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Résumé

Afl.l1 de maîtriser l'étape de fermentation intervenant dans la majorité des procédés

traditionnels de uansformations des racines de manioc, les caractéristiques de croissance et de

production d'acide lactique d'un cenain nombre de bactéries lactiques Ont été examinées.

Parmi ces souches, Lac/obaci/fus plan/arum est apparu rapidement comme la souche la plus

appropriée en raison de ses caractéristiques: acido-tolérance, taux de croissance rapide, production

de biomasse et d'acide lactique élevées, En vue d'optimiser la production de biomasse de ce

microorganisme, sa physiologie, et paniculièrement l'innuence du pH et du lactate sur sa

croissance, Ont été étudiées.

Par ailleurs, une souche de L. plan/arum (A6) possédant une fone activité amyJasique a été

isolée à panir d'échantillons de manioc femlenté. Sa physiologie ainsi que les caractéristiques de

l'a-amyla.se excrétée ont été étudiées. Les propriétés paniculièrement intéressantes de cette souche

pourraient donner lieu il des applications industrielles,

Au cours de celle étude, il a été démontré que les bactéries laCtiques résistaient à des

concentrations imponantes de cyanure el qu'elles étaient capables, pour cenaines d'entres elles, de

dégrader la linamarine. Il a été nOté. en paniculier, que la souche L. planrarum A6 présentait à la

fois une activité linamarase et une activité amylasique élevées lorsqu'elle éwit cultivée sur un

milieu ~ base de cellobiose.

Enfin, des eSSais préliminaires d'inoculation du manioc avec la souche L. planrarum A6 ont

été réalisés pour la production de gari (aliment uaditionnel de l'Afrique de l'Ouest). Les résultats

obtenus n'ont montré aucune amélioration notable dans la délOxication du manioc en raison de la

présence d'une fone activité Iinamarase endogène. Par comre, celle souche pourrait jouer un rôle

significatif dans le développement des qualités organoleptiques mais aussi dans la conservation et

la standardisation du produit obtenu, grâce aux quantités élevées d'acide laCtique produit et à la

haisse plus rapide et plus imponante du pH qui en résulte.

Mots-clés : manioc, bactéries lactiques, LaclObaci/fus planrarum, physiologie, enzymologie,

amylase, linamarase, B-glucosidase, cyanure, délOxication, gari, staner.



Tille : Contribulion to the physiological and enzymological slUdy of a new
amylolytic main of LaclObacilius plan/arum isolated From fermented cassava.

Abslracl

The growth and laclic acid produclion characteristics of a number of lactic acid bacteria were

invesligated in order ta control the fennemalion stage in most traditional melhods of processing

C:..lS~:.l \' a rom.

Laerobacillus plan/arum was soon found tO be the most suilabJe slrain because of its

ch:nacterislics : acid tolerance. high growlh rate and high biomass and laclic acid production. The

physioJogy of the main and in particular the innuence of pH and lactate on growth were studied in

order to optimise biomass production.

An L. planlarum suain (A6) with mong amylase activity was isolated from samples of

iermenled cassava. Ils phvsiology and the characteristics of the a-amylase excreted were studied.

The panicularJy advantageous propenies ofthis main may lead to induslrial applications.

It \Vas shown thar iactic acid bacteria wilhqood high concentrations of cyanide . sorne were

"hie to hreak do\Vn Iin"marine. Il was nOled in panicular lhat lhe sHain L. planlarum (A6)

possessed bOlh high linamarase and amylase :tClivities when cullured on cellobiose-based medium.

Finally. preliminary trials of cassava inoculation with L. planlarum (A6) were perfonned for

production of gari (a Iraditional foodstuff in West Africa). The resulls did not reveal any

notewonhy improvemem in the delox.ification of cassava owing tO a high endogenous linamarase

coment. However. the main may play a significam role in the development of organoleplic

qualities and in the comer"alion and standardisation of the product obtained. thanks tO the large

quamities of laclic acid produced and Ihe more rapid and substantial fall in pH.

Ke~' words : cassa va. lactic acid bacteria, LaclObacillus p/anrarum, physioJogy, enzymoJogy,

amylase, !inamarase, B-glucosidase, cyanide, déloxification, gari, starter.
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INTRODUCTION

Le manioc (Manihot esculenra Cranu) comple plus de 500 millions de consommaleUr> et

constitue ainsi l'aliment de base de nombreux pays lTopicaux d'Afrique, d'Asie et d'Amérique, A ce

titre, il eSI considéré comme un élément clé de la lune contre les problèmes de nutrition qui

sévissent dans les pays africains et cela, malgré une cenaine toxicité liée à la présence de

glucosides cyanogéniques dans ses racines (linamarine principalement) et son caractère hautement

périssable après sa récolte.

Le~ populations autochtones ont su élaborer toute une série de trailements permenant de

stahiliser ce produit et de réduire sa toxicité, Néanmoins, depuis une ving13ine d'années, la

consommation du manioc enregistre un recul devant la consommation de produits élahorés à panir

de céréales imponées (DE BRUIJN et FRESCO, 1989). JI en résuhe une modificalion des

habitudes alimentaires dans les zones urbaines, des répercussions non négligeables dans les zones

rurales et une dépendance croissante vis-à· vis des produils imponés.

Les raisons de ce recul résidenl principalement dans l'antagonisme existant entre les

cOntrainles liées aux exigences technologiques de transformation des racines de manioc et les

contraintes sociales et économiques inhérentes au mode de vie urbain.

Les mesures permenant d'enrayer le recul de la consommai ion du manioc nécessilent

l'amélioration des procédés traditionnels au cours desquels se produil une fermentation spontanée

et/ou l'élaboration de technologies nouvelles pour la tranSfomlalion du manioc.

L'ensemble des auteur> s'accordent aujourd'hui à penser que la microflore lactique joue un

rôle imponant dans l'oblenlion des caractéristiques organoleptiques désirées et dans la stabilisation

des produits finaux ohtenus. Par contre, la panicipalion de cene microtlore laclique dans la

détoxication n'a pas élé à ce jour clairement établie. Selon cenains auteur> (IKEDIOBI et

ONYIKE, J 982a : OKA FOR et EJIOFOR, 1986), cene microllore pourrait intervenir dans

l'hydrolyse des composés cyanogéniques, tandis que d'aulres estiment que la dégradation de ces

composés eSI essentiellement liée à la présence de la linamarase endogène du manioc

(VASCONCELOS et al., 1990)

Dans ce contexte, un programme multidisciplinaire (nutrition, microbiologie. technologie

alimentaire ...) et muhilatéral (Togo, Congo, Colombie, Brésil, Mexique, France .. ,) a été mis en

place et a reçu un fmancement de la CEE, Ce programme, intitulé" Amélioration de la qualité des

aliments fermentés à base de manioc" a pour fmalité d'apponer des solutions technologiques

pemlenant d'as~urer la fabricalion d'alimentS de bonne qualité.

Introduction
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Le travail présenté ici s'inscrit dans le cadre de ce programme. L'objeclif de celte étude était

d'acquérir la mai,rise de l'étape de fermentation, afin de permettre l'obtention de produits

Iraditionnels ou de produitS nouveaux, de qualités nutritionnelles et organoleptiques plus

constantes.

Nous avons élé amenés à considérer, après une étude bibliographique approfondie sU! le

manioc et le rôle des bactéries lactiques dans les fermentations traditionnelles, que J'utilisation de

"staners" de bactéries lactiques, présentant cenaines propriélés métaboliques et physiologiques,

pourrai, permettre d'aneindre cet objectif.

Sur la base de ces considérations, nous nous sonunes anachés, dans un premier temps, après

avoir défini les propriétés que devrait posséder la souche idéale pour constituer un staner efficace

des fermenlalions à base de manioc, à étudier les caractéristiques métaboliques d'un ensemble de

souches appanenant aux quatre principaux genres de bactéries lactiques. La physiologie de

Lac/()bacillus p/anrarum, microorganisme sélectionné pour ses capacités métaboliques, a éré plus

spécifiquement étudiée.

En raison de la fone teneur en amidon des racines de manioc (plus de 80%), nous nous

sommes intéressés, dans un deuxième temps, aux bactéries lactiques amylolYliques, On peut

supposer, en effer. que l'inoculation avec une souche présentant une telle propriété, permettrait

d'augmenter les teneurs flOales en acide lactique dans les aliments à base de manioc (acide

org"nique principalement renouvé dans cenaines préparalions considérées de bonne qualité). Au

cours de cette étude, l'isolement, l'identification el la sélection d'une bactérie lactique amylolytique

à panir de racines de manioc en cours de rouissage ont été réalisés. La physiologie de celle bactérie

a élé également étudiée.

Elanl donné les caracléristiques originales de ce microorganisme et le peu d'études effecluées

à ce jour sur les activités amylolytiques des bactéries lactiques, il nous a paru nécessaire d'étudier

plus en détail celte activité enzymatique. La purificalion el la caractérisation de J'aClivilé

amylasique extracellulaire synthétisée par ce microorganisme sonr décrires.

Par ailleurs, l'élimination de la linamarine étant une étape cruciale pour assurer J'obtention

d'aliments non IOxique. la capacité des bactéries lactiques à hydrolyser ce composé à été

recherchée.

Nous décrivons ensuite, l'effet de l'inoculation d'une souche, présentant la majorité des

propriétés initialement définies, sur la fermentation du manioc. Nous nous sommes allachés enfin,

dans une analyse synthétique, à lirer des conclusions et des enseignements pem1enant de faire le

bilan de celte étude et de dégager les points que nous avons jugés essentiels.

1nlrodUClion
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une panie exleme comprenant des cellules

épaisse, de structure fibreuse, comprenant Je

3

2.1 - Le manioc

2.1.1 - Généralités

Le manioc (Manihor esculenra Cranu) est appelé communémenr manioc dans les pays

francophones, cassava dans les pays anglophones, yuca ou mandioca en Amérique Latine. Le

manioc trouve son origine au Vénézuela (2700 av. J-C) (SILVESTRE et ARRAUDEAU, 1983).11

a été introduit en Afrique par les Ponugais, probablement vers le milieu du XVIcmc: siècle, et en

Asie à la fin du XVIlJ cme siècle. Sa cullure inlensive el sa consommation ne se SOnt développées

qu'à la fll1 du siècle dernier.

Cette planle, de la famille des Euphorbiacées, est capable de se développer dans des

conditions climatiques difficiles et sur des sols médiocres. Elle représente la cullure typique des

pays en voie de développement.

2.1.2 - Description

Cette plante arbustive est composée d'une panie aérienne et d'une panie souterraine. La panie

aérienne (photo 2.1) peut atteindre 2 à 4 m de hauteur. Elle est constituée d'une tige principale qui

se divise en 3 branches plus petites. ramifiées à leur !Our de la même manière. Les branches ponenr

à leur extrémité de grandes feuilles palmées componant 5 à 9 lobes.

La panie souterraine (photO 2.2) comprend des racines nourricières et des racines tubérisées.

Les racines nourricières s'enfoncent profondémenr dans le sol (jusqu'à 1 ml. Les racines lubérisées,

moins- profondes, disposées en faisceau et rayonnant à panir de la tige principale, sont au nombre

de 5 à JO par plant. Elles peuvent atteindre 20 à 80 cm de longueur, 5 à 20 cm de diamètre, et ont

un poids varianl entre 200 g et 5 kg. Ce sonr principalemenr ces racines qui sont utilisées comme

aliment. Elles sont généralemem appelées tubercules (par abus de langage) et sonr constituées des

principaux éléments suivants (cf. fig. 2. Il :
- l'écorce, constituée de 2 panies

subéreuses (liège) ; une panie interne, plus

phelloderme et le phloème,

- le cambium, tissu générateur de la racine, assuranl la croissance de la plante,

- le cylindre central, composé de membranes cellulaires, de vaisseaux du xylème et de

grains d'amidon,

- la moelle et le xylème primaire constitués de fibres qui contiennem la majeure panie

des sucres indigestibles.
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Photo 2.1 : plant de manioc

Photo 2.2 : racines de manIOc
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Ecorce cxtcmc : liège

Ecorce interne

Cambium

l;::>;:1.Ib~'---------ffiI-----Moelle el xylème pri nô3 Jre

------ Cylindre cencral

:------yitisseaux du xylème

Figure 2,1 : Coupe schématique d'une rdcine de manioc (d'après GRACE, 1978)

2.1.3 - Caractéristiques culturales

Avec un rendement raisonnable (9 à JO Tlha), le manioc s'accommode de la grande diversité

des conditions climatiques, des qualités de sols (parmi les plus pauvres et les plus acides) et des

contraintes culturales, qui caractérisent une large panie de J'Afrique, de J'Asie et de J'Amérique

Latine (COOKE et COCK, J 989),

Il est considéré comme l'un des plus efficaces, des plus sûrs, et des plus économiques

convenisseurs d'énergie solaire en carbohydrates (COOKE et COCK, 1989), D'aurre pan, le

manioc n'exige aucun cravail du sol ni aucun soin paniculier jusqu'à sa récolte, Il peut se conserver

en terre jusqu'à deux ans après maturité, protégeant ainsi les consommateurs des aléas des récoltes

et des disenes,

Le manioc est reproduit par simple bouturage. La panie aérienne de la plante se développe en

3 à 4 mois, les tubercules commencent alors à se former. Ceux·ci SOnt récoltés 7 à 18 mois après la

plantation, suivant les variétés et les besoins (COCK, 1982).

