(Tankoano et al.
2016)
(Tankoano et al.
2017)

(Blandino et al.
2003)

(Hamad et al.
1997)

(Blandino et al.
2003)
(Tankoano et al.
2017)
(Blandino et al.
2003)
(Blandino et al.
2003)
(Blandino et al.
2003; Yabaya
2008)

63



Sorgho Biere de Kaffir
Riz, mais, Uji

sorgho, mil,

manioc

Sorgho (kafir), Munkoyo
mil, mais et

racines de plante

munkoyo

pelliculosa, Cryptococcus albidus

Lactobacillus, Leuconostoc, S. cerevisiae, Kloeckera

Leuconostoc, Lactobacillus

BL, levures

Boisson alcoolisée

Bouillie, aliment de base

Boisson faiblement alcoolisée

Afrique du Sud

Kenya, Ouganda,
Tanganyika

Congo, Zambie

(Van Der Walt
1956; Blandino et
al. 2003)
(Mbugua and
Njenga 1992;
Onyango et al.
2004)

(Zulu, Dillon, and
Owens 1997)
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4.4, Contribution de la fermentation a la nutrition humaine
4.4.1. Valeur nutritionnelle des aliments céréaliers fermentés

La complexité du microbiote au cours de le fermentation naturelle entraine une grande
variabilité au niveau de la qualité nutritionnelle, sanitaire et sensorielle des aliments fermentés
traditionnels (Tankoano et al. 2017). Si la valeur nutritionnelle de la plupart des aliments
céréaliers fermentés consommés dans les pays développés est connue (Souci, Fachmann, and
Kraut 2000), trés peu d’aliments céréaliers fermentés consommés en Afrique ont fait I’objet
d’études de caractérisation de leur valeur nutritionnelle. La valeur nutritionnelle de la plupart
des céréales de base pour la production des produits fermentés en Afrique est en revanche
connue et présentée sur le tableau 11.

Tableau 11. Teneur en énergie et en différents macronutriments et micronutriments
dans les grains de céréales les plus consommés en Afrique selon FAOSTAT (2015).

Les valeurs sont exprimées pour 100g MF

Mais Sorgho Mil Riz Blé
Jaune (Blanc) Blanc (rouge)

Energie et macronutriments

Energie (Kcal) 353,0(351,0) 354,0 (348,0) 348-364 352,0-354,0 282,0-
326,0
Protéines (g) (NX6.25) 9,3(9,7) 9,3(10,5) 8,8-10 6,1-7,8 9,3-10,5
Lipides (g) 4,4 (4,0) 3,9(3,5) 4,1-5,8 0,3-2,2 1,5-4,8
Carbohydrates (g) 64,3 (64,5) 65,5 (63,6) 62,6-64,8 73,8-81,4 58,7-72,5
Micronutriments
Fer (mg) 3,0(3,8) 3,9(3,4) 7,6-10 1,0-1,9 2,0-4,7
Zinc (mg) 340,0 (315,0) 2,08 (1,97) 1,47-2,83  1-2,02 1,7-1,8
Calcium (mg) 18,0 (18,0) 24,0 (24,0) 14-35 2,2-3,0 19,0-30,0
Folates (ug) 10,0 (25,0) 30,0 (30,0) 29-30 20,0-40,0 40,0-60,0

Source : Données tirées de la table de composition des aliments d’Afrique de I’Ouest
(Stadlmayr et al. 2012). Entre parentheses les teneurs des variétés du mais blanc et du sorgho
rouge.
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Les matieres premieres présentées dans le tableau 11 ont des densités énergétiques et des
teneurs en protéines relativement similaires. En revanche, les teneurs en lipides et en
micronutriments sont nettement plus variables d’une céréale a 1’autre. Par exemple, la teneur
en fer du mil peut étre significativement plus élevée que celle des autres céréales. La forte
teneur en fer dans le mil et la forte variabilité observée pourraient étre dues a un apport
exogene de fer par les poussieres ou le sol ferreux (Abebe et al. 2007; Mouquet-Rivier et al.
2008). La teneur en folates varie également d’une céréale a I’autre. Le blé a la teneur en

folates la plus élevée par rapport a celle des autres céréales.

Les aliments céréaliers fermentés peuvent avoir des caractéristiques nutritionnelles tres
différentes des grains a partir desquels ils sont produits. Ces différences peuvent étre dues a la
transformation subie par les céréales, ainsi qu’au mode de consommation (boisson, bouillie,
pain...). Par exemple, le degré de fractionnement des grains a un impact sur les teneurs en
nutriments des farines obtenues (Slavin, Jacobs, and Marquart 2000). Les boissons ou les
bouillies ont une teneur en matiere seéche nettement plus faible que le pain par exemple, ce qui
peut induire des teneurs en macro- et micronutriments, ainsi que des densités énergétiques
plus faibles dans les boissons et bouillies par effet dilution. Par exemple, 1’effet dilution est
I’une des principales causes de la faible valeur nutritionnelle du ben-saalga, une bouillie
céréaliere traditionnelle fermentée Ouest-africaine dont les caractéristiques nutritionnelles ont
été décrites lors d’études précédentes (Tou et al. 2006; Mouquet-Rivier et al. 2008; Hama et
al. 2011; Mouquet-Rivier et al. 2016). Les caractéristiques nutritionnelles du ben-saalga sont

présentées sur le tableau 12.
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Tableau 12. Teneur en énergie et en différents macronutriments et micronutriments du
ben-saalga. Les valeurs sont exprimées pour 100g MF

Composition nutritionnelle Concentrations Références

Micronutriments

Fer (mg) 0,2-1,2 (Mougquet-Rivier et al. 2008).

Zinc (mg) 0.1-0.3 (Mouquet-Rivier et al. 2008).

Calcium (mg) ND (Mougquet-Rivier et al. 2008).

Folates (ug) 0-3,3 (Saubade, Humblot, et al.
2017).

Energie et macronutriments

Energie (Kcal) 32 (Mouquet-Rivier et al. 2008).

Protéines (g) (N x 6.25) 0,3-0,8 (Mouquet-Rivier et al. 2008).

Lipides (g) 0,1-0,5 (Mouquet-Rivier et al. 2008).

ND : non déterminé

D’apres le Tableau 12, le ben-saalga a une densité énergétique tres faible (32 Kcal/100g) par
rapport a la densité énergétique requise pour les aliments de compléments du jeune enfant
(84Kcal/100g ) (Dewey and Brown 2003). D’apres les données de Mouquet-Rivier et al.
(2016), le ben-saalga procure 62 + 34 Kcal/jour et 124 + 58 Kcal/jour pour des enfants de 6 a
9 mois et de 15 a 20 mois, respectivement. Sur la base des travaux de Dewey et Brown
(2003), les aliments de compléments doivent apporter aux enfants de moins de deux ans une
valeur énergétique, au moins, supérieure a 202 Kcal/jour. La faible densité énergétique des
bouillies fermentées a base de mil est due a la faible teneur en matiere seche de 1’aliment. En
effet, pour que ces bouillies soient consommables par des enfants de moins de deux ans, il
faut que leur consistance soit semi-liquide. Sachant que ces bouillies sont cuites avant
consommation, les productrices locales ajoutent beaucoup d’eau pour limiter 1’épaississement
au cours de la cuisson, I’épaississement étant dii a la gélatinisation de I’amidon. Les bouillies
obtenues ont donc des teneurs en matiere seéche variables de 5 a 10 g/100g de bouillie
(Mouquet-Rivier et al. 2008). Cet effet dilution est aussi a 1’origine des faibles teneurs en

macronutrimens (protéines et lipides) dans le ben-saalga par rapport a celles du mil.

Les teneurs en fer du ben-saalga sont inférieures a celles des grains de départ. Mouquet-

Rivier et al. (2008) ont dosé le fer dans des échantillons de mil et du ben-saalga. Malgré une
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teneur en fer élevée dans les gains de mil (21 mg/100g MF), la teneur en fer dans le ben-
saalga est significativement plus faible (inférieure a 1,2 mg/100g MF). D’apres ces auteurs, la
perte importante de fer est principalement due a une diffusion du fer dans 1’eau pendant le

trempage.

Au regard de la faible valeur nutritionnelle du ben-saalga et de sa large utilisation comme
aliment de complément en Afrique sub-saharienne, des études ont été menées dans le but
d’améliorer sa qualité nutritionnelle par la fermentation (Tou 2007; Songré-Ouattara et al.

2009; Songré-Ouattara et al. 2010; Greppi, Saubade, et al. 2017).

4.4.2. Les avantages nutritionnels de la fermentation

La fermentation est un procédé ancestral de transformation des aliments qui présente
globalement quatre avantages majeurs a savoir (i) I’amélioration de la qualité nutritionnelle
des aliments; (ii) I’amélioration de la qualité sanitaire des aliments, (iii) I’amélioration de la

qualité organoleptique des aliments (Steinkraus 1994).
(i) Amélioartion de la qualité nutritionnelle des aliments

La fermentation est un bon moyen d’amélioration de la valeur nutritionnelle des aliments. Par
exemple, Odunfa et al. (1985) ont utilisé des souches de BL productrices de lysine et de
méthionine pour enrichir 'ogi (Odunfa 1985). Oguntoyinbo et Narbad (2012), Songré et al.
(2009, 2010) ont démontré le potentiel amylolytique des BL sur des matrices amylacées dont
respectivement l'ogi et le ben-saalga (Oguntoyinbo and Narbad 2012; Songré-Ouattara et al.
2009; Songré-Ouattara et al. 2010). Par exemple, pour le ben-saalga, le procédé de
fermentation combinant une étape de précuisson et d’inoculation de BL amylolytique a
aboutit a du ben-saalga de meilleure teneur en MS variable de 15,3 a 17,4 g MS / 100g, avec
une densité énergétique de 75,8 a 84,7 kcal / 100 g (Songré-Ouattara et al., 2009; Songré-
Ouattara et al. 2010). Dans une étude récente, Greppi et al. (2017) ont démontré la production
de la vitamine B9 par des BL combinées a des levures dans une bouillie de mil fermenté
(Greppi, Saubade, et al. 2017). Dans cette étude, la fermentation controlée par inoculation de
deux souches de Lactobacillus fermentum sélectionnées pour leur capacité a produire des
folates en milieux de culture a permis d’obtenir du ben-saalga avec une teneur en folates de 7
ug / 100g en quatre heures de fermentation (Greppi, Saubade, et al., 2017). La fermentation
d’un aliment a base de farine de mil par les BL entraine une augmentation de la teneur en

thiamine et en niacine d’environ 12 a 13 % (Tankoano et al. 2017). La fermentation favorise
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I’obtention d’un pH optimal pour la dégradation enzymatique (phytase et polyphenoloxidase
microbiennes) des phytates et des polyphénols qui sont présents dans les céréales sous formes
complexées avec les protéines et certains minéraux tels que le fer, le zinc, le magnésium
(Harland and Morris 1995). Une dégradation des phytates par Pichia kudriavzevii TY13 et
Hanseniaspora guilliermondii TY 14 dans le togwa tanzanien a été rapportée (Hellstrom et al.
2012). Une réduction des phytates et des autres composés polyphénoliques peut augmenter la
quantité de fer soluble, de zinc et de calcium. La fermentation lactique entraine un effet tres
hautement positif sur la disponibilité du fer et du phosphore, avec une diminution de la teneur

en phytates dans ces produits fermentés (Raimbault 1995).
(ii) Amélioration de la qualité sanitaire des aliments

La fermentation permet aussi d’améliorer la qualité sanitaire des aliments. Pratiquée tres
souvent dans des conditions peu hygiéniques au sein des unités traditionnelles de production
en Afrique, I’acidification liée a la production d’acide lactique par les BL au cours de la
fermentation, permet d’inhiber la croissance des bactéries pathogenes, contribuant ainsi a la
qualité sanitaire de ces aliments fermentés (Beuchat, 1997). Les BL peuvent aussi produire
des composés comme le peroxyde d'hydrogene, le diacétyle et les bactériocines qui ont
l'avantage d'empécher ou de limiter la croissance des microorganismes pathogénes ou
indésirables dans les aliments (Blandino et al. 2003; Kingamkono et al. 1994; Nout,
Rombouts, and Hautvast 1989). La durée de conservation des produits fermentés augmente
grace a I’acidification et a la production de bactériocines (Raimbault 1995; Savadogo et al.

2004; Sawadogo-Lingani et al. 2008).
(iii) Amélioration de la qualité organoleptique des aliments

La fermentation conduit a une amélioration générale de la texture, du gott et de I’ardme des
aliments. Au cours de la fermentation des produits céréaliers, des composés volatiles tels que
le diacétyle, l'acide acétique et l'acide butyrique sont produits conduisant a un mélange
complexe de saveurs et d’aromes (Blandino et al. 2003; Chavan, Kadam, and Beuchat 1989;
Karovi¢ova 2007). La présence d’ardOmes résultants de ces métabolites rend les produits
céréaliers fermentés plus appétissants (Blandino et al. 2003). La production des métabolites
tels que I'acide lactique par les BL par exemple au cours de la fermentation induit une
diminution du pH qui donne aux aliments céréaliers fermentés une saveur aigre (Tankoano et

al. 2017).
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5. Méthodes d’analyse du microbiote d’aliments fermentés

Au regard de Il'importance des microorganismes dans I’amélioration de la qualité
organoleptique, nutritionnelle et sanitaire des aliments fermentés (Section 4.4.2. Les
avantages nutritionnels de la fermentation), des études approfondies sur la composition des
populations microbiennes des aliments fermentés ont été effectuées. L’analyse du microbiote
des aliments céréaliers fermentés peut se faire a 1‘aide de deux types de méthodes : les
méthodes dites « cultures-dépendantes » et celles dites « cultures-indépendantes » qui

présenten chacune des avantages et des inconvénients.

5.1. Méthodes dites « cultures-dépendantes »

Ces méthodes se rapportent aux méthodes classiques de culture microbiologique
(caractéristiques physiologiques, morphologiques et biochimiques). Elles ont I’avantage de
permettre le dénombrement de différents types de microorganismes cultivables. Elles
permettent également d’isoler des souches pures de microorganismes dans le but, soit,
d’étudier leur comportement et leur physiologie, soit, de les sélectionner sur la base des
fonctions spécifiques d’interét, pour les utiliser comme cultures starters. En revanche,
I’utilisation de ces méthodes pour I’estimation de la diversité microbienne dans les aliments
fermentés présente de nombreux inconvénients. Il s’agit principalement du temps de mise en
ceuvre et du recours a des milieux de culture sélectifs qui sont différents des milieux d’origine
des microorganismes ce qui entraine ainsi un biais d@i a une sous-estimation de la population
microbienne. En outre les bactéries cultivables isolées du microbiote d’un aliment fermenté,
ou d’un autre environnement, ne représente qu’une fraction de ce microbiote (Robert, Gabriel,
and Fontagné-Faucher 2009). Ainsi, la diversité microbienne et 1’abondance relative des
especes ont souvent été sous-estimées par les méthodes de cultures microbiologiques

(Wintzingerode, Gobel, and Stackebrandt 1997).

5.2. Méthodes dites « cultures-indépendantes »

Ces méthodes se rapportent aux techniques de biologie moléculaire pour I’estimation de la
diversité microbienne dans les aliments fermentés ou dans d’autres environnements. Elles
permettent d’évaluer la diversité des écosysteémes microbiens, de détecter et de caractériser les
microorganismes non cultivables et aussi d’étudier la relation entre la diversité microbienne et
les propriétés fonctionnelles. Ces méthodes moléculaires reposent sur les propriétés des acides
nucléiques. Elles sont trés nombreuses et mettent en jeu plusieurs techniques différentes

couplées a la méthode de réaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction,
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PCR). Dans la majorité des cas, ces techniques moléculaires utilisent le gene codant I’ARN
ribosomal 16S (ARNr 16S) comme marqueur parce qu’il est présent chez tous les procaryotes
et assez polymorphe pour permettre de distinguer les especes. Aussi, il est de taille idéale
(1500 paires de base) plus facile a analyser que le géne codant I’ARN 23S (2900 paires de

base) et plus riche en information que le gene codant I’ARN 5S (120 paires de base).

Dans ce document, j’ai choisi de présenter plus en détails les 2 méthodes utilisées dans cette

theése : La PCR en temps réel et le s€équencage a haut débit.

5.2.1. PCR en temps réel

La PCR est une technique in vitro de biologie moléculaire de réplication ciblée qui permet
d’obtenir, a partir d’un échantillon complexe et peu abondant, d’importantes quantités d’un

fragment d'acide désoxyribonucléique (ADN) spécifique et de longueur définie.

La PCR en remps réel permet la quantification des genres ou especes pour lesquels des
oligonucléotides spécifiques ont été identifiés. L’amplification est exponentielle et a chaque
cycle de PCR en temps réel, un signal fluorescent directement proportionnel a la quantité
d’amplicons générés est émis. Le temps nécessaire pour observer une augmentation
significative du signal fluorescent (Ct) est enregistré par I’instrument de mesure. Une gamme
est réalisée a partir de I’ADN extrait d’une culture de concentration connue d’une souche de
référence appartenant au genre ou a I’espece recherchée. Cette gamme permet d’obtenir une
relation linéaire entre la concentration en microorganismes de départ et le Ct. Il est ainsi
possible de déterminer la concentration du genre ou de I’espece de BL recherchée dans

I’aliment de départ.

5.2.2. Les techniques de séquencage a haut débit

L’une des plus grandes avancées en Biologie moléculaire au cours de la derniere décennie est
I’avenement des techniques de séquencage de I’ADN a haut débit (ou NGS — Next Generation
Sequencing). Le terme NGS regroupe un ensemble de techniques et de technologies,
développées dans le but d’obtenir un haut débit de séquencage d’ADN comparativement aux
méthodes préexistantes telles que le séquencage Sanger ou Maxam- Gilbert. En effet, ces
anciennes techniques, bien que fiables et éprouvées, ne permettent qu'une acquisition lente
des données. Par exemple, un séquenceur Sanger ABI Prism 310 permet de générer 19 kb par
heure, soit 96 séquences de 600 pb en 3 heures. A ce rythme, le séquengage des 3,2 Gb d’un

génome humain a I’aide d’une unique machine prendrait plus de 19 ans. De ce fait, la
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disponibilit¢ des données génétiques ¢Etait limitée aux génomes d’un faible nombre
d’organismes modeles et aux séquences codant des fonctions d’intérét de chaque étude
scientifique. Les nouvelles techniques de séquengage a haut débit sont basées sur le
séquencage parallele, indépendant et simultané de centaines de milliers, voire de centaines de
millions de brins d’ADN, pouvant ainsi générer plus de 50 Mb par heure par machine (plus de
2600 fois plus que le séquencage « classique »). A I’heure actuelle, la majorité des
technologies NGS sont commercialisées par des grands groupes industriels, le cofit de
développement et de fabrication des séquenceurs n’étant pas a la portée des laboratoires.
Parmi les technologies disponibles a 1’heure actuelle, on citera notamment : « 454 sequencing
» de Roche Applied Science, « Solexa » d’Illumina, « SOLID » de Applied Biosystems, «
Heliscope» de Helicos, « Ion Torrent » de Life Technologies et « PacBio » de Pacific
Bioscience. Le séquencage 454 a été la premiere technologie NGS commercialement

disponible, suivi peu de temps apres par le Solexa.

6. Méthodes d’analyse des folates

L'analyse des folates dans les aliments constitue un grand défi pour diverses raisons devant
étre prises en compte dans le choix de la méthode d'analyse la plus appropriée. Les
concentrations des folates dans les aliments sont relativement faibles et elles existent sous
forme de plusieurs vitameres avec une stabilité chimique trés variable. Ces formes sont
sensibles a 1’oxygene, a la lumiere et a la chaleur, ce qui peut les rendre inactive
biologiquement. En outre, 1’effet matrice alimentaire est trés important. En effet, les folates
sont des molécules physiquement piégées dans la matrice alimentaire qui peut étre un facteur
limitant au cours de I’étape d’extraction. Par ailleurs, plusieurs matériels biologiques
contiennent des conjugases endogenes et d’autres enzymes susceptibles d’induire des

interconversions entre les vitameres et des changements dans la distribution des vitameres.

Les méthodes d’analyse des folates alimentaires les plus usuelles sont la méthode
microbiologique de référence et la chromatographe liquide haute performance
(CLHP)(Eitenmiller, Ye, and Landen 2008). La méthode microbiologique de référence est
utilisée pour doser les folates totaux dans les aliments alors que la méthode CLHP est utilisée
pour quantifier les différents vitameres pouvant étre présents dans les aliments. Dans cette
étude, seule la méthode microbiologique de référence a été utilisée pour le dosage des folates

dans les aliments céréaliers fermentés.
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Quel que soit la méthode d’analyse, il faut au préalable s’assurer de la stabilité des folates
dans les aliments pendant leur stockage, de la bonne extraction des folates de la matrice
alimentaire et des cellules (végétales et/ou microorganismes), et aussi de la bonne purification

avant toute analyse par CLHP.

6.1. Extraction et traitement trienzymatique

Le principe de D’extraction repose principalement sur 1’action de 3 enzymes (o-amylase,
protéase et la conjugase) qui en dégradant la matrice alimentaire et en déconjuguant les
chaines de polyglutamates permettent de libérer les folates sous forme de mono- ou di-
glutamates dans le tampon d’extraction (Edelmann et al., 2012; Puwastien et al., 2005). Pour
favoriser 1’action des enzymes, une étape de chauffage (dans un tampon d’extraction
contenant des antioxydants stabilisant les folates) est nécessaire afin de gélatiniser 1’amidon
pour le rendre hydrolysable. Le chauffage présente aussi 1’avantage de détruire les éventuelles
enzymes qui pourraient intervenir dans la dégradation ou I’interconversions des vitameres de
folates. L’a-amylase permet de dégrader la matrice amylacée et la protéase dégrade les
protéines de la matrice alimentaire. La conjugase permet d’hydrolyser les
folylpolyglutamates, libérés par I’action de 1I’a-amylase et de la protéase, en mono- et di-
glutamates. Les folylpolyglutamates n’étant pas assimilables par la souche bactérienne
utilisée lors du dosage microbiologique, 1’action de la conjugase est importante puisqu’elle

permet I’obtention d’une forme assimilable par la bactérie.

Dans le cas de la CLHP, les folates doivent étre aussi sous la forme de mono-glutamates.
Comme les folates peuvent s’oxyder et donc étre dégradés plus rapidement a haute
température, un tampon généralement constitué de HEPES/CHES, et contenant des
antioxydants (p-mercaptoéthanol et 1’acide ascorbique) est ajouté aux échantillons avant
chauffage. Le tampon HEPES/CHES permet aussi de maintenir un pH constant lors du
chauffage. Les pH des échantillons sont ensuite ajustés au pH optimal des enzymes ajoutés a
I’étape suivante. Afin d’éviter une oxydation des folates (facilitée par une exposition a la
lumiere ou a I’oxygene pendant I’extraction), les extraits sont « flushés » avec de 1’azote a
chaque étape, et protégés de la lumiere par du papier aluminium. Dans le cas du dosage
microbiologique, a la fin de I’extraction, le pH des tubes est ajusté a 6,1 puisque c’est le pH

optimal de la souche bactérienne utilisée pour le dosage microbiologique.
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6.2. Dosage microbiologique des folates

Le dosage microbiologique est basé sur les besoins en folates d'un certain nombre de micro-
organismes dont la croissance dépend de la teneur en folates de 1'échantillon. Cette croissance
peut étre mesurée par turbidimétrie. Le micro-organisme le plus commun dans l'analyse des
folates est le Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Cependant d’autres microorganismes
comme Tetrahymena pyriformis, Enterococcus hirae ATCC N° 8043 et Pediococcus
acidilactici, ATCC N° 8081 peuvent aussi étre utilisés avec des spécificités limitées par
rapport a certains vitameres de folates (Tableau 13). Une corrélation peut €tre établie entre la
quantité de folates dans le milieu et la croissance de la souche utilisée, qui peut étre mesurée
par turbidimétrie. Toutefois cette corrélation n’est observée que si les folates possedent moins
de trois unités de glutamate, car L. rhamnosus ATCC7469 ne peut pas utiliser les autres
formes. Une gamme étalon de folates (généralement en acide folique) doit donc €tre réalisée
lors de chaque série d’analyse. Cette méthode, bien que qu’elle permette de quantifier de tres
faibles teneurs en folates, présente 1’inconvénient d’étre longue (une analyse complete

s’exécute en deux jours).

Tableau 13. Réponses induites par les dérivés du folate par rapport a 1'acide folique

Folates L. rhamnosus E. hirae P. acidilactici T. pyriformis
Acide folique + + - +
H, folate + + - *
H, folate + + + +
5-HCO-H; folate + + + +
10-HCO-H; folate + + - *
10-HCO-H; folate + + + *
5-CHj3-H, folate + - - -
5,10-CH.=Hj4 folate + + - *
5-CHNH-Hy4 folate + + + *
PteGlu2 + 100% + - +
PteGlu3 + <100% - - +
PteGlu4 + 65% - - *
PteGlu5 +20% - - *
PteGlu6 + 3.6% - - *
PteGlu7 + (2.4% - - *
Pteroic acid - + - -

“Données non disponibles

source: Voigt and Eitenmiller (1978)
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6.3. Chromatographie liquide haute performance

Les méthodes chromatographiques liquides permettent de déterminer les vitameres de folates.
Plusieurs méthodes CLHP ont été développées pour la détermination des vitameres de folates
dans les aliments (Wigertz, and Jdgerstad 1995; Vahteristo, Ollilainen, and Varo 1996;
Pfeiffer et al. 1997; Konings 1999; Kariluoto, Vahteristo, and Piironen 2001). Quelque soit la
méthode CLHP, une extraction trienzymatique constitue aussi un préalable et les extraits de
chaque échantillon doivent étre purifiés pour éviter 1’apparition de pics parasites sur les
chromatogrammes (Konings 1999; Kariluoto, Vahteristo, and Piironen 2001). Pour ce faire,
des protéines capables de se lier aux folates (folate biding protein-FBP) extraites du lait bovin
peuvent étre utilisées. Ces FBP sont greffées a une matrice d’agarose puis immobilisées sur
une colonne de chromatographie et 1I’échantillon a analyser est passé sur cette méme colonne.
L’échantillon purifié peut ensuite €tre analysé par CLHP, ou a I'ultra haute performance
(UPLC) en utilisant des solutions pures de chaque vitamere comme standards. Cette méthode

reste cependant tres peu utilisée en routine en raison de son cofit.

En conclusion de cette premicre partie de la these, les folates sont des vitamines
indispensables a tous les ages. Les données sur le statut en folates des populations vulnérables
(femmes et enfants), bien que non représentatives de la situation globale du continent africain,
puisque dérivant d’études locales, attestent du faible niveau du statut en folates des
populations. Les stratégies de lutte contre les carences en micronutriments prenant en compte
les folates sont en place dans la plupart des pays africains. Cependant, ces stratégies de lutte
connaissent toutes des limites (faible couverture, disponibilité et accessibilité a 1’acide folique
et aux aliments fortifiés faibles etc.). Ces limites necessitent de rechercher des moyens de
lutte contre les carences en folates a I’échelle populationnelle, et plus spécifiquement a la
portée des couches pauvres en Afrique. Les céréales constituent I’essentiel du régime
alimentaire au Burkina Faso et plus généralement en Afrique. La majorité des procédés de
transformation des céréales diminue les teneurs en folates dans les aliments céréaliers. En
revanche, la fermentation est un levier qui permet d’augmenter les teneurs en folates dans les
aliments. L’objectif de ce travail de these est d’utiliser la fermentation pour augmenter les
ingérés en folates des populations africaines via la consommation d’aliments céréaliers

fermentés.
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes
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1. Méthodes microbiologiques

1.1.Milieux de culture et réactifs
1.1.1. Milieux liquides
1.1.1.1. L’Eau peptonée

Le diluant est une solution physiologique qui permet de revivifier les souches bactériennes.
La composition de ce milieu est présentée dans le tableau 14. II a été préparé a partir de 9,5 g
du milieu commercial en poudre (BD Difco, Sparks, MD, USA) dissout dans 1 L d'eau
distillée. La solution est homogénéisée et le pH ajusté a 7 + 0,2, puis répartie dans des tubes a
vis (9 mL) et dans des flacons (90 mL). Les tubes et les flacons sont stérilisés a 121°C
pendant 15 mn a l'autoclave. Les tubes et les flacons sont retirés et refroidis a la température

ambiante avant utilisation.

Tableau 14. Composition du diluant

Ingrédients g/LL
Peptone pancréatique de viande 10,0
Chlorure de sodium 5,0
Phosphate disodique 9,0
Phosphate mono potassique 1,5

1.1.1.2. Bouillon MRS

Le bouillon MRS a servi a la culture des bactéries lactiques (BL) et a la préparation des
inocula. La composition du bouillon MRS est donnée dans le tableau 15. Le bouillon MRS a
été préparé en solubilisant 54.3 g de poudre commerciale (BD Difco, Sparks, MD, USA) avec
ajout de 1 mL de tween 80 dans un litre d’eau distillée. Aprés homogénéisation, le milieu a

s .

été stérilisé a 121°C pendant 15 min.
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Tableau 15. Composition du bouillon MRS

Ingrédients g/L.
Peptone de protéase 10,00
Extrait de beeuf 10,00
Extrait de levure 5,00
glucose 20,00
Citrate de tri-ammonium 2,00
Acétate de sodium 5,00
Sulfate de magnésium (MgS0O4) 0,20
Sulfate de Manganese (MnSO4) 0,05

Phosphate di-potassique (K2ZHPO4) 2,00

1.1.1.3. Milieu dépourvu de folates (folic acid casei medium-(FACM))

Le FACM a été utilisé pour le dosage des folates totaux par la méthode microbiologique de
référence (Kariluoto and Piironen 2009). La composition de ce milieu est présentée dans le
tableau 16. Pour préparer 100 mL de milieu liquide, il faut dissoudre 7,05 g de milieu
commercial en poudre de FACM (Difco, Sparks, MD, USA) dans de I’eau Milli-Q grace a un
chauffage et une agitation magnétique. Le milieu est refroidi dans de la glace avant d’ajouter
75 mg d’acide ascorbique et d’ajuster le pH a 6,1 avec de ’acide acétique. Le milieu est

ensuite stérilisé sous hotte par filtration (0,22um).

78



Tableau 16. Composition du folic acid casei medium

Ingrédients Quantité dans un litre
Hydrolysat de caséine dépourvu de 10,0 g
vitamines

Dextrose (glucose) 40,0 g
Acétate de sodium 40,0 g
Phosphate di-potassique 1,0g
Phosphate mono-potassique 1,0g
DL-tryptophane 02¢g
L-asparagine 0,6 g
L-chlorhydrate de cystéine 0,5¢g
Sulfate d’adénine 10,0 mg
Guanine hydrochloride 10,0 mg
Uracile 10,0 mg
Xanthine 20,0 mg
Polysorbate 80 0,1g
Glutathion réduit 5,0 mg
Sulfate de magnésium anhydre 02¢g
Chlorure de sodium 20,0 mg
Sulfate de fer 20,0 mg
Sulfate de manganese 15,0 mg
Riboflavine 1,0 mg
Acide para-amino-benzoique 2,0 mg
Chlorhydrate de pyridoxine 4,0 mg
Chlorhydrate de thiamine 400,0 ug
Pantothénate de calcium 800,0 ug
Acide nicotinique 800,0 ug
Biotine 20,0 ug

1.1.2. Milieux gélosés

1.1.2.1. Milieu Plate Count Agar(PCA)

Le milieu de culture PCA (gélose glucosé a I’extrait de levure) a été utilisé pour la numération

des bactéries mésophiles aérobies. La composition de ce milieu est présentée dans le tableau
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17. Ce milieu a été préparé selon la norme ISO 4833 (2003) (NI ISO 4833 2003): 23,5 g de
PCA (PCA, Difco, Sparks, MD, USA) ont été mis en suspension dans 1L d'eau distillée puis
la suspension a été chauffée pour dissoudre la gélose. Le pH a été ajusté a 7 £ 0,2, et la
solution a été stérilisée a I'autoclave a 121°C pendant 15 mn. Apres autoclavage la solution a

été maintenue en surfusion dans un bain marie a 45 + 2°C.

Tableau 17. Composition du milieu PCA

Ingrédients g/L
Tryptone 5,0
Extrait auto-lytique de levure 2,5
Glucose 1,0
Agar agar bactériologique 12,0

1.1.2.2. Milieu Sabouraud

Le milieu Sabouraud (extrait de levure, glucose, chloramphénicol) a été utilisé pour le
dénombrement des levures et moisissures. La composition de ce milieu est présentée dans le
tableau 18. Il a été préparé en suivant la norme ISO 7954, (2003) (NF ISO 7954 2003): 65,5
g de Sabouraud (BD Difco, Sparks, MD, USA) ont été introduits dans un flacon contenant 1L
d'eau distillée puis chauffés au bain marie bouillant jusqu'a dissolution complete. Des lors, le

/////

minutes.