La détérioration du manioc peut commencer dès que les racines ont été déterrées. Une

détérioration primaire débute au deuxième jour et apparaît sous forme de stries bleues et noires.

EUe eSt due à J'action des enzymes oxydantes qui produisent des phénols, qui polymérisent ensuite

pour donner des tanins. Elle est suivie d'une détérioration secondaire due aux microorganismes,

(COOKE et COCK, 1989),
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Le plant de manioc présente une bonne résistance aux maladies. Cependanl. les rendements

de production peuvent baisser de 20 à 90% sous l'action d'agents phytopathogènes variés, tels que

ractéries, virus, champignons ou encore cochenilles et acariens (JENNINGS, 1970). Enfin, sa

leneur en composés cyanurés lui confère une IOxicité qui peut le protéger conue cenains

prédaleurs (herbivores, champignons, insectes... ).

2.1.4 - Composition et aspects nutritionnels

Le tubercule de manioc eSl un aliment essentiellement énergétique. Il peut contenir jusqu'à

RA % d'amidon (CH UZEL. 1985), assez bien pourvu en acide ascoroique (80 mg/IOO g MS) mais

pauvre en lipides, sels minéraux, autres vitamines el sunout protides (SILVESTRE et

ARRA UDEA U, 1983), Sa pauvreté en éléments nutritifs autres que les glucides. explique les

préventions des nutritionnistes.

Dans les tuhercules. les acides aminés sont mal équilibrés et plusieurs des acides aminés

soufrés sont limitants .

-
Racines Feuilles

Mal. Sèche... ...... %MF 35 15
Glucides ............. Cfc MS R9 41

Lipides. ......... ...cl< MS 1 6
Protides .......... ...%MS 2,5 25
Fiores ...... ...... ...% MS 4,5 20

Cendres ..............%MS 3 8
Calcium ..............%MS 0.1 1,4

Phosphore ........ .. %MS 0,1 0,5
Fer ............... ......%MS 0.003 0.03
Sodium ........... ...%MS 0.003 0,02
Potassium ....... . %MS 1 2

Tableau 2.1 : Composition des racines entières et des feuilles de manioc (SILVESTRE et
ARRAUDEAU, 198')

Il est à noter que dans cenaines régions, les feuilles du manioc sont également consommées,

ce qui constitue un appon supplémentaire en protéines non négligeable.

L'un des moyens d'améliorer la qualité nutritionnelle du manioc est d'utiliser des

microorganismes (Aspergillus, Rhizopus) qui produisent des protéines en se développant sur les

hydrates de carbone du manioc, grâce à une légère stimulation par addition d'azote inorganique

(BROOK er al., 1969; RAIMBAULT el al., 1985; DAUBRESSE er al., 1987). Pour exemple,

Erude bibliographique
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nous citerons les derniers travaux de SOCCOL (1992) qui ont pennis d'obtenir par fennentation en

milieu solide, des teneurs finales en prOléines de 12 à 14%. en ulilisant une souche de Rhizopus

oryzae.

Le manioc frais COntienl également des composés cyanogéniques, présents en quantités

variables selon la variété du plant et selon la panie d'un même pIanI. Ils conJèrent à cene plante

une toxicité imponame pouvant avoir de graves conséquences sur la santé des consommateurs (cf.

§ 2.2),

2.1.5 - Prod uct ion

La produCtion mondiale de manioc en 1990 était de 158 millions de tonnes répanies sur 15,6

millions d'heclares (FAO, 1990), Avec 40% de la produClion mondiale. l'Afrique est le premier

continent producleur de manioc devant l'Asie el l'Amérique du sud, Les cinq pays les plus gros

producteurs SOnt le Nigéria. le Brésil, la Thanande, le zaire et l'Indonésie (cf. tab. 2.2),

Tableau 2.2: Les cinq pays les plus gros producteurs de manioc (Estimation F.A.O. 1990)

Pays ProduClion Ml Rendement l/ha
Nigéria 26,0 15.3
Brésil 24,0 12.0

Thanande 20.7 13,9
zaùe 17,5 7,7

Indonésie 17.1 J2.2

Bien qu'il constilue la quatrième source d'hydrales de carbone après le riz, la canne à sucre et

le maïs dans les zones tropicales, le manioc présente le meilleur rendemenl calorique (12,2

millions de kilocalories par hectare), ce qui le place loin devant le maïs. l'igname, la patate douce

el le riz, dont les rendements caloriques moyens SOnt respectivement de 7,0; 7,1 ; 6.5 et 5 millions

kcal/ha (GRIFFON. communication personnelle),

2.1.6 - Utilisations

Environ 60% du manioc produit eSI destiné à la consommation humaine, et un tiers à

l'alimemation animale. Le reSle est transfonné en produits secondaires comme l'amidon ou

l'éthanoI...(cf. fig. 2.2),

C'est en Afrique que la consommation de manioc eSl la plus imponante avec une moyenne de

ElUde bibliographique
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102 kg par personne el par :ln soit 230 kcaVpers/j. Plus de 50 millions de personnes

(principalemeOl au Zaïre, au Congo et au Gabon) consommenr au moins 500 kcal par jour sous

fomle de man ioc (COCK, J982).

" résulte de l'utilisation et sunout de la transformation du manioc pour J'alimentation

humaine, une grande quantité de déchets et de sous-produits peu valorisés (épluchures. jus de

presse. extrémités... ). Ceux-ci sonl principalemenr utilisés pour l'alimentation animale. Leur

utilisation dans l'indumie est très faible car il a été montré que la plupan des essais de valorisation

(produCtion d'acides, d'alcool, de méthane, de sirops... ) étaient économiquemenr peu renrables

(GHILDY AL et LONSANE, J990). Nous citerons néanmoins les traVaux de CUZIN et al. (1992)

sur la fermentation méthanique des épluchures de manioc en fermenteur Transpaille, qui ont'

révélé une pOlenrialité inréressanre pour la production de bioga7..

Ulili~atiol1."

alimcn!airc~

traditionnelles-[
~~UitS

Produits
humides

1

GarI. Farinha, Foufou,
----- Ca"'"e ...

_____1 Altiéké, Hâ(ons,
Chicou:J.nguc ...

(racines)

Alimcn[;Jlion

anÎm31c

Production
d'amidon

COSSCI\CS

-CManioc coupé
ct !:éché

Panification,
pa~IÎncalion. bîs.cujlCriC.

Utilisations épaississanL, liant,
alimentaires -----1 tapioca. glucose, sorbiwl,

~jrop~ à haUle teneur en

fructose, additifs..

lndustric~ du papi<'.r,
Utilisations llcxliles, forages.
industrielles fcnncntation.

malériaux..

RiOlran~fonnaljon$

1

Alcool, biomasse. manioc
---- enrichi en pro(éines...

Figure 2.2: Utilisations des racines de manioc (MUCH!\TJCK et VINCK, 1984)
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2.2· Toxicité du manioc

2.2.1 . Caractère cyanogénique du manioc

Les tissus de manioc ont la propriété d'émenre, dans cenaines conditions, de l'acide

cyanhydrique (HCN), Celle propriété, appelée cyanogénèse, est très fréquente dans le règne

végélal, et a été recensée chez plus de 1000 espèces appanenant à 90 familles (DILLEMAN, 1958

ci lé par DE BRUIJN, 1971), Elle est retrouvée également chez de nombreux microorganismes

(KNOWELS, 1976; KNOWELS et BUNCH, 1986) ainsi que chez cenains insectes (FRANZL er

al" ]989),

L'acide cyanhydrique ne se trouve pas à l'état libre dans les tissus végétaux mais sous forme

de dérivés d'o.-hydroxynilriles (cyanohydrine), La plupan de ces composés chimiques

appaniennent au groupe des glycosides cyanogéniques (23 composés recensés) et 4 seulement au

groupe des lipides cyanogéniques (CONN, 1980), Les glycosides cyanogéniques sont des

hétérosides constitués d'un sucre el d'un groupement aglycone, Leur formule générale est:

C= N
1

R 1 - C --O-I.\-glvcosidc
1 .

R,
J'VVVVVVV'

Groupement aglyconc

Les radicaux RI et R2 peuvent êlre un hydrogène, un groupement alkyle ou aryle, Quand le

sucre est un glucose. on parle de glucoside cyanogénique. Parmi les glucosides cyanogéniques, les

plus imponants sonl l'amygdaline de l'amande amère, la dhurrine du sorgho, la linamarine el la

lotaustraline du manioc rencontrées également chez le trèfle rampant, le lin, cenains lotus,

l'hévéa ...

2.2.2 - Les glucosides e,yanogéniques du manioc

2.2.2.1- Structure el propriétés

Cest en 1906 que DUNSTAND er al. ont identifié dans les tissus de manioc, la linamarine

autrefois appelée "phaséolutine", longlemps considérée comme le seul composé cyanogénique.

Elude bibliographique
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BUTLER (J 965) a mis en évidence que la présence de Iinamarine chez les plantes était la

plupan du temps associée à celle de son homologue. la lotaustraline (mélhyllinamarine). BUTLER

Cl Il/. (1965) ont égalemenl délerminé que dans ces deux composés. la liaison glucosidique était de

1: pe (1. Ces deux glucosides cyanogéniques se trouvent en proponion très variable d'une plante à

l'aulre. Dans le cas du manioc, le rappon linamarinelloLaustraline eSI de 93n, ce qui montre que la

linamarine est de loin le composé cyanogénique Je plus imponanl. La linamarine et la 10lauslraline,

Cnmme l'ensemble des glucosides cyanogéniques. possèdent un goût "amer". Les propriélés de la

linamarine SOnt résumées dans le lableau 2.3.

La biosynthèse des glucosides cyanogéniques dans les plantes est réalisée à panir d'acides

aminés. La linamarine dérive de la valine alors que la IOtaustraline provient de l'isoleucine

(NARTEY. J968: cOI'·n~. J979).

Tableau 2.3: Propriétés de la Iinamarine {WINDHOLZ el a/.. J983. MERCK INDEX)

LI!'iA/I1ARINE:
"-(G- D-C 1ucopyrano,ylox l')-" -mclhvlpropancnilTi le ou
2-hydroxy i.'ohulyronitril B-D-glucos.e ou phJ.~éolunalinc.

CIIJHI71'\06 "74.24 F-fmol
Solide, point de fusion: J42 cC
Pouvoir rOtaloire à 25°C: _29°
Très soluble dans l'eau, l'alcool froid et l'acétone chaud.
Peu soluble dans l'éther. le benzène et le chloroforme.
Insoluble dans l'éther de nétrole.

La fonCTion de ces glucosides cyanogéniques dans la plante a fait l'objet de dive~es

hvpOthèses simples produits d'excrélion. rôle de prolection de la plante. réserve de carbone et

d'a7.0te pour les biosynthèses organiques. On s'accorde aujourd'hui à penser que seul le rôle de

protection pourrail èlre effectif. La libération d'acide cyanhydrique lors de la destruction des tissus

de la plante pourrait conférer à celle-ci une résislance à l'attaque de prédateurs, de parasites ou de

microorganismes, Cependant, un tel rôle n'a pas été clairemenl démontré (HRUSKA. 1988),

2.2.2.2· Répartition des glucosides cyanogéniques dans la plante

La présence des glucosides cyanogéniques a été observée dans tous les clones du manioc, que

les variétés soient réputées douces ou amères, et dans tOutes les panies de la plante à l'exception

des graines sèches des variétés douces (NARTEY, 1968). Toutefois, un clone non cyanogène,

autrefois observé par Bolhius, aurait été perdu pendant la seconde guerre mondiale (Cassava

program Review CIAT 1972. cité dans SILVESTRE et ARRAUDEAU J983),

Etude bibliographique
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Si le facleur génétique joue un rôle capital sur les teneurs en glucosides cyanogéniques,

celles-ci peuvent varier de façon notable avec les conditions de milieu: richesse du sol, appon en

matière organique, pOtasse et azote. luminosité, conditions climatiques, age de la plante ... (DE

BRUIJN, )97 1). Ainsi, GRACE (1978) cite l'exemple de variétés inoffensives au Bénin qui se som

révélées IOxiques sur les sols forestiers du Nigéria, ou inversemem des types "amers" provenant de

la Jamaïque, devenus sans danger au Costa-Rica.

La répanition des glucosides cyanogéniques dans la plante est très variable comme le monue

le tableau 2.4. NOtons en paniculier au niveau de la racine. que les teneurs som beaucoup plus

élevées dans l'écorce que dans la panie centrale. COOK E (1978) a également mis en évidence un

gradient radial croissant du centre vers la périphérie de la racine (jusqu'à )0 fois plus) el un

gradient longitudinal nenemem plus faible. INDIRA et MANUJAM (1987) ont, pour leur pan,

observé une variation de la distribution de ces composés en fonction de l'âge de la plante. D'après

YEOH et OH (1979), aucune relation significative n'existerait entre les teneurs en cyanure dans les

différems organes de la plante. COOKE el al. (1978a) 001 montré par ailleurs que la quantité en

cyanures variait considérablemem entre les racines d'un même plant, ainsi qu'entre des plants ayant

poussé dans les mêmes conditions et appanenant au même champ.

Tableau 2.4 : Répanition des glucosides cyanogéniques (en l'pm d'HCN sur matière fraîche) dans
différentes panies de plantes de manioc, teneurs calculées ~ panir de 6 clones (d'après DE
BRUlJN.1971).

Panie de Teneur en HCN Teneur
la plante mini et maxi (l'pm) Moyenne

Feuille:
· Limbe

- très jeune 330-790 520
- jeune adulte 340- J040 630
- âgé 210-730 400

· Pétiole
- uès jeune 400-960 780
- jeune adulte 210-650 380
- âgé 1JO-J80 140

Ecorce des liges:
- haut 270-1330 550
- bas 550-970 770

Racine:
· Ecorce 400-970 660
· Panie centrale 36-240 140

Elude bibliographique
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2.2.3 - DC'grad<Jlion des glucusides cyanogéniques du manioc

2.2..1.1 . Sc h(om~ lténér~1

COLLARD el LEVI (J (59). pour lenter d'expliquer 10 délOxicalion du manioc ob,ervée au

C(lurs de ,a Iransformalion en gari (cf. ~ 2.3). ovaient proposé une Ihéorie selon IJquelle la bai,se

dll pH, due à la prodUCtion d'acides organiques raI' les microorganismes au cou~ de f'élare de

1l'rTl1enta!ion. provoquerai! une h) drolyse spontanée des glllcosides c)'anogéniques.

Cerendanl. WOOD (19(,(\). en montrant que la linamarine élail p:miculièremenl slable ell

milieu acide dilué. même à 100°C. infinne celle hypOlhbe. Pol' ailleurs. ,uile aux travaux de

BUTLER el a/. (1965), il a démontré que 10 décomposilion des glucoside, cyanogéniques élail

due j une enLyme rrésenle dans le manioc. oppelée linomarase. Enfin. en 1%9. CONN rrorose

lin mécanisme de décOm[1osilion de la linomarine se déroulant en deux élores (cf. fig. 2.3) :

a) hydrol"se enl.ymalique des glucoside, c\'anogéniques a\'ec formai ion des

,\:'l1ohydrines ('ofTe,rondanls (:tcélone rOllr la linamarine, mélhyJ·éth\ 1 célone rour la

Illl.IlNraline).

b) dissociai ion 'rontanée de r:tcélOne c\·Jnohydrine. Celle dis"Cl<.'i:J1ion reui cerendalll

C'lre accélérée rH une enl.vme, une hvdroxynilrile 1\ a'e. présente égalemelll dJn, le manioc.

llr-:A:""',,:.,RIN:

A: [i :::N~

(VANQHYDRJN[

I.ï ='1

i -r-~~I'-;-
1 ..

~I
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Figure 2..1 : SclHo<ma de dégradJ!ion de 10 linamarine (COI\':-\. 19(9)
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2.2.3.2 - Hydrolyse enzymatique des glucosides c)'anogéniques du manioc

Les /inamarases d'origine \'égélLl/e

L'ensemble des plantes cyanogéniques. à quelques exceplions près, synthélisent une enzyme

endogène (/3-glucosidase) qui permet l'hydrolyse des glucosides cyanogéniques correspondants,

Ainsi. dans le cas du manioc, on trouve la linamarase qui est responsable de l'hydrolyse de la

linamarine et de la lotauslraline.

OUlre les nombreux Iravaux réalisés sur la Iinamarase du manioc (WOOD, 1966; COOKE

el al., 1978b: YEOH et SIA, 1987; EKS1TTlKUL et CHULAVATNATOL, 1988; YEOH, 1989;

MKPONG el al., 1990), celle enzyme a été élUdiée chez d'aulres plantes, en paniculier le trèfle

blanc (BUTLER el al., 1965 : KAKES, 1985 ; DU)\!N el al., 1988 : POCSl el al., 1989), l'hévéa

(SELMAR el al., 1987), le lin (BUTLER el al., 1965 : FAN et CONN, 1995) et le haricOi de

Lima (ITOH-NASHIDA CI al., 1987: ISTOCK Cl al. 1990).

Le tableau 2.5 résume les propriélés physico-chimiques de ces différentes linamarases. Il

apparaît que ces enzymes sont fomlées de sous-unités de poids moléculaire variant de 59 à 66 kDa

selon leur origine et présentent un optimum d'activilé à pH légèrement acide (proche de 6) et à une

tempérai ure assez élevée (proche de 55 CC).

La linamarine est localisée dans les vacuoles des cellules. landis que la linamarase se trouve

dans la paroi cellulaire (MKPONG CI al, 1990) Les cellules doivent donc élre délruiles pour

permellre le conlact entre l'enzyme et son substrat.

La linamarase du manioc présente une spécificité large. En effet, outre la linamarine et la

lotaumaline, elle peut hydrolyser d'autres glucosides cyanogéniques telles que la prunassine el la

saliciline, ainsi que cenains /3·glucosides anificiels (pNP-/3-D.glucose, pNP-/3-D-fucose, pNP-/3-D

galaclOse, pNP-I3·D-mannose... ). Cependant, elle ne présente pas ou peu d'activité sur

J'amygdaline ainsi que sur les diglucosides tels que le cellobiose, le maltose, le pNP-/3-D-laclOse..

(YEOH, J989). JI est à noler que les valeurs de Km pour les pNP-/3-D-monoglycosides sont

généralement plus faibles que celles mesurées avec la linamarine.

La concentration de Iinamarase dans la plante varie avec son âge, l'organe considéré et Je

clone d'origine ; Le tableau 2,6 illustre ceue variabilité. Ainsi, l'activilé maximale est retrouvée

dans les feuilles jeunes (DE BR UlJN, 1971). Au niveau de la racine, l'activité est plus imponante

dans J'écorce que dans le cylindre central (COOKE et DE LA CRUZ, 1982).
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Tablcau 2.5 : Résumé dcs caraclérisliqllcs généralcs de quelques 1ill;ullarases végéwles «(l'après CUZIN. 1991) Cl Illicrobiclllles

Suurce Km PM lilial PM pllllpl Tcmp. upl Référcnces
(mM) (kl)a) suus unité

(k \)a)

l' rélle blalle dllllere (,l BUTLER c/ 0/. (1%5). ()UNN ,./ .. r. (198H)
(Tn!olium repens) 4.3 a l'OCSI el al. (1'JR9)

Ilancot de LllIla graille .'U, a IL4 59 5.2 IlOH·NASHI()A <1 al. (19~7)
(P1lllseO{IL~ /UIIllIUS) ISTOCK ri (lI. (1990)

ILm graille ~,2. al decamere 61,5-65 5.5-6 IlUTLER el al. (1%5)
(Linum lL~ita/issimum) FAN ct CONN (1985)

1Arbre à caoutchouc feUIlles
1
7.6 a (.4 5.6 6Lu L SELMAR el al (1987)

(Hevea br(lsiliellSis) 1 h

Manioc tissu parenchymal Il,45 a 600 (; COOKE <1 al (1978h)

(Manilrol escu{ellla) el écorce 0.46 h 6.4

péliole. lige Cl 0,6 a 63 EKSITTIKUL

conex tubercules cl CHU LA V ATNATOL (19R8)

feu iIles 2,Og a YEOH (1989)

0,45 b 6.5 GO°c YEOH cl SIA (1987)

1,9 a 65 7 55°C MKPONG p/ al. (1990)

Leuconos/oc mesen/eroides 145 6.0-6,5 29°C OKAFOR Cl EJiOFOR (1985)

Fusarium eqlliseri 0.51 a 6.0 45°C IKEDIOfll <1 al. (1987)

8re.ibaclerillm sp. 3,7 a IRO 90 (>.fI 50°C LEGRAS cl al. (19R9)

r"
;::
"'
'"<:>-

<:;; \"iS' a: Km pour ,"amanne

""~ b: Km pour pNPG

""-<S.
1::

'"
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Tableau 2.6 : Répanition de !"activité linamarase (en Ilg d'HCN libérés par g de matière fraîche
par minute) dans différentes panies de plantes de manioc. calculé à panir de 4 clones (d'après
DE BRUIJN, 1971).

Panie de Activité 1inamarase ACtivité 1inamarase
la plante mini et max; moyenne

Feuille:
· Limbe

. très jeune 450-1000 700

. jeune adulte 100-600 300
- âgé 10-200 100

· Pétiole
- très jeune 350-1150 750
- jeune adulte 200-550 350
- âgé 250-600 375

Ecorce des tiges:
- haut 130-170 150
- bas 0-15 6

Racines:
· Ecorce 140-480 260
· Pan ie centrale 6-13 9

DE BRU1JN (1971) suggère à panir de ces observations, de rajouter du jus de feuilles ou

d'écorce des tubercules dans la pulpe de manioc, pour accélérer la dégradation des glucosides

cyanogéniques lors de la fabrication du gari (cf. ~ 2.3.1).

Les linamarases d'origine microbienne

Les (l.glucosidases sont rrès répandues chez les microorganismes. Celles-ci ont été largement

étudiées ces demières années, car elles constituent le maillon flllai de la voie de dégradation de la

cellulose. Ainsi, SCHLlEMAt>.IN (19R3) fait référence à plus de 600 anicles traitant de (l

glucosidases d'origine microbienne.

Parmi ces différents rravaux, plusieurs auteurs ont mis en évidence la présence de (l

glucosidases chez cenains microorganismes capables de dégrader la linamarine (IKEDJOBI et

ONYlKE, 1982a; PADMAJA et BALAGOPAL, J985; OKAfOR et EJJOfOR, 1986; LEGRAS

Cl al., 1989 ; OKAfOR et EJ'lOfOR, 1990). On trouve ainsi des champignons (Fusarium

equiseri. Rhizopus oryzae, Aspergillus sydowi. Aspergillus oT)'zae, Penicillium sleckii... ), des

levures (Schawniomyccs alluvius. Saccharomyces sp...) et quelques bactéries (Brcvibacrerium sp.

Lcuconosloc mcscnreroides, Alcaligcnes jaecalis ... ) qui ont été décrits comme capables de

dégrader la linamarine.
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Le tableau 2.5 résume les propriélés de quelques unes des linamarases qui ont été étudiées de

façon plus approfondies. Les quelques d'élUdes réalisées ne nous pennenent pas de généraliser ces

infonnations à l'ensemble des microorganismes. Nous pouvons seulement noter que ces enzymes

Ont un pH optimum proche de 6 et une tempéralUre optimale qui varie de 30°C à 50°C. Les

valeurs de Km rapponées sont relativement proches des valeurs renconrrées pour les linamarases

d'origine végétale.