Tableau 18. Composition du milieu Sabouraud

Ingrédients g/LL
Peptomycol 10,0
Glucose 40,0
Chloramphénicol 0,5

Agar agar bactériologique 15,0

1.1.2.3. Milieu MRS

Le milieu De Man, Rogosa et Sharp (MRS), a servi a la culture et au dénombrement des BL.
La composition du MRS gélosé est donnée dans le tableau 19. Le milieu MRS gélosé a été

préparé en solubilisant 67,3 g de poudre commerciale (BD Difco, Sparks, MD, USA)
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additionnée de 1 mL de tween 80 dans un litre d’eau. Apres homogénéisation, le milieu a été

/////

Tableau 19. Composition du MRS gélosé

Ingrédients g/L
Peptone de protéase 10,00
Extrait de beeuf 10,00
Extrait de levure 4,00
Glucose 20,0
Citrate d’ammonium 2,00
Acétate de sodium 5,00
Sulfate de magnésium 0,20
Sulfate de Manganese 0,05
Phosphate di-potassique 2,00
Agar 15

1.2.Microorganismes utilisés

Le tableau 20 presente les differents microorganismes utilisés dans les travaux de cette these
et ’object de leur utilisation.Pour les essais de production de folates dans les bouillies de mil
fermenté, les souches L. fermentum 8.2 et L. plantarum 6.2 ont été utilisées. Ces deux souches
ont été sélectionnées pour leur bonne capacité a produire des folates en milieux de culture
(Greppi, Hemery, et al. 2017). Elles font partie de la collection de 155 BL précédemment
isolées du ben-saalga dans 12 Unités traditionnelles de production (UTPs) a Ouagadougou
(Burkina Faso) (Tou et al. 2006; Turpin, Humblot, and Guyot 2011). En outre, deux souches
amylolytiques de BL a savoir L. plantarum A6 et L. fermentum MW?2 préalablement isolées
des racines fermentées de manioc (Manihot esculenta var. Ngansa) et de la pate fermentée de
mais (mawe), respectivement, ont été co-inoculées avec les BL productrices de folates (Agati

et al. 1998; Giraud et al. 1991).

Le Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 a été utilis€ comme indicateur de croissance dans le

dosage des folates totaux des aliments céréaliers fermentés.
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Les souches de référence L. plantarum ATCC14917T, L. fermentum ATCC14931,
Leuconostoc mesenteroides ATCC10880, Pediococcus pentosaceus ATCC43200 et Weissella
confusa ATCC10881T ont été utilisées pour la PCR en temps réel.

Tableau 20. Diffrents microorganismes utilisés

Microorganismes Types Utilisations

L. fermentum 8.2 Souche de BL Production du ben-
L. plantarum 6.2 productrices de folates saalga

L. plantarum A6 Souches de B Production du ben-
L. fermentum MW?2 amylolytiques saalga
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 Indicateur de croissance  Dosage des folates

L. plantarum ATCC14917T

L. fermentum ATCC14931

Leuconostoc mesenteroides ATCC10880  Souches de référence PCR en temps réel
Pediococcus pentosaceus ATCC43200

Weissella confusa ATCC10881T

1.3.Production de I'inoculum pour la préparation du ben-saalga amélioré
Chaque souche de BL (L. plantarum A6, L. fermentum MW?2, L. fermentum 8.2 et L.

plantarum 6.2) a été réactivée par stries sur boites de Petrie de MRS gélosé a partir d’un
Cryotube. Apreés une incubation de 48 h a 37°C, du bouillon MRS stérile (4,5 mL) a été
inoculé a partir d’une colonie isolée. Apres une seconde incubation d’une nuit a 37°C, les
cultures ont été centrifugées a 8000 rpm pendant 10 mn a 4 ° C, et les culots rincés 2 fois avec
du NaCl 0,9% afin d’éliminer les folates provenant du bouillon MRS puis suspendu de

nouveau dans du NaCl 0,9%. Cette suspension a été utilisée comme 1’inoculum.
1.4.Dénombrement des microorganismes

1.4.1. Préparation de la suspension mere, des dilutions et ensemencements

La préparation des échantillons, de la suspension mere et des dilutions décimales a été
effectuée selon la norme internationale ISO 6887-1 (1999). Les échantillons ont été analysés
immédiatement apres prélevement. Dix grammes (10 g) d'échantillon ont été pesés dans un
sachet stomacher stérile dans lequel ont été ajoutés 90 mL d'eau peptonée stérile (diluant).

L'ensemble est passé au stomacher pendant 2 minutes. A partir de cette suspension mere une
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série de dilutions décimales successives a €té réalisée: 1 mL de solution a été prélevé a l'aide
d'une pipette et introduit dans un tube contenant 9 mL d'eau peptonée stérile a la température
ambiante. Un mL a été de nouveau prélevé de cette derniere solution et introduit dans le tube
suivant contenant la méme quantité d'eau peptonée. La dilution a été ainsi faite jusqu'a la plus

forte dilution désirée.

La méthode de 1'inoculation dans la masse a été utilisée pour 1'ensemencement. Pour ce faire,
1 mL de chaque dilution a été introduit dans une boite de Pétri stérile dans laquelle a été
ajouté le milieu de culture en surfusion a une température comprise entre 44 et 47°C. Ensuite
le contenu de la boite a été homogénéisé. Les boites ont été laissées a solidifier sur une
surface fraiche a température ambiante avant d'étre incubées a 1'étuve. Toute la manipulation a
été effectuée autour d'une flamme et sur une paillasse préalablement bien nettoyée a 1'alcool

70° afin d'éviter toute contamination.

1.4.2. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale

La numération de la flore aérobie mésophile a été effectuée selon la norme internationale ISO
4833 (2003) (NI ISO 4833 2003). L’ensemencement a été fait dans la gélose Plate Count
Agar (PCA) et les boites ont été incubées a 1’étuve a 30°C pendant 72 h + 3 h. Apres la
période d’incubation, les colonies ont été comptées. Lors du comptage des colonies, les boites
contenant entre 3 et 300 colonies ont été retenues pour le calcul du nombre N de
microorganismes par gramme ou par millilitre. Un témoin négatif pour chacun des parametres

a été réalisé par incubation d’une boite de Pétri non ensemencée.

1.4.3. Dénombrement des levures et moisissures

La norme internationale ISO 7954 (1988) a été utilisée pour le dénombrement des levures et
moisissures. L’ensemencement a été effectué dans la gélose Sabouraud au chloramphénicol.
Les boites ont été incubées a 25°C a 1’étuve pendant 3 jours et les colonies ont été comptées.

Les boites contenant entre 3 et 150 colonies pour deux dilutions successives ont été retenues.

1.4.4. Dénombrement des bactéries lactiques

Le dénombrement des BL a été effectué suivant la norme ISO 15 214 (1998). L’agar Man
Rogosa et Sharp ou agar-MRS a été utilisé. L incubation des boites a été faite a 37°C dans des
jarres (Biolab) anaérobies hermétiquement fermées contenant des générateurs de CO>

(anaérocults) et placées dans une étuve pendant 72 heures. Les colonies ont été comptées
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apres la période d’incubation. Les boites contenant moins de 300 colonies pour 2 dilutions

successives sont prises en compte pour le calcul des nombres de germes.

1.4.5. Expression des résultats

Le calcul du nombre de germes par millilitre ou par gramme pour chaque type de

microorganisme recherché est fait en utilisant les boites de Pétri de deux dilutions successives

a 1’aide de la formule suivante .

N=2C/(nl+0,1xn2)xvxd ou

N = Nombre de microorganismes par gramme ou par millilitre de produit, exprimé par un
nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10* (ou x est la puissance appropriée de 10).

>C : Somme des colonies comptées sur les boites retenues des deux dilutions successives

nl: Nombre de boites retenues a la premiere dilution

n2: Nombre de boites retenues a la deuxieme dilution

d : Premiere dilution retenue

v : Volume d’échantillon prélevé pour I’étalement sur la boite de Pétri

2. Echantillonnage des aliments céréaliers fermentés

2.1.Matériel végétal

Les matieres premieres des aliments céréaliers fermentés (ACF) étudiés sont le mais, le

sorgho et le mil.

2.2.Suivi de la production des aliments céréaliers fermentés et échantillonnage

Sept aliments céréaliers fermentés (ACF) dont le ben-saalga, le ben-kida, le fura, le massa, le
Kafa, [l’akassa, et le doncounou ont été collectés a Ouagadougou (Burkina Faso).
L’échantillonnage des sept ACF a été précédé d’une étape de suivi de production de chaque
aliment. Au cours de I’étape de suivi de production, différentes observations et mesures ont
été réalisées dans chacune des unités traditionnelles de production (UTPs) des ACF (cf. la
fiche de collecte des données du ben-saalga en annexe 3 et la fiche de collecte des données
de six autres ACF en annexe 4). Ces observations et mesures ont été réalisées dans le but de
faire une description précise et approfondie des procédés traditionnels de fabrication des

ACF.
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Dans le cas du ben-saalga, 1I’échantillonnage a été effectué a toutes les étapes de production
dans 4 UTPs et sur 3 séries de productions indépendantes (figure 7). Au cours de
I’échantillonnage du ben-saalga, les différents récipients et ustensiles (marmites, tamis,
filtres...) utilisés ainsi que les échantillons (grains de mil, eau, filtrat, résidu, etc.) prélevés a

chaque étape ont été pesés dans le but de faire une étude bilan-matiere.

Quant aux six autres ACF, I’échantillonnage a été réalisé a la fois sur la matieére premiere et
sur leur produit fini au sein de 3 UTPs et sur 3 séries de productions indépendantes, a
I’exception du kafa collecté uniquement dans une seule UTP du fait qu’il n’était pas

communément vendu comme les 5 autres ACF.

2.3.Etiquetage et conservation des échantillons

Le numéro d’identification de chaque échantillon comportait une lettre B (Burkina Faso), O
(Ouagadougou), une lettre A a D (pour désigner I’UTP dans le cas du ben-saalga) ou P1 a P3
(pour désigner 'UTP dans le cas des autres ACF) suivie de deux initiales du nom de
1’échantillon dont la 1% est en majuscule, J1 & J3 (pour désigner le jour du prélévement) et
enfin la date du prélevement. Par exemple, BO-A-Mi-J1-9/8/15 : échantillon de mil collecté
dans I’'UTP A a Ouagadougou (Burkina Faso) le premier jour a la date du 9/8/2015.

Tous les échantillons prélevés, a [’exception des matieres premieres, ont ét€ mis
immédiatement dans une glaciere contenant des pains de glace puis conservés a —20°C au
laboratoire du Département Technologie Alimentaire (DTA). Ceux des matieres premieres ont
été gardés a la température ambiante du laboratoire (variable de 25 a 30°C). La matiere seche
(pour tous les échantillons) ainsi que le pH (uniquement pour les échantillons du ben-saalga)
ont été déterminés immédiatement. Des aliquotes d’échantillons ont été transférés au
laboratoire de I’'UMR Nutripass de Montpellier ou ont eu lieu les analyses des folates totaux,

de bioaccessibilité et I’évaluation de la diversité microbienne.

2.4.Procédé de préparation du ben-saalga bio-enrichi en folates

Toutes les bouillies ont été préparées a partir de mil (Pennisetum glaucum, var. Gampela),
acheté chez un producteur a Ouagadougou. Un stock de mil a été au préalable constitué pour
tous les essais de production. Deux types de bouillies ont été réalisés sur la base du procédé

de préparation présenté sur la figure 9.

Le premier type a été préparé selon le procédé traditionnel de préparation du ben-saalga selon

Tou et al. (2006). Le second type de bouillie a été préparé selon le procédé modifié avec une
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étape de précuisson du filtrat suivi de I'inoculation des souches de BL. comme décrit par
Songré-Ouattara et al. (2010). Dans le but de se conformer au type de broyage réalisé
habituellement dans les UTPs, un broyage humide a été effectué et consistait en un ajout
d’eau au mil au cours du broyage et il en résultait une pate a la place de la farine seche

obtenue par Songré-Ouattara et al. (2010).

En résumé, le procédé modifié comportait les grandes étapes suivantes: trempage du mil dans
I’eau de robinet (1:1.5 m/v) pendant 16 h, lavage (1:2 m/v), égouttage du mil pendant 30 mn,
broyage humide, addition d’eau et tamisage (1:3.5 m/v). Le filtrat a subi une précuisson
pendant 10 mn suivi d’une étape de refroidissement rapide sur glace (autour de 30°C). Le
filtrat refroidi a été inoculé avec une souche productrice de folates (10% m/v) et une
amylolytique (1% m/v). Les combinaisons de souches étaient les suivantes : L. plantarum 6.2
+ L. fermentation MW?2 ou L. fermentum 8.2 + L. plantarum A6 et les échantillons ont été
respectivement annotés 6.2 + MW?2 et 8.2 + A6. En plus du procédé traditionnel, une
inoculation par pied-de-cuve (10 % m/v), a été aussi réalisée sur les pates précuites et
fermentées pendant 24 h. Dans tous les cas, les pates fermentées ont subi une cuisson de 5 mn
a partir du point d’ébullition. Tous les essais ont été répétés trois fois pour chaque condition

expérimentale.

3. Dosage des folates totaux et bioaccessibles

Le dosage des folates totaux a été réalisé par la méthode microbiologique de référence décrite
par Kariluoto et Piironen (2009) avec de légeres modifications récemment introduites par
Saubade, et al. (2018). Brievement, les échantillons, préalablement décongelés ont été dilués
dans un tampon d'extraction (50 mM Ches/50 mM Hepes, 10 mM 2-mercaptoethanol, 2%
(w/v) sodium ascorbate, pH 7.85) et chauffés a 100°C pendant 10 min (en vortexant 2 fois les
tubes au cours du chauffage afin d’éviter la formation d’un culot gélatinisé), puis refroidis
dans la glace. Apres ajustement du pH a 7, 2; 1 ml de solution d'amylase (Sigma-Aldrich
A9857, 20 mg/ml dans du sodium ascorbatel%), et 100 ul de solution de y-glutamylhydrolase
de pancréas de poulet (R-Biopharm P2002, 100 mg/ml dans l'eau milli-Q) ont été ajoutés et
les tubes ont été flushés a 1’azote, avant incubation de 3h a 37°C dans I’obscurité, dans un
bain avec agitation lattérale. Deux millilitres de solution de protéase (Sigma-Aldrich P5147, 3
mg / ml dans l'ascorbate de sodium a 1%) ont ensuite été ajoutés, les tubes flushés et replacés
1h dans les mémes conditions d’incubation. Apres incubation, les tubes ont été chauffés 5 min

a 100°C pour innactiver les enzymes, refroidis dans la glace, puis le pH a été ajusté a 6,1
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avant ajustement du volume a exactement 40 ml avec de 1’ascorbate de sodium 0,5% w/v, et
centrifugation 30 minutes a 20 000 g a 4°C. Apres des dilutions appropriées des extraits
centrifugés, la concentration en folates a été déterminée sur des microplaques 96 puits en
utilisant le Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 comme indicateur de croissance, l'acide
folique (Sigma-Aldrich F7876) comme étalon et le milieu folic acide casei medium (Difco,
Sparks, MD, USA) comme milieu de croissance de la souche de référence. La performance de
la méthode a été confirmée par l'analyse d'une farine de référence certifiée (BCR 121 Farine
complete, IRMM, Geel, Belgique). Un blanc et un échantillon de référence ont été analysés

pour chaque série d'échantillons.

Les folates bioaccessibles ont été déterminés sur 4 mL de digesta (c'est-a-dire du surnageant)
apres digestion in vitro. L'extraction a été effectuée comme décrit ci-dessus, avec quelques
modifications. En effet, 1'utilisation de 1’alpha-amylase et de protéase n'étant pas nécessaire
sur les échantillons déja digérés, seule la conjugase (y-glutamylhydrolase) a été ajoutée pour
convertir les polyglutamyl-folates bioaccessibles en mono et diglutamyl-folates qui ont été
ensuite quantifiés en utilisant le dosage microbiologique. Toutes les analyses ont été faites en

triplicata.

4. Digestion in vitro
4.1.1. Enzymes et produits chimiques

L'activité des enzymes utilisées pour la digestion in vitro a été préalablement vérifiée, afin de
garantir une bonne performance de la méthode de Minekus et al. (2014). L'alpha-amylase de
pancréas de porc (E-PANAA, #150402, 110.8 U/mg) (Megazyme, Bray, Irlande) a été utlisée
pour les phases orale et intestinale. La pepsine de muqueuse gastrique de porc (P7000,
#BCBF9832V, 536 U/mg) (Sigma-Aldrich, St Louis, M1, USA) a été utilisée pour la phase
gastrique. La trypsine de pancréas bovin (T0303, # SLBR6593V, 160,6 U / mg) et la
chymotrypsine de pancréas bovin (C4129, # SLBG2821V, 40 U / mg) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MI, USA) ont été utlisées pour la phase intestinale. Plusieurs extraits de sels biliaires
ont été testés pour déterminer leur teneur en folates, et ’extrait de sels biliaires qui avait la
plus faible teneur en folates a été choisi afin d’éviter une contamination trop importante par ce
réactif, qui aurait pu masquer les teneurs en folates bioaccessibles. Ainsi, I'extrait de bile de
bovin et d'ovin (B8381, # SLBH1720V, 881,3 g / mol) (Sigma-Aldrich, St Louis, M1, USA)

avait la plus faible teneur en folates et a été retenu pour les essais de digestion in vitro. Toutes
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les enzymes ci-dessus ont été stockées a -20 ° C. Tous les autres produits chimiques utilisés

étaient de qualité analytique.

4.1.2. Méthode de digestion in vitro

La bioaccessibilité des folates a été déterminée en utilisant le modele statique de digestion in
vitro de Minekus et al. (2014), avec des modifications mineures. Cette méthode se déroule en
trois phases (orale, gastrique et intestinale) avec des fluides digestifs simulés (un fluide
salivaire salivaire simulé (FSS, pH 7), un fluide gastrique simulé (FGS, pH 3) et un fluide
intestinal simulé (FIS, pH 7). Les fluides digestifs simulés ont été préparés a l'avance, et des

aliquotes ont été congelés a -20 °C. Leur composition est indiquée dans le tableau 21.

Tableau 21. Composition des fluides digestifs simulés

FSS FGS FIS

Constituants Concentration (stock) SHT SH3 SHT

g/L. mol/L mmol/L mmol/L mmol/L
KCl 37,3 0,5 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 68 0,5 3,7 0,9 0,8
NaHCOs3 84 1 13,6 25 85
NaCl 117 2 - 47,2 38,4
MgCl2(H20)s 30,5 0,15 0,15 0,1 0,33
(NH4).CO3 48 0,5 0,06 0,5 -
NaOH - 1 - - -
HCI - 6 1,1 15,6 8.4
CaCly, 6H.O - 4,1 - -

Au regard des teneurs en folates non négligeables de la la pancréatine par rapport aux teneurs
en folates des échantillons a analyser, nous avons choisi d’utiliser les enzymes individuelles
purifiées (trypsine, chymotrypsine et l'alpha-amylase pancréatique) lors de la phase
intestinale.

En résumé, dans un tube Falcon de 50 mL, 5 g d’échantillon (les aliments semi-solides
comme le massa et le fura ont été au préalable 1égerement broyés a 1’aide d’un mortier et d’un
pilon en porcelaine) ont été mélangés avec 4 mL de FSS contenant I’alpha-amylase, et 25 puL
de solution de CaCl; et 975 puL d'eau milli-Q ont été ensuite ajoutées pour atteindre un rapport

final aliment / réactifs de 50/50 (m / v). Ce mélange a été incubé pendant 2 minutes a 37 ° C
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dans un bain-marie sous agitation dans 1’obscurité. Lors de la phase gastrique, 8 mL de FGS
contenant la pepsine et 5 uL de solution de CaCl, ont été ajoutés, et le pH a été ajusté a 3 avec
de 'HCI1 6 M, puis de l'eau Milli-Q a été ajoutée pour compléter le volume a 20 mL. Le
mélange a été incubé dans un bain-marie sous agitation dans 1’obscurité pendant 2 heures a 37
° C. Pour stimuler la digestion intestinale, 10 mL de FIS contenant l'extrait de sels biliaires, 6
mL de FIS contenant I’alpha-amylase pancréatique, 1 mL de solution de trypsine, 1 mL de
solution de chymotrypsine, et 40 uL de solution de CaCl, ont été ajoutés, le pH a été ajusté a
7 avec du NaOH 2M et les échantillons ont été incubés dans un bain-marie sous agitation dans
I’obscurité a 37 °C pendant 2 heures. A I'issue de la phase intestinale, les échantillons ont été
centrifugés a 13.000 rpm pendant 30 mn a 4 ° C, et le surnageant (i-e le digesta) a été prélevé,
flushé a 1’azote et stocké a -20 ° C jusqu'a l'analyse des folates bioaccessibles. Toutes les
digestions ont été réalisées en double. Les folates bioaccessibles (exprimés en pg/100g MF)
correspondent a la fraction de folates libérés de la matrice alimentaire et potentiellement
disponible pour absorption ultérieure a travers la barriere intestinale. La bioaccessibilité des
folates (%) a été calculée a l'aide de la formule suivante:

Bioaccessibilité des folates (%) = Folates bioaccessibles / folates totaux X 100

5. Techniques moléculaires
5.1.Extraction d’ADN

Les extractions d’ADN ont été réalisées sur des matrices alimentaires complexes (bouillies
inoculées ou non a base de mil, mil trempé, broyat de mil trempé, pate fermentée et
surnageant). Quelle que soit la matrice alimentaire, I’extraction a été faite en deux étapes : la
premicre étape a consisté a concentrer les cellules bactériennes par des centrifugations
différentielles résumées sur la figure 6. Quant a la seconde étape, elle a consisté a extraire

I’ADN du culot des cellules bactériennes.

En résumé, dans cette seconde étape, a partir du culot bactérien, I’ADN total a été extrait a
I’aide d’un ki Wizard® Genomic DNA purification Kit (Promega, Charbonnieres, France).
Pour ce faire, le culot bactérien a été repris dans 480 uL d’EDTA 50 mM pH 8, puis 500 uL
de billes de zirconium 0,1 mm (VWR, Fontenay-sous-Bois, France) ont été ajoutées pour
réaliser une lyse mécanique des cellules (3 minutes a 30 Hz) a I’aide d’un Tissue Lyser
(Quiagen). Une lyse enzymatique a été ensuite réalisée grace a 1’addition de 120 pL de
lysosyme a 20 mg/mL et 10 ul de mutanolysine a 1 U/uL, suivie d’une incubation d’une

heure a 37°C. L’échantillon a été ensuite chauffé a 80°C pendant 5 minutes, apres avoir ajouté
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600 uL de « nuclei lysis solution ».Les ARN ont été ensuite détruits grace a I’ajout de 3 uL de
RNAse suivi d’une incubation d’une heure a 37°C. Une centrifugation a 10 000g pendant 5
minutes permet de récupérer un surnageant dépourvu d’ARN. Les protéines ont été ensuite
précipitées a I’aide de 200 puL de « protein precipitation solution » et éliminées grace a une
centrifugation de 3 minutes a 10 000g. L’ADN a été ensuite précipité a 1’aide de 600 uL
d’isopropanol, puis récupérer dans le culot bactérien apres une centrifugation de 2 minutes a
10 000g. Le culot d’ADN a été ensuite rincé a 1’éthanol 70%, puis séché au speed Vac®
pendant au moins 20 minutes. Enfin, I’ADN a été resuspendu dans 100 pL de « rehydratation

solution » pendant une nuit a 4 °C.

Centrifuger {10 min, 1000g)

] ] Fesuspendrele culot dans
Centrifuger (10 min, 1000g) 10 ml d’ean Milli0

NS

Eécupérer le surnageant 1

Centrifuger (10 min, 1000g)

dans un tube propre de 10 mL =7
Fecuperer [e surnageant 3 dans
ik un tube propre de 10 mL
Centrifuger (10 min, 1000g) =7
3 5 Centrifuger {10 min, 1000g)
Eécupérer le surnageant2 Fecuperer Iz sumageant 4 dans
dans un tube nropre de 10 mL un tube provrede 10 mL

Il Il

Centrifuger {10 min, 10 000g)

NS

Jeter les surnageant etresuspendre chacun
des culots dans 1 mL d’eau Milli-C)

NS

Melanger les deux culots resuspendus dans
un microtube stérile de 2 mL

NS

Centrifuger {3 min. 10 000g)

Jeter les sumageant et conserverle culot
(= 20°C)

Figure 6: Centrifugations différentielles d’échantillons complexes pour éliminer la
matrice alimentaire et obtenir un culot bactérien

5.2.Quantification de bactéries lactiques par PCR en temps réel

La fermentation du ben-saalga est due principalement a des BL appartenant aux genres

Lactobacillus, Leuconostoc et Weissella (Humblot and Guyot 2009; Turpin, Humblot, and
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Guyot 2011). Parmi les especes du genre Lactobacillus, les deux especes prédominantes sont
L. fermentum et L. plantarum. Des amorces correspondant a ces groupes, genres et especes

ont été sélectionnées dans la littérature et vérifiées in silico (Tableau 26).

L’ ADN des souches suivantes a été utilisé pour générer les matrices de quantification et aussi
pour vérifier les amorces : L. plantarum ATCC149, L. fermentum ATCC14931, Leuconostoc
mesenteroides ATCC10880, Weissella confusa ATCC 10881t. L'ADN de chacune des
souches a été extrait a partir d’'une suspension de farine de mil dans de 1’eau inoculée avec
différentes concentrations de la souche. Les ADN extraits ont été analysés par PCR en temps
réel en utilisant les amorces présentées dans le tableau 26. Certaines amorces, indiquées dans
le tableau 26, ont di étre converties en leur complément inverse pour réaliser les PCR en
temps réels. De plus, pour vérifier que les amorces utilisées ne peuvent pas s hybrider avec
I’ADN chloroplastique, c’est-a-dire I’ADN contenu dans les cellules végétales, des
suspensions non fermentées de mil et d’eau ont été cuites. L’ADN de ces bouillies a été
extrait juste apres I’étape de cuisson et toutes les amorces précédemment citées ont été testées
avec cet ADN. Les valeurs des Ct obtenues étaient proche, voire supérieure a la valeur du Ct
du témoin négatif. Dans certains cas, les valeurs des Ct obtenues avec I’ADN des bouillies
simples étaient inférieures aux Ct obtenus avec ’ADN du témoin négatif et avec I’ADN de
certains échantillons. Dans ces cas, la limite de détection a été fixée par rapport a la valeur de

Ct obtenue avec I’ADN des bouillies non fermentées.

Pour réaliser les réactions de PCR en temps réel, I’ ADN extrait (5 uL) a été ajouté a un mix
PCR (20 pL) contenant du « Mesa green q-PCR Master Mix Plus 1X » et 0,3 uM de chaque
paire d’amorce (Eurogentec, Angers, France). Les conditions de PCR en temps réel utilisées
sont les suivantes: 10 minutes a 95 °C, suivi de 40 cycles de i) 30 secondes a 95 °C et ii) 30
secondes a 55 °C et pour finir une courbe de dissociation de 55 °C a 95 °C. Des témoins
négatifs, réalisés en utilisant de 1’eau Milli-Q stérile a la place d’ADN, ont été inclus sur

chaque plaque.

5.3.Séquencage haut débit des produits de PCR

L’ADN extrait de 160 échantillons de 6 matrices alimentaires dont 4 collectés a différentes
étapes de préparation du ben-saalga (le mil trempé, le broyat du mil trempé, la pate fermentée
et le surnageant), le fura (pate fermentée a base de mil), la pate fermentée de I’injera, et de

celle du pain de seigle au levain a été séquencé sur la plateforme Illumina MiSeq en « paired-
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end » (séquences reliées par paires) par Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Germany). Les
amorces spécifiques des bactéries 338f (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") / 518r (5’-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3’), qui amplifient les régions V3-V4 de I’ADN codant pour
I’ ARNTr 16S ont été utilisées (Muyzer, Dewaal, and Uitterlinden 1993). Les séquences ont été

démultiplexées par la compagnie de séquencage.

5.4. Analyses bio-informatiques

Les séquences démultiplexées ont été analysées par le logiciel QIIME2 (QIIME2, ver. 2018-
2, https://qiime2.org/). Elles ont d’abord été nettoyées en utilisant le programme « Divisive
Amplicon Denoising Algorithm 2 » (DADA2) de QIIME2. Les séquences chimériques ont été
éliminées par la méthode de consensus. Les séquences mitochondriales et chloroplastiques
résultant de la contamination de I’ADN contenu dans les cellules végétales ont éliminées par
le programme « feature table filtering ». Les séquences résultantes du processus de nettoyage
ont été alignées avec le programme MAFFT. L’alpha et la béta diversité des ACF ont été
évaluées a partir des indices Shannon et le nombre d’OTUs observés (pour 1’alpha diversité)
et des distances métriques «Jaccard » et « unweighted UniFrac » (pour la béta diversité).

L’assignation taxonomique a été faite en utilisant le classificateur Greengenes 99% OTUs.

6. Analyses statistiques

Dans la premiere publication, les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide des logiciels
SPSS Statistics 20.0 (IBM Corporation, USA) et Statgraphics Centurion 18 (FranceStat,
Neuilly, France). Des tests de correlation de Spearman ont été utilis€s pour déterminer les
relations entre variables. Des analyses de variance (ANOVA) a un facteur suivies de tests de
Newman-Keuls ont permis d’identifier des différences significantives entre groupes
homogenes (différences jugées significatives pour p < 0,05). Les facteurs étudiés n’étant pas
indépendants (les jours d’observation étant différents d’une productrice a 1’autre, et les
productrices ne produisant qu’un produit), des analyses de variance a 3 facteurs imbriqués ont
également été réalisées pour déterminer la variabilité entre productrices et la variabilité
journaliere, le facteur «jour » étant imbriqué dans le facteur « productrice », lui-méme
imbriqué dans le facteur « produit », selon le modele linéaire ci-dessous :

yikk = B+ o + Bio + Yka) + ikl

Avec:

Jeme

yijk = la observation au sein du k™ niveau du facteur « jour », au sein du j*"° niveau du

facteur « productrice », au sein du i°™ niveau du facteur « produit »,
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p =la moyenne globale,
0i = Peffet fixe attribuable au i°™ niveau du facteur « produit » (i.e. soit le type de céréale
utilisée comme matiere premiere, soit le type d’aliment fermenté produit), avec i =1 a 3 (pour
les matieres premieres) oui= 1 a 7 (pour les aliments fermentés),

Bia) = I’effet aléatoire attribuable au j*™ niveau du facteur « productrice », imbriqué au sein du
i*™ niveau du facteur « produit », avec j = 1 a 20,

Ykij) = 1effet aléatoire attribuable au k™ niveau du facteur « jour », imbriqué au sein du j*™
niveau du facteur « productrice », imbriqué au sein du i*™

k=12a60,

niveau du facteur « produit », avec

eijk = ’erreur résiduelle de I’observation yiji.

Les composants de la variance ont été calculés et exprimés en pourcentages.

Dans la deuxieme publication, les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide des logiciels
SPSS Statistics 20.0 (IBM Corporation, USA) et XLSTAT software (Vers. 2014.5.03). Dans
cette derniere publication, une ANOVA a un facteur, suivie par un test de Newman-Keuls a
été réalisée pour identifier les différences significantives entre groupes homogenes

d’échantillons (différences jugées significatives pour p < 0,05).

Dans la troisieme publication, les analyses statistiques ont été réalisées sur R (http:

/Iwww Rproject.prg/).

Dans toutes les analyses statistiques, les différences étaient considérées comme

statistiquement significatives pour des valeurs p inférieures a 0,05.
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Chapitre 4:Résultats
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1. Folates bioaccessibles et influence des procédés traditionnels de
transformation sur la teneur en folates des aliments céréaliers

fermentés de I'Afrique de I'Ouest

1.1. Introduction

D’apres les réultats sur le statut en folates des populations vulnérables (femmes et enfants) en
Afrique (Annexe 1), les carences en folates sont tres répendues dans cette région du monde et
varient de 0,7% (République Démocratique du Congo) a 86,1% (Cdte d’Ivoire) (Papathakis et
al. 2007; Kennedy et al. 2009; Becquey and Martin-Prevel 2010; Haidar, Melaku, and
Pobocik 2010; Arsenault et al. 2014; Balogun, Lombard, and McLachlan 2015; Shahab-
Ferdows et al. 2015; Harvey-Leeson et al. 2016). Dans ce contexte, il est donc important
d’améliorer les apports alimentaires en folates des populations. Cela passe par une
connaissance préalabe de la consommation des populations africaines ainsi que de la teneur en

folates des aliments transformés.