Le nombre relativement resrreint de souches décrites dans la linéralUre présentant une telle

capacité, ne rradui( pas forcément ce qui se passe réeUement dans la nature, mais souligne plutôt un

manque d'élUdes dans le domaine considéré. En effet, OKAFOR et EJlOfOR (1990) observent que

toutes les souches isolées du manioc fermenté, capables de dégrader le pNPG (para nirrophényl-ll

D-glucopyranoside), sont aussi capables d'hydrolyser la linamarine. Ils suggèrent ainsi que les

microorganismes impliqués durant l'étape de fennentation du manioc, pourraient intervenir

également dans la détoxication des composés cyanogéniques. Cependant, aucune élUde, à norre

connaissance, n'a été réalisée pour déterminer Je rôle joué par la microflore naturelle dans la

détoxication du manioc,

2.2.3.3 - Dissociation de l'acétone cyanoh)'drine

L'acétone cyanohydrine peut êrre dissocié par voie chimique, mais probablement aussi par

voie enzymatique, en présence d'hydroxynioiJe lyase, comme ra suggéré CONN (J 969), par

analogie aux mécanismes mis en évidence pour la dhurrine du sorgho (SEELy el al., J966).

La stabilité de la cyanohydrine à différents pH a été élUdiée par COOKE (J 978) puis par

FOR.MUYAN el al. (1985), Comme le monue la figure 2.4, l'acétone cyanohydrine est

paniculièrement stable en milieu acide, l'équilibre enrre l'acétone cyanohydrine et l'acide

cyanhydrique s'instaurant pour un pH voisin de 5.

'00 ~--:-----_ .\ _.-.__ ....

" .
\
\.

'"'" .............. pM:

IS JO 4') 60 1':l

Figure 2.4 : Stabilité de l'acétone cyanohydrine à différents pH à 30°C (d'après COOKE, 1978)
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Il appJ.raÎt donc que le cyanure se trouve dans le manioc sous trois formes composés

glucosidiques (Iinamarine et 100aumaline), cyanohydrines et acide cyanhydrique libre. Nous

pnuvons donc distinguer une forme "libre" el une forme "liée" qui ne recouvrent pas les mêmes

composés suivant les auteurs. Nous retiendrons la défmition suivante (COOKE, 1978; COOKE et

COURSEY, 1981) : une forme "liée" (Iinamarine et lotaustraline) et une forme "libre" non

glucosidique (cyanohydrines, et HCN). Les tableaux 2.7 et 2.8 résument respectivement les

propriétés de l'acétone cyanohydrine et de l'acide cyanhydrique.

Tableau 2.7: Propriétés de l'acélOne cyanohydrine (WINDHOLZ er al. 1983. MERCK INDEX)

Acétone c.l'anohydrine
2-H ydrox y-2 -mélhylpropancnilri le ou a-hydroxyisobulyroni ln le
C4H7NO 85.tOg/mol
Liquide, point de fusion: -19°C, densité à 25°C: 0,927
Point d'ébullition à 1 atm: 95°C
Indice de diffraction à 19°C: 1,400
Très miscible dans l'eau, et les solvants organiques usuels.
Insoluble dans l'éther de pétrole
Se décompose rapidement pour former de l'HCN.

Tableau 2,8 : Propriétés de l'acide cyanhydrique (WINDHOLZ er al.. 1983. MERCK INDEX)

Acide C.l'anh.l"drique
ou acide hydrocyaniquc ou l:1(.:idc pnlssiquc
CH!'! 27.03 g/mol

HCN.. • W + CN- pKa 9.3
Liquide ou gazeux: point d'ébullition : 25.6°C.
Point de fusion: -13,4°C.
Densité à l'état gazeux: 0,94 J; densité à l'état liquide: 0,087
Très miscible dans l'eau et l'alcool.
Peu miscible dans l'éther.
Incolore, odeur caractéristique d'amande.
Très toxique, CUo chez le rat: 554 ppm (5 min).
Dose létale moyenne chez l'homme: 50 à 60 mg

Il convient également de remarquer que, dans le mécanisme de dégrddation des composés

cyanogéniques, la dissociation des cyanohydrines est une étape lOut aussi limitante, voire plus, que

l'hydrolyse des glucosides cyanogéniques (COOKE et DE LA CRUZ, 1982).

Notons enfin que des réactions secondaires peuvent intervenir au cours de la décomposition

des composés cyanogéniques, qui piègent l'HCN libéré. Ainsi, la présence de B-cyanoalanine

synthase (NARTEY, 1973) et de rhodanèse (CHEW, 1973), deux enzymes qui conduisent à

l'assimilation d'HCN, a été mise en évidence dans les tissus de la plante. Cependant, en ce qui

concerne la rhodanèse, il faut souligner que des éludes récentes (UEBERI et SELMAR, 1990 :

CUZIN et LABAT, 1992) remettent en cause les résullat.s de CHEW (1973), et par conséquent sa

présence dans les tissus de manioc.
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2.2.4 . Toxicologie

Comme nous l'avons vu. la toxicité du manioc est associée à la présence d'HCN ·"Iibre··. qui est

un inhibiteur puissant de nombreuses réactions enzymatiques (métaIJoenzymes principalement). Il

bloque, en paniculier, la cytOchrome oxydase, enzyme clé de la respiration cellulaire.

Les êtres humains, comme les animaux, SOnt capables de déloxifïer une cenaine quantité de

cyanures dans leurs tissus. Le principal mode de détoxication dans l'organisme met en jeu une

enzyme, la rhodanèse, et des composés soufrés (sulfates ou cenains acides aminés, notamment

cystéine et cystine) pour donner des sulfocyanures éliminés dans l'urine. Tous les tissus contiennent

la rhodanèse et tout paniculièrement le foie, qui est le principal CentIe de détoxication. D'autres

voies SOnt possibles. notamment par la vitamine B12, et au niveau de la-thyroïde (OKE, 1973).

Ainsi. selon les quantités ingérées, la rapidité d'ingestion et la vitesse de détOxication, les taux

d'HCN dans l'organisme peuvent ou non alleindre des valeurs qui provoquent des intoxications

aigués (50 à 60 mg représentant la dose léwle pour un homme adulte). Des taux relativement faibles

ne SOnt pas cependant sans danger el peuvenl entraîner des troubles chroniques (OSUNTOKUN,

1972: DELANGE cr al., 1973). tels que: le crétinisme. la neuropathie awxique (incoordinalion des

mouvements), le goitre (trouble d'absorption de l'iode par la thyroïde). le diabète tropical.

Si l'on s'est assuré au préalable de la destruction de l'enzyme endogène. les glucosides

cyanogéniques ne SOnt pas toxiques par eux-mêmes, car ils SOnt stables dans les conditions de

lempéralure et d'acidilé rencontrées dans l'eslomac (MONTGOMERY. 19(9). Plus récemment. la

possibilité d'hydrolyse des glucosides par des enzymes de la flore intestinale a été envisagée. Ainsi,

b navaux de PHILBRICK er al (l977) onl monné que la Iinamarine ingérée pure ne présentait

pas le degré de tOxicité de l'acide cyanhydrique mais conduisail à des troubles physiologiques et

m~laholiques. De même, les risques d'intoxication dus à l'ingeStion de cyanohydrines ne sont pas

parfailement connus.

Notons que les problèmes associés à la toxicité du manioc sont rencontrés uniquement en

Afrique de l'Ouest, dans des zones très restreintes, où les techniques de transformation des racines

sont rudimentaires et où les quantités d'iode, de protéines et d'acides aminés soufrés absorbés

quotidiennement SOnt faibles (COCK, 1982). Ainsi, dans le Kerala, au sud de l'Inde, où la

consommation de manioc par habitant est supérieure à 700 kcal/jour, aucune tOxicilé chronique due

au cyanure n'a été reponée. La quantité de prOtéines consommées dans cene région. principalement

fournies par une alimentation à base de poisson, est faible, mais le contenu en acides aminés est

bien équilibré.

Il apparaît ainsi que les problèmes de toxicité liés au manioc, devraient pouvoir complètement

disparaître par l'exlension de techniques adaptées à la lJansformation des racines el par l'appon d'un

complément nutritionnel adéquat à la ration alimentaire journalière.
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2.3 - Les transformations traditionnelles du manioc

La transfonnation du manioc, indispensable en raison de son caractère périssable et toxique,

reSle en Afrique une technologie essemieilement familiale et anisanale. Compte tenu des coutumes

de la société africaine qui imposent le panage du travail, c'est à la femme que reviem les taches de

transformation et de commercialisation du produit fmi. Ce système traditionnel pennel non

seulemenl de slabiliser une imponame population en zones rurales, mais aussi, d'approvisionner

les grandes agglomérations comme Lagos, Lome ou Abidjan en gari ou attieké (GRIFFON el

GAUTHIER, 1984, cités par CH UZEL, 1985).

Les principales lransfonnations anisanales lTadilionnelles sont décrites dans la figure 2,5. La

plupan de ces transformations SOnt spécifiques, ou pratiquées avec des variantes selon les régions

et les ethnies.

Dans cette revue bibliographique. nous nous intéresserons plus paniculièrement à un aliment:

le gari (semoule de manioc) largement diffusé en Afrique de l'Ouest, en présentant le processus de

détoxication et de fermentation intervenant au cours de sa préparation.

2.3.1 - Le procédé traditionnel de fabrication du gari

Le gari eSI une semoule de manioc cuite et séchée. dont Jes caracléristiques organoleptiques

(goût. acidité, granulométrie, couleur, crouslillanl. .. ) varient d'une région à l'autre et d'une ethnie à

l'autre.

Il est utilisé dans différentes préparations culinaires. additionné de lait ou d'eau froide avec

du sucre, mélangé à des arachides grillées el de la noix de coco fraiche, en bouillie avec des sauces

à base de légumes ou de viande, gonflé à l'eau puis égouné et frit..

Traditionnellement. le gari est préparé de la manière suivante (CH UZEL et GRIFFON,

1989) : les racines de manioc fraîchement déterrées sont décolletées puis épluchées à la main, afin

d'éliminer les écorces eXlerne el interne, Les racines sont ensuite lavées pour éliminer les traces de

terre, puis râpées sur un morceau de tôle perforée.

La pulpe ainsi obtenue est versée dans des paniers en paille tressées ou dans des sacs de toile

de jute sur lesquels on dispose de lourdes pierres pour facililer l'égouttage du produit pendant la

période de fennemation qui varie de 2 à 8 jours. Au tenne du pressage, la pulpe a un taux

d'humidité de 50% environ.
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La pulpe fermentée et pressée. est alors émienée et défibrée dans un tamis à mailles en osier

ou en lianes, Le produit eSI ensuite cuit et séché dans un canari en argile déposé sur un feu de

bois. tout en étant mélangé afin d'empêcher la formation de grumeaux el pour contrôler les

pr0priélés rhéologiques el le séchage, Le gari peul éventuelle me ni être lamisé à nouveau s'il)' 3 eu

formation de grumeaux,

Ainsi, à pani! de J00 kg de tubercules de manioc, on produit 20 kg de gari dont la faible

humidité de JO% lui confère une grande aptilude à la conservation, D'aurre pan, l'étape de cuisson

rt'rmet la gélatinisation panielle de l'amidon (environ 70% de l'amidon IOlal), ce qui améliore sa

digeslibilité.
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Figure 2.5 : Principales lechnologies tradilionnelles de Iransformation des racines de manioc pour
l'alimenlation humaine en Afrique
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2.3.2· Détoxication du gari

La détoxication du manioc, au cours des transfonnations alimentaires, est effectuée

empiriquement. Elle résulte de l'action combinée de différents phénomènes enzymatiques,

microbiologiques et physiques. Nous présentons ici, les résultats de quelques !Tavaux relatifs à

l'élimination des cyanures lors des différentes opérations de transfonnation du gari .

L'épluchage

Une importante quantité de cyanures est éliminée lors de l'épluchage (DUFOUR, 1988), les

écorces des tubercules cOntenanl 40 à 70% des cyanures totaux (cf. lab. 2.4).