La fermentation qu’elle soit contrdlée ou spontanée, est présentée dans la littérature comme
un moyen prometteur d’augmentation des ingérés en folates pour les populations (Saubade,
Hemery, et al. 2017). Son potentiel d’augmentation de la teneur en folates est dévolu a la
capacité de certains acteurs de la fermentation dont les BL et les levures a produire des
folates. Les BL peuvent produire de 2 a 16 ug/100g FM dans différentes matrices alimentaires
dont les céréales, tandis que les levures peuvent en produire de 9 a 17 ng/100g FM (Saubade,
Hemery, et al. 2017). La plupart de ces études ont été réalisées sur des produits largement
consommés dans les pays développés comme les produits laitiers et le pain (Saubade,
Hemery, et al. 2017). En revanche, les aliments céréaliers fermentés qui consituent une part
importante de 1’alimentation de base en Afrique (Nout 2009; Galati et al. 2014), ne sont

presque pas investigués.

Dans le contexte ouest-africain, un seul aliment, a ce jour, a fait I’objet d’études sur son
potentiel nutritionnel en folates. Il s’agit du ben-saalga (une bouillie de mil fermenté tres
consommée en Afrique de 1’Ouest) (Turpin, Humblot, and Guyot 2011; Saubade, Humblot, et
al. 2017; Greppi, Saubade, et al. 2017; Saubade et al. 2018). Par ailleurs, aucune donnée a ce
jour n’est disponible sur la bioaccessibilité des folates des ACF traditionnels consommés en

Afrique.
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Dans ce contexte, la premiere étape de ma these a consisté a échantillonner les aliments
céréaliers fermentés les plus consommés au Burkina Faso, au nombre de sept (7). Ces
aliments, bien que, tous, échantillonnés dans un seul pays, le Burkina Faso, sont également
retrouvés partout ailleurs dans la sous-région comme le Nigeria, le Niger, le Benin, le Togo,
le Ghana, le Mali, la Cote d’Ivoire, le Sénégal etc. (Ayo, Agu, and Famoriyo 2008; Inyang
and Zakari 2008; Icard-Verniere et al. 2010; Owusu-Kwarteng et al. 2012; Soro-Yao et al.
2013). L’échantillonnage a été effectué directement au sein des unités traditionnelles de
productions. Pour vérifier I'influence des procédés de transformation sur la teneur finale en
folates dans les ACF, les céréales ayant servi a leur préparation ont été aussi collectées. La
teneur en folates totaux des ACF et des matieres premicres a été déterminée. Les folates
bioaccessibles ont été aussi déterminés et le procédé de préparation de chaque aliment collecté

a été décrit.

Parmi les sept ACF échantillonnés, Le ben-saalga est I’un des ACF le plus étudié au sein de
I’UMR Nutripass. En effet, le procédé de fabrication de cet aliment, sa consommation au
Burkina Faso et certaines de ses caractéristiques nutritionnelles ont été décrites lors d’études
précédentes (Tou et al. 2006; Tou et al. 2007; Mouquet-Rivier et al. 2008). Des études ont,
méme, été menées dans le but d’améliorer la qualité nutritionnelle de cet aliment (Tou et al.
2007; Songré-Ouattara et al. 2009; Songré-Ouattara et al. 2010; Greppi, Saubade, et al. 2017).
De recentes études, conduites au sein de ’'UMR Nutripass, ont mis en évidence un contraste
saisissant entre 1’énorme potentiel génétique de synthese des folates de son microbiote et sa
faible teneur en folates. En effet, Turpin Humblot, et Guyot (2011), ont mis en évidence un
fort potentiel génétique de synthese des folates du microbiote du ben-saalga, puis que les
deux genes folK et folP, marqueurs de la capacité de synthése de cette vitamine, ont été
détectés dans 96% de 155 souches de BL isolées du ben-saalga (Turpin, Humblot, and Guyot
2011). Ce potentiel génétique a par la suite été confirmé par Saubade, Humblot, et al. (2017)
sur des métagénomes de bouilles de ben-saalga directement ramenées des UTPs. Dans cette
étude, les genes folK et folP ont été détectés dans 80% des métagénomes extraits de bouillie
de ben-saalga (Saubade, Humblot, et al. 2017). Ce potentiel de synthese des folates a par la
suite été vérifié par Greppi, Hemery et al. (2017) a I’aide des tests phénotypiques. La capacité
de production des folates en milieux de culture des BL isolées du ben-saalga était non
seulement espece et souche dépendantes mais aussi milieu de culture dépendante (Greppi,
Hemery, et al. 2017). Malgré ce potentiel de synthese des folates des acteurs de la

fermentation du ben-saalga établi, la teneur en folates de cet aliment est tres faible, variant de
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0 a 3.3 ug/100g MF (Saubade, Humblot, et al. 2017). Pour comprendre les raison d’un tel
contraste, une récente these s’est intéressée a I’influence des étapes du procédé traditionnel de
production de cette bouillie en milieu contr6lé (Saubade et al. 2018). Cette approche a
consisté a reproduire au laboratoire toutes les étapes du procédé traditionnel de préparation de
cet aliment et a réaliser une étude bilan-matiere pour suivre précisément les pertes et les gains
en folates a toutes les étapes du procédé, en tenant compte des pertes de matieres, mesurées
par des pesées (diffusion dans I’eau, séparation des enveloppes, etc.). Toutefois, les
conditions de production du ben-saalga au laboratoire ne reflectent pas exactement les
conditions réelles de production du ben-saalga dans les sites traditionnels naturels (ustensiles,
broyeurs, air, eau, les quantités de matieres premieres, durées, cuisson etc.). En outre,
certaines étapes réalisées au laboratoire dans le cadre de cette theése sont différentes de celles
observées sur le terrain. C’est par exemple I’étape du broyage qui, dans les UTPs, est un
broyage qui se fait en ajoutant de I’eau au moment du broyage, tandis qu’en laboratoire les

graines trempées sont broyées telles quelles.

Dans I’optique de mieux évaluer I’impact des étapes du procédé traditionnel sur la teneur en
folates des ACF dans leur contexte réel de production et aussi de comparer les résultats de
cette étude a ceux de saubade et al. (2018), la seconde étape de cette étude a consisté a faire a
nouveau une étude bilan-matiere pour identifier les étapes du procédé de transformation

susceptibles d’influencer les teneurs en folates de ces aliments au sein des UTPs.

Les principaux résultats de cette partie ont été valorisés sous forme d’un article qui sera
soumis dans Journal of Food Composition and Analysis. Une partie de ces résultats a
également été valorisée sous la forme d’'une communication orale et d’un poster présentés au
Symposium International sur la Science et la Technologie tenu du 4 au 8 décembre 2017 a

Ouagadougou (Burkina Faso).
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Abstract:

Folate deficiency is a public health issue in West-Africa, where dietary folate intake is often
inadequate. Cereal-based fermented foods (CBFF), are frequently consumed by young children
in West-Africa. To improve the folate intake from CBFF, there is a need for more information
on the impact of traditional processing steps on folate content, and on folate bioaccessibility
from CBFF. Seven types of CBFF (gelatinized doughs, porridges, dumplings, fritters), made
from corn, sorghum or pearl-millet, were produced in actual conditions of production in
traditional production units in Burkina-Faso. Total folate content ranged between 1.8-31.3
ug/100g fresh weight, and was rather low in most products. Folate degradation occurred
during processing of cereals into CBFF, due to debranning, soaking and drying steps, among
others. However, fermentation was able to increase the folate content in some CBFF. Folate
bioaccessibility was assessed using a static in vitro digestion model, and ranged from 23% to
81%. The bioaccessible folate content was influenced by total folate content, the structure of
food matrices that modulated folate release, and folate stability during digestion process.
Calculations of the contributions of CBFF to the reference nutrient intake for folate showed
that folate intakes from these foods would cover at most 8% of the folate requirements for

young children.

Key-words:
Vitamin B9, processing, cereal, digestion, fermentation, bioaccessibility, Africa, millet,

sorghum

Highlights:

e The total folate content of West African cereal-based fermented foods is rather low

e Folate content is impacted by traditional processing steps: debranning, soaking, drying
e Fermentation was able to increase folate content in some of the fermented foods

e The structure of the food matrix highly influenced folate bioaccessibility

¢ Folate intakes from these foods does not cover the requirements for young children
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1. Introduction

Folate (vitamin B9) is essential to the human metabolism, as it is involved in cell division,
DNA replication, methylation, biosynthesis of nucleotides, and amino acid metabolism
(McNulty and Scott 2008; Preedy 2013). Folate deficiency leads to many pathologies, such as
neural tube defects, megaloblastic anemia, and colorectal cancer (Bailey et al. 2015;
FAO/WHO 2005). Folate deficiency is a global health issue, as it has been recorded in both
developed and low-income countries (McLean, de Benoist, and Allen 2008; Youngblood et
al. 2013). Recent studies carried out in several West African countries (Burkina-Faso, Cote
d’Ivoire, Mali and Senegal) showed that folate deficiency was a severe public health problem
among women of reproductive age and children (Kennedy et al. 2009; Rohner et al. 2014;
Arsenault et al. 2014; Fiorentino et al. 2016). In Burkina-Faso, only 12% of women of
reproductive age exhibited sufficient folate dietary intakes in 2010 (Becquey and Martin-

Prevel 2010).

Cereals are the main crops in Africa (45% of arable land) and make an important contribution
to the human diet in this continent (Galati et al. 2014). Cereals cannot be eaten raw and are
processed before consumption. Fermentation is widely used in many West African countries
to transform cereals into edible products. Many West African foods made from sorghum, maize
or millet are fermented (Guyot 2012), and traditional cereal-based fermented foods (CBFF),
such as porridges or gelatinized doughs, are frequently consumed by young children in West
Africa (Icard-verniere et al. 2010; Hama 2012). Indeed, fermentation is an ancestral way to
preserve food products, and enhance their sanitary and nutritional quality (Nout 2009).
Fermentation is also often considered as a good way to increase the folate content of food
products, as yeasts and many lactic acid bacteria (LAB) can synthesize folate during
fermentation (Moslehi-Jenabian, Lindegaard, and Jespersen 2010; Saubade, Hemery, et al.

2017).

Studies have been conducted in industrialized countries on the ability of fermentation to
improve the folate content of foods (Jigerstad et al. 2005; Laifio et al. 2013) and promising
results were reported for some cereal-based fermented foods such as rye and oat sourdoughs
(Kariluoto et al. 2004; Kariluoto et al. 2006). Moreover, other processing steps used in cereal
processing, such as milling, debranning, soaking, cooking, have also been reported to affect the
folate content of cereal-based foods (Witthoft et al. 1999; Arcot et al. 2002; Kariluoto et al.

2006). However, data on the influence of processing on folate content in African cereal-based
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foods are very scarce. One recent study (Saubade et al. 2018) studied the influence of
traditional processing steps — soaking, wet-milling, sieving, fermentation — on the final folate
contents of a porridge commonly eaten in Burkina-Faso. Three other studies focused on the
production of folate in African CBFF, in a fermented maize-based porridge (Hjortmo,
Hellstrom, and Andlid 2008), and fermented pearl millet-based porridges (Greppi, Saubade, et
al. 2017; Saubade, Humblot, et al. 2017). These studies showed the positive effect of
fermentation on folate content of foods, when microorganisms selected for their folate-

producing ability were used.

When folate-rich foods are ingested, the absorption of dietary folate mainly depends on the
bioaccessibility of the vitamin. The bioaccessibility describes the fraction of a nutrient that is
released from the food matrix and is available for intestinal absorption (Parada and Aguilera
2007). Folate bioaccessibility can be affected by a large number of factors including the
action of gastrointestinal enzymes and pH during digestion, the presence of inhibitors, and the
eventual matrix effects (Arkbage et al. 2003; Parada and Aguilera 2007). Very few studies
have been conducted on folate bioaccessibility from foods, and to our knowledge, no study on

the bioaccessibility of folate from traditional African cereal-based foods is available.

However, to improve the folate intake from African CBFF, there is a need for more accurate
information on the influence of traditional processing steps on the folate contents, as well as
on the bioaccessibility of folate from those commonly eaten food products. Therefore, the aim
of the present work was to provide information on the folate content and folate
bioaccessibility in cereal-based fermented foods (porridges, fritters, gelatinized doughs,
dumplings) frequently consumed in Burkina-Faso and other West African countries, and to
study the influence of some traditional processing steps on total and bioaccessible folate.
Seven CBFF (akassa, doncounou, kaffa, massa, fura, ben kida, and ben saalga), made either
from corn, sorghum, or pearl millet, were produced in actual production conditions in 20
traditional production units (TPU) in Ouagadougou, Burkina-Faso. For one of the products
(ben saalga), the processing steps were observed in detail, to carry out a mass balance
assessment and to precisely follow the gains or losses of folate. Folate bioaccessibility was
assessed using in vitro digestion, and the obtained data allowed to calculate the potential

contribution of the seven CBFF to the recommended folate intakes of young children.
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2. Material and methods
2.1. Sampling and observation of processing

Seven types of cereal-based fermented foods (CBFF) were investigated in this study, namely
akassa, doncounou (made from corn, Zea mays), kaffa (made from sorghum, Sorghum bicolor),
massa, fura, ben kida, and ben saalga (made from pearl-millet, Pennisetum glaucum). The food

products studied here were sampled in Ouagadougou, Burkina-Faso.

For the most commonly eaten CBFF, ben-saalga, the processing was observed in detail, in four
TPU, on three different days for each TPU. The parameters applied at each steps were recorded
in detail (including material used, time, temperature, pH, and weight of the diverse fractions
and by-products). Samples of fractions and by-products were collected at each process step,
and samples of the pearl-millet grains used as raw material for the preparation of the porridges

were also collected.

For five of the other CBFF (akassa, doncounou, massa, fura, ben kida), samples of raw
materials (i.e. grains of pearl-millet, corn, or sorghum) and final products (fermented foods, as
eaten by consumers) were collected in three different TPU, on three different days for each
TPU. The process steps were not observed in details, but were listed by recording the
declarations of producers, including estimations of the duration of fermentation and cooking.
For kaffa, the least commonly eaten CBFF, samples of raw material and final product were

collected on three different days from only one TPU, as other TPU were not identified.

For all seven CBFF, samples were taken in triplicate, and immediately stored at -20°C.

2.2. Masse balance assessment during the unit operations of ben saalga

The traditional processing of pearl-millet into ben saalga has been described before (Tou et
al. 2006). To follow the losses and potential gains of folate during ben saalga processing, and
to monitor the distribution of folate among pearl-millet fractions, a masse balance assessment
was carried out in each TPU, as described by Saubade et al. (2018). Briefly, during sampling,
the weight of the products (samples taken for folate analyses, raw materials, intermediate
products, by-products, and final products) was recorded at each step of the process. The dry
matter content of all those samples was measured, then the weights and dry matter contents of

samples were combined with folate contents, in order to calculate the amount of folate in the
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original pearl-millet grains (in pug), and in the intermediate and final products (in pg). Finally,
the distribution of folate in the intermediate and final products was expressed as a percentage,

compared to the initial quantity of folate in the pearl-millet grains.

2.3. Dry matter content and total lipid content

The dry matter content of all the above described samples was measured by drying the samples
at 105°C in open dishes until constant weight, and expressed in g dry matter (DM)/100 g

sample.

The lipid content of massa samples was measured, as the frying step induced lipid adsorption,
which would influence the dry matter content. Therefore, fritters were first lyophilized and
ground, and then lipids were extracted with diethyl ether using a semi-automatic 2055 Soxtec
system (Foss, Nanterre, France) according to AOAC Official Methods 2003.05 and 2003.06
(AOAC 2006). The defatted dry-matter was calculated by subtracting the lipid content from

the dry matter content.

2.4. Determination of total and bioaccessible folate contents

Total folate content was determined in triplicate using the microbiological assay described by
Kariluoto and Piironen (2009), and adapted as described by Saubade et al. (2018). Briefly, the
thawed samples were diluted in the extraction buffer and heated at 100°C for 10 min, then the
pH was adjusted to 7.2 and a tri-enzymatic extraction with a-amylase (Sigma-Aldrich A9857,
20 mg/ml in 1% sodium ascorbate), y-glutamylhydrolase from chicken pancreas (R-Biopharm
P2002, 100 mg/ml in Milli-Q water) and protease (Sigma-Aldrich P5147, 3 mg/ml in 1%
sodium ascorbate), was used to release folate from the food matrix. After appropriate
dilutions of the centrifuged extracts, folate concentration was determined on microtiter plates
with Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 as the growth indicator organism, folic acid
(Sigma-Aldrich F7876) as the calibrant, and Folic Acid Casei Medium (Difco, Sparks, MD,
USA) as the assay medium (Difco, Sparks, MD, USA) as the assay medium. The performance
of the method was confirmed by analyzing a certified reference material (BCR 121
Wholemeal flour, IRMM, Geel, Belgium). A blank sample and the reference sample were

analyzed in each series of samples.

Bioaccessible folate was determined after in vitro digestion, on 4 ml digesta (i.e. supernatant).

The extraction was carried out as described above, with some modification. Indeed, as the use
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of a-amylase and protease was not necessary on already digested samples, only the conjugase
(y-glutamylhydrolase) was added to convert bioaccessible polyglutamyl folate into mono and

diglutamyl folate forms that were thereafter quantified using the microbiological assay.

2.5. Chemicals and enzymes used for in vitro digestion

The activity of the enzymes used for the in vitro digestion was checked, in order to guarantee
the proper use of the method described by Minekus et al. (2014). Porcine Pancreatic a-Amylase
(E-PANAA, #150402, 110.8 U/mg) was purchased from Megazyme (Bray, Ireland). Alpha-
amylase from Aspergillus oryzae (A9857, #SLBMO0836V, 50.4 U/mg), pepsin from porcine
gastric mucosa (P7000, #BCBF9832V, 536 U/mg), trypsin from bovine pancreas (T0303,
#SLBR6593V, 160.6 U/mg) and chymotrypsin from bovine pancreas (C4129, #SLBG2821V,
40 U/mg) were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MI, USA). Several bile extracts
were tested for their folate content, and the one with the lowest folate content was chosen, in
order not to interfere with the folate bioaccessibility assay. Thus, bile extract from bovine and
ovine (B8381, #SLBH1720V, 881.3 g/mol) was purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MI,
USA). All the above enzymes were stored at —20 °C. All other chemicals used were of

analytical grade.

2.6. In vitro digestion method

Bioaccessibility of folate was assessed using the static in vitro digestion model described by
Minekus et al. (2014), with minor modifications. This method included oral, gastric and small
intestinal phases, with simulated salivary fluid (SSF, pH 7), gastric fluid (SGF, pH 3) and
intestinal fluid (SIF, pH 7). As pancreatin displayed a high folate content, the use of purified

enzymes (such as trypsin, chymotrypsin, and pancreatic a-amylase) was chosen instead.

In a 50 mL Falcon tube, 5g of roughly ground sample was mixed with 4 ml of SSF containing
a-amylase, and 25ul of CaClz solution and 975 pl of Milli-Q water were added to reach a
final ratio of food / reagents of 50:50 (W/ V). This mixture was incubated for 2 min at 37 °C
in a shaking water bath. In the next step, 8 ml of SGF containing pepsin, and 5 ul of CaCl,
solution were added, and the pH was adjusted to 3 with 6M HCI. Then Milli-Q water was
added to adjust the volume to 20 ml, and the mixture was incubated in a shaking water bath
for 2 hours at 37 °C. To stimulate intestinal digestion, 10 ml of SIF containing bile extract, 6

ml of SIF containing pancreatic a-amylase, 1 ml trypsin solution, 1 ml chymotrypsin solution,
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and 40 pl of CaCl2 solution were added, the pH was adjusted to 7 with NaOH 2M, and
samples were incubated in a shaking water bath at 37°C for 2 hours. Finally, the samples were
centrifuged at 13000 rpm for 30 min at 4°C, and the supernatant (i.e. the digesta) was pipetted
and stored at -20°C until analysis of bioaccessible folate. All samples were digested in

duplicates.

Bioaccessible folate (in ug/100g food fresh weight) corresponds to the fraction of folate that
is released from the food matrix, and potentially available for further absorption through the
intestinal barrier. Folate bioaccessibility (in %) was calculated using the following formula :

Folate bioaccessibility (%) = Bioaccessible folate / Total folate * 100

2.7. Estimation of the contribution of CBFF to the folate intake of infants

To estimate the daily folate intake (DFI) from the seven CBFF, the data on daily frequencies
of CBFF intakes, and portion sizes for each CBFF, previously reported for young children
aged 6 to 35 months, were used (Hama 2012). Based on those data and on the bioaccessible
folate contents (BFC) of the diverse fermented foods, the daily folate intake from CBFF was

calculated:

DFI = BFC/100 * PS * DF
With DFI in pg/day, BFC in pg/100g FM, PS being the portion size of each CBFF (in g), and
DF being the daily frequency of CBFF intake.

For breastfed children, the folate intakes from breastmilk were also taken into account, based
on a folate content of 85 ug/l in breast milk (Allen 2012), and the average daily amounts of
breast milk consumed by children in developing countries as described by WHO (1998).

Then, the respective contribution of CBFF intake and breast milk intake to the recommended
folate intakes (RNI) were calculated, taking into account the specific RNIs of each age group
(FAO/WHO 2005). The daily folate intake needed from other food products (DFI-OFP) than
breast milk to reach 100% of the RNI was also calculated.

Finally, based on this DFI-OFP, the daily CBFF intake needed to reach 100% of the RNI, if

only breast milk and CBFF were consumed, was calculated.
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2.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Statgraphics Centurion 18 (FranceStat, Neuilly,
France). Spearman's rank correlation was used to determine the strength of the relationship
between variables. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls
post-hoc tests were performed to identify significant differences between samples.

Differences were considered statistically significant for p-values < 0.05.

Three-level nested analyses of variance (nested ANOVA) were also carried out, in order to
test the between-producer variability and the between-day (within producers) variability.
These variables are nested, meaning that each value of those nominal variables (i.e. the
subgroups ‘producer’ and ‘day’) are found in combination with only one value of the higher-
level nominal variable (i.e. the groups ‘product’ or ‘producer’). The linear model for three-
way unbalanced nested arrangement is given by:

yiki = B+ o + Bjg) + ki + €iijk

Where:

yijn = The 1M observation within the k™ level of factor ‘day’ within the j® level of factor
‘producer’ within the i level of factor ‘product’,

u = The overall mean,

oi = The fixed effect due to the i level of factor ‘product’ (i.e. either the type of raw material
used, or the type of CBFF produced), with i = 1 to 3 (for raw materials) or i = 1 to 7 (for
CBFF),

Bii) = The random effect due to the j™ level of factor ‘producer’ nested within the i™ level of
factor ‘product’, with j =1 to 20,

Ykij) = The random effect due to the k™ level of factor ‘day’ nested within the j™ level of factor
‘producer’ nested within the i level of factor ‘product’, with k = 1 to 60,

eijkl = The residual error of the observation yijki.

Variance components were calculated and expressed as percentages.

3. Results
3.1. Description of food products and processes

Figure 7 presents the processes used to produce the seven CBFF studied, from different raw

materials: corn (Zea mays), sorghum (Sorghum bicolor) and pearl millet (Pennisetum glaucum).
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Ben-saalga and ben-kida are both fermented porridges made from pearl-millet, often used as
complementary food for young children. Their processing were similar: grains were soaked
for 10 to 24 h depending on the producer, then sorted, washed and drained before wet-milling.
The paste of milled grains was filtrated through a piece of muslin, with addition of water, to
remove the draff (bran particles). The filtrated batter used for ben-saalga production had a pH
of 5.4 to 6.4. This batter was left to rest for 10 to 24 h at ambient temperature (26.8-31.0°C),
to allow decantation and fermentation to occur. After decantation, the pH of the fermented
product was of 3.4 to 3.9. The liquid supernatant was separated from the thicker fermented
paste, and boiled. Depending of the producer, part of the supernatant could be discarded and
replaced by water, to lower the sour taste. The fermented paste was added to the boiling
supernatant and cooked for 5-20 minutes. Water could be added to adjust the texture of the
porridge. The cooked porridge displayed a pH of 3.4 to 4.0, and a temperature of 75-78°C.
For the preparation of ben kida, lumps were added to the boiling mixture, to get a porridge
with a granulated texture. Those lumps were made from pearl-millet flour that was moistened
with water and stirred by hand. The moist bulk was forced through a sieve to form and
calibrate the granules. Those granules were then hand-rubbed and sieved again to get small

spherical granules.

Fura is a semi-solid dumpling fermented food made from pearl-millet that can be consumed
different ways. Fura processing comprised the following steps: winnowing, dehulling,
sorting, washing, draining of the grains followed by solar drying (30 minutes to 10 h), before
dry milling. In the present study, one producer carried out a long solar drying, whereas the
other two did not. The whole meal flour was sieved or not, depending on the producer. The
flour was then blended with spices and lukewarm water, and the resulting dough was kneaded
and molded into dough balls that could be left to ferment or not (depending on the TPU) for
up to 24h at ambient temperature. These fermented dough balls were then boiled for 10-30
min and — while still hot — the cooked dough was pounded into a sticky cohesive mass. This
fura dough was molded again into smaller balls that were dusted with flour and left to ferment
again for 8 to 24 h before being sold. Fura can be made into porridge by crumbling fura balls
and mixing it with ben-saalga, ben-kida, fermented milk, or water with sugar. It can be used

as food, refreshing drink, or weaning food for infants.

Massa are fritters made from pearl millet batter, consumed as is, or crumbled in a porridge.
The process included winnowing, sorting, washing and solar drying of the grains, before dry

milling in a community mill. Part of the obtained wholegrain flour was then cooked in water
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to get a porridge that was left to cool, while most of the flour was sieved to remove bran
particles. The sieved flour was mixed with water and kneaded to get a homogenous dough,
that was mixed with the previously prepared porridge, other ingredients (sugar, ginger, mint)
and water. The obtained batter was left to rest during 3 to 7 hours (fermentation could occur).
The fermented batter was then fried in oil for 1 to 3 minutes to yield the fritters. This frying of
massa led to oil adsorption within the fritters, with average lipid contents of 15.5 £ 4.6, 6.7 +

2.8 and 17.1 £2.4 g/100g FW for massa produced in TPU 1, 2 and 3, respectively.

Kaffa is also a thick fermented and cooked gelatinized dough, but made out of sorghum.
Grains were winnowed and sorted, and then the kaffa processing was similar to akassa
processing: 10h soaking, washing, draining, wet-milling, filtration with addition of water to
remove bran particles, decantation for 11h, and cooking of the fermented paste in boiling

water.

Akassa and doncounou are both thick fermented and cooked gelatinized doughs made out of
corn, using rather similar processes. The main difference is that doncounou is made from non-
hulled corn (wholegrain), whereas akassa is made from debranned and degermed corn. Both
processes include grains sorting, washing and draining. Grains were then soaked for 24 to 48h
for akassa, and for 3 days for doncounou, with daily renewal of soaking water. After another
draining step, wet milling was carried out. For akassa production, the paste of milled corn
was sieved with addition of water to remove the remaining bran particles, and the obtained
batter was left to rest at ambient temperature for 2 to 24h, depending on the producer (if they
wanted to get a sour taste or not). For doncounou production, after wet milling the wholegrain
paste was left to rest at ambient temperature for 7 to 24h depending on the producer
(decantation). After decantation, for akassa, the supernatant was removed and the remaining
fermented paste was cooked for 30 min in boiling water mixed or not with part of the
supernatant (depending on the producer), before being shaped into balls and wrapped in
plastic bags, whereas for doncounou, the fermented paste was quickly pre-cooked in boiling
water to yield a thick dough that was then shaped into balls, wrapped in plastic bags, and

steam-cooked until being sold as a ready-to-eat food.
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Ben-saalga Ben-kida Fura Massa Kaffa Akassa Doncounou

(n=12) (n=9) (n=9) (n=9) (n=3) (n=9) (n=9)
Initial cereal grains [ Pearl millet ] [ Sorghum ] [ Corn ]
Sorting/Winnowing Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Hulling, debranning ¢ ¢ Yes ¢ Yes *
Soaking 10-24h 10-24h ¢ 10h 24-48h* 48-72h*
Washing Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Draining 4-10 min 4-10 min 15-30 min  15-30min  15-30 min  15-30 min 15-30 min

B 0 N |

Pretreated grains [ Soaked grains Dried grains Soaked grains ]
Wet milling Yes Yes l l Yes Yes Yes
Dry milling Yes Yes l
Milled grains [ Paste of milled soaked grains ] [ Dry flour ] [ Paste of milled soaked grains ]
Fermentation l l 7-24h
Sieving - w Yes Yes v 5
Mixing flour /water Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Kneading ¢ ¢ Yes Yes * ¢
Filtration + water addition Yes Yes Yes Yes 4
Addition of cassava flour Yes
Molding into balls Yes
& v
Batter/dough/paste [ Sieved batter ] [ Kneaded dough ] [ Sieved paste ] [ Paste
Settling, decantation 10-24 h 10-24 h 0-12h 37h 11h 2-24h Yes
Fermented products [ Fermented batter ] [ Fermented dough ] [ Fermented paste
Addition of sugar - Yes <& b <
Hydrothermal cooking 4 i 20-30 min 15-20 min ~ 15-30 min ND
Cooking 5-20 min 10-15 min
Addition of granules Yes W
Steaming of dough w ND
Frying of dough o 3-5 min
Pounding Yes
Molding into balls Yes
Dusting with flour Yes
Fermentation 8-24h
v ¢ ¢ v

Cooked products [ Porridges ] [Dumpiings] [ Fritters ] [ Gelatinized doughs

Figure 7: Processing of cereal-based fermented foods in traditional processing units.

“Yes”indicates that the corresponding step was carried out in the process. When available, the
duration of the processing steps was indicated. ND: duration not determined. *: Soaking water

was daily renewe
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3.2. Dry-matter content of raw materials and fermented foods

The dry matter content of raw materials and fermented foods is given in Table 22. No
significant differences were observed in the dry matter content of cereal grains, whatever the
producer or the day of production. Significant differences in dry matter content were observed
between the different types of foods. Porridges (ben-kida and ben-saalga) exhibited very low
dry matter contents (5.7 to 8.3 g/100g). The three types of gelatinized doughs (akassa,
doncounou, kaffa) exhibited significantly different dry matters, ranging from 11.1 to 30.2
g/100g. The highest dry matter content was observed for the fritters (massa), with 56.7-63.6
g/100g. Two of the seven CBBF (doncounou and massa) exhibited significant variations in
dry matter content from one producer to another. A nested analysis of variance showed that
for doncounou this variability was more due to between-producer variability (88.6% of the
variance) than to between-day variability (11.0% of the variance), whereas the opposite was
observed for massa, with 10.5% and 89.4% of the variance due to between-producer

variability and between-day variability, respectively.