Le râpage

Le râpage des racines dérruit la structure des cellules el pennet ainsi la mise en contact de la

linamarase endogène el des glucosides cyanogéniques. Ces derniers commencent alors à être

dégradés pour libérer les cyanohydrines Ainsi, d'après MADUAGWU et OBEN (1981), la fonne

"liée" ne représenterait plus que 15 à 20% du cyanure présent dans la pulpe râpée,

Le pressage el/a fermelltatioll

La fennentation spontanée qui se produil au cours de ce pressage. résuile de l'aclion combinée

des systèmes enzymatiques endogènes du manioc et de la microflore naturelle présente (CH UZEL

et GR1FFON.' 1987). Elle entraîne une baisse rapide du pH dans les premières 24 heures, Cene

acidification a différentes répercutions sur l'élimination des composés cyanurés:

- une baisse d'activité progressive de la linamarase endogène du manioc (IKEDIOBI et

ONYI KE, 19R2a):

- un ralentissement de la vitesse de dissociation des cyanohydrines en acide

cyanhydrique lorsque le pH devient inférieur à 5,5 (COOKE, 1978);

- un déplacemenl de l'équilibre d'ionisai ion du cyanure vers sa fonne moléculaire HCN

(JORY, 1989), Sous cene fonne, l'acide cyanhydrique est particulièrement volatil et donc

facilemenl éliminabJe,

Le pressage, par ailleurs, contribue aussi à diminuer les différentes fonnes de cyanures par

dissolution et élimination dans les jus de presse.
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Pour améliorer la détoxication lors de la fermentation, différentes techniques Ont été

proposées:

- Lavage de la pulpe

MEUSER et SMOLN1K (1980) rappoI1ent que le lavage de la pulpe femlentée pemlet de

diminuer de façon significative les teneurs en cyanure dans le produit fmal (moins de 10 ppm

contre 80 ppm pour une pulpe non lavée) Néanmoins ce le lavage de la pulpe entraîne des penes

imponanles de prOléines (50%), d'éléments minéraux (40 à 70%) et d'amidon,

- Ad jonction de linamarase exogène

IKEDIOBI et ONYlKE (1982a et 1982b) ont étudié J'effet de J'addition de linamarase

raniellement purifiée de J'écorce de la racine (IKEDIOBJ et al., 1980). Ils observent ainsi que

J'addition de linamarase exogène réduit de 87,5% la teneur en cyanure en fin de fermentation

contre 50% avec la Iinamarase endogène seule.

L'utilisation d'enzyme exogène présente donc un intérêt cenain. Cependant, elle se heune

aux difficultés d'extraction et de purification qui rendent ce procédé prohibitif. Aussi, IKEDIOBI

et O!'YIKE (1982h) suggèrent d'inoculer la pulpe de manioc avec une souche microbienne ayant

une activité 13-glucosidase capable de dégrader la linamarine. Suite à cene étude. plusieurs travaux

ont remlis l'isolement de microorganismes présentant des activités linamarases (cf. ~ 2.2J2).

Cependant. aucun déveloprement de telles applications potentielles n'a encore été réalisé à ce jour.

Cuisson-séchage

Durant celle étape. le manioc est poné à une température de 70 à RO°C proche de la

température de gélatinisation de -l'amidon. Ce niveau de température élevée favorise J'élimination

de J'acide cyanhydrique, mais détruit la linamarase. L'influence de celle opération "cuisson

séchage" sur l'élimination des cyanohydrines et des glucosides cyanogéniques, peu volatils et

stahles à pH acide. serait donc faible selon COOKE el COCK (1989).

Pour ohtenir une détoxication totale du manioc. il est donc nécessaire d'assurer, lors des

traitements préalahles. la décomposition des glucosides cyanogéniques et la dissociation des

cyanohydrines, ce qui malheureusement n'est pas souvent le cas. Ainsi. on peUl retrouver dans le

gari des teneurs en cyanures totaux résiduels voisines de 15 ppm. Cene moyenne masque une fane

dispersion puisque les garis traditionnels rencontrés sur les marchés togolais et béninois par

exemple, oscillent enrre 10 et 35 ppm de cyanures (CHUZEL et GRIFFON, 1987). D'autre pan, les

diversités des teneurs résiduelles peuvent résulter du fait que J'étape de femlentation-pressage est

plus ou moins longue selon les régions (la durée dépend des /laveurs recherchées).

Ainsi les populations autochtones ingèrent chaque jour entre 5 et 10 mg de cyanures soit 10 à

20% de la dose létale.
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2.3.3· L'étape de fermentation lors de la fabrication du gari

La fermentation est une étape imponante qu'il convient d'étudier en détail puisque, au-delà de

l'évolution du pH qui influe sur le niveau de détoxication, elle conuihue à la conservation et à

l'obtention des goûts et des arômes désirés. NOIons cependant, qu'elle conduit ~ des penes sensibles

en protéines el en éléments minéraux (EZEALA, J984),

Plusieurs études microbiologiques ont été réalisées sur la fermentation naturelle du manioc

lors de sa transformation en gari, mais les auteurs sont loin d'être unanimes en ce qui concerne la

microflore présente:

- COLLARD et LEVI (1959), ont présenté une théorie qui tentait d'expliquer la

détoxication et la fermentation du manioc. Celle théorie fait intervenir deux microorganismes et se

déroule en deux étapes:

tOul d'ahord une hactérie, Cor)'nebacrerium manihor, se développant

pendant les deux premiers jours, hydrolyse une fraction de l'amidon en produisant des acides

organiques dont l'acide lactique. La haisse de pH qui en résulle, permet une hydrolyse spontanée

des glucosides cyanogéniques et la lihération d'HCN .

. dans un deuxième temps, lorsque la quantité d'acides organiques produites

est suffisante. les conditions deviennent favorables au développement d'un champignon

(Ceolricum candida). Celui-ci produit une variété d'aldéhydes et de cétones caractéristiques du

goûl el de l'arôme du gari.

AKINRELE (1964) ohserve que durant la fermentation, l'acide lactique est le

principal acide organique produit. D'aulre pan, il démontre l'existence d'une corrélation directe

entre le pH final de la pulpe fermentée et la flaveur du gari. Ainsi, il apparaît qu'un pH final

inférieur à 3,9 est nécessaire pour ohtenir un gari de bonne qualité.

. en 1977, OKA FOR remellait en cause les résultats de COLLARD et LEVI (1959). En

effe!. il n'avait pu isoler qu'une seule fois Corynebacrerium à panir de différents échantillons el en

quantité si faihle, qu'il ne pouvait être responsable de la fermentation. Il observe par contre, une

prédominance de la flore lactique (Leuconosloc sp, principalement et Lacrobacillus sp.) et la

présence en plus faible proponion d'Alcaligenes sp. et de lel'ures (Candida sp.). Il suppose alors

que les résultats ohtenus par COLLARD et LEVI (1959) étaient dus à l'utilisation d'un milieu de

sélection inapproprié, excluant les hactéries lactiques, D'aulre pan, il suggère que la dégradation de

la Iinamarine est probablement due à l'activité linamarase endogène plutôt qu'à l'activité de la

microflore.

- ABE et LlNDSA y (1978) réfutent également les résullats de COLLARD et LEVI. Ils
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ob,ervent en fone quantité la présence de Corynebacrerium manihol, mais montrent que celte

snuche se développe très lentement, et a un pouvoir acidifiant très faible. Pour ces auteurs, le

nticl()org~nisme prédominant est Sireprococcus faecalis. Ce dernier produit des composés vnlatils,

en pJniculier le diJcélyl, qui contrihuent à J'odeur du produit.

- NGABA el LEE (1979) onl montré que la fermentation de la pulpe de manioc élait

e»entiellement assurée par des bactéries lactiques. Ce snnt des espèces de Laerobacil/us, L.

plalltarum et à un degré mnindre, Srreprococcus qui snnt responsables de la production d'acide

bCllque et du développement du goût caractéristique du manioc fermenté. Des essJis d'inoculation

massive de la pulpe avec des souches iwlées du gari Onl été par ailleurs réalisés, el monrrent que

l'utilisation de Laclobacil/us plan/arum comme stmer. permet d'obtenir une baisse plus rJpide et

impnn~nte du pH .

- OKAFOR el EJIOFOR (1986, 1990) isolent de IJ pulpe de m~nioc plusieurs

microorgJnismes (Alcaligenes faecalis, Leuconosloc mesenleroides, Saccharomyces cerevisiae ... )

capables de dégrader IJ linJmMlne. Ils suggèrent ainsi que la microllore pourrail jouer un rôle

ég~lement dam l'étJpe de détoxication du mJnioc, et que l'inoculatinn avec une souche présentant

une telle capJcité permeltrJil de réduire sa IOxicité .

. NW A..'\'K \\'0 er al (1989) Ont étudié la microllore présenle dans 1J pulpe fermentée

de 5 variétés de mJnioc. Ils ont i,olé dans ch~que CJS, les microorg~nismes suiv~nts. classés pJr

nrdre de prédominance: Leucon051Oc me5cnrcroidc5, Lacrobacil/115 planraTllm, Corynebacrerium

ma/1/I/(iI, Bacil/us sublilis el PseudomOllas a/wligcllcs.

- OFüYA et1\'\'AJIOFOR (1989) Ont év~lué "utilisation de stJner pour la production

indumielle de pri. Le staner ulilisé. constilué d'un cocktail de souches isolée~ du gari

(LcuCuno5lOc, SlreplococcUS, LaClObacil/us el Saccharomyces spp.), a permis d'ohtenir un produit

de bonne qUJlilé 10UI en réduisant le temps de fermenlalion à 2 jours. NOlons cependanl qu'aucune

analyse de la teneur en composés cyanurés n'a été effectuée,

- VASCONCELOS el al. (1990) Ont essayé d'éclaircir le mécanisme de détoxication du

m~nioc durant la fermentat'ion, el en paIliculier le rôle éventuel de la ilOTe lactique dans ce

phénomène. Pour cela, des essais d'inoculation avec L. planrarum ont été réalisés, Ils observent

que J'hydrolyse des glucosides cyanogéniques est réalisée durant les 3 premières heures de

fermentation et qu'elle est le résultat de la Iinamarase endogène du manioc, Les bactéries lactiques

ne seraient donc pas impliquées dans celte étape,

D'aulTes travJUX ont été menés sur la fermentation du manioc. pour d'autres transformations

que le gari. Nous citerons:

- CARDENAS el BUCKLE (1980) qui ont étudié la fermentation de J'amidon de
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manioc après extraction pour la produclion de "pan de yuca" (farine fermentée. consommée en

Amérique latine). Ils Ont montré que les microorganismes prédominants SOnt des bactéries

lactiques (Lac/obacillus l'lallIarum. seul ou accompagné de LaClobacillus casci).

- OYEWOLE et ODUNFA (l990) qui ont isolé et identifié 134 souches de bacléries

laC! iques au cours des 4 premiers jours d'un rouissage. Les souches appanenaient aux genres

Lacrobacillus (90 % des cas, dont 81 % de L. plan/arum) el Lcucono.floc (l0 %).

- BRAUMAN Cl al, (1992) qui ont observé, au cours du rouissage du manioc, Je

développement majoritaire de Streptocoques et Leuconosroc. supplantés à panir du troisième jour

par Lacrobacillus l'lan/arum.

Ainsi. malgré la diversité des résultats obtenus, la majorité des auteurs s'accordent aujourd'hui

reconnailre le rôle prédominant des bactéries lactiques dans le processus de fermentation

naturelle du manioc. Leur rôle au nive3u de la détoxication reste cependant ambigu.

2.4- Les bactéries lactiques

2.4.1 - Définition

JI n'existe pas il J'heure aCtuelle de définition préci,e el définitive des "bactéries 13cliques". On

considère cependant comme telle, : les b3ctéries Gr3m+, non sporulantes. catalase -. aérotOlérantes

en général, dont le principal produit de fermentation des carbohydrales est l'acide lactique 1(0(·),

L(+) ou DL)). On associe également aux bactéries lacliques une idée globale de leurs applications

dans les Industries Agro-Alimentaires (LEVEAU et BOUIX. 1980). Celle dernière précision

conduit il exclure de ce groupe les espèces ba.ctériennes productrices d'acide lactique mais ayant

des conséquences néfastes sur la qualilé du produit qui les renferme (StreptOcoques fécaux,

Staphylocoques...).

La nore lactique ainsi définie constitue un groupe très hétérogène, composé de bactéries

appanenant aux genres suivants SlrCl'lOCOCCUS (récemment renommé Lacrococcus) ,

LCueOIlOS/OC, Pcdiococcus, LaClobacillus et Bifidobac/erium.

Dans le cas de notre étude, nous ne lraiterons pas du genre BifidobaClerium, qui présente

cenaines panicularités : voie de fermentation des carbohydrates spécifique, pas de relation

phylogènique avec les autres genres, el absence dans la micronore épiphyte des aliments fermentés

(KANDLER,1983).
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2.4.2 - Mél<lbolisme énergétique des bactéries lactiques

Les hactéries lactiques ne possèdent p~s de chaîne respiratoire (absence de cYlOchromes).

lénergie disponihle pour la croiss~nce dépend ~insi princip~lement de la phosphorylation des

produits intermédiaires provenant du catabolisme des sucres. Un surplus d'énergie peul également

ètre généré par de, mécanismes d'excréi ion du lactate.

2.4.2.1 - Métabolisme énergétique lié à la dégradation des sucres

Chez les bactéries lactiques, il existe deux voies de dégradation du glucose, présentées sur la

figure 26 :

- Voie d'Embden-Meyerhof-Pamas : voie homofermentaire dans laquelle l'acide lactique

est le seul produit du métabolisme excrété à panir du glucose.

- Voie des pentose-phosphates: voie hélérofermentaire, conduisant à l'acide lactique en

mélange avec d'aunes produits d'excrétion: CO2• acide acétique, éthanoL .. selon les

microorganismes considérés.
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Figure 2,6 : Voies métaholiques du glucose chez les bactéries lactiques (d'après COGAN, 1980)
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Les h~cléries homolacliques sont représentées par les Lac/ococcus, les Pediococcus et

cenaines espèces de Lac/obacillus ; les hactéries hétérolactiques sont représentées par les

LeuconoJlOc el cenaines espèces de LaclObacillus, Il convient loutefois de noter que dans

cenaines conditions, Je métaoolisme d'une souche réputée homofennentaire peut devenir de lype

hétérofennentaire (RHEE et PACK, J980; MURPHY el al" 1985 ; BORCH el al" 1991).

Le bilan énergél ique des différentes voies est le suivant :

1 glucose + 2 Pi + 2 ADP vaie hamafermenlaire ~ 2 lactates + 2 ATP

1 glucose + 1 Pi + 1 ADP vaie hélcrafermemaire ~ 1 lactate+ 1 CO
2

+ ) éthanol + 1 ATP

Selon la voie métaholique suivie, la dégradation d'une molécule de glucose ne pennel la

synthèse que d'une ou deux molécules d'ATP, alors que la voie oxydative telle que la respiration de

l'oxygène, fournil 36 molécules d'ATP par mole de glucose dégradé. L'énergie libre directement

disponible fournie lors de la fennentation laclique eSI donc relativement faible, ce qui entraîne des

rendements biomasse/suhstrat faibles.

2.4,2,2· Métabolisme énergétique lié à l'excrétion de lactate

Il a été observé chez S. cremoris (OTTO CI al.. 1980, 1982) que l'excrélion du lactate

réalisée en sympor! avec des protons contribue à l'existence d'un potentiel membranaire dont la

valeur est liée au mode de culture. Ce potentiel membranaire peut alors étre com'eni en énergie

chimique pour la synthèse d'ATP ou en énergie électrochimique pour le transpon d'ions ou de

suhstralS. Chez S. lac/Is, MALONEY (J 977) et MALONEY el HANSEN (1982) ont pu mettre

ainsi en évidence un couplage entre l'entrée de protons dans la cellule et la synthèse d'ATP

(2 W lATP) catalysé par une ATPase membranaire.

La stœchiométrie d'excrétion H'!1actate détenninant la valeur du potentiel membranaire, peUl

varier de 0.9 à 2 suivant les condilions de culture (BRINK el KONINGS, 1982), Dans le cas où

cene stœchiométrie est de 2, la valeur du potentiel membranaire est suffisante pour permettre la

synthèse d'une mole d'ATP supplémentaire par mole de glucose consommé, ce qui représente un

gain d'énergie lihre de 50% pour les oactéries homolactiques.

Les résultats oblenus au cours de ces différents travaux sont en accord avec le modèle de

recyclage d'énergie postulé par MICHELS el al,( 1979). La figure 2.7 schématise les voies

génératrices et consommatrices d'énergie chez les Streptocoques,
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Solut~s

Figu re 2.7 : Procédés générateurs el consommateur> d'énergie chez les Streptocoques (d'après

K01'\I'iGS et OTTO, )983),

204.3 - Exigences nutritionnelles

Les bactéries lactiques conslituent un groupe de microorganismes pal1iculièrement exigeants,

En effet, outre la présence d'un sucre fennentescible. elles ont également besoin pour se

développer, de plusieurs acides aminés, vilamines et d'un système tampon capable de neutraliser

les quantilés élevées d'acides produites pendant la croissance, Ces différents éléments ne peuvent

èlre fournis que par des milieux très complexes, Le milieu MRS (DE MAN el al" J960) qui

contient 20 g de glucose el près de 25 g de sources protéiques complexes (sous la fonne d'extrait

de viande, extrait de levure el d'hydrolysal de caséine), est un milieu qui pem1el la croissance de

l'ensemble des bactéries lactiques (REUTER, J985),

Compte tenu du rôle essentiel joué par les syslème protéolytiques pour la production de petits

peptides el acides aminés nécessaires à la croissmce, de nomboeuses études visant à mieux

connaître les systèmes enzymatiques (peptide hydrolases, aminopeptidases el proléases) des

bactéries laCtiques, ont été réalisées (LAW et KOI-STAD, 1983 ; THOMAS et PRITCHARD,

J987),

Les acides ammés penerrent dans la cellule par lranspon aClif. La vilesse de transpol1 est

souvent liée à la valeur du pOlentiel membranaire (KONlNGS et OTTO, 1983) ; elle varie suivant
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la nature et le pH du milieu de culture (POOLMAN Cl al., 1987).

Concernanl la croissance des Iactobacilles, la leucine, la valine, l'acide glutamique, l'arginine,

la tyrosine et le tryptophane sont cités comme étant indispensables (LEDE5MA ct al., 1977).

Menlionnons également que les streptOcoques exigent au moins six acides aminés: la leucine,

lïsoleucine, la valine, l'acide glutamique, la méthionine et l'histidine (COGAN, 1nO).

En ce qui concerne les exigences en vitamines, celles-ci son! propres à chaque espèce; le

panlothénate et la niacine SOni nécessaires pour assurer une bonne croissance des lactobacilles

(LEDE5MA el al.. 1977) alors que les Streptocoques exigent de la niacine et de la riboflavine

(REITER et ORAM, 1962).

La présence d'oligoélémenls dans le milieu de culture permet d'activer la mulliplicalion

cellulaire des bactéries lactiques. Dans le cas des lactobacilles, des quantités non négligeables de

Mn 2• et Fe 2' SOni indispensables il leur croissance (LEDE5MA ct al., 1977).

2.4.4 - Rôles des bactéries lactiques dans les fermentations traditionnelles

Les bactéries lactiques sont, avec les levures, les microorganismes les plus utilisés par

l'homme. Leur applicat ion rend en effet possible la fabrication de milliers d'alimenls fermen!és,

sOUVcn! en cullures mixtes avec d'autres baCtéries, levures et moisissures. Le tableau 2.9 donne

quelques exemples d'utilisation de bactéries lactiques dans la préparation de cenains produits.

Nous pouvons observer qu'elles inlerviennent dans la préparation d'alimenls très variés il base de

céréales, légumes, viandes, lait, etc.

Lïndustrie laitière est la première utilisatrice de ces microorganismes; les produitS laitiers

représentent près de 20% de la valeur économique totale des alimenls fermentés à travers le monde

(5HARPE, 1979) Cet enjeu économique explique que la plupan des Iravaux Onl été

principalemenl focalisés sur la physiologie des bacléries lactiques directement impliquées dans

l'industrie laitière (Lactococcus tactis, LaclOCOccUS crcmoris, Lcw:ono,Hoc mC.lcnrcroidcs... ).

Dans tous ces procédés de Iransformation traditionnels, l'influence des bactéries lactiques eSl

double. Leur développement permet en effet:

- d'augmenler la durée de conservation des aliments qu'elles fermenlent,

- de contribuer au développement des qualités organoleptiques,
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Tableau 2,9 : Exemples d'utilisation de bactéries lactiques dans cenains produits (d'après BRINK
el HUlS INT VELD, 1991)

Produit Baclérie(s) lactique(s) utilisée{s)

Fromage Lacrococcus /acris
LaCIOCOCCUS cremoris
LaCIOCOCCUS /acris subsp. /acris
Leaconosroc ssp.
LaclObaci/lus he/velicus
Laetobaci/lus casei

Yaoun Lacrobacillus bu/garicus
SrreplOcoccus Ihermophi/us

Charcuterie LaC/obaci /lus plan/arum
Pediococcus acidi/aclici

Vin Leaconosloc oenos
Lacrobaci/lus p/antarum

Choucroute Leacana.Hoc mesenleroides
LaclOhacillus p/antarum

Pain au lev:lin LaclOhaci /lus sanfranciseo
Lacrobaci/lus brevis

Sauce de soja LaclOhaci/lus de/brueckii
Pediacaccus sayae

Legumes macérés Pediacoccus pen/osaceus
3U "inaigre LaClohaci/lus p/aillarum

Prohiolique LaclOhaci/lus acidophi/us
LaclOhaci/lus casei

Ensilage LaclOhaci/lus p/anlarum

2.4.4,1 - Propriétés inhibitrices des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques peuvent aussi exercer une activité inhibitrice sur le développement de

microorganismes indésirahles et pathogènes grâce à la production d'acides organiques (l'acide

lactique en particulier). de péroxyde d'hydrogène ou d'inhibiteurs spécifiques (bactériocines).

Effer de /'acidificalion

Les acides lactique et acétique, produits lors de la fermentation dans les alimenLs, inhibent la

croissance de cenains microorganismes par l'abaissement de pH qui résulte de leur production

mais aussi par une action inhibitrice spécifique de ces acides.
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D:lns les prOduits fennentés, la chule du pH dépend de la concentration en substrats

fermenlescibles. Elle est limitée par le pouvoir tampon du milieu et par le pH minimum toléré par

les fernlentS lacliques présents. Le pH alleint dans cenains de ces produits (yaoun, pH 4,0; manioc

fennenté, pH \R; choucroute, pH 4,R) suffit à éliminer la plupan des contaminants.

L'effet inhibiteur spécifique des acides organiques est généralement amibué à leur fonne non

dissociée. Celle fonne pénètre librement dans la cellule où elle s'ionise, ce qui provoque un

ahaissement du pH interne el le blocage de cenains mécanismes de transpon (CORLETT et

BROWN, 19RO) cité par BEllARD et THUAULT (1989).

D:lDS le cas de l'acide lactique, les concentrations en acide non dissocié nécessaire pour

provoquer une inhibition, seraient pour les levures, les En/crobaercriaecae et les Mieroeoeeaeeac

de l'ordre de 1 mM, de 2 mM pour les moisissures et de 3mM pour les Baeil/aeeac (BAIRD

PARKER. 19RO, cité par BEllARD et THUAULT, 1989).

Inhibilion due au péroxyde d'hydrogène

En présence d'oxygène, les bactéries lactiques ont la capacité d'oxyder cenaines molécules

(pynavate, lactate, 1':ADH, H+), en libéranl de l'H 20 2 (DAESCHEL, J9R9), L'absence de catalase

chez la plupan de ces microorganismes peul entrainer une accumulation de péroxyde d'hydrogène

dans le milieu de cuhure qui résuhe d'un déséquilihre entre les moyens de synthèse et de

dégradaI ion de ce composé toxique, Celle accumulation provoque l'inhihition de nombreux

microorg:lnismes pathogènes (Salmonelles, Pseudomonas, Staphylocoques ... ), mais aussi des

phénomènes d'aUlo-inhibition de la flore lactique (BEllARD et THUAULT, 19R9).