The dry matter content of massa presented in Table 22 includes the lipid content brought by
oil adsorption during frying. The defatted dry matter content was also calculated, and was of
48.1 £ 3.8, 50.0 £ 4.4 and 45.1 = 5.7 g/100g for massa produced in TPU 1, 2 and 3,

respectively.
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Tableau 22. Dry matter content and total folate content in raw materials and fermented

foods
Food products Dry matter content (g/100g FW)  Total folate content (ug/100g FW)
(and respective Producer n
raw materials) Raw materials Fermented foods Raw materials  Fermented foods
P1 12 89.0 0.7 58 £04 62.6 6.3 m 19 £03 ©
Ben-saalga P2 12 90.0 +£0.3 6.6 £19 2 703 £69 ™ 29 £13 ©°P
(pearl-millet) P3 12 89.3 +0.9 57 06 * 68.6 +74 ™ 1.8 £02 °©
P4 12 89.2 +0.1 6.6 +0.1 ° 734 82 " 24 10 ©
Ben-kid Pl 9 90.0 +0.6 83 09 * 544 +42 ! 25 +04 ©
en-ad P2 9 90.5 +0.7 6.1 £0.7 @ 653 7.0 ™ 25 £03 ©
(pearl-millet) ) |
P3 9 904 +0.5 79 x07 2 59.3 £6.9 25 08 °©
P1 9 89.6 +0.3 425 +19 ¢ 732 +£39 " 162 *12 S
Fura
(pearl-millet) P2 9 89.7 +0.8 422 +3.1 & 654 +3.7 mn 313 #25 ¢
P3 9 89.1 1.0 426 +12 & 64.0 £9.7 mn 296 +4.1 ¢
P1 9 89.4 +0.7 63.6 £81 | 572 +37 ! 72 £13 4
Massa
(pearl-millet) P2 9 89.8 £0.8 567 +38 N 726 40 " 102 10 «
P3 9 89.9 +04 622 +62 1 63.3 +39 Im 126 32 18
Ak Pl 9 89.7 +0.5 114 1.1 ° 13.8 13 3.1 £08 ©°P
(Cgsg;’ P2 9 89.9 +0.1 1.1 £02 ° 168 +13 1.8 +03 ©
P3 9 89.6 +0.4 130 £1.1 ° 212 =14 X 27 £04 O©
Kajja Pl 3 88.9 =0.4 174 +3.1 ¢ 163 +26 K 52 +13 P
(sorghum)
b Pl 9 88.4 +0.7 24.1 09 ¢ 157 +24 47 +08 P
Ogi)orﬁ’;w” P2 9 88.8 +0.6 266 1.6 © 14.8 £2.0 | 48 +06 P
P3 9 90.4 +2.4 302 0.1 f 13.8 1.7 36 06 P

Results given as means * standard deviations
ANOVA: values with no common letters are considered significantly different between

samples from each CBFF (p<0.05).
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3.3. Folate content of raw materials and fermented foods

The folate content of raw materials and fermented foods is presented in Table 22. Significant
differences were observed between the various cereal grains. The type of cereal grains mostly
influenced the folate content: a three-level nested analysis of variance showed that 95.6%, 1.9%
and 1.1% of the variance was due to between-cereal variability, between-producer variability
and between-day variability, respectively. The folate content of corn and sorghum ranged from
13.8 to 21.2 ng/100g FW, whereas pearl-millet exhibited a much higher folate content,
ranging from 54.4 to 73.4 ug/100g FW. The color of corn grains did not influence the folate
content, as no significant difference was observed between white and yellow corn, with folate
contents of 15.7 £ 3.0 ug/100g FW and 17.5 + 2.9 ug/100g FW, respectively. The variability
of folate content in pearl-millet grains was due to both the between-producer variability
(32.5% of the variance) and between-day variability (26.1% of the variance), whereas the type

of food produced did not influence much the folate content (only 8.8% of the variance).

Significant differences in total folate content were observed between the different fermented
foods. The type of food mostly influenced the folate content: a three-level nested analysis of
variance showed that 84.0%, 13.0% and 1.9% of variance was due to between-food
variability, between-producer variability and between-day variability, respectively. Porridges
(ben-kida and ben-saalga) exhibited very low folate contents, ranging from 1.8 to 2.9 ug/100g
FW). The gelatinized doughs (akassa, doncounou, kaffa) also exhibited quite low folate
contents, ranging from 1.8 to 5.2 ug/100g FW. The highest folate content was observed for the
dumplings (fura), with 16.2 to 31.3 ug/100g FW. Significant variations in folate content from
one producer to another were observed for two of the seven CBFF (massa and fura). A nested
ANOVA showed that for massa this variability was due to both between-producer variability
and between-day variability (52.5% and 37.7% of the variance, respectively), whereas for
fura this variability was more due to between-producer variability (87.8% of the variance)
than to between-day variability (6.4% of the variance). Indeed, the fura produced in TPU 1 —
the one that used solar drying instead of draining — exhibited significantly lower folate

content.
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3.4. Influence of processing on folate content in CBFF

The first step of akassa processing (i.e. the debranning and degerming of corn grains) resulted
in major folate losses, as debranned corn contained only 49.6 + 14.0 % of the initial grains
(data not shown). Indeed, the folate content in the initial wholegrain corn ranged from 13.8 to
21.2 ug/100g FW, whereas that of debranned corn ranged from 7.0 to 10.8 ug/100g FW. Folate
losses ranged from 23% to 66%, but no significant difference between producers was

observed.

Table 23 presents the losses or gains of folate that occurred during the processing of cereals
grains into fermented and cooked food products. In order not to be influenced by the various
water amounts that are added during processing, folate contents of the different CBFF were
expressed in ng/g DM, and compared to those of cereal grains. Significant differences were
observed between raw materials and CBFF. The highest folate losses were observed for
fritters (massa), with a decrease of -59% to -76%. For porridges, a folate loss of -44% to -
59% was also observed for all samples of ben-kida and ben-saalga, whatever the producer.
On the other hand, kaffa was positively affected by processing, with a rise of +66% in folate
content, suggesting that vitamin B9 could have been produced at one stage or another. The
dumplings made by the first fura producer — who used solar drying instead of draining —
displayed a much lower folate content (-53%) than the initial pearl-millet grains, but no folate
loss was observed for the fura made by the other producers, suggesting that either no folate
was degraded during fura processing and that the added water only ‘diluted’ the vitamins
initially present in the grains, or that some loss occurred anyway but that vitamin B9 was
produced at one stage or another and counterbalanced this loss. Likewise, no significant
differences between raw materials and CBFF were observed for most akassa and doncounou
samples, except for one doncounou producer (folate loss of -22%) and one akassa producer

(folate gain of +78%).
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Tableau 23. Folate loss or gain during the processing of cereals grains into fermented

foods
Food products Folate content (ng/g DM) Loss or Gain
d cal Producer n - £ fol %
(and raw materials) Raw materials Processed foods  ©f folate (%)
P1 12 703.4 +£739 3227 723 -54% *
Ben saalga P2 12 781.0 £78.5 4154 +£952 -47% *
(pearl-millet) P3 12 768.7 +81.0 318.2 +525 -59% *
P4 12 822.6 +92.6 361.7 +£150.2 -56% *
Ben kid P1 9 604.6 +439 307.6 +£58.4 -49% *
(poasl-millet) P2 9 7212 %765 404.4 +415 449 *
p P3 9 656.9 +783 320.1 +120.1 519 *
P1 9 817.2 +43.1 380.6 +35.0 -53% *
Fura
(pearl-millet) P2 9 729.1 +41.1 745.0 +68.7 2%
P3 9 719.0 £112.1 696.8 +103.8 3%
P1 9 639.5 +393 150.7 +£32.7 -76% *
Massa
(pearl—millet) a P2 9 808.5 *+45.3 2047 +17.7 -715% *
P3 9 704.1 +£43.7 288.7 +96.1 -59% *
Kajfa Pl 3 183.1 +289 303.6 £73.1 +66% *
(sorghum)
P1 9 154.3 +146 2753 +61.7 +78% *
Akassa P2 9 186.7 + 142 166.3 +29.9 11%
(corn)
P3 9 236.5 £153 206.0 +40.8 -13%
D P1 9 178.0 +£27.8 195.6 +354 10%
OZ:CO‘;?I’)“’” P2 9 166.9 +21.8 179.3 +18.0 7%
P3 9 152.5 +18.8 118.3 +194 -22% *

*. significant difference of folate content between the raw material and the processed
fermented food product (ANOVA, p < 0.05).
% for massa (fritters made from pearl-millet batter), the defatted DM was used for calculation,

to take into account the adsorption of oil during frying.
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3.5. Impact of the different steps of ben saalga processing on folate content

The significant loss of folate during processing that was observed for a majority of samples
led us to undertake a detailed study of the processing of one of the most frequently consumed
West African fermented foods: fermented pearl-millet porridge. The evolution of folate
distribution among the products — expressed as percentages of the folate content of the initial

pearl-millet — is presented in Figure 8.

Except for the producer P2, the soaking step resulted in a significant decrease in folate content
(20% to 49% loss, compared to initial pearl-millet), partly due to folate diffusion in the
soaking water (5% to 15% of initial pearl-millet folate). The longer soaking time (24 to 48h)
applied by producer P2, compared to other producers (10 to 24h soaking) might explain the
higher folate diffusion in soaking water. Washing of the grains after the soaking step was
carried out by only two producers, and did not significantly affect the folate distribution,
whereas wet-milling resulted in a significant loss of folate, compared to soaked grains, except
for producer P4. Indeed, Figure 8A shows that the paste of milled soaked grains contained
only 41% to 61% of the folate initially present in the pearl-millet grains. The sieving step also
lead to a loss of folate due to fractionation (removal of the draff). Indeed, all the sieved batters
contained significantly less folate than the pastes of milled grains, with 20% to 37% of the
initial pearl-millet folate. But Figure 8A also shows that when the folate present in the sieved
batter and in the draff were added up, the sum was still significantly lower than the folate
distribution in the milled grains (except for producer P3), suggesting that folate losses also

occurred due to other causes, such as oxidation.

The sieved batter was then left to rest at ambient temperature, to allow the decantation and the
fermentation to occur. The folate distribution in the decanted paste (21% to 28% of the initial
pearl-millet folate) and in the supernatant (6% to 18% of the initial pearl-millet folate) did not
exhibit significant variations from one producer to another. Figure 8B shows that when the
folate present in the decanted paste and in the total supernatant were added up (Decanted paste
+ TS), the sum was significantly higher than the folate distribution in the sieved batter for two
of the producers (P1 and P2), suggesting that folate may have been produced during the
fermentation step. To prepare the final products, the producers used only part of the
supernatant (used supernatant, US) to dilute the decanted paste, and then cooked that product
(Decanted paste + US) to yield ben-saalga. Figure 8B shows that the cooking step did not
result in significant folate loss. However, for all producers, the cooked ben-saalga contained

only 21% to 35% of the folate that was initially present in the pearl-millet grains.
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Figure 8. Evolution in the distribution of folate among the products

(Masse balance, as a percentage of the folate content of the original raw pearl-millet) during
the different steps of the traditional processing of pearl-millet into ben-saalga, in 4 different
production units (P1 to P4). A: from the raw materials to the fractions after sieving; B: from
the sieved batter to the final fermented and cooked product. Values are the average of 3
samplings made on 3 different days, bars indicate standard deviations, and different letters
indicate significant differences (p < 0.05) in folate distribution.
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3.6. Bioaccessible folate and folate bioaccessibility

Significant differences in bioaccessible folate content were observed between the various CBFF

(Table 24).

The type of food mostly influenced the folate content expressed on a FW: a three-level nested
analysis of variance showed that 80.5% of total variance was due to between-food variability,
whereas between-producer variability and between-day variability accounted for 7.1% and
10.2% of variance, respectively. The bioaccessible folate content of porridges (ben-kida, ben-
saalga) and most of the gelatinized doughs (akassa, doncounou, kaffa) exhibited very low
bioaccessible folate contents, ranging from 0.4 to 3.2 ug/100g FW. Significantly higher
bioaccessible folate contents were obtained for doncounou than for akassa. The highest
bioaccessible folate contents, 4.5 to 8.6 ug/100g FW, were observed for the fritters (massa)
and dumplings (fura); however, significant variations in bioaccessible folate content from one
producer to another were also observed. Nested analyses of variance showed that for fura this
variability was more due to between-producer variability (62.5% of the variance) than to
between-day variability (18.2% of the variance), whereas the opposite was observed for
massa, with 16.4% and 79.6% of the variance due to between-producer variability and

between-day variability, respectively.

Marked variation was found in the boaccessibilities of the seven studied fermented foods.
Statistical analyses showed that the between-food variability was the main contributor
(73.8%) to total variance, as between-producer variability and between-day variability only
accounted for 7.9% and 9.9% of variance, respectively. Three products (akassa, kaffa and
fura) exhibited low bioaccessibility values, between 23% and 30%. Both types of porridges
(ben-kida, ben-saalga) displayed average bioaccessibility values, between 30% and 57%. The
highest values (up to 81%) were observed for massa. Doncounou presented much higher

bioaccessibility values (57-67%) than akassa (24-29%).

Whereas the bioaccessible folate content was significantly correlated to the DM content and to
the total folate content of the fermented foods (r = 0.80 and r = 0.87, respectively), no strong

correlations were observed between the bioaccessibility and other variables.
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Tableau 24. Bioaccessible folate in fermented foods, and corresponding folate
bioaccessibility

Food products Producer n Bioaccessible folate Folate bioaccessibility
P (ng/100g FW) (%)
P1 12 1.1 +03 @ 573 +75 Im
Ben_Saalga P2 12 1.2 +04 ab 457 +8.1 Jk
(porridge) P3 12 1.0 02 @ 529 109 KM
P4 12 0.6 =01 2 30.1 +88 1
P1 9 1.1 +02 @ 455 =107 Kk
Ben-kida ;
(porridge) P2 9 1.1 *0.2 ab 43.5 +9.0 J
P3 9 14 +06 2 557 +108 Im
P1 9 45 +08 d 277 +49 1
Fura f i
(dumplings) P2 9 74 +£1.5 235 +49
P3 9 82 +16 I8 278 +39 1
P1 9 56 05 ¢ 776 +58 o
Massa f o
(batter fritterS) P2 9 83 + 13 g 809 + 77
P3 9 86 +32 8 66.8 +133 1
Kaffa ab i
(gelatinized dough) P1 3 1.6 04 20.8 +45
P1 9 09 +04 2 29.1 +68 |
Akassa a i
(gelatinized dough) P2 9 04 0.1 236 *54 ‘
P3 9 07 +02 8 264 *6.2 1
P1 9 32 +£08 ¢ 669 +109 N
Doncounou c Im
(gelatinized dough) P2 9 2.8 *0.5 574 +76
P3 9 22 £05 b 624 +11.1 mn

Results given as means * standard deviations, with n = 12 (samples collected on 3 different
days for each producer, and analyzed in quadriplicates).

ANOVA: values with no common letters are considered significantly different (p<0.05).
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3.7. Contribution of CBFF to the recommended folate intake of infants

The daily bioaccessible folate intake from CBFF would be 0.4 to 2.9 pg/day, 1.1 to 5.1
ug/day, and 3.6 to 11.5 pg/day, for children aged 6-11 months, 12-23 months, and 24-35
months, respectively (Table 25).

The average contribution of breast milk to the recommended folate intake of young children
was also calculated, taking into account the daily intake of breast milk reported by WHO
(1998), and was of 70%, 31% and 0% for children aged 6-11 months, 12-23 months, and 24-
35 months, respectively. Thus, for these three age categories, 30%, 69% and 100% of the
folate intakes should come from other food sources. However, Table 25 shows that the
potential contribution of the seven studied CBFF to the recommended folate intakes would be

very low, whatever the age category, and would not exceed 8%.

Taking into account the folate intake from breast milk, the daily folate intake that should
come from other food sources (DFI-OFP) was found to be 23.9, 103.3 and 150.0 pug/day for
children aged 6-11 months, 12-23 months, and 24-35 months, respectively. Table 25 shows
that, if that DFI-OFP should only come from cereal-based fermented foods, the amounts of
the various CBFF that should be consumed by young children to reach 100% of their
recommended folate intakes would range from 0.3-3.5 kg/day for children aged 6-11 months,

to 2.0-22 kg/day children aged 24-35 months.
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Tableau 25. Potential contribution of West-African cereal-based fermented foods to the
recommended folate intakes for children aged 6-35 months

Daily Contribution Recommended Daily Daily folate Contribution Folate intake CBFF

bioaccessible of CBFF to folate intake intake of  intake from of breast from foods to intake

folate intake RNI ® (RND) ® breastmilk ¢ breast milk ¢ milk to RNI  reach 100% needed to

from CBFF RNI ¢ reach 100 %

RNI f
(ug/day) (% of RNI) (ug/day) (ml/day) (ng/day) (% of RNI) (ug/day) (kg/day)

6-11 months (breastfed)
Ben-saalga 2.8 4% 2.4
Ben-kida 2.9 4% 2.0
Fura 0.4 0% 0.4
Massa 0.5 1% 80.0 660.0 56.1 70.0% 23.9 0.3
Kaffa 1.4 2% 1.5
Akassa 0.9 1% 3.5
Doncounou 1.5 2% 0.9
12-23 months (breastfed)
Ben-saalga 2.2 1% 10.6
Ben-kida 2.3 2% 8.6
Fura 1.1 1% 1.5
Massa 15 1% 150.0 550.0 46.7 31.0% 103.3 14
Kaffa 4.5 3% 6.6
Akassa 2.9 2% 15.0
Doncounou 51 39 3.8
24-35 months (non-breastfed)
Ben-saalga 3.6 2% 153
Ben-kida 3.7 2% 12.4
Fura 3.6 2% 2.2
Massa 47 3% 150.0 0.0 0.0 0.0% 150.0 2.0
Kaffa 10.3 7% 9.5
Akassa 6.6 4% 21.8
Doncounou 11.5 8% 55

* Contribution of CBFF to RNI calculated using the daily intakes and daily frequencies of intake
reported by Hama (2012) for various CBFF, and for those age groups. ° RNI values as reported by
FAO/WHO (2004). ¢ Daily intake of breastmilk as reported by (WHO 1998). ¢ Folate intake from
breast milk based on a folate content of 85 pug/L in breast milk Allen (2012). ¢ Folate intake needed
from other food products than breast milk to reach the RNI. f Daily CBBF intake that would be needed

if only breast milk and CBFF were consumed.

122



4. Discussion

Cereal-based fermented foods are staple foods in many African countries (Nout 2009). To the
best of our knowledge, the influence of traditional processing on the folate content of CBFF
commonly eaten in Africa had not been studied yet, except for ben-saalga in a recent study
(Saubade et al. 2018). Moreover, the bioaccessibility of folate from traditional African CBFF
had never been investigated. The present study provides new information on foods frequently
consumed in Burkina-Faso, but the data presented here are also relevant for many other West
African countries, as the food products studied are also frequently produced and consumed in
other West-African countries, such as Benin and Togo (akassa, doncounou, massa, kaffa, ben
saalga commonly called koko in Benin), Ghana (fura, doncounou, kaffa), Cote d’Ivoire
(akassa, massa, ben-saalga and ben-kida commonly called baca or coco baca), Niger
(doncounou, kaffa), and Nigeria (fura, massa commonly called wémi) (Ayo, Agu, and
Famoriyo 2008; Inyang and Zakari 2008; Icard-Verniere et al. 2010; Owusu-Kwarteng et al.
2012; Soro-Yao et al. 2013).

Considerable variations were observed in the folate contents of the raw materials, with pearl-
millet grains exhibiting the highest folate content (54 to 73 pug/100g FW), and corn and
sorghum the lowest folate content (14 to 21 ug/100g FW). The folate contents of corn and
sorghum were close to those reported in the West African Food Composition Table
(WAFCT), whereas the folate content of pearl-millet was much higher than that reported in
WAFCT (29-31 png/100g FW) (Stadlmayr et al. 2012), and also in a recent study(Saubade et
al. 2018). This large variation in folate contents may be due to differences in the grain
cultivars, growing conditions, and storage conditions, as those factors were previously
reported to affect the folate contents of cereal grains (Arcot et al. 2002; Kariluoto, Edelmann,

and Piironen 2010).

The present study shows that the studied CBFF exhibited low folate contents, whatever the
type of food product, the producer and the raw material used for food processing. Fura
exhibited the highest folate content (16 to 31 ug/100g FW), and ben-saalga, ben-kida and
akassa the lowest (1.8 to 3.1 ug/100g FW). The difference in folate contents between raw
material and final food products clearly shows that part of the initial folate was significantly
lost during food processing for products such as fritters (massa) and porridges (ben-saalga

and ben-kida). For dumplings (fura), the folate loss during food processing depended on the
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between-producer variability (folate loss observed only for one producer), as shown by the

nested analysis of variance.

The observation of the process diagrams suggests some critical processing steps which may
have affected the folate content during processing of cereal grains into CBFF. The debranning
step performed during akassa processing is likely to have affected folate content, explaining
the significantly lower folate content in akassa compared to doncounou, another gelatinized
dough produced from non-debranned corn grains. Indeed, vitamin B9 is mainly located in the
outer layers and germ of cereal grains and is largely lost during debranning/degerming steps
(Liukkonen et al. 2003; Promeranz 1988). During the soaking of cereal grains, a folate loss
due to leaching in soaking water may also have happened (Witthoft et al. 1999). Folates are
described as sensitive to heat, light, and oxidation. Solar drying, which is performed in the
yards of the traditional production units, may also have affected the folate content, due to the
combined action of atmospheric oxygen and light (Preedy 2013; Strandler et al. 2015). This
could explain the significantly lower folate content of the dumplings produced by one of the
fura producers, as a much longer solar drying was performed in this TPU. Moreover, folate is
susceptible to degradation during thermal treatments, but in the present study, the products
were either cooked (porridges), fried (fritters), or boiled in water (dumplings, gelatinized
doughs). Cooking can lead to a thermal and oxidative degradation of folate (Witthoft et al.
1999; Delchier et al. 2016), whereas frying has also been reported to generate significant
folate losses in various food products (Aramouni et al. 1986; Arcot, Wong, and Shrestha
2002; Hefni and Witthoft 2014), and boiling in water (i.e. hydrothermal cooking) is known to
result in significant losses due to leaching of folate from the food matrix towards the cooking

water (Hefni and Witthoft 2014; Delchier et al. 2016).

The present work also shows that the folate content of the gelatinized doughs produced in two
TPUs (kaffa, and akassa P1) was significantly higher than that of their respective raw
materials (sorghum and corn), suggesting that this gain in folate content could result from the
fermentation step, that has been reported to positively influence folate content (Nout 2009),
due to the ability of yeasts and some lactic acid bacteria (LAB) and to produce folate in foods
during fermentation (Moslehi-Jenabian, Lindegaard, and Jespersen 2010; Saubade, Hemery,
et al. 2017). However, even after this folate content increase, the final folate content in these

ready-to-eat foods was still very low, due to the low dry matter content of those products.
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Saubade et al. (2018) previously carried out a mass balance assessment during the processing of
pearl-millet grains into ben-saalga, but at the laboratory scale, in controlled conditions. In the
present study, even if the final folate content of ben-saalga is in the range of circa 1.5 to 2.5
ug/100g FW reported by Saubade et al. (2018), the respective influence of the processing
steps was not similar to that reported previously, highlighting the difference between a study in
controlled time/temperature conditions and another one carried out in actual conditions in the
yard of TPUs. In that previous study, a production of folate (+26% to +31%) was observed
during soaking of pearl-millet grains, whereas in the present work folate was lost during the
soaking step (-19% to -49%). In the yard of TPUs, the grains remain in the water at ambient
temperature, exposed to sun light and atmospheric oxygen, until the end of soaking step (Tou
et al. 2006), and this can lead to folate oxidization or photo-degradation (Delchier et al. 2016;
Preedy 2013). Moreover, the soaking duration was variable (10 to 24h) and might not have
been sufficient to promote the germination, that leads to the folate synthesis within the grains
(Kariluoto et al. 2006). Saubade et al. (2018) also reported that the fermentation step had no
significant impact on the folate contents, whereas in the present study a significant gain of
folate was observed during the fermentation step for 2 out of the 4 producers, suggesting a
folate production by the microorganisms that were present in the batter. Spontaneous
fermentations have been shown several times to lead to variable products in terms on
microbial composition (Saubade, Hemery, et al. 2017). Considering the variations in the
composition of the microbiota of ben-saalga, folate content may also vary from TPU to
another. In ben-saalga processing, LAB are known to be the predominant microorganisms
during the batter fermentation (Tou et al. 2006). LAB isolated from ben-saalga display a good
genetic potential to synthesize folate, and some strains have been shown to be able to produce
folate during fermentation, but this folate-producing ability is strain-dependent (Turpin,

Humblot, and Guyot 2011; Greppi, Hemery, et al. 2017; Greppi, Saubade, et al. 2017).

The bioaccessibility of folate in CBFF, ranging from 23% to 81%, was highly variable
depending on the food product. The bioaccessible folate content was influenced by i) the total
folate content in non-digested foods, ii) the structure of food products, that governs the
digestion patterns of carbohydrate fractions in cereal foods (Mishra, Hardacre, and Monro
2012; Lovegrove et al. 2017) and likely influenced the release of folate from food matrices,
and iii) the stability of folate vitamers during the digestion process (Seyoum and Selhub 1998).
The studied CBFF could be placed into groups that behaved differently during digestion and

presented distinct folate bioaccessibility profiles:
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Porridges presented very low bioaccessible folate contents (< 1.5 ng/100g FW), due to low
total folate contents and moderate bioaccessibility ratios (30% to 57%). In those semi-liquid
foods, most of the folate was already in a solubilized form and should have been
bioaccessible. However, porridges had little structural resilience under digestion conditions,
and folate was not protected by the food matrix during the gastric phase. As many folate
vitamers are sensitive to low pH, the observed moderate bioaccessibility ratios could be due
to the loss of many labile folate under acidic gastric conditions (Seyoum and Selhub 1998;

Strandler et al. 2015).

Gelatinized doughs made from debranned grains (akassa and kaffa) exhibited low
bioaccessible folate contents (0.4-1.6 pug/100g FW) and a low bioaccessibility (23-30%).
Dumplings (fura) presented a similarly low bioaccessibility, but a much higher bioaccessible
folate content (4-9 ng/100g FW) due to a higher initial total folate contents. In these three
structurally weak foods, the hydrolysis of the starchy matrix started during the oral phase,

leading to a likely degradation of non-protected folate during the gastric phase.

The two CBFF that exhibited the highest bioaccessibility ratios were both made from
wholegrain cereals, and presented either a dense semi-solid structure (doncounou, 57-67%
bioaccessibility) or a solid structure (massa, 67-81% bioaccessibility). These dense matrices
provided secondary structure and generated particles that resisted digestion (Mishra,
Hardacre, and Monro 2012), and persisted long enough to protect folate from acidic gastric
conditions. Moreover, the encapsulation of micronutrients by plant cell walls is known to
modulate the rate and extent of nutrient release during digestion (Parada and Aguilera 2007).
So the presence of bran particles in those foods may also have protected folate during the
gastric phase, and allowed a higher proportion of folate to reach the intestinal phase (neutral

pH) in a non-degraded form.

In many West African countries, traditional millet-, sorghum- and maize-based fermented
dishes are frequently consumed by young children (Icard-Verniere et al. 2010). Porridges are
mainly consumed as complementary foods to breast milk. Then, when children are able to eat
family dishes, porridges are progressively replaced by thicker starchy staple foods (such as
gelatinized doughs) that are eaten with various sauces, and snacks such as fritters or
dumplings are given more regularly (Hama 2012). In this study, whatever the age group, the
contribution of the studied CBFF to the recommended folate intake was far from sufficient to

cover the folate requirement of young children. Taking into account the food intakes reported
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by Hama (2012), we calculated that children aged 6-11 months, 12-23 months and 24-35
months would get respectively 0-4%, 1-3% and 2-8% of the recommended folate intakes
through CBFF consumption. This suggest that many children might be at risk of folate
deficiency, especially non-breastfed children, if their diet was mainly based on CBFF.
However, these data do not reflect the real diet of young children, as most these CBFF are
consumed along with other food products, such as sauces made from green leafy vegetables
or legumes (such as groundnut or soybean), that contain higher folate contents (Stadlmayr et

al. 2012).
5. Conclusions

This work generated new information on the influence of traditional processing on the folate
content and — for the first time — data on folate bioaccessibility in cereal-based fermented
foods commonly consumed in West Africa, which can be useful to complete the existing food
composition tables. The seven studied products (gelatinized doughs, porridges, dumplings,
fritters) displayed rather low total folate contents and bioaccessible folate contents, suggesting
that populations whose diet is based on these CBFF may be at risk of folate deficiency, given
the highly frequent consumption of these products. The folate content of most of the food
products was highly affected by laborious processing, that generated vitamin degradations.
Some processing steps may be adapted to limit such losses (controlled volumes, controlled
soaking and fermentation times, limitation of direct exposure to light). Another way to increase
the folate content in CBFF could be to favor the production of folate during the fermentation
step, by using selected microorganisms for their folate-producing ability. Finally, the
observed differences in folate bioaccessibility ratios among the studied food products suggest

a strong effect of the food matrix that should be further studied.
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2. Augmentation des teneurs en folates d’une bouillie de mil fermenté

par inoculation de souches de bactérie lactiques

2.1. Introduction

D’apres les résultats de la partie précédente, les teneurs en folates de I’ensemble des aliments
céréaliers issus de la fermentation spontanée sont faibles. Ces données montrent que, les ACF
consommés tels quels, ne peuvent pas couvrir les besoins journaliers des folates des
populations en Afrique. Le but de cette seconde partie de la these est d’étudier la possibilité
d’augmenter les ingérés en folates des populations en améliorant les teneurs en folates des

ACEF via la fermentation par I'utilisation de souches de BL productrices de folates.

Des sept ACF investigués dans cette these, le ben-saalga est le plus étudié. Le microbiote du
ben-saalga, le potentiel génétique de synthese des folates de son microbiote, la capacité de
certaines BL isolées du ben-saalga a produire des folates aussi bien en milieux de culture que
dans des bouillies de mil fermenté, son procédé de fabrication, sa consommation au Burkina
Faso et en Afrique de 1’Ouest, sa teneur en folates et ainsi que d’autres caractéristiques
nutritionnelles ont été décrites lors d’études précédentes (Tou et al. 2006; Tou et al. 2007;
Mougquet-Rivier et al. 2008; Songré-Ouattara et al. 2009; Songré-Ouattara et al. 2010; Turpin,
Humblot, and Guyot 2011; Saubade, Humblot, et al. 2017; Greppi, Hemery, et al. 2017;
Greppi, Saubade, et al. 2017; Mouquet-Rivier et al. 2016; Saubade et al. 2018). De ces
travaux antérieurs, il a ét€ montré que la densité énergétique du ben-saalga est en moyenne de
41 kcal/100g MS ce qui est tres faible par rapport aux recommandations pour des aliments de
complément du jeune enfant (84kcal/100g MS) (Dewey and Brown 2003; Mouquet-Rivier et
al. 2008). Sa teneur en folates est extrémement faible et varie entre O et 3,3 ug/100 g MF
(Saubade, Humblot, et al. 2017). Songré et al. (2009, 2010) ont réalisé¢ des études sur
I’amélioration de la densité énergétique de cette bouillie avec des souches de BL
amylolytiques inoculées dans des pates résultant d’'un mélange « mil-arachide » ou « mil
soja ». Ces essais d’inoculation ont abouti a des bouillies de teneurs en matieres seches
variables de 15.3 a 17.4 g DM/100g, et de densités énergétiques variables de 75.8 a 84.7
kcal/100 g (Songré-Ouattara et al. 2009; Songré-Ouattara et al. 2010). Dans de récentes
études, la capacité des isolats bactériens provenant d’échantillons du ben-saalga a produire
des folates dans des milieux de cultures puis dans des bouillies a base de mil a été testée avec

succes (Greppi, Hemery, et al. 2017; Greppi, Saubade, et al. 2017). L’inoculation de deux
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souches de Lactobacillus fermentum (issues des isolats de ben-saalga) préalablement
sélectionnées pour leur capacité a produire des niveaux élevés de folates en milieux de
culture, a permi d’obtenir des bouillies de ben-saalga avec une teneur en folates de 1’ordre de

7 ug/100g MF apres 4 heures de fermentation (Greppi, Saubade, et al. 2017).

A partir des résultats des €tudes ci-dessus évoquées, deux approches ont été combinées dans
cette étude pour augmenter les ingérés en folates du ben-saalga: augmenter la teneur en
folates de la bouillie de ben-saalga en utilisant des souches de BL les plus productrices de
folates, et dans le méme temps, co-inoculer des souches de BL amylolytiques pour obtenir
une bouillie de meilleure densité énergétique. Nous avons utilisé L. fermentum 8.2 and L.
plantarum 6.2 comme souches de BL productrices de folates. Ces deux souches de BL font
partie de la collection de 155 isolats du ben-saalga et sont les deux meilleures souches
productrices de folates en milieux de culture (Greppi, Hemery, et al. 2017). Les souches L.
plantarum A6 et L. fermentum MW?2 ont été utilisées comme souches amylolytiques. Toutes
les bouillies tests (bouillies inoculées avec les cultures starters ou bien un pied-de-cuve
provenant d’une fermentation spontannée) ont été préparées selon le procédé amélioré décrit
par Songré et al. (2010). Quant aux bouillies controles, elles ont été obtenues selon le procédé

traditionnel décrit par Tou et al. (2006).

Les principaux résultats de cette partie ont été valorisés sous forme d’un article soumis dans
LWT-Food Science and Technology. Une partie de ces résultats a également été valorisée sous
la forme d’un poster présenté au Symposium International sur la Science et la Technologie

tenu du 4 au 8 décembre 2017 a Ouagadougou.
Projet d’article

Fabrice Bationo, Laurencia Toulsoumdé Songré-Ouattara, Youna M. Hemery, Fatoumata
Hama-Ba, Charles Parkouda, Morgane Chapron, Manon Le Merrer, Nicolas Leconte,
Hagrétou Sawadogo-Lingani, Bréhima Diawara and Christele Humblot (2018). Improved
processing for the production of cereal-based fermented porridge enriched in folate using

selected lactic acid bacteria and back slopping process.
Soumis a LWT-Food Science and Technology

Poster (Annexe 6)
F. Bationo, LT. Songré-Ouattara, Y. Hemery, F. Ba-Hama, C. Parkouda, M. Chapron, M. Le
Merrer, H. Lingani-Sawadogo, B. Diawara, C. Humblot (2017). Fortification in situ de la
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bouillie de mil fermenté de type ben-saalga en vitamine B9 (folates) par des bactéries
lactiques. Symposium International sur la Science et la Technologie 2017, 2™ édition

(Ouagadougou, 04 au 08 Décembre 2017).
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2.2. Publication: Improved processing for the production of cereal-based fermented
porridge enriched in folate using selected lactic acid bacteria and a back slopping

process.
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Abstract

The objective of this work was to study the effect of two selected lactic acid bacteria,
Lactobacillus plantarum 6.2 and Lactobacillus fermentum 8.2, on folate production in a
cereal-based fermented porridge called ben-saalga. We profited from previous improvements
in processing to produce porridges with higher energy content, by including a combination of
precooking and inoculation with amylolytic strains (Lactobacillus plantarum A6 or
Lactobacillus fermentum MW?2), which we combined with the folate producing strains. For
comparison with the action of natural microbiota, fermentation was also performed by
traditional and back slopping process. Folate contents were determined microbiologically.
Porridges prepared with starter cultures L. plantarum 6.2 + L. fermentum MW?2 or L.
fermentum 8.2 + L. plantarum A6 had significantly higher folate contents (7.1 and 7.3 ug/100
g fresh matter respectively) than the porridge prepared using the traditional process (4.2
ug/100 g fresh matter). Back slopping also enabled an interesting increase in folate contents
(6.1 ug/100 g fresh matter). Five minutes of cooking had no significant impact on folate
contents of the porridges. These results underline the feasibility of new ways to produce folate
rich foods available to the poorest populations using local materials with slight modification

of the processes.

Keywords: Cereal, Fermentation, Folate, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum
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1. Introduction

Folate, or vitamin B9, is a crucial component in maintaining the individual’s health over the
course of life (Iyer and Tomar 2009). Folate is necessary for basic cellular functions involved
in providing one-carbon groups for several essential reactions related to amino acid
metabolism, nucleotide biosynthesis, and methylation cycle (Iyer and Tomar 2009). Unlike
plants and micro-organisms, humans do not have a metabolic system able to synthesize de
novo folate, which must be acquired entirely from dietary sources (Zhao, Matherly, and
Goldman 2009). Insufficient dietary intake of folate is associated with folate deficiency,
which can cause megaloblastic anaemia and foetal neural tube defects (Iyer and Tomar 2009).
Folate deficiency is very frequent in many countries worldwide (McLean, de Benoist, and
Allen 2008; Youngblood et al. 2013). In Africa, folate deficiency is related to the low dietary
diversity and the poorness energy and nutrient density of complementary foods for infants
(Dewey and Brown 2003; McNulty 1995). Indeed, in many African countries, the most
common foods used as complements to breast feeding are traditional cereal-based porridges
(Dop and Benbouzid 1999) which rarely fulfil the infant’s nutritional needs as they have very
low energy and nutrient densities (Mouquet-Rivier et al. 2008). The porridges can also be
consumed after fermentation, which can improve their overall nutritional quality (Singh et al.
2015). Most fermentation are accomplished by lactic acid bacteria (LAB), which have
positive effect on food quality, for example thanks to synthesis of compounds of interest

including vitamin B9 (Blandino et al. 2003).

Ben-saalga is a traditional fermented cereal-based porridge produced from pearl-millet
(Pennisetum glaucum) at a small scale in informal micro-enterprises in West African
countries particularly in Burkina Faso (Tou et al. 2006). Forty-five percent of the 6-23 month-
old children in Ouagadougou eat this porridge daily (Mouquet-Rivier et al. 2008). Its energy
content is on average 41 kcal/100 g dry matter (DM), which is very low (Mouquet-Rivier et
al. 2008). Its folate content is also extremely low: between 0 and 3.3 ug/100 g fresh matter
(FM) (Saubade, Humblot, et al. 2017). Given how frequently it is consumed by young
children, different attempts have been made to improve its nutritional quality using LAB
selected for their functional properties. A modification of the recipe by including a pre-
cooking step, and the addition of amylolytic bacteria, has already been successfully explored.

The resulting porridge had increased DM content: 15.3 tol17.4 g DM/100g, and consequently
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higher energy density: 75.8 to 84.7 kcal/100 g DM (Songré-Ouattara et al. 2009; Songré-
Ouattara et al. 2010). Using folate producing LAB to increase the folate content of fermented
cereal foods has been reported to be a potentially useful tool (Saubade, Hemery, et al. 2017).
Most investigations to date have focused on fermented rye and oat sourdoughs consumed in
developed countries (Kariluoto et al. 2004; Kariluoto et al. 2006; Korhola et al. 2014), and
few studies of the increase in the folate content of fermented complementary foods for young
children in developing countries have been conducted using folate producing LAB. In situ
fortification of pearl-millet porridges fermented by two strains of Lactobacillus fermentum
selected for their ability to produce high levels of folate in culture media, resulted in a
successful folate production in fermented gruel, which peaked around 7 ug/100g FM (Greppi,
Saubade, et al. 2017).

In the present study, the two approaches were combined, i.e. increasing the folate content of
the porridge using selected productive strains, and at the same time, using amylolytic LAB to
obtain a porridge with good energetic density. To this end, porridges were prepared using a
traditional process (spontaneous fermentation) as control, and by including a precooking step
followed by inoculation by back slopping, or inoculation by two combinations of folate-

producing LAB and amylolytic LAB.

2. Material and methods
2.1. Starter cultures and preparationof the inoculum

Based on previous screening of LAB strains isolated from ben-saalga for folate production in
culture medium (Greppi, Hemery, et al. 2017), the two best folate producers, L. fermentum
8.2 and L. plantarum 6.2, were used to produce folate during the fermentation of pearl-millet
paste. Besides, two amylolytic strains of LAB, L. plantarum A6 and L. fermentum MW?2,
previously isolated from cassava roots (Manihot esculenta var. Ngansa) and during
fermentation of maize sour dough (mawe), respectively, were used for co-inoculation trials
(Giraud et al. 1991; Agati et al. 1998). Each starter culture was grown overnight in de Man,
Rogosa and Sharpe (MRS) broth medium (BD Difco, Sparks, MD, USA) at 30 °C. To
inoculate the gelatinized pearl-millet slurry, the cultures were centrifuged at 8000 x g for 10
min at 4 °C, and the pellets obtained were washed in sterile 0.9% NaCl centrifuged in the
same conditions and suspended in sterile 0.9% NaCl to form a suspension, which constituted

the inoculum.
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2.2. Ben-saalga processing and inoculation conditions

All the porridges used in this study were prepared from raw pearl-millet grains purchased in a
local market in Ouagadougou. Two types of porridge were prepared at laboratory scale
(Figure 9). The first type was prepared according to the traditional process described by Tou
et al. (2006). The second was prepared according to a process based on the traditional process
described by Songré-Ouattara et al. (2010) with one modification: to be consistent with what
is done in traditional production units (TPUs) in Ouagadougou, the milling step was wet, i.e.
water was added to the soaked grains during milling and the resulting product was a paste of

milled soaked grains.

Briefly, the modified process consisted of the following steps: the grains were soaked in tap
water (1:1.5 w/v) for 16 h, washed (1:2 w/v), drained for 30 min, wet milled, water was added
and the grains were sieved (1:3.5 w/v) through muslin. The resulting dough was boiled for 10
min to gelatinize the starch, and then cooled to around 30 °C. The inoculation was carried out
with one folate producing strain (10%, v/w) and one amylolytic strain (1%, v/w). After
inoculation, the resulting samples were named L. plantarum 6.2 + L. fermentum MW?2 (6.2 +
MW?2) and L. fermentum 8.2 + L. plantarum A6 (8.2 + A6). Fermentation by back slopping
(10 % v/w) was used as control by adding fermented dough sampled during the traditional

process.

All fermentation took place at ambient temperature (around 30 °C) for 24 h. After
fermentation, the porridges were prepared by cooking the fermented paste for 5 min after
reaching boiling point. Experiments were performed in triplicate for each fermentation

condition.
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Figure 9: Processing of pearl-millet into fermented porridges using a process based on
the traditional process, or including precooking of the paste followed by inoculation with
three different starters: back slopping using dough taken from the traditional
fermentation process, combined with L. fermentum 8.2 and L. plantarum A6, and
combined with L. plantarum 6.2 and L. fermentum MW2.
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2.3. Sampling

Samples for folate analysis and quantification of LAB were collected immediately after
inoculation (0 h), at the end of fermentation (24 h) and after 5 min of cooking corresponding
to the ready-to-eat porridge. The viable counts of microorganisms and the DM content were
determined immediately in all samples. DM content was determined by drying the samples at
105 °C in open dishes to constant weight. Aliquots were stored at -20 °C until real-time PCR

counts of specific LAB, and folate analysis.

2.4. Counts of viable microorganisms

For all experiments, 10 g of sample, taken at O h and 24 h during processing and after 5 min
of cooking, were homogenized with 90 ml of sterile peptone water solution 0.1% peptone
0.85% NaCl (Difco), using a stomacher 400 (Type BA 7021, Seward England) for 2 min.
Presumptive aerobic mesophilic bacteria (total count), LAB, and yeasts were enumerated on
the following media: Plate Count Agar (PCA), MRS, and Sabouraud Chloramphenicol Agar
(all from BD Difco, Sparks, MD, USA), respectively. MRS plates were incubated at 30 °C for
48 h, PCA plates at 37 °C for 48 h and Sabouraud plates at 30 °C for 3 days. Enumerations

were done in triplicate for each sample. Results are expressed in logio CFU/g of sample.

2.5. DNA extraction and real-time PCR for the quantification of LAB

Total DNA extraction from samples and real-time PCR were performed as previously
described in detail (Saubade, Humblot, et al. 2017). Briefly, samples (20 g) collected at O h
and 24 h of fermentation were extracted after serial centrifugation to eliminate starch using
the Wizard genomic DNA purification kit (Promega, Charbonnieres, France) with an
additional lysis step using an amalgamator with zirconium beads (VWR, Fontenay-sous-Bois,
France). The concentration and purity of the DNA were estimated by measuring absorbance at
260 and 280 nm (NanoVue™, GE Healthcare, Uppsala Sweden). The DNA samples were

then stored at -20 °C until real time PCR analysis.

Selected primers corresponding to the species (L. fermentum, L. plantarum) used to inoculate
the dough were used for the quantification of LAB by real-time PCR. We included the
primers corresponding to the genera Leuconostoc and Weissella, as they are also involved in
the spontaneous fermentation of ben-saalga (Humblot and Guyot 2009; Saubade, Humblot, et

al. 2017). The selected primers are listed in Table 26. The specificity of each previously
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selected primer was checked by real-time PCR using the DNA extracted from the reference
strains (L. fermentum ATCC14931, L. plantarum ATCC14917T, Leuconostoc mesenteroides
ATCC10880 and Weissella confusa ATCC10881T) and sterile water as a negative control.
The same strains were used to generate quantification matrixes, by extracting DNA from pure
culture with different known bacterial concentration. The real-time PCR conditions were the

same as those described in Saubade, Humblot, et al. (2017).
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Tableau 26. Primers used to quantify the genus or species of bacteria from ben-saalga samples using real-time PCR. The primers were
designed to match the gene coding 16S rRNA

Name Sequences 5°-3’ Targets References

Lferm72f" CCTGATTGATTTTGGTCGC L fermentum  (Omar and Ampe 2000)

Lpla72f ATCATGATTTACATTTGAGTG L plantarum (Chagnaud et al. 2001)

338r" CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria (Muyzer, Dewaal, and Uitterlinden
1993)

Leu200f" CGGCGTCACCTAGAGATGGATC Leuconostoc ~ (Omar and Ampe 2000)

518r ATTACCGCGGCTGCTGG Universal (Muyzer, Dewaal, and Uitterlinden
1993)

S-G-Wei-0121-a-S-2 CGTGGGAAACCTACCTCTTA Weissella (Jang et al. 2002)

S-G-Wei-0823-a-A-18 CCCTCAAACATCTAGCAC Weissella (Jang et al. 2002)

“Primers from the literature were converted into their reverse complement
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2.6. Folate analysis

Total folate content was determined in triplicate using the microbiological assay described by
Kariluoto and Piironen (2009), and adapted as described by by Saubade et al. (2018). Briefly,
the thawed samples were diluted in the extraction buffer and heated at 100 °C for 10 min,
after which, the pH was adjusted to 7.2 and a tri-enzymatic extraction with amylase (Sigma-
Aldrich A9857, 20 mg/ml in 1% sodium ascorbate), chicken pancreatin (y-glutamylhydrolase)
(R-Biopharm P2002, 100 mg/ml in Milli-Q water) and protease (Sigma-Aldrich P5147, 3
mg/ml in 1% sodium ascorbate), was used to release folate from the food matrix and to
hydrolyse the polyglutamate forms of folate to mono- or diglutamate. After appropriate
dilutions of the centrifuged extracts, the concentration of folate was determined on microtiter
plates with Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 as the growth indicator, folic acid (Sigma-
Aldrich F7876) as the calibrant, and Folic Acid Casei Medium (Difco, Sparks, MD, USA) as
the assay medium. The performance of the method was confirmed by analyzing a certified
reference material (BCR 121 Wholemeal flour, IRMM, Geel, Belgium). A blank sample and

the reference sample were analysed in each series of samples.

2.7. Statistical analysis

Data were analysed using SPSS version 20.0 (International Business Machines Corporation,
Armonk, New York, USA) and XLSTAT software (v. 2014.5.03). Statistical analyses were
performed using one-way ANOVA followed by Newman-Keuls post-hoc tests, and

differences were considered statistically significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Changes in the microbial population during fermentation

At the beginning of fermentation, the number of LAB and mesophilic aerobic bacteria were
quite similar under all experimental conditions (Figure 10). With traditional and back
slopping fermentation, respective yeast counts of 4 logio CFU/g and 3 logio CFU/g were
found. No yeasts were found in samples inoculated with starter cultures. After 24 h of
fermentation, LAB counts increased at a rate of 9 logio CFU/g in all conditions. In samples
resulting from back slopping and traditional fermentation, LAB became the dominant

microbiota while yeast counts decreased, although yeasts were still present. After five minutes
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of cooking, although all microorganism counts were reduced, they were still present at

detectable levels in the samples in all experimental conditions.
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Figure 10. Microbial counts of fermented porridges obtained following a process based
on the traditional process, or including precooking of the paste followed by inoculation
with three different starters: back slopping using dough taken from the traditional
fermentation, combined with L. fermentum 8.2 and L. plantarum A6 and combination of
L. plantarum 6.2 and L. fermentum MW?2.,

Samples were taken at the beginning of fermentation (0 h), at the end of the fermentation
(24h) and after cooking (for 5 min.).

Values are expressed as means + standard deviation.

Means with different letters differ significantly between samples prepared according the

different processes (p < 0.05).
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3.2. Quantification of targeted LAB by real-time PCR

At the beginning and after fermentation, L. fermentum and L. plantarum, i.e. the species used
for inoculation, were detected in samples 8.2 + A6 and 6.2 + MW2. In the 8.2 + A6 samples,
L. fermentum and L. plantarum increased significantly (p < 0.05) from 6 logio CFU / g to 7
logio CFU / g of porridge, and from 4 logio CFU / g to 6 logio CFU / g of porridge,
respectively (Figure 11). In the 6.2 + MW2 samples, L. fermentum and L. plantarum
increased significantly (p < 0.05) from 5 logio CFU / g to 7 logio CFU / g of porridge, and
from 5 logio CFU / g to 6 logio CFU / g of porridge, respectively. Both L. plantarum and L.
fermentum were detected in samples from traditional or back slopping processes, but L.
fermentum was the dominant microorganism. The genus Weissella and Leuconostoc were
detected in all porridges and underwent a significant increase (p < 0.05) after fermentation in
samples from traditional and back slopping process. In samples 6.2 + MW2, Leuconostoc

showed a significant increase (p < 0.05) after fermentation.
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Figure 11. Real-time PCR quantification of L. plantarum, L. fermentum, Leuconostoc
and Weissella during the preparation of the porridges using the different processes at
the beginning of fermentation (0 h), at the end of the fermentation (24 h) and after
cooking (for 5 min).

Values are expressed as means + standard deviation.

Means with different letters differ significantly (p < 0.05).

3.3. Dry matter contents

Table 27 lists the DM contents of porridges under all fermentation conditions. At the
beginning of fermentation (0 h), pearl-millet doughs made using traditional and back slopping
processes had significantly higher DM (p<0.05) than those inoculated with the two
combinations of strains 8.2 + A6 or 6.2 + MW2. After fermentation and cooking, DM

contents were not modified whatever the fermentation conditions.
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Tableau 27. Dry matter content of samples taken during the preparation of the
porridges using the different processes at the beginning of the fermentation (0 h), at the
end of the fermentation (24 h) and after cooking (for 5 min.).

Dry matter content (g DM/100 g of sample)
Fermentation conditions

Oh 24 h 5 min
Traditional process 13.1 £0.5° 13.3+0.7° 13.3 +£0.4%
Back slopping process 14.1 £ 0.4° 13.8 +£0.4° 13.7 £ 0.4
L. fermentum 8.2 + L. plantarum A6 11.6+1.2° 11.6+1.1° 12.241.4°

L. plantarum 6.2 + L. fermentation MW2 11,9 +1.3° 11.7+0.6° 11.8+0.7°

Values are expressed as means + standard deviation (SD).
Means with different symbols differ significantly as compared between samples prepared

according to the different processes (p < 0.05)

3.4. Folate contents in porridges prepared following the four processes

Table 28 shows the folate contents of fermented pearl-millet porridges. At the beginning of
fermentation, folate contents were similar in all the pearl-millet doughs (ranging from 2.6 +
0.8 ug/100 g FM to 3.4 £ 0.7 ug/100 g FM) with the exception of the sample prepared using
the back slopping process, which had lower folate content (1.8 £ 0.7 ug/100g FM). After 24 h
of fermentation, folate contents remained stable (3.6 + 0.8 ug/100g FM) in doughs prepared
using the traditional processing method. In contrast, folate contents increased when the
precooked batter was inoculated by back slopping or by both the LAB combinations.
Whatever the fermentation conditions, five minutes of cooking had no significant effect on

the folate contents of the porridges.

The overall gains in folate content in the cooked foods compared to the initial folate contents
were 134% for fermentation performed with the combined inoculation with 8.2 + A6, 184%

for fermentation performed with co-inoculation with 6.2 + A6, and more than 200% with back

slopping.
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Tableau 28. Folate contents of samples taken during the preparation of the porridges according to the different processes at the
beginning of the fermentation (0 h), at the end of the fermentation (24 h) and after cooking (for 5 min).

Changes in folate contents (ug/100 g FM)

Fermentation conditions Folate gain (% of 0 h)
Oh 24 h 5 min of cooking
Traditional process 34+0.7°  3.6+08° 42 +1.5° 22
Back slopping process 1.8 £0.7° 7.1 +£3.0% 6.1 £1.3% 237
L. fermentum 8.2 + L. plantarum A6 3.0+1.1° 6.5 +1.4% 7.1+ 1.8% 134
L. plantarum 6.2 + L. fermentum MW?2 2.6+0.8° 7.7 +£2.5% 7.3+1.0% 184

Results are expressed as mean + SD

Means with different letters in the same row differed significantly when compared at different stages of the same process (p < 0.05).
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4. Discussion

The nutritional quality of traditional ben-saalga is very poor since its energy density and its
folate content are very low (Mouquet-Rivier et al. 2008; Saubade, Humblot, et al. 2017). In
this work, we used a combination of precooking and inoculation with selected strains, and

back slopping, to improve the nutritional quality of the porridge.

The agents of fermentation in the samples obtained using traditional and back slopping
fermentation processes were similar to those prepared with the spontaneous fermentation
pattern of pearl-millet dough previously described, as mesophilic aerobic bacteria, yeasts, and
lactic acid bacteria were found to be present (Tou et al. 2006; Humblot and Guyot 2009). The
fermented dough prepared using a combination of strains inoculated after precooking
contained a high concentration of LAB. Real-time PCR targeting specific species or genera
showed that the species corresponding to the starter cultures used were present at the
beginning and at the end of the fermentations. What is more, they were not out-competed by
other species although little growth of Leuconostoc and Weissella genus was observed in the
samples inoculated with the selected strains after 24 h of fermentation. As the experiments
were conducted in a non-sterile environment, this is probably explained by the reintroduction

of this genus after precooking (air, dust etc.).

In the present study, all fermentations with selected LAB strains led to a significant increase
in folate contents of the dough compared with both the unfermented (0 h) and the traditional
ben-saalga. This clearly revealed folate production by the L. plantarum 6.2 and L. fermentum
8.2 used as folate producers. Folate contents of precooked paste inoculated with the two
combinations of strains were similar to that reported by Greppi, Saubade, et al. (2017) using

L. fermentum 8.2 alone.

Back slopping fermentation led to a similar increase in the folate contents of the porridges as
in fermentation using starter cultures. This increase in folate content may be due to the
production of folate by naturally occurring yeasts and LAB present in the traditional
spontaneous fermentation and used as inoculum. Counts of microorganisms in the fermented
dough prepared using the back slopping process indeed showed the presence of yeasts and
LAB. Numerous studies have shown that yeasts can also significantly increase (up to 700%)
the folate content of cereal fermented products (Hjortmo, Hellstrom, and Andlid 2008;
Kariluoto et al. 2014). In addition, a symbiotic relationship between yeasts and LAB

concerning folate production was recently reported by Greppi, Saubade, et al. (2017) in
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fermented pearl-millet porridge, since the use of the combination of selected microorganisms
is more efficient than folate producing LAB alone. The only difference between the two
processes is including a precooking step in the case of back slopping. Such a positive effect of
precooking alone was unexpected and further studies are necessary to explain it. Yet,
spontaneous fermentations have been shown several times to lead to highly variable products
in terms on nutritional quality and microbial composition, the choice of inoculation with

selected microorganisms would be preferred (Saubade, Hemery, et al. 2017).

We deliberately used the conditions developed by Songré-Ouattara et al. (2009; 2010) which
target 15-17 g DM/100g using amylolytic LAB to ferment pearl-millet. We obtained
porridges with slightly less DM content than expected. However we presume that the main
reason for differences between samples at the beginning of the fermentation was the milling
conditions, which to be consistent to what was done in TPUs was wet milling in communal

mills. We cannot exclude that some DM may have been lost during this step.

Based on joint recommendations by the World Health Organization (WHO) and the Food and
Agricultural Organization (FAO) of the United Nations (UN), folate requirements, expressed
as recommended nutrient intakes (RNIs) of most of the population including adolescents,
adults and the elderly are 400 ng of folate per day (FAO/WHO 2005). However, a dose of 65-
300 ug of folate per day would satisfy the folate requirements of infants and young children
(FAO/WHO 2005). A food is considered to be a good source of folate when it contributes at
least 15% of daily recommended intake (EC Regulation 1924 2006). Based on this definition,
traditional ben-saalga is far from being a good source of folate. In this study, one 200 g
portion of the porridges prepared using precooking and inoculation by back slopping or with
both combinations of LAB strains would represent 15% RNIs for infants aged 6-12 months or
children aged 1-3 years. This portion can be consumed by infants and young children owing
to the functional gastric capacity of 30 g / kg of body weight (BW) / meal (WHO 1998).
However, Mouquet-Rivier et al. (2016) recently reported that mean intakes of ben-saalga
consumed by the 6-9-month-old and the 15-20-month-old children ranged from 7.6 to 19.7
g/kg of BW / meal in Burkina Faso. This was below the functional gastric capacity of 30 g/kg
of BW/meal, suggesting that portions of fermented porridges prepared with inoculation would
cover far less than the 15% of daily recommended intake of folate. The development of a
cereal-based fermented porridges enriched in folate, even though promising, needs to be
further refined. For example, based on previous findings, the use of co-cultures of folate

producing LAB and amylolytic LAB to ferment pearl-millet, combined with the use of
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legume seeds such as groundnuts or soybean, which contain folate and other useful nutrients
(protein, lipids, etc.) could be further explored (Songré-Ouattara et al. 2009; Songré-Ouattara
et al. 2010). The optimisation of the duration of fermentation should also be taken into

account.

5. Conclusion

This study showed that the use of two starter cultures previously isolated from pearl-millet
fermented slurry, and combined with amylolytic LAB strains, may increase the folate content
of cereal-based fermented porridges. Back slopping is a potentially advantageous alternative

way to improve the folate content of cereal based fermented foods.

Disclosure statement

The authors declare no conflict of interest

Acknowledgments

This work was carried out in the framework of the FolEA project, which is part of the ERA-
Net «Developing African-European joint collaboration for Science and Technology»
(ERAfrica), financially supported by the European Commission under the 7" Framework

Programme.

The authors would like to thank Dounia Gueye, Nelly Fioroni and Oboulbiga Bahanla Edwige

for their help with the experiments.

149



3. Diversité microbienne d’aliments céréaliers fermentés consommeés
en Afrique et en Europe

3.1. Introduction

D’apres les résultats de la partie précédente, la fermentation contrdlée du ben-saalga par
I’utilisation des souches L. fermentum 8.2 et L. plantarum 6.2 a permis une augmentation des
teneurs en folates de 130-180%. Ces résultats suggerent que ces BL, préalablement isolées du
ben-saalga, sont capables de synthétiser des folates au cours de la fermentation des aliments.
A Tlinstar des souches productrices de folates utilisées dans la partie précédente, de
nombreuses fonctions d’intérét nutritionnel sont aujourd’hui reconnues a plusieurs acteurs de
la fermentation des produits céréaliers produits dans les contrées africaines ou européennes
(Alexandraki et al. 2013). Par exemple, dans une récente publication, en plus du potentiel de
synthese des folates par le microbiote du ben-saalga, mise en évidence dans les métagénomes
de cet aliments, d’autres fonctions d’intérét nutritionnel dont le potentiel génétique de
synthese de la riboflavine, de I’hydrolyse de 1’amidon, et de la dégradation des polyphénols
ont été aussi reconnues aux acteurs de la fermentation de cet ACF (Saubade, Hemery, et al.

2017).

Aujourd’hui, sur la base des fonctions d’intérét nutritionnel des microorganismes, certains
acteurs de la fermentation dont les BL sont utilisés pour la production d’aliments bio-fortifiés
en L-alanine, en vitamines, en exopolysaccharides, en acides gras essentiels, en enzymes et en
probiotiques ou pour la production de bactériocines ou de composés aromatiques
(Alexandraki et al. 2013; Leroy and De Vuyst 2004; Liu, Han, and Zhou 2011). Il est aussi
connu que le microbiote des ACF peut jouer différents roles bénéfiques pour ’'Homme. En
effet, les ACF peuvent étre une source de microorganismes probiotiques bénéfiques. Les
effets probiotiques démontrés dans la littérature sont principalement la stimulation du systéme
immunitaire, la prévention et la réduction de l’intensité et de la durée des épisodes

diarrhéiques et la réduction de I’intolérance au lactose (Rijkers et al. 2010).

L’évaluation du potentiel nutritionnel du microbiote des ACF et la compréhension de leur
effet santé a été révolutionnée par I’avenement des nouvelles techniques de séquencage de
I’ADN permettant de caractériser rapidement ce microbiote. Les acteurs de la fermentation
des ACF sont dominés par les BL bien que la présence des levures ne soit pas négligeable
(Tamang, Watanabe, and Holzapfel 2016). Les BL des ACF appartiennent principalement aux

genres Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
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et Weissella (De Vuyst et al. 2009; Guyot 2010; Moroni, Arendt, and Bello 2011). Bien que
les acteurs de la fermentation des ACF soient bien connus en général, 1’essentiel des travaux
d’étude de la diversité microbienne concerne les ACF largement consommés dans les pays
occidentaux comme le pain a base de seigle, de blé, d’orge et d’avoine (Tamang, Watanabe,
and Holzapfel 2016), laissant de c6té les nombreux ACF comme les bouillies ou les pate
solides ou semi-solides faites a base de sorgho, de mais, ou de mil qui sont des aliments de
base ou bien des ressources économiques importantes pour beaucoup de consommateurs en

Afrique.

Dans cette partie de ma these, la diversité microbienne de sept ACF dont six produits en
Afrique (Burkina Faso et Ethiopie) et un produit en Finlande a été déterminée. Parmi les six
ACEF, I’évolution de la communauté bactérienne a été déterminée dans quatre sous-produits du
ben-saalga incluant les produits de trempage, de broyage et de fermentation. Dans tous les
cas, les indices de diversités intra et interspécifiques ont été calculés et les communautés
bactériennes ont été comparées selon la provenance géographique, le procédé de fermentation

et la matiere premicre.

Les principaux résultats de cette partie ont ét€ valorisés sous forme d’une ébauche d’article

qui sera soumis dans LWT-Food Science and Technology.
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Abstract

A total of seven traditional cereal-based fermented foods were sampled at production units
located in Burkina Faso, Ethiopia and Finland. We used metagenomic-based 16S rRNA gene
amplicon sequencing to analyze the microbial communities present in these fermented foods.
The microbial communities of the studied fermented foods exhibited high relative abundance
of lactic acid bacteria which were the main actors of these foods fermentation, whatever the
raw materials, the producers, the geographic origin and the fermentation process. The genera
of lactic acid bacteria including Weissella, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, and
Enterococcus were shared by all studied foods. However, within (alpha) and between (beta)
fermented foods microbial diversity were different depending on the food type. Fermented
foods from Burkina Faso displayed both high alpha and beta diversity as compared to other
foods from Ethiopia and Finland. This divergence resulted in the presence of some potentially
pathogenic bacteria, namely, Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Escherichia, Erwinia,
Klesiella, and Acinetobacter in some cereal-based fermented foods from Burkina Faso. The
presence of these pathogenic bacteria in some foods from Burkina Faso could be linked to the
handling during food processing and the use of wet milling using community mill. The

pathogenic bacteria were reduced by fermentation.

Key words: Burkina Faso, Cereal-based fermented foods, Ethiopia, Finland, Microbiota.
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1. Introduction

Cereals are used world-wilde as staple foods (Nout 2009). A large proportion of the world
cereals production is processed by fermentation prior to consumption (Nout 2009).
Traditionally, maize (Zea mays) / sorghum (Sorghum vulgare) / rice (Oryzae sativa) / millet
(Pennisetum glaucum, Eleusine coracana) (semi)-cooked doughs and porridges are the main
sources of many fermented foods in Africa, while wheat / barley-based breads are a staple diet
in Europe (Nout 2009; Tamang and Samuel 2010). These cereals-based fermented foods
(CBFF) are developed using different processes which are typical to different geographical
areas (Blandino et al. 2003). For example, in many African countries, the production of CBFF
is still largely a traditional art and generally depends on a spontaneous or fermented by
naturally occurring microorganisms while in European countries this is done using different
manufacturing processes which can include the use of starter cultures (Omar et al. 2006;
Blandino et al. 2003; Galati et al. 2014). In many developing countries located in Africa, the
processing of cereal into fermented foods is the main low cost way to improve food safety and
these foods represent a local solution to nourishment, and health maintenance for local

populations (Oyewole 1997).

CBFF like other fermented products are the hub of consortia of microorganisms (Tamang,
Watanabe, and Holzapfel 2016). Microorganisms are present in CBFF either as natural
indigenous microbiota or starter cultures used for their functional properties (Franz et al.
2014; Stevens and Nabors 2009). Due to the potential of microorganisms for nutritional
enhancement of fermented foods and the fact that their consumption may improve health,
extensive studies on the properties of functional microorganisms spontaneously occurring in
fermentation have been reported (Liu and Tong 2017). Many genera/species of
microorganisms have been reported in relation to various CBFF from different countries of
Africa and Europe (Tamang, Watanabe, and Holzapfel 2016). The types of microorganisms
occurring during the fermentation process appears to depend on the processing, producer,
season, and geographical area and with respect to the raw materials used (Nguyen et al. 2013).
For example, even though L. plantarum has been reported as the dominating lactic acid
bacteria (LAB) at the final stages of several cereal-based fermented foods (Nout 1980;
Kunene et al. 2000; Humblot and Guyot 2009), no isolates of L. plantarum were found in

fura, a millet-based spontaneously fermented dumpling (Owusu-Kwarteng et al. 2012).
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On the microorganisms present in CBFF around the word, LAB are frequently identified as
the predominant bacterial genera throughout the fermentation process, including
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, and
Weissella (Tamang, Watanabe, and Holzapfel 2016). Some of the LAB have one or more
enzymatic activities of functional interest in nutrition such as a-amylases, phytases, or o-
galactosidases (Songré-Ouattara et al. 2008). Based on their function of interest during
fermentation, some LAB have been engineered for the production of L-alanine, vitamins,
exopolysaccharides, bacteriocins and aromatic compounds (Alexandraki et al. 2013)

metabolizing the chemical components of raw materials (Nguyen et al. 2013).