Inhibition due à des baclériocines

De nombreuses espèces de hactéries lactiques appanenanl aux genres Laeroeoeeus,

Lac/ohaeil/us, LcueOlw,Hoe et Pcdioeoecus sont capables de produire des baclériocines. Ce sont

des inhibiteurs de nature proléique (au moins en panie), ayant une activité bactéricide pour des

espèces proches en général de l'espèce productrice, voire des souches de la même espèce (TAGG

et al" 1976). Cependant, cenaines espèces produisent des inhibiteurs ayant un spectre d'action

plus large, incluant des gennes pathogènes (cf. tab, 2, JO), Nous citerons pour exemple, la nisine

(famille de polypeptides), produite par des souches de Lactocoeeus laetis, qui a un effet inhibileur

sur des souches de Bacil/us, Clos/ridium, Lis/cria.. Elle est employée comme agent de

conservation dans J'industrie alimentaire.
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Tableau 2.10 : BJctéries lactiques aYJnt un effet inhibileur sur des gennes pJthogènes (d'après
BEllARD CI al .. ]991)

Microorganismes Microorganismes
inhibiteurs inhibés

Pediococcus penJoscueus Clos Iridium bo/ulinum
CIOSlridium perfringens
Sraphyloeoeeus aureus

Pedioeoeeus cuidi/aeliei Lisleria monoey/ogenes

LaC/obaeillus rlall/arum S/aphyloeoeeus aureus

LaerobaCil/us sake Lisleria monoey/ogenes

Leueollosloe Lis/eria monoeYlOgenes

weloeoeeus laC/is CIOSlridium
Lis/eria
Baeil/aeeae

2..t.4.2 - Développement des qualités organoleptiques dans les aliments

Le métabolisme des carbohydrates. des protéines el, à un degré moindre des lipides par les

bJctéries IJctiques, entraine durant la fennentation, des changements dans la texture, l'Jrôme et la

naveur des aliments. t'ous citerons quelques exemples du rôle joué p;u les bactéries laC/iques dans

le développement des qualités organoleptiques de certains aliments.

L'acide lactique, qui eSI Je principal produit fonné par le métabolisme des sucres, est

responsable du goût frais acide de nombreux aliments (choucroute, gari, amidon aigre ... ).

Le métabolisme du citrate par cenaines bactéries lactiques (Laeloeoeeus laelis subsp. laelis

biovar diaee/ylaois et LeueonoslOe sp.) conduit à la formation de molécules aromatiques

(acéloïne, diacétyl, 2-3 butanediol) (DIVIES, 1991). Le diacétyl est le principal agent responsJble

de l'odeur du bon beurTe et de nombreux produits laitiers fermentés.

Le CO:. produit également par le métabolisme du citrale, esl le gaz responsable de la

formation des yeux caractéristiques de cenains fromages,

La fennentation malolactique du vin réalisée principalement par LeueollOslOe oenos, au cours

de laquelle l'acide malique esttransfonné en acide lactique el en CO2, pennel de réduire l'acidité et

ainsi d'améliorer le goût du vin ( LOt'V AUD-FUNEL, 1991).
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Le métabolisme des prOléines dans les fromages est fondamental. car il va paniciper il la

formation du goût et des arômes. La protéolyse réalisée par les bactéries lactiques. va

essentiellement conduire à des peptides couns et à des acides aminés libres. Ces derniers SOnt des

précul'eurs pour de nombreux arômes. En effet. la méthionine peut conduire à des composés

soufrés caractéristiques ; la phénylalanine et la tyrosine à des composés volatils à noyau

aromatique; la sérine à de l'ammoniaque. etc. ceci après leur dégradation par les flores d'affinages

(HEMME el al .• 1982).

Il apparaît ainsi. que les bactéries lactiques possèdent des propnetes métaboliques

paniculièrement intéressantes. Ceci explique le succès de leur utilisation comme Stmer dans

l'industrie agro-alimentaire et plus paniculièrement dans l'industrie laitière.

Des études complémentaires. en vue d'acquérir une meilleure connaissance de leur

physiologie ou de caractériser de nouvelles souches. permenront de découvrir de nouvelles

propriétés et de développer ainsi de nouveaux staners ayant des performances supérieures.

D'autre pan, les progrès réalisés au cours de ces dix dernières années dans Je domaine du génie

génétique. permellront sans doute dans le futur. la construction de nouvelles souches de

bacléries lactiques_ équipées d'une panoplie de propriétés métaboliques bénéfiques, propriétés

pouvant même provenir d'autres genres de bactéries.

2.5 - Conclusion

L'étude bibliographique a permis de dégager les principaux points suivants:

- Le manioc esl une planle à forl potenliel énergétique

L'intérêt de J'utilisation du manioc peut paraître ambigu. En effet. il présente de nombreux

défauts plante rapidement périssable après la récolte, aliment pauvre en raison de ses faibles

teneurs en protéines et vitamines, aliment toxique pouvant entraîner à long terme des maladies

chroniques. Cependant, il présente aussi de nombreux mérites: plante capable de pousser sur des

sols pauvres, susceptible de fournir des productions régulières avec un minimum de uavail, aliment

uès énergétique et dont l'amidon présente une haute digestibilité. Le besoin sans cesse croissant en

sources énergétiques, des populations des pays en voie de développement. justifie amplement que

l'on s'intéresse, malgré ses quelques faiblesses, à développer son utilisation.
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- Il faul améliorer le processus de détoxication du manioc

Le manioc COOl iem des glucosides cyanogéniques (linamarine principalement) qui peuvent

êlre dégradés enzymatiquement par une linamarase endogène, en HCN avec la fonnalion d'un

composé intermédiaire, l'acétone cyanohydrine. li convient d'éliminer ces différents composés

toxiques pour l'obtention d'aliments sains. Pour cela, les populations autochtones ont su développer

toute une série de transfonnations uaditionnelles.

Dans le cas du gari. deux étapes apparaissem essentielles pour pennenre la détoxication du

manioc: l'opération de râpage qui pennet la mise en contact de l'enzyme et de son subsrral, l'opé

ration de cuisson qui permet la volatilisation de l'HCN. li semblerait que la quantité d'enzyme libé

rée soit insuffisante pour dégrader la totalité de la linama.rine. li conviendrait donc d'améliorer,

pour diminuer la toxicité du manioc. les perfonnances d'hydrolyse des glucosides cyanogéniques

dur;lm la femlemation .

. Les bactéries lactiques jouent un rôle essentiel dans le processus de fermentation

du manioc

La fermentatie>n apparaît comme une étape clé dans l'obtemion des caractéristiques organe>

I('pliques des aliments il base de manie>c. Elle se déroule naturellement grâce au développemenl de

1;1 micrnlle>re épiphyte. Les microorpnismes intervenam au ce>urs de celle fem1ematie>n. som es·

sent iellement les hactéries lactiques. Nous avons souligné l'intérêt de ces bactéries dans les trans·

fonnations traditie>nnelles en général Elles interviennent en effet dans le dévele>ppement des ca

raCtéristiques organoJeptiques mais aussi dans la conservation des alimentS.

La maîtrise du pmcessus de fermentation du manioc devrail penneme d'obtenir les goGts et

arômes désirés et d'éviter !nute contamination évemuelle. L'utilisation de staners de bactéries lacti·

ques présentant des propriétés métaboliques et physiologiques paniculières pourrait pennellre d'at

teindre cet e>hjectif.

C'est sur la base de ces trois considérations essentielles que Je travail présenté en imroduction

a élé réalisé.
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3.1 - Microorganismes

Lors de cene étude, nous avons ulilisé des souches appanenant uniquement au groupe des

bactéries lactiques (cf. tab. 3 J). Ces souches ont diverses origines : elles proviennent de

collections internationales ou nationales, cenaines ont élé isolées du manioc fermenté au centre de

ORSTOM de Brazzaville, d'aulIes nous ont été offenes.

Tableau 3.1 : bactéries lactiques érudiées

Souche Origine

Lacrobacillus plall/arum Lactolabo, Dange, Saint Romain
Lacrobaci/lus planrarum A6 Isolée du manioc roui (ORSTOM Braaaville)
Laclobaci/lus plallcarum M3 Isolée du manioc roui (ORSTOM Brazzaville)
Laclobaci/lus brevis CNCM 102806
Lacrobaci/lus amylophilus CNCM 102988T
Laclobaci /lus sake Isolée du manioc roui (ORSTOM Brazzaville)
Sireptococcus equillus CNCM 103233
Streptococcus lactis CNRZ 145
Streprococcus cremoris CNRZ III
Leucollosroc mcsenteroidcs INRA 20G
Leucollosroc mcscl1/eroidcs suh~p crelllori.< CNCM 103009
Lcucollosroc dexlrallicUiIl INRA I8G
Pediococcus damllosus DSM 203]1
Pediococcus (JeJl!o.<Gceus CNCM 102260

Différentes techniques de conservation de ces souches ont élé ulilisées :

· conservalion sur boire de Pétri sur milieu M.R.S. (Difco) à 4°e. La souche peut êlIe

conservée dans ces conditions pendant J à 3 semaines.

· conservation en glycérol à -80°e. Après croissance en milieu liquide MRS pendanl

24 h, la cullure est reprise avec 50% de glycérol. distribuée stérilement en rube de Nunc de l ml el

conservée à - 80°e. La souche peut être conservée plusieurs mois dans ces condilions.

· conserva lion par lyophilisation. Après croissance en milieu liquide MRS pendant

24 h, la culrure eSI reprise avec 50% d'une solution contenant 1% de lait écrémé Difco et 0,5% de

glulamale de sodium. La souche est alors lyophilisée en ampoule de 5 ml puis conservée à 4°e.

Dans ces conditions, la conservation peut durer plusieurs années.
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3.2 - Milieux de culture

Le milieu de culture générJlement utilisé pour l'ensemble des expériences est le milieu MRS

(DE MAN el al., 1960) dOnt la composition de base est délai liée ci-dessous.

Selon les expériences, la source de carbohydrate (glucose) eSI remplacée par du cellobiose, de

l'amidon soluble (Prolabo, reL 21 152.291) ou différents substrats carbonés, la concentration est

également variable et peut aneindre dans cenains cas, 50 g/I.

Les milieux sont autoclavés 20 min à 121°C.

composilion du milieu MRS-Glucose (liquide) :

Pour 1 litre d'eau distillée:

Peptone pancréat ique de caséine ...
ExtrJits de viande.
Extrails de levure ..
Glucose
HvdroQénocitrate de diJmmonium
Aéélate de sodium..
Sulfate de magnésium heptahydraté .
Sulfate de manganèse monohydraté.
Hydrogénophosphate de dipotassium .
pH final à 25°C' 0,5

.10 g
10 g
5g

.. 20 g
2,17 g

5 g
0,207 g
0,056 g
.2,62 g

Ce milieu de cuhure e>t commercialisé par les laborJtoires DIFCO (reL 0881-01-3). Le

milieu MRS-Glucose gélosé est reconslitué à panir du milieu liquide, auquel on Jjoule de rAgar

Agar à 15 g/l.

Un autre milieu a été utilisé pour la sélection des souches amylolYliques : le milieu JP2 dont

IJ composition est donnée ci-dessous.

composirion du milieu lP2 :

Pour 1 litre d'eau distillée:

Peptone pancréatique de caséine. . .. 2,5 g
Peptone de soja. . . ,5 g
Peptone universelle M66. . 2,5 g
Ex traits de levure , . , , . , . , .. 5 g
Extraits de viande, . . . . . . . . . . . . .. . ... , 2,5 g
Amidon soluble (ProJabo). . . .3 g
Sulfate de magnésium heptahydraté . . . 0,1 g
Sulfate d'ammonium. , , , . . 2 g
Hydrogénophosphale de dipotassium ,0,2 g
Chlorure de sodium ,3 g
pH fll1al à 25°C: 6,75
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3.3 - Conditions de culture

3.3.1 . Cu lIure en Erlenme)'er

Les souches som culiivées pendant 20 heures à 30°C (sans agitation) en Erlenmeyer de 250

ml COntenant 100 ml de milieu MRS. L'ensemencement s'effectue à panir d'un tube de Nunc.

3.3.2 - Culture en bioréacleur

Les croissances Ont été réalisées en batch. Les réacteurs utilisés sont de type BioJaffite

(Poissy. France). Ces cuves autoclavables présentent une double enveloppe permenant de réguler

la température, par circulation d'eau. Leur volume utile est d'environ 1,5 1(volume lOtal 2,2 1). Les

réacteurs SOnt équipés d'une sonde à pH Ingold aUloclavable, d'une sonde à température et d'un

système d'agitation.

La conduite du réacteur est réalisée à panir d'un boîtier de commandes qui permet le contrôle

et la régulation de l'agitation, de la température et du pH.

- Condirions de cu/rure :

- Agitation fixée à 150 tpm

- Température régulée à 30°C

- pH régulé à 6.0 par addition de NaOH 5 N

- Aucune aération n'a été apponée.