Since the publication of the first paper on 16S rRNA gene profiling of food bacterial
communities by high throughput sequencing (Humblot and Guyot 2009), more than 120
studies have been published in the literature (De Filippis, Parente, and Ercolini 2017). Despite
a growing understanding of the ecology of microorganisms of many fermented foods, detailed
investigations of bacterial community variation in African CBFF remain scarce. The data
available on the microbial diversity of African fermented foods are mainly done by culture-
dependent methods (Humblot and Guyot 2009), with strong biases in the identification if
microorgansims that can play major or minor functional roles in production of fermented
foods. It is therefore necessary to acquire a better and more accurate understanding of the

microorganism community in traditional cereal-based fermented from various regions.

The objective of the present study was to estimate the diversity and variation of the native
bacterial communities among 7 traditional CBFF originating from two African countries
including Burkina Faso and Ethiopia and one European country which is Finland using high
throughput 16S rRNA sequencing. In Burkina Faso and in Ethiopia, the different CBFF
samples were collected from traditional production units while in Finland this was done from

manufacturing level.

2. Material and methods

2.1. Cereal-based fermented food preparation and sampling

The different characteristics and operational conditions of the seven cereal-based fermented

foods samples covered in this study can be seen in Table 29.
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Ben-saalga is a traditional fermented porridge made from pearl-millet (Pennisetum glaucum),
and often used as complementary food for young children in Burkina Faso and in many West
African countries (Mouquet-Rivier et al. 2008). This porridge was prepared according to a
traditional processing (Tou et al. 2006). Briefly, pearl-millet grains were soaked, then sorted,
washed and drained before wet-milling. The paste of milled grains was filtrated through a
piece of muslin, with addition of water, to remove the draff. The filtrated batter was left to
rest for 10 to 24h at ambient temperature (26.8-31.0°C), to allow decantation and
fermentation to occur. After decantation, the liquid supernatant was separated from the thicker
fermented paste. The paste was boiled and depending of the producer, part of the supernatant
could be discarded and replaced by water, to reduce the sour taste. The fermented paste was
added to the boiling supernatant and cooked. Water could be added to adjust the texture of the
porridge. Three replicates were collected in four traditional production units (TPUs) of
Ouagadougou, capital city of Burkina Faso. Sampling was performed at different steps of ben-
saalga preparation including soaked pearl-millet (Bs-Sm), paste of milled soaked pearl-millet

grains (Bs-Pm), fermented paste (Bs-Fp) and supernatant (Bs-Sp).

Fura (Fu) is a semi-solid dumpling fermented food made from pearl-millet commonly
consumed in many West African countries particularly in Nigeria, Ghana and Burkina Faso
(Jideani et al. 2001). Fu dough was prepared according to a traditional processing (Jideani et
al. 2001). Briefly, its processing comprised the following steps: winnowing, dehulling,
sorting, washing, draining of the grains followed by drying, before dry milling. The flour was
then blended with spices and lukewarm water, and this dough was kneaded and molded into
dough balls that was left to ferment (fermentation time depending on the TPU, varying from
1h to 12 h). These fermented dough balls were then boiled for around 30 min and — while still
hot — the cooked dough was pounded into a sticky cohesive mass. This Fu dough was molded
again into smaller balls that were dusted with flour before selling in ready-to-eat form which
can be consumed in different ways: as it is or as a porridge by crumbling Fu dough and
mixing it with ben-saalga, fermented milk, or water with sugar. Fu sampling was done on the

ready-to-eat form from three TPUs of Ouagadougou at also three separate occasions.

Injera is a fermented pancake widely consumed by the Ethiopian population as a staple food
(Baye et al. 2013). It is often prepared from tef (Eragrostis tef) according to a traditional
processing (Yetneberk et al. 2004). The procedure involved milling whole tef grain into a
flour, preparation of a dough, and fermentation of the dough using back slopping (a batter

from a previous batch) and fermenting at room temperature for 48 h. In this study a total of 60
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tef dough (Td) samples were collected from ten subcities of Addis Ababa, capital city of
Ethiopia. From each sub city, two households were randomly selected and a total of twenty
households were included. From each household, Td samples were collected on three separate

occasions.

The majority of rye in Finnish diet is consumed as sourdough fermented bread baked from
whole meal rye flour. Sourdough is classically made by mixing rye flour and water and
allowing it to ferment (Kariluoto et al. 2004). A total of 13 rye sourdough (Rs) samples were

collected from small bakeries.

All Samples were stored at -20 °C until DNA extraction.
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Tableau 29. Information of CBFF samples used in this study.

Number
Country/collection Site CBFF Description of samples  Sample codes  Fermentation
Producers Samples
Soaked pearl millet .
) Bs-Sm Spontaneous (soaking) 4% 12
grains
Paste of milled soaked Be.p Spontaneous (Soaked 4 .
s-Pm
Burkina Ben-saalga i1t grains milled flour)
Faso/Ouagadougou
Fermented paste Bs-Fp Spontaneous 4% 12
Supernatant Bs-Sp Spontaneous 4% 12
Fura Fura dough Fu Spontaneous 3% 9
Ethiopia/Addis Ababa  Injera tef dough Td Back slopping 10%* 60
Finland/Helsinki Rye bread Rye sourdough Rs Back slopping 13 13

* From each producer, CBFF samples were collected on three separate occasions
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2.2. DNA extraction

A total of 20 g of each CBFF sample were processed using serial centrifugation to eliminate
starch and to pellet the bacteria. The final pellet was then washed one more time in 0.9 %
(w/v) NaCl. DNA was extracted from the pellets using the Wizard genomic DNA purification
kit (Promega, Charbonnieres, France) with an additional lysis step using an amalgamator with
zirconium beads (VWR, Fontenay-sous-Bois, France) as described previously (Turpin,
Humblot, and Guyot 2011). Briefly, the cells were firstly lysed with 0.1-mm-diameter
zirconium beads for 30 s, followed by 1 h of incubation at 37 °C with lysozyme (40 kU;
Eurobio) and mutanolysin (10 U; Promega). According to the manufacturer’s instructions, cell
lysis was completed with the Nuclei lysis solution (Promega). RNA was removed with the
RNase solution (Promega) and proteins with the Protein Precipitation solution (Promega).
DNA was precipitated with isopropanol and washed with 70 % ethanol. DNA quality was

checked by separation on an agarose gel, followed by ethidium bromide staining.

2.3. PCR amplification for 16S rDNA

PCR conditions were the same as those described in Turpin, Humblot, and Guyot (2011). The
V3-V4  hypervariable region was amplified using the primers 338F (5°-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) and S5I18R (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’)
(Muyzer, Dewaal, and Uitterlinden 1993).

The amplicons from each sample were used for Illumina paired-end sequencing. Paired-end
sequencing (2x300 bp) was performed on an Illumina MiSeq platform by Eurofins MWG
GmbH (Ebersberg, Germany).The sequencing company provided the raw reads as fastq which
were demultiplexed according to the 2x8 bp index code with 1 mismatch allowed. Each
output directory produced by sequencing company using a software bc12fastq provided read 1

and read 2 fastq files for each samplelD.

2.4. Rarefaction and Sequence analysis

The paired-end fastq demultiplexed sequences were imported into the Quantitative Insights
Into Microbial Ecology 2 program (QIIME2, ver. 2018-2, https://qiime2.org/) with the casava
1.8 paired-end demultiplexed fastq. The quality filter, trim, denoise, and merge the data were
performed using the Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADA?2). Based on the

interactive quality plots tab (prior to quality filtering), the following criteria were used in
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quality filtering: i) any base from the beginning of the each sequence was trimmed off as they
seemed to display a high quality; ii) each sequence was truncated at 200 bp reads as the
quality began to drop off around this position for forward and reverse reads. Chimeric
sequences were removed using the consensus method. Total-frequency-based filtering in
QIIME2 was used to filter samples whose total frequency was an outlier in the distribution of
samples frequencies. Fives discarded samples with a total frequency less than 20000 were
distributed, on each, across three different cereal-based foods including two intermediary
products of ben-saalga (unfermented and fermented paste) and rye sourdough. The
Greengenes 99% operational taxonomic unit (OTU) was used to assign taxonomy to all
ribosomal sequence variants. Contaminating mitochondrial and chloroplast sequences were
filtered out of the resulting feature table. The remaining sequences were aligned with MAFFT
and used for phylogenetic reconstruction in Fast Tree. The diversity metrics were calculated
using the QIIME2 diversity plugin. The sampling deph used for these calculations was 34079
as this was chosen based on the number of sequences in the DADA?2 feature table summary.
This value allowed to retain all samples in the diversity metrics calculation. Alpha diversity as
a function of sampling depth (alpha rarefaction) was done using the QIIME2 diversity alpha-
rarefaction visualizer with 84 000 as a maximum sampling depth. This value was around the

median frequency given in the DADA?2 feature table summary.

2.5. Statistical analysis

Principal component analysis and hierarchical clustering analysis were conducted within the

R statistical environment (http://www.Rproject.prg/).

3. Results
3.1. Characteristics of samples sequences tags

A total of 13 977 792 reads were generated by Illumina MiSeq platform from the 120 CBFF
foods samples with an average sequence length of 107 521 (minimum: 902; maximum: 154
654). Following quality control including trimming, denoising, chimera and contaminating
mitochondrial and chloroplast sequences removal, 10 461 143 sequences with an average
sequence length of 82 371 were obtained (minimum: 34 079; maximum: 125 202), which
were then subjected to further down-stream analysis. These sequences were further assigned

to a total of 877 OTUs (as defined by 97% sequence similarity).
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3.2. Communities richness

Alpha diversity values of the CBFF were measured by both the observed OTUs (a qualitative
measure of community richness) and Shannon’s diversity index (a quantitative measure of
community richness) (Figure 12). The number of OTUs and Shannon index were the highest
in the Bs-Pm samples and the lowest in sample Rs. The differences between the Bs-Pm and
the six other CBFF, on the one hand, and between the Rs and the rest of CBFF, apart from Fu
were statistically significant (P < 0.05) for Shannon’s diversity index. However, no significant
differences were found among the seven CBFF for observed OTUs index. Rarefaction
analysis based on Shannon’s diversity index were shown in Figure 13, which indicated that
the recovered sequences commendably represented the diversity of the bacterial communities

in the samples because the rarefaction showed approximation to a plateau.
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Figure 12: Alpha diversity of the microbiomes of cereal-based fermented foods based on
Shannon’s diversity index and observed OTUs
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Figure 13: Alpha rarefaction curve based on Shannon’s diversity index

3.3. Between samples comparisons

The differences in community structures between CBFF samples were visualized using two
phylogeny-based beta-diversity measures: Jaccard distances (Figure 14A) and unweighted
UniFrac distances (Figure 14B). The principal coordinate analyses (PCoA) of bacteria
structure clearly differenciated clustering by food sample type, indicating that the bacterial
communities from each type of food have a great variation from one to another. Td samples
were clustered together at the middle left corner of the plot (A) and slightly scattered
alongside the right corner of the plot, indicating a similarity among all Td samples. However,
the latter collected in Ethiopia showed a high dissimilarity with other food samples collected
in Burkina Faso and Finland. The CBFF samples collected in Burkina Faso and Finland
appear scattered and mainly located in the right part of the plot in figure 3A and in the left
part of the plot in figure 3B, indicating a slight dissimilarity among them.
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Figure 14: PCoA score plot representation of the microbiota of CBFF based on Jaccard distance (A) and unweighted UniFrac distance
(B).

Each point represents the composition of the microbiota of one cereal-based fermented food sample from each country.
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3.4. Characterization of the bacterial community structure of the studied foods samples

At genus level (Figure 15A), thirty four genera were clearly identified among all CBFF
samples. Among these, the dominance belong to seven genera including Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Lactococcus, and Streptococcus. These
major genera were all LAB and constituted almost exclusively the bacterial community of
CBFF from Ethiopia and Finland. On the other hand, other genera with a non-negligible
relative abundance coexisted with the LAB in the CBFF from Burkina Faso. This included
Bacillus, Klebsiella and, Staphylococcus in Fu, Clostridium, Sphingomonas, Klebsiella and
Acinetobacter in Bs-Sm and Bs-Pm, Comamonas and Erwinia in Bs-Pm, and Klebsiella in

Bs-Fp.

There are considerable differences in the relative abundance of genera between CBFF
samples. Even if five genera including Weissella, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
and Enterococcus were shared by all CBFF samples whatever the country source, their
relative abundance varied in relation to both CBFF and country. In Td from Ethiopia, 98% of
identified genus belong to Lactobacillus, while the main genus found in Rs from Finland was
Leuconostoc (38 %), followed by Pediococcus (14 %), Lactobacillus (10%) and Enterococcus
(2%). In Fu from Burkina Faso, Weissella was the most represented genus (53%). Bs-Fp and
Bs-Sp, resulting from the settling step of ben-saalga preparation, displayed almost the same
profile of major genera. In these products, Weissella was the main genus (Sp (42 %), Bs-Fp
(29 %)) followed by Pediococcus (Bs-Sp (19 %), Bs-Fp (30%)), Lactobacillus (18% in both
product) and Lactococcus (Bs-Sp (14 %), Bs-Fp (12 %)). In Bs-Sm and Bs-Pm, Pediococcus
(23% and 25% respectively) and Weissella (26% and 27% respectively) were found to have a

relatively high importance.

At species level (Figure 15B), a total of twenty seven species were clearly identified. From
these identified species, fourteen were LAB species which belong mainly to the Lactobacillus
in 8/14 identified species. Among the Lactobacillus, the most comonly identified sepcies were
Lactobacillus agilis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus delbrueki, Lactobacillus salivarius
(in all the intermediate products of ben-saalg and Fu), Lactobacillus helveticus (specy shared
by all CBFF samples apart from Bs-Sm), and Lactobacillus paralimentarius (in Td).
Streptococcus luteciae was also found in all the intermediate products of ben-saalga and in

Fu.
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The other identified species were excluisvely in CBFF from Burkina Faso including Bs-Sm,
Bs-Pm, and Fu. Bacillus flexus, Staphylococcus sciuri, Erwinia dispersa, Klebsiella sp.,
Acinetobacter guillouiae, Acinetobacter rhizosphaerae were identified in Bs-Sm, Bs-Pm and
Fu. Escherichia coli and Pseudomonas mexicana were present in Bs-Pm. In the Bs-Fp,

Klebsiella sp. was also found.
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Figure 15. Relative abundance of bacterial taxa in the cereal-based fermented foods

samples at the genus (A) and species (B) levels.
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4. Discussion

Opverall, the microbial communities of the different CBFFF showed that the main actors of
fermentation are LAB whatever the raw material, regions of foods processing, the
fermentation conditions used to produce CBFF and the producers. This is consistent with
already-known patterns in the microbial ecology of cereal-based fermented foods (De Vuyst
et al. 2009; Guyot 2010; Moroni, Arendt, and Bello 2011). However, differences were found
in the composition of LAB communities and their relative abundance in relation to the raw

material, producers, geographic and fermentation conditions.

The microbial communities of studied CBFF were previously elucidated using culture- and
sequencing-based methods. A 16S rRNA sequencing method has shown the predominance of
LAB, mainly represented by members of the Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, and
Weissella genera in the fermentation process of ben-saalga (Humblot and Guyot 2009).
However, the microbial diversity of the intermediate products of ben-saalga has never been
investigated before. Overall, our results showed that, whatever the intermediate products of
ben-saalga, the main actors of fermentation are LAB. Indeed, LAB genera including
Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Streptococcus, Lactococcus and
Lactobacillus (L. agilis, L. brevis, L. delbruecki, L. paralimentarius, L. Salivarius) were
shared by all the intermediate products of ben-saalga. This is in line with the microbial
communities of cereal-based fermented foods (De Vuyst et al. 2009; Guyot 2010; Moroni,
Arendt, and Bello 2011). These findings are also not a surprise as, fermentation of ben-saalga
is lactic acid fermentation (Tou et al. 2007; Mouquet-Rivier et al. 2008). For the Bs-Sm and
Bs-Pm, a variety of other bacteria, including Staphylococcus (S. sciuri) Enterobacteriaceae
such as Klebsiella sp., Erwinia (E. dispersa), Escherichia (E. coli), Pseudomonas (P.
Mexicana), Acinetobacter (A. guillouiae, A. rhizosphaerae) were found. These bacteria are
well known to be potentially pathogenic bacteria in the literature. For example, S. sciuri may
cause skin infections, food poisoning, toxic shock syndrome and septic shock (Darby 2005;
Laskin and Lechevalier 1977). E. dispersa and E. coli are present in the human gut and are
opportunistic pathogens (Darby 2005; Laskin and Lechevalier 1977). P. Mexicana, A.
guillouiae and A. rhizosphaerae are widely distributed in nature and may be pathogens
(Darby 2005; Laskin and Lechevalier 1977). The presence of these potentially pathogenic
bacteria may result from the storage and the wet milling conditions in small community
milling units i.e., wet milling in the open air without any safety precautions (Tou et al. 2006).

Nevertheless, at the end of the fermentation step most were no longer detected, which 1is
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consistent with the reported effect of lactic acid fermentation, which inhibits the growth and

survival of food-borne pathogens (Nout and Motarjemi 1997).

Culture-based methods have shown the predominance of LAB in the fermentation process of
Fura (Owusu-Kwarteng et al. 2010; Owusu-Kwarteng et al. 2012). Owusu-Kwarteng et al.
(2010) detected seventy (70) LAB isolates grouped into five genera belonging to
Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc, and Enterococcus with
Lactobacillus as the dominant genera. In 2012, 862 LAB isolated from MRS by Owusu-
Kwarteng et al. (2012) were characterized by rep-PCR fingerprinting and showed also the
presence of Weissella genera, in addition to those previously detected (Owusu-Kwarteng et al.
2010; Owusu-Kwarteng et al. 2012). LAB species commonly involved in the Fura
fermentation are Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Weissella confusa,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus paraplantarum (Owusu-Kwarteng et al. 2010; Owusu-Kwarteng
et al. 2012). We found the same bacterial communities and in addition, identified in relative
high abundance another variety of bacteria in fura such as Bacillus (Bacillus flexus) not
previously detected. As previously reported by Owusu-Kwarteng et al. (2010), fura can be
contaminated by potentially pathogenic bacteria such as Klebsiella pneumonia, Proteus
vulgaris, Enterobacter sakazakii, Serratia liquefaciens and Escherichia coli. In this study, the
microbial community of fura revealed a contamination by potentially pathogenic bacteria
such as Staphylococcus (S. sciuri), Pseudomonas (P. Mexicana), and Enterobacteriaceae
including E. dispersa and Klebsiella sp. The presence of these potential contaminants in the
fura is not a surprise since this product is exposed to excessive human handling during
preparation and sale (Jideani et al. 2001). Umoh et al. (1990) have previously isolated
Staphylococcus aureus from fura bought at different markets in Nigeria in numbers ranging
between 4.5 x 10° and 4.3 x 10* CFU/mL (Umoh, Adesiyun, and Gomwalk 1990). This

highlight the need to improve the standard of hygiene during manufacture and sale of fura.

Culture investigation of Td showed the predominance of LAB in the fermentation process,
mainly Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc and Streptococcus, even if low numbers of
Enterococci was also reported (Fischer et al. 2014; Nigatu and Gashe 1998). Our results
confirmed the presence of Lactobacillus, and Leuconostoc. No Pediococcus and
Streptococcus were not found. However, we idenfied Lactococcus, and Weissella at high
relative abundance and low number of Enterobacteriaceae which are opportunistic pathogens

bacteria. The presence of the latter in Td may be introduced into the food as the result of
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cross-contamination of utensils, use of contaminated water or introduction by food handlers at

any time before, during or after fermentation or baking.

Numerous studies have shown that the Rs bacterial community is dominated by LAB, mainly
belonging to Lactobacillus genera such as L. helveticus, L. panis, L. pontis L. amylovorus, L.
sanfranciscensis, L. paralimentarius, L. plantarum, even if Acetobacter sp. and a member of
the ErwinialEnterobacter/Pantoea group were also found in some samples (Scheirlinck et al.
2008; Viiard et al. 2013). Rs bacterial community detected in our research belonging all to
LAB mainly Lactobacillus at 98%, and Pediococcus, Leuconostoc, Weissella. In Finland,
bakeries maintained their own sourdoughs by back slopping procedure, and the latter has been
reported to be a potentially tool of the LAB selection most adapted to the substrate (De Vuyst
and Neysens 2005; Kariluoto et al. 2004).

Overall, in the present study, high-throughput sequencing showed that there was a wide
diversity of bacterial communities and species richness in the studied CBFF. Even though,
most of the bacterial communities and species richness detected in our CBFF was in line with
that of most of traditional CBFF in the literature. Some microbial variabilities were
nevertheless observed between studied CBFF and those previously reported in literature data.
For example, our results using Illumina MiSeq sequencing highlighted Lactococcus, and
Weissella at high relative abundance in the Td samples which were never previously reported
(Nigatu and Gashe 1998; Fischer et al. 2014). Besides, Bacillus detected in the fura was never
reported elsewhere (Nigatu and Gashe 1998; Fischer et al. 2014). Different factors could
explain this microbial variabilities. For example, use of culture-based methods is limited to
detect some living bacteria due to selective cultivation and isolation of bacteria and may
ignore several non-culturable microorganisms (Tamang et al. 2016). Previous studies have
demonstrated on numerous CBFF including pearl millet slurries, and sourdoughs prepared
from cereals, pseudocerals and cassava that the raw materials, the processing and the origin of
samples may have an impact on the composition of the microbiota (Humblot and Guyot 2009;

Vogelmann et al. 2009; Turpin et al. 2011; Saubade et al. 2018).

In this study, high-throughput sequencing was exploited for the first time to directly identify
microbial communities occurring in all studied CBFF from Africa as compared to approaches
used for profiling microbial communities of the same CBFF in the literature (Nigatu and
Gashe 1998; Owusu-Kwarteng et al. 2010; Owusu-Kwarteng et al. 2012; Fischer et al. 2014).

Although, this approach is believed to overcome problems associated with selective
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cultivation and isolation of bacteria from fermented foods, this can also carry limits. For
example, Pediococcus and Streptococcus were not detected in any samples of Td contrary to
what has been previously reported using culture-based methods (Fischer et al. 2014; Nigatu
and Gashe 1998). As reviewed by Ercolini (2004), molecular techniques can carry biases. For
example, the choice of the primer couple and the fragment to target may have an impact on
some members of bacterial communities. Ercolini et al. (2003) demonstrated in Stilton cheese
that the presence of Leuconostoc could be revealed only by analysing the region V4-V5 of

the 16S rRNA while the species were not detected when the region V3 was targeted.

In conclusion, our study characterized the bacterial communities of some traditional cereal-
based fermented foods commonly consumed in different African and European countries, and
showed that the main actors of fermentation are LAB, mainly Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Weissella, Enterococcus, Streptococcus, and Lactococcus. The use of wet
milling using community mill, lead to a contamination by potentially pathogenic bacteria,

which are reduced by fermentation.
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Chapitre 5: Discussion générale et perspectives
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La question de recherche de cette theése était la suivante : « Comment augmenter la
contribution des aliments céréaliers fermentés a la couverture des besoins en vitamines B9
(folates) des populations africaines? Pour répondre a cette question, le statut en folates des
groupes vulnérables (femmes en age de procréer et jeunes enfants), ainsi que les stratégies de
lutte contre les carences en folates dans le contexte africain ont été évalués a travers une étude
bibliographique. Ensuite, une caractérisation des teneurs en folates des aliments céréaliers
fermentés les plus consommés dans la région de I’Afrique de I’Ouest a été réalisée, ainsi
qu’une estimation de I’influence des procédés de transformation et de la bioaccessibilité. Pour
estimer la faisabilité d’augmenter la contribution des aliments céréaliers fermentés a la
couverture des besoins en folates des populations africaines, nous avons proposé€ aussi un
procédé amélioré de production d’aliments céréaliers fermentés de meilleure qualité
nutritionnelle en folates en utilisant une combinaiseon de souches de BL aux propriétés
intéressantes. Enfin, nous nous sommes intéressés au microbiote des aliments céréaliers

fermentés communément consommés en Afrique.

Dans I’étude bibliographique de cette these, le point sur le statut en folates des populations
vulnérables (femmes et enfants) en Afrique ainsi que sur les stratégies en cours pour lutter
contre les carences en folates montre la nécessité d’améliorer les ingérés en folates des
populations. L’amélioration des ingérés en folates nécessite au préalable la connaissance des
teneurs en folates des aliments couramment consommés par la population ainsi que des

procédés de préparation des aliments et leur impact sur les folates.

A cet effet, 7 aliments composés de pates gélatinisées a base de mais décortiqué (akassa) ou
non (doncounou) ou a base de sorgho (kaffa), de beignets frits a base de mil (massa), des
boulettes de pate a base de mil cuites (fura), et des bouillies a base de mil contenant des
grumeaux (ben-kida) ou non (ben-saalga) ont constitué notre échantillon de travail. La
bioaccessibilité des folates présents dans ces aliments a été déterminée. Le procédé de
préparation de chaque aliment collecté a été décrit. Une étude bilan-matiere a permis
I’identification des étapes des procédés de transformation susceptibles d’influencer les teneurs

en folates de ces aliments.

Globalement, les matieres premieres étaient plus riches en folates que les produits transformés
suggérant un effet procédé sur les folates dans les produits transformés. Cet effet procédé était
a la fois productrice-dépendant, jour-dépendant et aliment-dépendant. L’effet procédé

occasionnait plus de pertes que de gains en folates dans les produits transformés. Les pertes
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en folates variaient de -44 a -59% pour les bouillies fermentées, de -3 a -53% pour le fura, de
-59 a -76% pour le massa, de -22% pour le doncounou et de -11 a -13% pour ’akassa. La
faible teneur en folates des produits transformés observée pourrait €tre due a un apport
exogene d’importantes quantités d’eau accasionnat un effet dilution sur la teneur finale en
folates dans les produits transformés. C’est par exemple le cas des bouillies a base de mil
contenant des grumeaux (ben-kida) ou non (ben-saalga ; teneur en folates variable de 1,8 a
2,9 ug/100g MF) et de des pates gélatinisées a base de mais décortiqué (akassa ; teneur en
folates variable de 1.8 a 3.1 ug/100g MF) dont la teneur en matieres seches était la plus faible.
Toutefois I’effet dilution n’était pas la seule cause des pertes en folates dans tous les procédés
de préparation des aliments. Certaines étapes identifiées dans le descriptif du procédé de
chaque aliment étaient aussi susceptibles d’impacter négativement la teneur en folates. C’est
par exemple le cas du décorticage (akassa, fura), du séchage solaire (fura, massa) et de la

friture (massa).

Deux des aliments étudiés (I’akassa et le kaffa) avaient une teneur en folates plus importante
que celle de leur céréale de départ, mais la teneur dans les aliments tels que consommés
étaient tout de méme tres faible. L’effet procédé dans ce cas-ci paraissait bénéfique sur les
folates dans les produits finis avec un gain en folates de +78% (akassa) et de +66% (kaffa).
Ce gain pourrait résulter d’une production des folates au cours de la fermentation. D’apres de
nombreuses revues, les fermentations naturelles permettent généralement d’augmenter la
teneur en folates des aliments (Blandino et al. 2003; Galati et al. 2014; Singh et al. 2015;
Saubade, Hemery, et al. 2017).

Quant aux résultats de 1’étude bilan-matiere, ils n’étaient pas toujours cohérents avec ceux
d’une récente étude similaire sur le méme aliment produit en conditions contrdlées (Saubade
et al. 2018). Par exemple, a ’opposé du gain en folates de +26 a +31 % dans le mil apres
trempage rapporté par ces auteurs (Saubade et al. 2018), une perte en folates de -16 a -50%
dans le mil trempé a été rapporté dans notre étude. Cette incohérence entre nos résultats et
ceux de ces auteurs pourrait résulter des conditions réelles de trempage du mil au sein des
UTPs, différentes de celles mises en place au sein du laboratoire. Dans leur étude, le trempage
était réalisé a température et a durée constantes, 37°C et 16h respectivement, favorables a un
début de germination, a 1’origine d’une production de folates au cours du trempage (Jagerstad
et al. 2005; Kariluoto et al. 2006; Katina et al. 2007). Au sein des UTPs, ces conditions
(temperature et durée) n’étaient pas controlées. Aussi, dans le présent travail, un gain en

folates variable de +15% a +27% résultant de la fermentation a été rapporté. Ce gain en
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folates était productrice-dépendante. Au regard du potentiel génétique de synthese des folates
des acteurs de la fermentation du ben-saalga rapporté par Turpin, Humblot, et Guyot (2011)
sur une collection de 155 souches de BL isolées du ben-saalga, et confirmé par Saubade et al.
(20108) sur des métagénomes du méme aliment, et en s’appuyant aussi sur la capacité
prouvée des acteurs de la fermentation de cet aliment a produire des folates dans des bouillie
de mil fermenté (Greppi, Saubade, et al. 2017), nous pensons pouvoir affirmer que ce gain en
folates résultait d’une production de folates par les acteurs de la fermentation du ben-saalga.
La différence de nos observations d’avec celles de Saubade et al. (2018) pourrait étre lie a
une différence du microbiote des bouillies fermentées en laboratoire par rapport a celui en
présence dans la fermentation des bouillies collectées au sein des UTPs, la capacité de
production des folates par les acteurs de la fermentation étant souche et espece dépendantes

(Saubade, Hemery, et al. 2017).

La bioaccessibilité des folates des aliments céréaliers fermentés traditionnels Africains n’avait
jamais été auparavant étudiée. La bioaccessiblité des folates dans les aliments étudiés était
tres variable d’un produit a lautre, et comprise entre 23% et 81%. Toutefois, 3 profils
différents de bioaccessibilité semblent se dégager des résultats de la digestion in vitro : les
folates étaient faiblement bioaccessibles dans 1’akassa, le fura et le kaffa (20-30%),
moyennement bioaccessibles dans les bouillies fermentées de mil (30-60%), et la
bioaccessibilité des folates était plus élevée dans le massa et le doncounou (60-90%). Ce
profil de bioaccessibilité suggere clairement un effet matrice alimentaire sur la bioaccessiblité
des folates, lié a 1) la teneur en folates totaux dans I’aliment, ii) la structure des matrices
alimentaires qui conditionnent la vitesse de digestion de la fraction glucidique dans les
aliments céréaliers (Lovegrove et al., 2017 ; Mishra et Monro, 2012) et qui a pu influencer la
libération des folates au cours de la digestion, et iii) la stabilité des vitameres au cours des
étapes de la digestion. On peut noter que les deux types d’aliments présentant la meilleure
bioaccessibilité (le massa et le doncounou) étaient produits a partir de céréales completes
(mais ou mil) et présentaient une structure semi-solide ou solide. La présence de particules
d’enveloppes externes des grains et la texture plus compacte, moins prompte a Etre
hydrolysée, a pu jouer un effet protecteur des folates contre 1’acidité gastrique au cours de la
digestion. Dans les matrices céréalicres, les folates sont généralement sous forme de
polyglutamates reduits, présentant des stabilités chimiques variables en milieu acide (Arcot et
al., 2002; Konings et al., 2001). Seyoum et Selhub (1998) ont montré que les formes réduites

de folates (dérivés dihydro- et tétrahydro) dans les aliments étaient principalement détruites
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en milieu acide (Seyoum and Selhub, 1998). Les formes sensibles aux pH acides ont donc
davantage de risque d’étre dégradées au cours de I’étape gastrique de la digestion des
aliments. Ringling et Rychlik (2017) ont ainsi rapporté qu’au cours d’une digestion in vitro en
présence d’enzymes digestives a concentration physiologique, le Hafolate est quasiment
intégralement dégradé, et le 5-CHs-Hafolate est quasiment totalement dégradé en 1’absence
d’acide ascorbique. Ces auteurs ont montré que la bioaccessibilité des folates dans divers
aliments (44% pour des épinards et 21% pour du germe de blé) dépend donc en partie des

vitamere présents.

La contribution des aliments étudiés a la couverture des besoins journaliers en folates des
enfants, elle était faible dans 1’ensemble. Seulement 2 a 8% et 32 a 74% des besoins
journaliers en folates des enfants non allaités et allaités, respectivement, pourraient étre
couverts par la consommation des aliments étudiés. Ces données suggerent globalement de
potentiels déficits des ingérés en folates via la consommation des aliments céréaliers
fermentés en Afrique de 1’Ouest. Toutefois les résultats de la contribution des aliments étudiés
a la couverture des besoins en folates devraient étre nuancés en raison des pratiques
alimentaires et nutritionnelles en place en Afrique. En effet, les aliments étudiés ne sont
jamais consommés en 1’état par la population. Par exemple, les plats familiaux (doncounou,
akassa et kaffa) se mangent toujours accompagnés d’une sauce de 1égumes-feuilles dont les
apports en folates n’ont pas été pris en compte dans cette étude. En effet, les Iégumes-feuilles
sont présentés dans la littérature comme de bonnes sources en folates (WHO 2008). En outre,
les galettes de mil (massa) et les bouletes de mil (fura) sont généralement consommées
délayées soit dans du lait ou dans les bouillies de mil sans grumeaux (ben-saalga) ou avec
grumeaux (ben-kida) (Icard-Verniere et al. 2010). Toutefois, eu égard de leur forte fréquence
de consommation par toutes les couches sociales y compris les plus pauvres, toute

amélioration de leur valeur nutritionnelle est nécessaire.

En conclusion, les 7 aliments investigués dans cette partie de la thése ne sont pas de bonnes
sources en folates. En outre, les folates de certains de ces aliments sont peu bioaccessibles.
Cela suggere que les ingérés en folates des populations vulnérables (femmes et enfants) en
Afrique de 1’Ouest, via la consommation de ces aliments, sont susceptibles d’étre faibles. Est-
il donc possible d’améliorer ces ingérés, en améliorant les teneurs en folates des aliments via

la fermentation, par I’utilisation des souches de BL productrices de folates?
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Nous avons effectué des essais de production du ben-saalga, inoculé avec des souches de BL
productrices de folates. Les souches productrices de folates ont été co-inoculées avec des
souches amylolytiques pour obtenir une bouillie de meilleure qualité énergétique. L.
fermentum 8.2 et L. plantarum 6.2 ont été utilisées comme souches productrices de folates et
L. plantarum A6 et L. fermentum MW?2, comme souches amylolytiques. Les souches
productrices de folates étaient issues d’une collection de 155 souches de BL préalablement
isolés du ben-saalga (Turpin, Humblot, and Guyot 2011) et leur choix s’appuyait sur leur
capacité a produire des folates aussi bien en milieux de culture que dans les bouillies de mil
fermenté (Greppi, Hemery, et al. 2017; Greppi, Saubade, et al. 2017). L. plantarum A6 et L.
SJermentum MW?2 ont été respectivement isolés d’aliments fermentés a base de tubercules et de
céréales (mawe) du centre ou de 1’Ouest de 1’ Afrique (Giraud et al. 1991; Agati et al. 1998).
Leur choix s’appuyait sur leur habilité a hydrolyser 1’amidon, principal constituant des
matrices amylacées (Giraud et al. 1991; Agati et al. 1998). Une production du ben-saalga
selon le procédé traditionnel ou par pied-de-cuve a été aussi réalisée comme bouillie contrdle.
Apres 24 heures de fermentation, toutes les cultures starters ont permis une augmentation
significative de la teneur en folates du ben-saalga (L. plantarum 6.2 + L. fermentum MW2 :
7,1 ng/100 g MF ; L. fermentum 8.2 + L. plantarum A6 : 7,3 ng/100 g MF), contre une teneur
de 4,2 ng/100 g MF dans le ben-saalga traditionnel). Le pied-de-cuve a aussi permis une
augmentation de la teneur en folates (6,1 pg / 100 g MF). La cuisson était sans effet sur la
teneur en folates des bouillies finales. Une augentation similaire de la teneur en folates avait
été rapportée par Greppi, Saubade, et al. (2017) avec la souche L. fermentum 8.2 seule ou en
co-culture avec des levures en 4 heures de fermentation du ben-saalga. De nos résultats, les
souches de BL productrices de folates ont été aussi capable de produire des folates en 24
heures de fermentation, soit la durée de fermentation communément pratiquée par les

productrices au sein des UTPs (Tou et al. 2006).

Selon 1'0Organisation mondiale de la santé (OMS) et selon 1'Organisation des Nations Unies
pour l'alimentation et l'agriculture (FAO), les apports journaliers recommandés en folates
(AJR) pour la majorité de la population sont de 400 pg de folates par jour (FAO/WHO 2005).
Toutefois une dose journaliere de 65-300 pug devrait satisfaire les besoins des jeunes enfants
(FAO/WHO 2005). II est aussi admis qu’un aliment se définit comme une bonne source en
folates s’il contribue au moins a 15% des AJR (EC Regulation 1924 2006). Partant de ces
données, une portion de 200g de bouillies préparées par pied-de-cuve ou par inoculation de

cultures starters pourrait couvrir 15% des AJR des enfants agés de 6-36 mois. Une telle
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portion est consommable par les enfants eu regard de leur capacité gastrique de 1’ordre de 30
g / kg de poids corporel (PC) / repas (WHO 1998). Toutefois, de récentes études ont rapportés
des ingérés journaliers du ben-saalga par les enfants de 15-20 mois variable de 7,6 a 19,7
g/kg PC / repas au Burkina Faso (Mouquet-Rivier et al. 2016). De tels niveaux d’ingérés ne
peuvent founir 15% de couverture des besoins journaliers en folates aux enfants, souligant le
besoin de toujours raffiner ce procédé afin d’optimiser d’avantage les teneurs en folates de cet

aliments.

En perspective, une optimisation de la durée de fermentation par une approche de la cinétique
de la fermentation, et 1’adjonction au mil de 1égumineuses afin d’augmenter les teneurs en
matiere seche en méme temps que celles des folates sont des pistes explorables. En effet, de
précédentes études ont abouti a une augmentation des teneurs en matieres seches du ben-
saalga avec des combinaisons mil-soja, mil-arachides (Songré-Ouattara et al. 2009; Songré-
Ouattara et al. 2010). En outre, plusieurs autres solutions inventoriées dans une récente revue
comme la prise en compte des précurseurs de synthese de folates (1’acide para-amino-
benzoique, la guanosine triphosphate et le glutamate), des composés inhibiteurs de croissance
comme le NaCl, ou encore des pré biotiques comme le sorbitol et le mannitol etc. (Saubade,
Hemery, et al. 2017) dans le procédé de préparation du ben-saalga amélioré pourraient
davantage accroitre les teneurs en folates dans I’aliment final. Toutefois, tous les efforts
d’amélioration des ingérés en folates chez les enfants devraient étre conjugués a la
sensiblisation des meres a offrir aux enfants une alimentation de complément équilibrée et
variée, en tenant compte de la disponibilité alimentaire, des capacités économiques du
ménage et des habitudes alimenaires, obstacles majeurs a la diversification du régime

alimentaire en Afrique (Semba 2012).

Dans la derniere partie de la these, les métagénomes de 160 échantillons de sept aliments
céréaliers dont 5 provenant du Burkina Faso (mil trempé, broyat du mil trempé, pate
fermentée et surnageant, fura), un de I’Ethiopie (pate fermentée de I’injéra) et un de la
Finlande (pate fermentée du pain de seigle au levain) ont été investigués pour décrire les
populations bactériennes se développant dans ces aliments. Globalement, I’analyse des
résultats de séquencage a révélé une forte dominance des BL quel que soit les aliments et leur
origine. Quatre genres de BL étaient communs aux sept aliments. Il s’agissait des genres
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella et Lactococcus. Globalement, ces genres
étaient cohérents avec le microbiote habituel des aliments céréaliers fermentés rétrouvé dans

la littérature (De Vuyst et al. 2009; Guyot 2010; Moroni, Arendt, and Bello 2011). Toutefois,
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certaines présences ou absences de bactéries dans les aliments n’étaient pas toujours
cohérentes avec les données de la littérature. Par exemple, dans la pate fermentée de ’injera
en provenance d’Ethiopie, les genres Pediococcus et Streptococcus n’ont jamais été détectés
dans la présente étude. Cependant, dans le méme aliment, nous avons identifié d’autres
bactéries non rapportées par certains auteurs (Fischer et al. 2014; Nigatu and Gashe 1998).
C’est I’exemple des bactééries appartenant aux genres Lactococcus et Weissella détectés avec
une abondance relative élevée et des entérobactéries qui sont des bactéries potentiellement
pathogenes. Ces différences entre les populations bactériennes des aliments céréaliers
fermentés rapportées dans cette these et celles de la littérature pourraient €tre liées a des biais
méthodologiques. Par exemple, ces auteurs ont procédé a I’isolement et a I’identification du
microbiote de cet aliment sur des milieux de cultures susceptibles de sous-estimer la diversité
despopulations microbiennes existantes (Ercolini 2004). Outre la méthode d’analyse de la
biodiversité des populations microbiennes, d’autres parametres comme, la méthode de
collecte des échantillons, la variation du procédé d’un pays a un autre ou d’un atélier a un
autre, et la variabilié des microorganismes apportés par la matiere premicre peuvent aussi
expliquer cette variabilité des populations bctériennes rapportées lors de cette theése par

rapport aux données de la littérature (Humblot an Guyot (2009).

Les aliments en provenance du Burkina Faso avaient les indices de diversité alpha et béta les
plus élévés, suggérant une diversité plus importante des communautés bactériennes.
Cependant elle était liée a une contamination des aliments. Des germes potentiellement
pathogenes du genre Staphylococcus, Clostridium, Sphingomonas, Comomonas, Erwinia,
Klebsiella, Acinetobacter et Pseudomonas ont été détectés dans le broyat du mil trempé. Cette
contamination résultait du broyage humide effectué dans les moulins publics. Toutefois, la
proportion de ces bactéries non désirables a été réduite a I'issue de la fermentation. Cette
réduction par la fermentation était cohérente avec la capacité des BL a inhiber la croissance
des bactéries pathogenes par la production d’acide lactique ou de composés antimicrobiens
comme les bactériocines au cours de la fermentation (Beuchat 1997; Caplice 1999). Des
entérobactéries potentiellement pathogenes du genre Erwinia, Klebsiella, Acinetobacter et
Pseudomonas ont aussi été identifiés dans le fura. Cette présence de bactéries résulterait
d’une contamination liées aux conditions traditionnelles de préparation et de
commercialisation de cet aliment (Jideani et al. 2001). Umoh et al. (1990) avaient aussi

détecté des bactéries pathogenes dont I’espece Staphylococcus aureus sur des échantillons de
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fura au Nigéria a des taux variables de 4.5 x10* 4 4.3 x10* CFU/mL (Umoh, Adesiyun, and
Gomwalk 1990).

A Burkina Faso, et partout en Afrique, I'environnement de production et de vente des aliments
dits de rue i.e des aliments préts a €tre consommés, préparés et vendus par des vendeurs
ambulants ou fixes dans la rue ou dans les lieux publics (FAO 1998), est souvent insalubre a
cause de la présence d'insectes, de la proximité de toilettes publiques, de caniveaux d'eaux
résiduaires, de flaques d'eau a odeur désagréable envahissante (Barro et al. 2003). Plusieurs
travaux ont montré que les produits proposés ne sont pas toujours salubres (Danwson, and
Canet1991 ; FAO/OMS 1990 ; Umoh, and Odobal999 ; Barro et al. 2003). Par exemple,
Barro et al. (2003) ont montré la présence d’un microbiote bactérien pathogéne composé de
différents germes comme les staphylocoques, les coliformes, les salmonelles, les shigelles et
les streptocoques. Les bactéries pathogenes présentes dans les aliments sont responsables de

nombre de maladies dont les maladies diarrhéiques d’origine microbienne.

La plupart des BL identifiées dans les CBFF lors de cette theése peuvent avoir des effets
favorables sur I’état nutritionnel de I’Homme. Les effets favorables de ce microbiote relevés
dans la littérature incluent 1I’immunostimulation, 1’amélioration de la digestion et de
I’absorption, la syntheése de vitamines, I’inhibition de la croissance de bactéries
potentiellement pathogenes, la réduction du cholestérol et la diminution des tensions

abdominales due a la formation de gaz (Wallace et al. 2011).

En conclusion, cette theése a permis de générer des données, jusque la inexistantes, sur les
folates dans les aliments céréaliers fermentés africains tels que consommés. De ces résultats,
les aliments céréaliers fermentés étudiés sont pauvres en folates. Ces faibles teneurs en folates
ont de multiples causes qui cependant €manent principalement de leur procédé de
transformation. La bioaccessibilité des folates est tres variable, relativement faible et
influencée par les caractéristiques des matrices alimentaires. La faible bioaccessibilité des
folates des aliments céréaliers fermentés associée aux nombreuses pertes de ceux-ci pendant
les procédés traditionnels de préparation génerent un écart entre les besoins journaliers
recommandés et les apports actuels des folates via la consommation de ces aliments en 1’état
au sein de la population. Il ya donc un besoin d’introduire des améliorations des procédés
traditionnels afin d’augmenter les ingérés en folates pour les populations, notamment les plus
vulnérables comme les femmes et les jeunes enfants. Le procédé d’amélioration des teneurs

en folates développé dans cette étude donne des résultats concluants mais nécessite toujours
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une optimisation afin de couvrir au moins 15% des besoins journaliers recommandés des
jeunes enfants. Cette optimisation devrait désormais prendre en compte 1’introduction
d’autres produits localement disponibles en Afrique comme les légumineuses dont les
arachides, le soja, le niébé etc. dans les essais d’inoculation avec une prise en compte de la
cinétique de fermentation. En attendant une mise au point effective de ces récommandations,
quelques actions peuvent €tre réalisées afin de préserver au mieux les folates des matieres
premieres qui sont déja a des niveaux satisfaisants. Il s’agit entre autre de standardiser les
étapes des procédés de préparation des aliments céréaliers fermentés par le respect des temps
de trempage, de fermentation, et de cuisson. Toutes les opérations de transformation devraient
s’effectuer dans des enceintes closes a 1’abri du soleil. Les volumes d’eau devraient étre
maitrisés pour éviter les effets dilutions des nutriments dont les folates. L’utilisation de la
combinaison d’une étape de précuisson et d’une inoculation par pied-de-cuve se présente
comme une alternative intéressante et simple a mettre en ceuvre par rapport a 1’utilisation des
souches productrices de folates et ce procédé devrait €tre implémenté dans toutes les unités

traditionnelles de production des aliments céréaliers fermentés.
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Abstract:

Most African countries suffer from maternal and child micronutrient deficiencies. Despite
worldwide public health interventions to address folate deficiencies, data on both the
magnitude of folate deficiencies and responses to address vulnerable groups’ needs are very
scarce. The aim of this review was to identify patterns of maternal and child folate status as
well as current strategies to tackle women and children’s health disorders related to folate
deficiencies in Africa. Published articles or surveys conducted from 2005 to 2018 in Africa
reporting on mean folate intake, prevalence of inadequate intake, and serum folate
concentrations were reviewed. Folate status surveys were identified in eleven countries
among the 54 countries of the African continent. No national data were availabale. Folate
deficiencies among women and children ranged from 0.7 to 86.1% across Africa. The
prevalence of folate adequacy was very low in all countries where food frequency data were
available. Policies or strategies to support the reduction of anemia and neural tube defects
were found to be in place in Africa but their coverage is still limited. The use of some selected
traditional processes is one possible way to increase folate consumption by providing folate-
enriched foods to the population. The use of local materials would help to make folate-rich

foods available for the poorests.

Keywords: Africa, Children, Developing countries, Folic acid, Strategies, Women
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1. Introduction

Folate deficiencies are one of the most prevalent vitamin deficiencies that affect women and
children in all areas of the world (McLean, de Benoist, and Allen 2008). Formerly identified
as a cure for megaloblastic anemia during pregnancy, folate is now viewed as an essential
vitamin for women’s reproduction and for child growth (Tamura and Picciano 2006). Poor
folate status at conception increases the risk of neural tube defects (NTD), possibly pre-
eclampsia and other adverse outcomes (Tamura and Picciano 2006). In low-income countries,
29% of neonatal deaths related to visible congenital abnormalities are attributed to NTD
(Blencowe et al. 2010). In addition, anemia can also be caused by folate deficiency. In 2011,
Africa had the highest proportion of anemia for pregnant women and children under 5 years

old compared to other continents (Black et al. 2013).

Unlike plants and micro-organisms, humans do not have a metabolic system to synthesize
folate, which must thus be aquired entirely from dietary sources(Zhao, Matherly, and
Goldman 2009). Typical folate intakes are not always optimal in the diets of many women of
childbearing age and of children, and folate intake is further limited by poor bioavailablity
and losses during cooking (McNulty 1995). The global prevalence of folate deficiencies
worldwide is not known precisely, but is even more marked in Africa, where most data are
derived from local surveys which are not representative of the general population (McNulty

1995; McLean, de Benoist, and Allen 2008).

Different options exist to reach the daily dose required for effective prevention of folate
deficiencies. These include dietary diversification, folic acid fortification or supplementation
with folic acid. Supplementation with folic acid is very efficient and since the US Food and
Nutrition Board recommended folic acid supplementation for pregnant women, it has
substantially reduced pregnancy-induced severe folate deficiency (Blencowe et al. 2010).
Policies for fortification of cereals with folic acid have been implemented in several
industrialised countries, and have significantly reduced the incidence of NTD (Food Safety
Authority of Ireland 2006). Some African countries have also chosen to fortifiy foods and to
use folic acid supplements, but programme coverage is often low (FFI 2017). This is due to
the low level of education of women and children in many places and also to the limited
access to public health services and fortified foods for the poorest populations, who mainly

rely on their own products for domestic consumption (MacIntyre et al. 2002).
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Recommendations for folate intakes differ slightly from one country to another, but the World
Health Organization (WHO) and the Food and Agricultural Organization (FAO) of the United
Nations (UN) issued joint recommendations (Table 1) (FAO/WHO 2005). Folate
requirements, expressed as recommended nutrient intakes (RNI) of most of the population
including adolescents, adults and the elderly are 400 pg of folate per day (FAO/WHO 2005).
However, a dose of 65-300 pug of folate per day would satisfy the folate requirements of
infants and young children (FAO/WHO 2005). For lactating and pregnant women, 500-600
ug of folate per day should be enough to cover their needs (FAO/WHO 2005).

Table 1. Estimated average requirements (EAR) and recommended nutrient intakes (RNI) of
folic acid expressed as dietary folate equivalents, according to age group (FAO/WHO 2005)

Target population Age groups  EAR (ug/day) RNI (pg/day)

0-12 months* 65 80
1-3 years 120 150
Infants and children

4-6 years 160 200

7-9 years 250 300

Adolescents 10-18 years 330 400
Adults 19-65 + years 320 400
Pregnancy 15-49 years 520 600
Lactation 15-49 years 450 500

Based on a human milk intake of 0.75 L/day

An adequate diet rich in folate is the mainstay. However, in populations where it is unlikely
that diet will provide the recommended intakes of this nutrient, addressing folate deficiencies
must include supplementation and fortification with folic acid (WHO 2008). The WHO
recommends periconceptional use of folic acid supplements (WHO 2009). Folic acid can be
taken alone or combined with iron or other prenatal vitamins. In population groups where the
prevalence of anemia is above 20% among women of reproductive age, combined folic acid
and iron supplementation should be administered weekly to all women of reproductive age to

prevent anemia (WHO 2009).
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In this context, this paper reviews current information available on maternal and child folate
status in the African countries for which data were available. We also examined the current
response of each country to address maternal and child folate needs and the food processing

techniques which could be used to enhance the natural folate content of food in Africa.

1. Availability of data

This review was designed to identify maternal and child folate status in the last decade in
Africa. Published articles and surveys conducted between 2005 and 2018 reporting on mean
folate intake, prevalence of adequate intake, or serum folate concentrations were reviewed.
The indicators used to assess folate status included folate intake (ug/day), prevalence of folate
adequacy (%), and prevalence of low serum or plasma folate concentrations (%). In the eleven
countries identified in the literature, five assessed serum/plasma folate concentrations (Rohner
et al. 2014; Harvey-Leeson et al. 2016; Haidar, Melaku, and Pobocik 2010; Wirth et al. 2016;
Korkalo et al. 2015), five estimated the adequacy of folate intake (Becquey and Martin-Prevel
2010; Arsenault et al. 2014; Kennedy et al. 2010; Fiorentino et al. 2016; Balogun, Lombard,
and McLachlan 2015; Caswell et al. 2018), while both folate intake and serum folate were
reported in only one country (Shahab-Ferdows et al. 2015). In addition, the threshold used in
the different surveys varied from 6.8 to 10 nmol/L. Owing to the wide variability of
informations per country and the low final sample size, the prevalence of folate deficiencies

among countries is not compared in this review.

2. Folate status of women and children in Africa

Among the eleven African countries for which data was available, five assessed folate status
only for women of reproductive age while others assessed folate status either for children or
both women and children (Table 2). No study has been designed to assess the folate status of

the whole population in any country of Africa in the last 10 years.
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Table 2. Prevalence of folate deficiencies in women and children in African countries

Folate status

Target . Age groups . Thresholds FD =Folate Deficiency (%)
population Countries in years Sample size Study method (nmol/L)* FI= Folate intake (ug/d) References
PA=Prevalence of Folate adequacy (%)
(Becquey and
15-49 178 24-hour dietary recall NA FI=253; PA= 12 Martin-Prevel
Burkina Faso 2010)
15-49. 4574 455" 24-h dietary recall NA FI= 150% 276" ; PA= 5% 20° (irlse;(?ilzltt)et
(Shahab-
Cameroon 15-49 900 Plasma folate assessment; 24-h dietary recall 10 FD =17.3; PA=41; FI=285 Ferdows et al.
2015)
Cote d’Ivoire 15-49 734 Plasma folate assessment 10 FD=86.1 (Rogl(l)eiigt al.
ratic ; (Harvey-
Women Democ;ag ¢ Republic 18-45 641¢ 7964 Serum folate assessment 6.8 FD=0.7°-1.0¢ Leeson et al.
o ~ongo 2016)
(Haidar,
Ethiopia 1549 970 Serum folate assessment 10 FD=31.3 Melaku, and
Pobocik 2010)
Mali 15-49 102 24-h dietary recall NA Fl= 131; PA= 0 (Kengg%)et al
Mozambique 14-19 448 Serum folate assessment 10 FD=4.1 (Koré(g }(;)e tal.
Sierra Leone 15-49 871 Plasma folate assessment 10 FD =79.2 (W12I(T)ti g)t al.
. 36-59 a b . FI=91% 175° (Arsenault et
Burkina Faso months 425% 448 24-h dietary recall NA PA= 28% 64° al. 2014)
12-59- (Shahab-
Cameroon months 677 Plasma folate assessment; 24-h dietary recall 10 FD=8.4; PA=61; FI= 136 Ferdows et al.
2015)
Ethiopia 4-15 74 Serum folate assessment 10 FD =139 (Herrza(;iloi)et al.
Children Senegal 5-17 545 24-h dietary recall NA Fl=50; PA : 0 (F;"lr‘z*})“fg; e
(Balogun,
, ; . . ; Lombard, and
_ e. f — e . f. g h ’
South Africa 12-36 months 55¢ 65 Food frequency questionnaire NA FI= 84.2¢ ; 92.8" ;97.2¢8 98.2". McLachlan
2015)
Zambia 4-8 200 24-h dietary recall NA PA=43 (Ca%‘}%ft al.

#Lean season; "Post-harvest season, “South Kivu, “Kongo central, °Girls in Avian Park, ‘Girls in Zweletemba, £Boys in Avian Park , "Boys in Zweletemba; * Thresholds used to delineate normal from deficient values for the concentration of folate in

the blood.
NA: Not applicable



3.1. Burkina Faso

In two cross-sectional studies in Burkina Faso, folate was identified as one of the most
problematic micronutrients among children and their mothers (Becquey and Martin-Prevel
2010; Arsenault et al. 2014). According to the first study, only 12% of women aged 15-49
years in the capital city of Ouagadougou had sufficient intakes of folate (Becquey and Martin-
Prevel 2010). The second study showed substantial seasonal variation in the adequacy of
folate intakes among children and their mothers. Folate intakes were significantly higher
during the post-harvest season than in the lean season. The probability of adequacy in women
and children was respectively 0.05 and 0.28 in the lean season, but increased significantly

from the lean to the post-harvest season (Arsenault et al. 2014).

3.2. Cameroon

A cross-sectional survey conducted in Cameroon in 2015 examined the folate status of
women of reproductive age and young children before the beginning of a fortification
programme. Plasma folate concentrations revealed deficiencies in 17.3% of the women and in
8.4% of the children (Shahab-Ferdows et al. 2015). This prevalence did not differ in children
between regions but in women, varied from 13% in the south to 26% in Yaoundé/Douala
(Shahab-Ferdows et al. 2015). The prevalence of inadequate folate intake among women was

59% (Shahab-Ferdows et al. 2015).

3.3. Cote d’Ivoire

In a cross-sectional survey conducted in 2013, folate deficiencies were identified as a severe
public health problem among non-pregnant women of reproductive age. Folate deficiencies
were 86.1% in non-pregnant women of reproductive age (Rohner et al. 2014), and the
prevalence was even higher in urban areas, the highest prevalence (96%) being measured in

the capital city of Abidjan (Rohner et al. 2014).

3.4. Democratic Republic of the Congo

In 2016, a subnational survey indicated the almost complete absence of folate deficiencies in
the mother-child pairs from South Kivu and Kongo Central, as the rate was < 1% in both
women and children (Harvey-Leeson et al. 2016).

3.5. Ethiopia

In 2010, folate deficiencies were assessed in 940 Ethiopian women of reproductive age in

nine out of the 11 regions of the country (Haidar, Melaku, and Pobocik 2010). Folate
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deficiencies were identified in almost half the women of reproductive age (46.1%) (Haidar,
Melaku, and Pobocik 2010). Another study conducted in two districts of Ethiopia showed
that in 2014, 13.9% of the school-aged children surveyed suffered from folate deficiency
(Herrador et al. 2014). Both studies suggested that folate deficiencies are currently one of

main public health problems in Ethiopia.

3.6. Mali

In 2010, a cross-sectional survey, which examined the dietary intake of micronutrients among
women of reproductive age in urban Mali, indicated that the median folate intake (119 ug per
day) was below the estimated average requirement (EAR) (320 pug per day) and the
probability of adequacy for folate was zero (Kennedy et al. 2010).

3.7. Mozambique

In 2015, a cross-sectional study examined the prevalence of deficiencies and dietary intakes
of selected micronutrients including folate in adolescent girls (Korkalo et al. 2015). The
prevalence of folate deficiencies was 4.1% (Korkalo et al. 2015). Significantly lower serum
folate concentrations were found in urban areas than in rural districts. According to this study,

adolescent Mozambican girls are at risk of folate deficiencies.
3.8. Senegal

In Senegal, a cross-sectional survey targeting children registered in state primary schools in
the vicinity of the capital city of Dakar revealed that 100% of children had insufficient folate
intakes (Fiorentino et al. 2016).

3.9. Sierra Leone

A cross-sectional survey conducted in 2016 to assess the magnitude of micronutrient
deficiencies in Sierra Leone showed that 79.2% of women suffered from folate deficiency,
emphasising that folate deficiencies in women are a serious public health problem in the

country (Wirth et al. 2016).

3.10. South Africa

To assess the micronutrient intakes of children, a cross-sectional study was performed in two
communities in Western Cape in 2011 and concluded that folate intakes in children were
inadequate in both communities. The folate intake of more than 20% of the children was more

than 50% below the EAR in both communities (Balogun, Lombard, and McLachlan 2015).
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3.11. Zambia

In Mkushi, a rural district of Zambia, a cross-sectional study which estimated the likelihood
of intake adequacy of fourteen nutrients including folate among 4-8-year-old children,
ascertained that the prevalence of adequate intakes of folate was 43% (Caswell et al. 2018).
This study suggested that the heavily plant-based diet of rural Zambian children provided

inadequate folate to meet recommended nutrient intakes for children (Caswell et al. 2018).

Direct comparison of available data is impossible due to methodologic differences in the
estimation of folate deficiencies. But, among the eleven coutries, all were concerned by strong

folate deficiencies with the exception of Democratic Republic of the Congo only.
4. Current available strategies for the prevention of folate deficiencies

Three strategies exist to prevent folate deficiencies, the use of folic acid supplements, the
consumption of foods fortified with folic acid, and dietary diversification to promote the
consumption of folate-rich foods (Bhutta, Salam, and Das 2013). However, the effectiveness

of each strategy differs depending on the context.
4.1. Use of folic acid supplements

Folic acid is an oxidised synthetic form of folate which is commonly used for nutritional
supplementation (Iyer and Tomar 2009). Fulfilling recommendations for folic acid intakes
presents a particular challenge in low-income countries where unplanned pregnancies are
common and access to folic acid and its cost are serious obstacles (Blencowe et al. 2010).
Data on the implementation of folic acid supplementation programmes are very scarce in
Africa and estimations of the impacts of these programmes are almost non-existant. As can be
seen in the table 3, information on periconceptional folic acid supplementation was available
for 14 African countries, but with considerable variation in programme targets and in the
percentage of pregnant women who follow WHO recommendations. In most African
countries, folic acid supplements are reserved for pregnant women and coverage is low, since
the maximum of women taking folic acid daily during gestation is 63% in only one
country(SPRING/USAID 2016). Elsewhere the percentage ranged from 1.4% to 50%. This
means that supplements alone are unlikely to be effective for primary prevention of NTD.
Consumption of foods fortified with folic acid is an alternative which is consequently more

likely to succeed (Cuskelly, McNulty, and Scott 1999).
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Table 3. Periconceptional folic acid supplementation in some African countries

African region Country Year of study % of women who receive folic acid supplements (400 Beneficiary population of folic acid supplementation
pg/d) during gestation in the national system of providing folic acid
Benin 2011-2012 29 Pregnant women

Women of reproductive age

Burkina Faso 2010 50 Pregnant women

Adolescent girls

Women of reproductive age

West Africa Guinea 2012 41 Pregnant women
Mali 2012-2013 18 Pregnant women
Niger 2012 29 Pregnant women
Women of reproductive age
Senegal 2010-2011 63 Pregnant women
Adolescent girls
Central Africa Cameroon 2011 54 Pregnant women
Congo 2011-2012 43 Pregnant women
Malawi 2010 32 Pregnant women
Rwanda 2010 1.4 Pregnant women
East Africa Tanzania 2010 35 Pregnant women
Adolescent girls
Women of reproductive age
Uganda 2011 39 Pregnant women
Women of reproductive age
South Africa Madagascar 2008-2009 7.6 Pregnant women

Zimbabwe 2010-2011 4.9 Pregnant women

Source: National Anemia Profiles. https://www.spring-nutrition.org/publications/series/national-anemia-profiles (SPRING/USAID 2016).
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4.2. Consumption of foods fortified with folic acid

Fortification or enrichment can be carried out at home (“home fortification”) or during
industrial food processing. Multiple micronutrient powders were recently introduced in many
African countries as part of a “home fortification” programme to fight against multinutrient
deficiencies in children, including folate (De-Regil et al. 2011). This single-dose packet
containing multiple vitamins and minerals includes 150 ug of folate (equivalent to 88 ug of
folic acid) in powder form, which can be sprinkled on any semi-solid food destined for

children (De-Regil et al. 2011).

Different types of programmes for fortification by manufacturers are in place in many African
countries including voluntary and mandatory fortification (Eichholzer, To6nz, and
Zimmermann 2006). Voluntary fortification is when a food company voluntarily adds
nutrients to a food that is not mandated by the governments to be fortified (Allen et al. 2006).
Mandatory fortification is when governments issue laws or regulations that require the
fortification of certain foods (Allen et al. 2006). Due, in part, to the efforts of Food
Fortification Initiative, in 2017 (FFI 2017), wheat flour is fortified with folic acid in 17
African countries, and both wheat and maize flours are fortified in 9 African countries. This
shows that mandatory fortification is adopted at least in 17 countries among the 54 countries
of the African continent and that wheat flour is the main food vehicle used for this
programme. However, wheat is not the most commonly consumed cereal in Africa, where
other cereals such as millet, sorghum, maize, represent the staple foods in many
countries(Guyot 2012; Galati et al. 2014). In addition, wheat flour is imported into most parts
of Africa and is consequently not always accessible to the general population (FFI 2017). The
poorest may also consume their own production, thus avoinding beneficial effects of

fortification (Maclntyre et al. 2002).

4.3. Dietary sources of folate

A varied and diverse diet is the “gold standard” for fighting against folate deficiencies around
the word. Monotonous diets consisting of a limited number of staple foods often lead to
deficiencies in one or more micronutrients including folate (Miller and Welch 2013).
However, to conclude that such and such a component of the human diet can be considered as
a good source of folate, not only its folate content but also the frequency of consumption
needs to be taken into account (Saubade, Hemery, et al. 2017). Foods rich in folate include

liver (136-963 ng/100 g fresh matter), green leafy vegetables (88-187 pg/100 g fresh matter),
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legumes and pulses (140-540 ng/100 g fresh matter), nuts (39-169 ng/100 g fresh matter)
(Saubade, Hemery, et al. 2017). But despite their rather low folate content (26-170 pug/100 g
fresh matter for wholegrain products), other food types including cereals are consumed in

considerable quantities worldwide and thus can be considered as possible sources of folate

(Saubade, Hemery, et al. 2017).

In several African countries, the variety of foods available may be limited due to
agroecological conditions and seasonal effects (Arsenault et al. 2014). Food habits can also be

a great barrier to diversifying the diet (Semba 2012).

5. Other promising ways to increase folate in African foods

Data in the literature showed that some traditional food processing techniques including
fermentation, germination and cereal fractionation could increase the folate content of foods
(Table 4) (Jagerstad et al. 2005). Although most, including fermentation and germination, are
already used in the domestic processing of food in Africa (Blandino et al. 2003), they are
rarely used as a way to increase folate content. It has been shown that fermentation can
effectively increase the folate content of different fermented foods compared with the raw
material since fermented foods can contain up to 7-fold more folate than their non-fermented
counterparts (Saubade, Hemery, et al. 2017). Since some microorganisms may also consume
folate during fermentation, selection of the best agents of fermentation used alone or in
combination, and optimisation of the duration and temperature of incubation are important
criteria (Saubade, Hemery, et al. 2017). Germination can result in 1-3.5-fold more folate than
native grains when carried out under controlled duration and temperature conditions
(Jagerstad et al. 2005). It has been also established that using a combination of germination
and fermentation can have synergistic effects. In addition, the presence of naturally occurring
yeasts of germinated grains may allow further folate synthesis during fermentation (Katina et

al. 2007).

Simple milling and fractionation of the cereal can yield several folate-rich fractions
(Liukkonen et al. 2003). The use of whole grain or the reincorporation of part of the outer
layers which are rich in folate in the food product is another feasible way of natural

fortification of human foods (Jégerstad et al. 2005).

Other processes may also decrease folate content of raw material, and the overall effect of

food processing is rarely taken into account in food composition databases. For example, in
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Ethiopia, folate are not present at all, and many traditional staple foods are endemic to this
country, thus making it impossible to estimate their folate content from other sources. In
Burkina Faso, the effect of fermentation has never been estimated as several staple foods

undergo a fermentation step (Guyot 2012).
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Table 4: Other promising ways to increase folate in foods

Processing techniques ~ Agents/mechanisms  Conditions for success Applications Folate increases References
Fermentation Lactic acid bacteria Selection of strains Cereals and -0.83 to + 2.67-fold* (LAB)  (Jédgerstad et al.
and/or yeasts Combination of strains Vegetables products, +2 to > +7-fold* (yeasts) 2005; Katina et al.
Control of duration and temperature  Fruits -1 to > +2-fold?* (LAB and 2007; Moslehi-
yeasts) Jenabian,
Lindegaard, and
Jespersen 2010;
Saubade, Hemery, et
al. 2017)
Germination de novo synthesis of ~ Control of duration and temperature ~Cereal and vegetable 1 to 3.5-fold® (Jagerstad et al.

folate by cotyledons

products

2005; Katina et al.
2007; Hefni and
Witthoft 2012; Singh
et al. 2015)

Combined germination

and fermentation

Synergistic effects
on folate content

Same conditions of germination
and fermentation

Cereal and vegetable
products

up to 2-fold*

(Katina et al. 2007)

Milling fractionation

Reincorporation of
outer layers, use of
whole grains

Correct separation of milling
fractions

Cereal products

10-fold?

(Jagerstad et al.
2005)

4 As compared to the unfermented foods
® As compared to ungerminated cereals
¢ Fermentatin applied to the germinated wholegrain cereals
4 Differences between inner kernel and bran fractions
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6. Conclusion and future outlook

The data presented in the present review clearly shows that folate deficiencies are a reality
among women and children in Africa and that their prevalence varies widely depending on
the region. However, it is still difficult to draw any final conclusions on the extent of folate

deficiencies across the Africa due to the limited amount of data available.

In the future, the main issues which need to be overcome to accurately assess the magnitude
of folate deficiencies among women and children in Africa and to tackle them are (i)
determining the gap between actual dietary folate intake and recommended intakes for women
and children in all African countries more precisely, (ii) identifying the shortcomings of
strategies currently used in African countries to overcome folate deficiencies, including folic
acid supplements and consumption of foods fortified with folic acid, (iii) understanding and
evaluating folate losses during the different food processing steps in Africa, (iv) finding new

ways to make folate rich foods available to the poorest populations.

We hope that this review will draw the attention of governments in all African countries to the

public health challenge represented by folate deficiencies among vulnerable populations.
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Annexe 2: Lactobacillus plantarum P2R3FA isolated from traditional
cereal-based fermented food improves the folate status of deficient
rats
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Abstract

Screening, isolation and identification of LAB from fermented tef dough were conducted to
study their folate production capability. Total folate contents of the isolated LAB were
determined by microbiological assay using Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469). The
bioavailability of folate produced by the selected LAB was evaluated using a rat depletion-
repletion bioassay. A total of 162 potential folate producing LAB were isolated, 19 of which
were able to grow and produce folate on folic acid casei medium. Total folate content of the
isolates ranged from 1 to 43 pg/L. Four high folate producing isolates were selected, and
based on 16S rRNA sequencing all of them were members of the family Lactobacillaceae
showing 98-100 % sequence identity to L. plantarum. The folic acid deficient diet
supplemented with lyophilized cells of isolated food grade LAB (L. plantarum) was able to
increase the folate concentration in serum and erythrocytes and restore normal blood folate

status of folate-depleted rats.

Key words: Bioavailability, Cereal, Fermentation, Folate, Lactic acid bacteria, Rats
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1. Introduction

Folate is currently one of the most actively studied vitamins. This is mainly due to its well
established role in preventing neural tube defects (NTDs) in the developing foetus, which is
considered as one of the most important nutritional discoveries of the last 50 years (Katan et
al. 2009). NTDs are congenital malformations of the brain and spinal cord caused by failure
of neural tube closure between 21 and 28 days following conception (Blencowe et al. 2010).
Thus, sufficient folate is essential during early pregnancy when the embryo is rapidly growing
and the folate requirement for DNA synthesis and methylation reactions is intense.
Insufficient or suboptimal intake of folate is also classically associated with megaloblastic

anaemia (Laifio et al. 2015).

Folic acid supplementation, food fortification with folic acid and dietary diversification have
been suggested to address the problems associated with folate deficiencies (Bhutta et al.
2013). Though it has been recorded that consumption of the synthetic form of folate (folic
acid) in supplementation and food fortification could prevent up to 75 % of spina bifida and
anencephaly (Bell and Oakley 2009), several studies indicated the health concern over the
serious side effect of absorption of high amount of folic acid (Cuskelly, 2007; FAO/WHO,
2005). Dietary diversification and promoting consumption of folate-rich foods could be one of
the sustainable options to minimize folic acid deficiency consequences. However, these foods
are not always available, depending on the season, and on the geographic, agro-ecological and
socio-economic context (Saubade, Hemery, et al. 2017). In these cases, interest to innovate

sustainable ways of increasing the folate content in the diet is high.

In many African countries, numerous cereal-based staple foods undergo a fermentation step
with numerous microorganisms involved in the processes, including lactic acid bacteria
(LAB) (Guyot 2012). Fermentation, in addition to improving the safety, shelf life, sensory
characteristics, can improve the nutritional value and even health-promoting properties of
fermented foods (Holzapfel, 2002). For example, many studies suggest that fermented foods
contain more folate than the original raw material (Ekinci, 2005 and Forssén et al. 2000). As
reviewed by Saubade, Hemery, et al. (2017) fermented cereal products could significantly

contribute to the daily folate intake in Africa.

Fermentation leads to net production or consumption of folate by the microorganisms
involved in the process (LeBlanc et al. 2011). Yeasts are well known for their ability to

produce folate, but LAB were found to be folate producers and consumers (Saubade, Hemery,
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et al. 2017). Many strains of LAB belonging to different species are able to synthesize folate
in culture media or in food (Saubade, Hemery, et al. 2017). Nevertheless, this is a strain
dependent trait as it has been shown several times that within a species, different strains can
synthesize or consume folate when grown even in the same condition (Saubade, Hemery, et

al. 2017).

In Ethiopia, injera is a fermented pancake widely consumed by the population as a staple food
(Baye et al. 2013). It is often prepared from tef (Eragrostis tef), an ancient cereal crop
indigenous to Ethiopia (Yetneberk et al. 2004). We have recently shown that fermentation,
one of the major processing steps in injera making can increase the folate content of tef dough
up to 48 % (Tamene et al. 2018), suggesting that some microorganisms are able to synthesize
folates. Considering the observed folate content variability of tef dough in traditional
processing units, there is a need to conduct study about microorganisms responsible for folate

production in tef injera fermentation.

Folate bioavailability is defined as “the fraction of the ingested nutrient that is available for
utilization in normal physiologic functions and for storage” (Gregory et al. 2005). It is usually
accepted that the bioavailability of natural folate is lower than the synthetic folic acid used in
supplementation and food fortification (Suitor and Bailey 2000). Nevertheless, the folate
produced by engineered LAB strains were able to compensate the folate depletion in the rat
diet and showed similar bioavailability compared with the synthetic folic acid (LeBlanc et al.

2010).

Therefore, the aim of this research was to screen, isolate and identify folate producing LAB
from the fermentation step of tef injera making. The strain producing highest folate content in
culture medium was selected to evaluate its ability to restore a normal folate status after

depletion in a rat model.

2. Material and methods

2.1. Chemicals

Unless otherwise specified, chemicals used in this work were purchased from Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Switzerland.

2.2. Sampling of tef dough
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In this study a total of 60 tef dough samples were collected from ten subcities of Addis
Ababa, capital city of Ethiopia. From each sub city, two households were randomly selected
and a total of twenty households were included. Detailed observations of injera making in
these households allowed us to generate a standard flow diagram (Tamene et al. 2018). From
each household, tef dough samples were collected on three separate occasions. Immediate
microbiological analysis was done on one aliquot of dough sample for enumeration of
presumptive LAB and isolation of folate producing LAB. After measuring moisture content

and pH, the remaining dough samples were frozen at -20 °C for further folate analysis.

2.3. Enumeration of presumptive LAB

Duplicate samples of tef dough (1 g) were homogenized with 9 mL of sterile 0.9 % saline
solution by using Stomacher 400 Lab Blender (Seward Medical, UK). The homogenates were
serially diluted, and 0.1 mL of subsequent serial ten-fold dilutions were spread plated on De
Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) agar (Merck, Schaffhausen, Switzerland) plates in duplicate.
The plates were incubated under aerobic conditions at 30 °C for 48 h for enumeration of

presumptive LAB.

2.4. Isolation of potential folate producing LAB

In order to have high chance of isolating folate-producing strains, the LAB were isolated and
collected using a selection pressure on culture media without folate but containing folate
synthesis precursors (PABA, guanosine triphosphate) (FACM, Difco, France). Briefly; 1 g of
each dough sample was homogenized in 9 mL of sterile 0.9 % saline solution. The
homogenates were serially diluted, and 0.1 mL of the dilution (10°-10") was inoculated in to
5 mL sterile liquid FACM in duplicate and incubated under aerobic conditions at 30 °C for 48
h.

After incubation, the media showing visible growth (10 and 10°°) were used to be streak
plated on sterile solid FACM (94 g/L casei and 20 g/L agar) and incubated at 30 °C for 72 h.
Plates were prepared in duplicate for each dilution. One plate with the media alone was left

aside and served as a control to verify the absence of contamination.

Single colonies with divergent morphology were picked and restreaked twice on fresh
medium to obtain pure cultures. After morphological examination (cell and colony
morphology and Gram staining), the bacterial strains in liquid media were stored at -80 °C in

80 % glycerol.
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2.5. Analysis of total folate

Bacterial cell suspensions were cultured in 4 mL of FACM (1 % v/v) at 30 °C for 24 h. Total
folate contents of the resulting cultures were determined by microbiological assay on
microtiter plates using L. rhamnosus ATCC 7469 as the growth indicator organism and (6S)-
S-formyltetrahydrofolate (5-HCO-Hafolate, calcium salt) (Merck, Schaffhausen, Switzerland)
as the calibrant (Kariluoto et al. 2004). The sample preparation procedure included heat
extraction followed by tri-enzyme treatment (conjugase, o-amylase and protease).
Deconjugation of folate polyglutamates was done by hog kidney conjugase as reported
previously (Piironen et al. 2008). Two dilutions were made from each sample extract, and
eight levels of calibrant were included into each plate. Plates were incubated for 18 h at 36 °C
and turbidity was measured with a microplate reader at 595 nm. Method performance was
confirmed by analyzing a blank sample and as well as using certified reference material

(CRM 121Wholemeal flour) in each set of samples.

2.6. Identification of isolated folate producing LAB

Morphological identification was performed for all isolates of potential folate producing LAB
and genotypic identification was conducted for high folate producing isolates using

sequencing of 16S rRNA coding genes.

DNA extraction. The isolated LAB were routinely cultured overnight at 30 °C in MRS broth.
The overnight bacterial culture (2 mL) were centrifuged at 10000 X g for 10 min at 4 °C to
pellet the bacteria. The final pellet was then washed one more time in 0.9 % (w/v) NaCl.
DNA was extracted from the pellets using the Wizard genomic DNA purification kit
(Promega, Charbonnie res-les-Bains, France) with an additional lysis step using bead beater
(tissue lyser II, Qiagen, Les Ulis-Courtaboeuf, France) with zirconium beads (Biospect,
Bartlesville, USA) as described previously (Turpin 2011). First, the cells were lysed with 0.1-
mm-diameter zirconium beads for 30 s, followed by 1 h of incubation at 37 °C with lysozyme
(40 kU; Euromededx, France) and mutanolysin (10 U; Sigma, France). According to the
manufacturer’s instructions, cell lysis was completed with the Nuclei lysis solution
(Promega). RNA was removed with the RNase solution (Promega) and proteins with the
Protein Precipitation solution (Promega). DNA was precipitated with isopropanol and washed

with 70 % ethanol. DNA pellets were dried for 15 min at 37 °C using a speedvac (Thermo
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Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). Pellets were then resuspended with 200 uL. of
rehydration solution with overnight agitation at 4 °C. DNA concentration, purity and quality
were confirmed by measuring absorbance at 230, 260 and 280 nm (NanoVueTM, GE
Healthcare, Sweden) and then separated on an agarose gel, followed by ethidium bromide

staining.

Identification of bacterial isolates. For 16S rRNA gene sequencing, primers WO001 (Brosius
et al. 1978; Cibik et al. 2000) and 23S1 (GenBank accession no. J01695) were used to amplify
the 16S rRNA gene, including the intergenic region located between 16S rRNA and 23S
rRNA. PCR products were sequenced by GENEWIZ (Takley-Essex, UK) using the primers
SP3, SP4 and SP5 (Cibik et al. 2000; Weisburg et al. 1991). Gene sequences were aligned
using the Clustal W program to generate a unique consensus sequences. Each sequence was
identified by comparing it with sequences from the Ribosomal Database Project 11 (RDP11)

(http://rdp.cme.msu.edu) and similarity above 97 % was accepted.

2.7. Bioavailability of folate produced by the selected strain.

The most efficient folate producing strain (L. plantarum P2R3FA) obtained from tef dough
was lyophilized and added in to folic acid deficient diet (FADD) (Cat. N° 517812, Dyets,
Bethlehem, PA, USA) of rats for the evaluation of folate bioavailability produced by the
strain. Briefly, the selected LAB strain was grown at 30 °C in MRS agar medium for 24 h. A
colony was picked from each pure culture plate, grown successively in MRS broth. Several
batches of fermentations were performed to obtain the desired amount of cells with
intracellularly accumulated folate. Cells were harvested by centrifugation at 14000 x g/7 min.
The pellet was washed in a 0.9 % sterile saline solution. Subsequently, cells were freeze dried
in dark to prevent folate loss and were homogenously mixed with the FADD. The folate
concentrations of the freeze dried cells were quantified using a microbiological assay method

as described in section 2.5.

2.7.1. Rat depletion-repletion assay

Experimental procedures were performed in accordance to the animal care guidelines of the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the National Research
Council of National Academics (2011). All procedures were approved by Addis Ababa

University Ethical Clearance Review Board. After weaning, a total of 30 male Wistar rats, 3
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weeks old with initial weight 316 + 23 g were obtained from the Ethiopian Public Health

Institute and were housed individually in stainless steel covered plastic cages.

Animals remained under controlled environmental conditions (temperature 22 + 2 °C,
humidity 55 + 2 %) with 12 h light/dark cycles and were allowed free access to food and
water throughout the study. Certified FADD (Cat. N° 517812, Dyets, Bethlehem, PA, USA),
and FADD with 2 mg of folic acid per kg of diet (Control diet) (Cat. N° 517802, Dyets) were
used in this study. Diet composition is listed in Table 1 and the overall experimental protocol

is summarized in Figure 1.

The rats were randomly selected for the study, and were fed with FADD (negative control) for
30 days (depletion period). After the depletion period, ten rats were randomly selected and

sacrificed for red blood cells and serum folate analysis.

The 20 remaining rats were divided into two experimental groups, each containing ten rats
with equal mean weights (depleted-repleted group). The first group of rats was fed with
control diet (positive control group) and the other group was fed with FADD supplemented
with the lyophilized cells having 250 pg of folates per kg of diet (strain group) for 28 days
(repletion phase).

Animal growth (live weight) and food consumption were recorded during the depletion and

repletion periods.
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Table 1. Diets composition

Ingredient Folate-free diet® Control diet” Experimental diet

(g/kg) (g/kg) (g/kg)
L-Alanine 3.5 3.5 3.5
L-Arginine (free base) 11.2 11.2 11.2
L-Asparagine, H20 6.82 6.82 6.82
L-Aspartic acid 35 3.5 3.5
L-Cystine 35 3.5 3.5
L-Glutamic acid 35 35 35
Glycine 23.3 23.3 23.3
L-Histidine (free base) 3.3 3.3 33
L-Isoleucine 8.2 8.2 8.2
L-Leucine 11.1 11.1 11.1
L-Lysine HCI 18 18 18
L-Methionine 8.2 8.2 8.2
L-Phenylalanine 11.6 11.6 11.6
L-Proline 35 35 3.5
L-Serine 35 3.5 3.5
L-Threonine 8.2 8.2 8.2
L-Tryptophan 1.74 1.74 1.74
L-Tyrosine 3.5 3.5 3.5
L-Valine 8.2 8.2 8.2
Dextrin 397 397 397
Sucrose 196.64 196.64 196.64
Cellulose 50 50 50
Corn oil (Stab. With 0.15 % BHT) 100 100 100
Salt mix #210020 50 50 50
Vitamin mix #317759 (Folate free) 10 10 10
Choline chloride 2 2 2
Sodium acetate 8.1 8.1 8.1
Folic acid/Sucrose premix (5 mg/g) _ 0.4 _
Folate/Lyophilized strain (5.7 pg/g) 43.85

Diets based on clifford/koury. Folate deficient L-Amino acid rodent diet.

4Cat. No 517812 (Dyets, Bethlehem, USA)

b Cat. No 517802 (Dyets, Bethlehem, USA)
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Figure 1. Folate depletion-repletion feeding protocol.

NC: Negative control group, rats fed with FADD; PC: Positive control group, rats fed FADD
containing 2 mg folic acid/kg of diet; SG: Strain group, rats fed with FADD supplemented
with lyophilized L. plantarum P2R3FA strain that produce 250 pg of folate/kg of diet. N =
total number of animals per group. n = number of animals used for folate analysis.

2.7.2. Blood samples collection

Animals were anesthetized with an intraperitoneal injection of 3.0 mL of ketamine (10 %
w/v)—xylazine (2 % w/v; 40:60 v/v, Alfasan, Woerden, The Netherlands) per kilogram of
animal weight and bled by cardiac puncture. Blood was transferred into tubes with or without

anticoagulant depending on interest of analysis.

For serum samples, blood without anticoagulant was allowed to clot; and serum was separated
by centrifugation (1500 x g for 10 min). For preparation of whole-blood samples for
erythrocyte folate analysis, an aliquot of blood containing anticoagulant was mixed with 1 mL
of 1 % ascorbic acid solution. The solution was then mixed well by inverting the sample tubes
10 times to lyse the red blood cells. Folate analysis was done for all samples using

micribiological assay as described earlier in section 2.5 without tri-enzyme treatment.

3. Results

3.1. Enumeration of presumptive LAB from tef fermentation

The total count of presumptive LAB ranged from 3.8 x 10° to 1.5 x 10® with an average of 2.5

x 107 colony forming units per gram (cfu/g) of dough (Figure 2). There was a slight intra- and
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inter-household variability on the total number of presumptive LAB but the differences were

not significant (P > 0.05).

LLE+09
1LE+08 -
LLE+07 -
LLE+06 -
LLE+05 -
LLE+04 -
LLE+03 -

LE+02 -

Colony forming units\g

LE+01

LLE+00 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tef dough

Figure 2. Counts of presumptive LAB at the end of tef fermentation. Bars indicate standard
deviation among analytical replicates.

3.2. Isolation and identification of folate producing LAB

A total of 162 potential folate producing LAB strains were isolated from the 60 different tef
fermentation. Phenotypic characterization was done for all of the 162 isolates and the result
showed all of them to be rod shaped and Gram-positive bacteria. Out of the 162 isolated
strains, 19 were able to grow on FACM after 24 h incubation period at 30 °C. After 24 h
incubation period, total folate level was assessed using microbiological assay and it ranged
from 1 to 43 pg/L with strong individual variability (Figure 3). The four highest folate
producing isolates of bacteria, PIR3FB, P2R3FA, P6R3FB and P9R3FB, were selected for
identification purpose. The result of 16S rRNA coding gene sequencing revealed that all of

the four isolates showed 98-100 % sequence identity to L. plantarum.
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Figure 3. Production of folate by 19 LAB isolated from tef dough when incubated at 30 °C,
24 h in FACM. Bars indicate standard deviation among analytical replicates.

3.3. Rat depletion-repletion assay

The total feed intake in the negative control group (660 + 79 g) was significantly lower than
the positive control group (699 + 65 g) and strain group (700 £ 86 g) (P < 0.05). The weight
gained by the negative control group (54 + 20 g) was also significantly lower than the other
two groups and. It is important to consider that the later two groups were 28 days older and
took more feed than the negative control group. The calculated total folate intake by the
positive control group which consumed 2000 pg of folate per kg of diet (1398 + 129 ug) was
significantly higher than the strain group that consumed 150 pg of folate per kg of diet (175 +
21 pg, p <0.05) (Table 2).
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Table 2. Feed and folate intakes and body weight gain values of rats after depletion-repletion assay

Indices Depletion Repletion

Negative control group  Positive control group  Strain group

Total feed intake (g) 660 + 79° 699 + 65° 700 + 86°
Weight gained (g) 54 + 20? 66 + 19° 70 + 19°
Total folate intake (ug) 0 1398 + 129° 175 £212

Negative control group: rats fed with FADD during 30 d; Positive control group: rats fed a FADD
during 30 d followed by 28 d of feeding with a FADD supplemented with 2 mg of folic acid/kg; Strain
group: rats fed a FADD during 30 d followed by 28 d of feeding with FADD supplemented with L.
plantarum P2R3FAstrain that produce 250 pg of folate/kg of diet.

Values are means + standard deviations. Mean values across the treatment groups with different
superscript letters were significantly different (P < 0.05).

The mean folate concentrations in the erythrocytes and serum samples are shown in Figure 4.
Mean folate concentrations in erythrocytes and serum of rats of the three groups were
significantly different (p < 0.05). The depletion period was successful and in which both
erythrocytes and serum folates of all depleted rats were found to be below normal level (< 340

and 6.8 nmol/L), respectively.

Both groups of repleted rats (positive control and strain group) returned to normal
erythrocytes and serum folate levels. The folate concentration in erythrocytes was
significantly higher in positive control group (888 + 86 nmol/L) than in strain group (534 + 29
nmol/L). The same was true for serum samples, where a significantly higher folate
concentration was observed in positive control group (80 = 10 nmol/L) than in strain group

(18 £ 2 nmol/L).
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Figure 4. Folate concentrations determined in serum and erythrocytes after folate depletion-repletion periods.

Negative control: rats fed with FADD during 30 d; Positive control: rats fed a FADD during 30 d followed by 28
d of feeding with a FADD supplemented with 2 mg of folic acid/kg; Strain group: rats fed a FADD during 30 d
followed by 28 d of feeding with FADD supplemented with L. plantarum P2R3FA strain that produce 250 pg of
folate/kg of diet.

Values are means * standard deviations. Mean values with different superscript letters indicate a statistically
significant difference (p < 0.05).

4. Discussion

The few literatures sources on microbial investigation of fermented tef-injera dough showed
the predominance of LAB in the fermentation process even if low numbers of Enterococci,
yeast and mold species were also reported (Nigatu and Gashe 1998; Umeta and Faulks 1989;
Fischer et al. 2014). This was the reason why we focused on LAB count in this particular
work and we confirmed the presence of high number of presumptive LAB. The total count of
presumptive LAB in the 60 dough samples showed small individual variability (3.8 x 10° to
1.5 x 10® cfu/g). The result we got in this work was even somehow higher than the result
reported by Fischer et al. (2014) (10*-10® cfu/g) for total count of LAB in 7 dough samples
(Fischer et al., 2014).
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Interest in isolation and identification of LAB to maximize folate production during
fermentation of food products has significantly developed since 2000 and most of the studies
focused on dairy products. Only a few studies have been conducted on cereal based fermented
products (Saubade, Hemery, et al. 2017). Even with the existing data, due to differences in
methods and media used in different studies, it is often difficult to compare data on total folate
content of LAB. However, the total folate concentration obtained in this study (1-43 pg/L)
was in the range of previously reported folate concentration (0-148 pg/L) of LAB isolated

from different sources and grown in the same FACM (Saubade, Hemery, et al. 2017).

The highest folate producer of our isolates (L. plantarum P2R3FA) was able to grow and
produced total folate of 43 ug/L in FACM. As reviewed by Rossi et al. (2011), L. plantarum
constitutes an exception among lactobacilli, since it is capable of folate production in
presence of para-aminobenzoic acid. Previously reported results on the production of folate by
LAB in culture media have been reviewed and proved the folate production capability of L.
plantarum both on folate containing and folate free media (Saubade, Hemery, et al. 2017).
One L. plantarum isolated from fermented pearl millet and incubated in FACM for 24 h, was
able to produce 44 pg/L (Greppi, Hemery, et al. 2017). Some L. plantarum strains isolated
from fermented milk and pickles were also able to produce up to 108 pug/L folate on FACM
(Laifio et al. 2014; Masuda et al. 2012). Compared to previously reported folate concentration
produced by some other LAB, the folate produced by our strain was higher than the calculated
folate concentration (13-24 pg/L) produced by L. delbrueckii ssp. bulgaricus isolated from
yoghurt and incubated at 37 °C in FACM (Laifio et al. 2012). However it was lower than the
calculated folate concentration (up to 132 pg/L) produced by Streptococcus thermophilus,
isolated from the same yoghurt (Laifio et al. 2012). Therefore, if the culture medium and
incubation conditions keep consistent, folate production capacity of LAB depend on the

specific strains which can be isolated from different sources.

For better understanding of the folate produced by the strain, the bioavailability of folate
produced by our high folate producing isolate (L. plantarum P2R3FA) was assessed using rat
depletion repletion assay. The protocol of rat depleted-repleted bioassay was conducted based
on the model described previously (Clifford et al. 1989). Serum and erythrocytes folate
deficiencies were observed in the rats that were fed with FADD during depletion period for 30
days. This result has indicated that there was no significant folate production in rat gut by
folate-producing micro-organisms that are sometimes present in the indigenous microbiota of

rats (Herbert and Bertino 1967). Both of these deficiencies were reversible because the serum
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and erythrocytes folates returned to normal folate status in both group of rats (rats that were
fed with FADD with 2 mg of folic acid/kg of diet and rats that were fed with FADD
supplemented with lyophilized cells of L. plantarum P2R3FA having 250 ug of folate/kg of
diet) during repletion period of 28 days.

In our study we also observed that, even though the amount of folate consumed by the strain
group (175 + 21.5 pg) was significantly lower than the total folate consumed by the positive
control group (1398 + 129.2 ng), it was able to return the folate status of depleted rats to the
normal serum and erythrocyte folate levels. These results confirmed the potential of the
isolated food grade strain, L. plantarum P2R3FA to restore normal folate level and revert

folate deficiencies.

Interest in administration of food grade folate producing bacteria to improve folate status has
grown and certain studies indicated that the serum, erythrocytes and liver folate concentration
could be increased (Pompei et al. 2007; LeBlanc et al. 2010). For example, our findings are in
agreement with what has been reported by LeBlanc et al. (2010) who studied the
bioavailability of different folates produced by engineered Lactococcus lactis strains using a
rodent depletion— repletion bioassay. They observed that the low amount of folate from L.
lactis strains (250 pg/kg of diet) was able to compensate the folate depletion and showed
similar bioavailability in terms of increasing serum and erythrocytes folate concentration in
animals receiving folate-producing strains compared with commercial folic acid. It has been
also reported by Pompei and his colleagues that administration of food grade folate producing
Bifidobacteria enhanced folate status in wistar rats (Pompei et al. 2007). They observed that
the administration of 2 x 10® live cells of folate producing strains of Bifidobacteria, as
probiotic strains were able to restore normal serum folate of repleted male wistar rats in a
depletion-repletion bioassay but the amount of folate produced by the strains were not

measured or considered.

Though these previously reported results of rat folate depleted-repleted assay are in good
agreement with our current findings, concern has frequently been expressed regarding the
potential for genetically engineered organisms to displace resident species in the receiving
organisms, particularly on microbial species performing key functional roles (Tiedje et al.
1989). Therefore, considering the existing serious health and environmental concern on
application of genetically modified organisms, the method we followed in this current study

was clearly a natural way of administration of endogenous LAB together with the normal diet.
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Since cereal based fermented foods are widely consumed in Africa, using such strains as
starter culture during fermentation of foods could be considered as a natural way of enhancing
folate status. Therefore, we highly recommend the development of small-scale starter
production and studies to be conducted on use of this strain as a starter culture for making
folate-enriched foods. The bioavailability of the folate in the food matrices should be also

evaluated.
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Annexe 3: Fiche de collecte des données sur le procédé traditionnel de
préparation du ben-saalga
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Annexe 4: Fiche de collecte des données sur le procédé traditionnel de
préparation de 6 autres aliments céréaliers fermentés
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Annexe 5 : Etude du potentiel de contribution des aliments céréaliers
fermentés a la couverture des besoins en folates (vitamine B9) au
Burkina Faso : impact des procédés sur les teneurs en folates

F. Bationo', C. Humblot?, LT. Songré-Ouattara', F. Ba-Hama', C. Parkouda', M. Chapron?,
M. Le Merrer?, H. Lingani-Sawadogo!, B. Diawara', Y. Hemery?

'Département Technologie Alimentaire (DTA/ IRSAT/ CNRST), 03 BP 7047 Ouagadougou
03, Burkina Faso

2 Laboratoire NUTRIPASS, UMR-204, Equipe Nutrition & Aliments, IRD, UM, SupAgro,
Montpellier

Résumé :

Les folates (vitamine B9) sont essentielles a la bonne santé de I'Homme. Le régime
alimentaire au Burkina Faso est essentiellement basé sur les céréales, dont la transformation
peut diminuer ou augmenter les teneurs en folates. Cette étude visait a 1) évaluer le potentiel
de contribution des aliments céréaliers fermentés (ACF) a la couverture des besoins en
folates, et ii) évaluer I’effet des procédés de préparation sur les teneurs en folates des ACF.
Les teneurs en folates de sept ACF du Burkina Faso ont été analysées par une méthode
microbiologique (indicateur utilisé : Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469), sur les matieres
premieres et les produits finis. Deux aliments (le fo kafa et akassa) présentaient des teneurs en
folates supérieures a celles des matieres premieres, tandis que pour les cinq autres ACF, les
teneurs en folates avaient été réduites par les transformations. Du fait de la grande
consommation d’un des aliments, le ben-saalga (bouillie de mil fermenté utilisée comme
aliment de complément a 1’allaitement maternel des jeunes enfants), un bilan-maticre a été
réalis€ au cours de toutes les étapes de production. Les étapes de trempage, broyage, et
filtration conduisent a des pertes en folates, tandis que la fermentation permettrait une

production de folates.

Mots clés: Folates, Aliments céréaliers fermentés, Fermentation, Procédés, Couverture,

Burkina Faso
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Annexe 6 : Mise au point d'une méthode d’évaluation de la
bioaccessibilité des folates (vitamine B9): Application a des aliments
céréaliers fermentés
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Annexe 7 : Fortification in situ de la bouillie de mil fermenté de type
ben-saalga en vitamine B9 (folates) par des bactéries lactiques
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Introdur-uurn
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