Le milieu de culture. aUlOclavé dans le réacteur 30 min à 121°C, a été ensemencé à 10% (v/v)

avec une préculiure de 20 heures à 30°C, réalisée en Erlenmeyer dans un milieu de composition

identique. Des prélèvements ont été effectués à imervalles de temps réguliers. Ils permettent de

suivre l'évolution de la biomasse, la prodUCtion d'acide lactique, la consommation de sucres el la

production d'enzymes (Iinamarase et amylase).

Expression des résu/rQrS

Les rendements biomasse/substrat (Yx/s en g/g), lactate produit/substrat (Yp/s en gJg) et le

taux de croissance (~ en h' 1), som obtenus en calculant respectivement les coefficients de

régression linéaire de la biomasse en fonction du substrat résiduel, de l'acide lactique en fonction

du substrat résiduel, el du Ln DO en fonction du temps, uniquement Jors de la phase exponentielle

de croissance. Les différents coefficients som calculés avec un intervalle de confiance de 0.95 . Le
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rendemenl YAT? (g de biomasse/mole d'ATP) eSI calculé en considérant que de 2 moles d'ATP

,onl produites pa.r mole de glucose dégradée lors d'une femlentation homolactique,

3.4 - Estimation de la population bactérienne

· Par nél'hélométrie

Celle mélhode a été utilisée pour suivre les croissances en fermenteur et en Erlenmeyer.

L'~hsorhance des suspensions cellulaires a été mesurée à 540 nm avec un SpeClfopholOmèlfe

"1il1on Roy Spectronic 40L Des dilutions de la suspension cellulaire som effectuées afin de se

sil uer d~ns 1,1 zone de \'alidité de leclure de I~ densilé optique comprise entre 0.1 et 0.5.

· Par délUJmbrement sur boite de Pétri

Celle méthode a été utilisée pour eSlimer la popul~tion bactérienne au cours de la

fermemation du manioc. L'échantillon à analyser (10 g) a été homogénéisé avec 90 ml d'eau

ph\'siologique stérile. Une gamme de dilutions décimales a élé ensuite réalisée à panir de la

suspension précédemmem obtenue. Les boîtes de Pétri contenant du milieu MRS-Glucose gélosé,

onl été ensemencées en surface avec 0,1 ml des différentes dilutions. Trois hoÎtes de Pétri onl été

ensemencées avec cha(jue dilUlion. Le résultai correspond à la moyenne des nombres de colonies

col1lptées sur les hoiles (emre 30 el 300 colonies).

· Par détermillariul/ de la mwii:re sèche

Un volume de 10 ml de la suspension cellulaire eSI centrifugé à 1(X)OO g pendam )0 min dans

des tubes à essai préalablemem larés. Les cellules sont lavées à l'eau distillée et séchées à l'étuve à

105°C pendant 24 h. La matière sèche est mesurée par différence de pesée et évaluée sur 3 essais.

3.5 - Techniques des dosages biochimiques

3.5.1 - Dosages colorimélriques des sucres

3.5.1.1 Dosage des sucres totaux

Les sucres totaux sont dosés selon la méthode de DUBOIS et al. (J 956). Une hydrolyse des

polysaccharides est réalisée en milieu acide à chaud. L'amhrane réagil avec les hexoses el les

aldopentoses pour donner un complexe de couleur bleu· ven, présemant un maximum d'absorbance
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j 625 nm. La présence de protéines contenant du tryptophane donne une couleur rouge à

l'échantillon et peut interférer avec la réaction.

Celle méthode très sensible, pennet de doser des concentrations en sucres totaux allant de 0 ~

50 mg!!. Compte tenu de la lrès grande sensibilité de la méthode, il est nécessaire d'effectuer des

dilutions souvent très imponaJlles de l'échantillon ~ doser. De plus, les rubes utilisés doivent ètre

d'une extrême propreté et exempts de toutes traces de poussière. Il est ainsi recommandé de laisser

tremper les tubes à essai pendant une nuit dans de l'acide sulfurique dilué puis de les rincer et

sécher soigneusement.

Le réactif est préparé en dissolvant 200 mg d'anthrone dans 100 ml d'acide sulfurique pur. A

2.5 ml d'échantillon préalablement dilué, on ajoute 5 ml de réactif ~ l'anthrone. Les tubes SOnt

agités au vonex et ponés à ébullition pendant 10 min. La réaction est stoppée par refroidissement

en plaçant les tubes dans un bain de glace. L'absorbance est lue à 625 nm. Une gamme étalon de

glucose allant de 0 à 50 mgll est réalisée en parallèle pour chaque série de mesures.

3,5,1.2 - Dosage des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs sont dosés selon b méthode de MILLER (1959). A tempér~ture élevée

et en milieu hasique, l'acide 3,5,dinjlros~Jicyljque est réduit en acide 3-amino-5-nitrosalycilique

en présence de sucres réducteurs. Le produit de la rbction est jaune-orangé, et possède un

maximum d'absorption à 575 nm. Celle méthode pemlet de doser des concentrations en sucres

réducteurs allant de 0 à 1 gJl. La présence de fones concentr~tions en protéines peut interférer sur

la leCture.

La composition du réactif Di\'S est la suivante (gJI) acide 3,5-dinitrosalycilique, 10,0

hvdroxyde de sodium. 10.0; sulfite de sodium, 0,5 ; phénol, 2.

A 1 ml de l'échantillon convenablement dilué, on ajoute 1 ml du réactif Di\'S. Le mélange est

poné à ébullition 5 min et refroidi rapidement en le plongeant dans un bain de glace, Après

~ddition de 8 ml d'eau distillée, le contenu des tubes est homogénéisé au vonex et la densité

optique est lue à 575 nm. Une gamme étalon de glucose allant de 0 à 1 g/I est réalisée en parallèle

pour chaque série de mesures.

3.5.1.3· Oosage de l'amidon

L'amidon est dosé selon la méthode de OTENG·GY ANG (1979), bJsée sur la propriété de

l'amidon soluble à fonner en présence de réactif iodo-ioduré, un complexe brun absorbaOl à

620 nm. Celle méthode pennet de doser des concentrations en amidon allant jusqu'à JO gII.
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Le réactif iodo-ioduré e~1 préparé par dilulion à 4°!c de la solution suivanle gI1 : KI, 30 ; '2' 3.

La réaction colorée est obtenue en ajoutant 0,1 ml de l'échanlillon convenahlement dilué à 2,4 ml

de réactif iodo-ioduré. La densité optique e~t lue à 620 nm. Une gamme étalon d'amidon soluble

(Prolaho) allant de 0 il 10 gIJ est réalisée en parallèle pour chaque série de me~ure~.

3.5.2 - Dosage des acides organiques el des sucres par HPLC

La ~éparation de ces différemes molécules a pu éue réalisée grâce à l'utilisation d'une colonne

à base de ré>ine (colonne Aminex HPX87H / Biorad Co).

Celle colonne pennet la ~éparalion des acides organique~, des sucres simple~ ou complexe~ et

des différems alcools. grâce aux actions combinées de mécanismes d'échanges d'ions, de tami~age

moléculaire et d'inleractions hydrophobes. La résine est un copolymère de styrène et de sulfonate

de divinyl benzène (cf. figure 3.1). La charge sur la résine assure les interactions ioniques alors que

le squelelle de polyst\Tène favorise les interactions de type hydrophobe. L'action combinée de ces

muliiple~ système, d'imeraclions permet ainsi la ~éparation d'un très grand nombre de molécules

par rappon aux colonne~ classiques à ha~e de ~i1ice, qui ne fom intervenir qu'un ~eul principe

dïmeraction.

Figure 3.1 : Groupements greffés sur la colonne Aminex HPX87H Biorad

Deux détecteurs som branchés en série en sonie de colonne: un réfractomèrre pour détecter

le~ sucres, les alcools el les acides organiques et un détecteur UV il 2JO nm pour les acides

organiques et autres molécules. L'analy~e par réfractométrie a un ~euil de détection assez faible

mais pennel un dosage préci~ pour des cOncenlralion~ supérieures à 0.3 g1J.

Le tableau 3.2 pré~enle la liste des composants quantifiés par celle méthode ainsi que leur

. temp~ de rétenlion.

Matérie! et Méthodes



41

• Caractéristiques du dispositif HPLC :

Pompe: LOC 3200 Consta Metric
Vanne d'injection: l'anne rhéodyne 7125 munie d'une boucle d'injection de 20 ~I

Colonne: Aminex HPX87H (BIORAD)
Four: Jones
Détecteurs: Réfractomètre PHILIPS PU 4026, speCtrophOlOmètre LDC 3100
Inlégraleur: Logiciel Chroma commercialisé par la société Biosystème

• Conditions de chromatographie:

Eluant: H2SO. 6 mM, dégazé sous hélium
Tempérarure : 65°C
Déoit : 0,8 ml/min

Tableau 3.2: composés quantifiés par HPLC

Composanl Temps de rétemion
(min)

Cellobiose 5,7
Maltose 5,7
Glucose 6,8
Linamarine 7,1
Acide laci ique 9.67
Acide acétique 11,35
Acétone cyanohydrine 12.s
Acide propionique 1:;.3
Acide i,ohuryrique 14.118
Méthanol 14.89
Acide outyrique 16.1
Ethanol 17
Acide isovalérique 18,42

Acide valérique 21,74

3.5.3 - Dosage des protéines

Les protéines totales onl été dosées dans les extraits enzymatiques obtenus au cours des

différenles étapes de purification de J'amylase de L. plan/arum A6. Nous al'ons utilisé le kit

Protcin Assay (Biorad, rer 500311). Cene méthode simple (un seul réactif), et rapide (5 min), est

très sensible (seuil de détection: la ~gJml). Il s'agit d'une technique basée sur la méthode de

BRADFORD (1976).

Matériel el Mélhodes



42

3.6 - Dosages des différentes formes de cyanures

Principc Cl mérilodc :

Dans le manioc. les cyanures peuvent se Ifouver sous différentes formes:

- les cyanures libres, p:mni lesquels on distingue les ions CN- et les c)'anohydrines (acé

tone cyanohydrine principalement)

- les cyanures liés ou glucosides cyanogéniques (Iinam:ui.ne principalement).

La linamarase (LI-glucosidase) hydrolyse la Iina.marine en glucose et acélOne cyanohydrine.

En milieu basique, l'acétone cyanohydrine se dissocie réversiblement en acétone et CN-, l'équilibre

se situJm à pH S,S. Par contre. pour des pH basiques de l'ordre de 1J à 13, celle dissociation est

totJle et irréversible.

La linamarase endogène du manioc, libérée lors du broyage, agit très rapidement sur la

linamarine. Pour mesurer les différemes teneurs en cyanures dans Je manioc, il est donc néce»aire

d'inhiber celle activité. Ceci est réJlisé en diluam l'échantillon à SO% dans de l'acide sulfurique

0.1 N. L'échantillon est ensuite broyé finemem à J'lJhra-Turrax Ce broyage doit étre effeclUé dans

la glace pour éviter la volatilisation des ions C";-. Les dosages som ensuite effectués sur le

surnageant du bro\'al. obtenu après centrifugation. Ce méme surnJgeant peut élre utilisé pour

déterminer les teneurs des différems acides organiques par HPLC

Les ions cyanures libérés lors de cette réaCiion SOnt très volatils, au,,; ces dosages seront

effectués en tube Eppendorf bouché. Les cyanures sont dosés à l'aide d'un Kil colorimétrique

Spectroquanl (Merck ref. 14ROO) dans un volume de S ml et à un pH proche de S-6. Voir le

schéma récapitulatif (figure 3.2).

Dilurion Cl nClllralisalion dc l'écilanlilion : à 400 ~I de surnageant d'un broyat de manioc

fermenté (conservé dans la glace), on rajoute 100 ~I de NaOH 0.2 N et 3.S ml de tampon

phosphate 0.1 M : pH 6, de façon à rétablir un pH proche de la neutralité (volume tOlal 4 ml, le

facteur de dilution (Dl) au cours de celle étape est de 10). C'est à panir de cet échantillon (E), que

sont réalisés les 3 dosages suivants:

Dosage des ions CI'-

Suivant la quantité d'ions CN- allendue, les cyanures som dosés avec le kit Specrroquant sur

une prise d'essai variam de 100 à SOO ~I de l'échantillon E à laquelle on rdjoute 4,9 à 4,S ml d'eau

distillée. Le facteur de dilution (02) eSi donc de 10 à sa.
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Dosage des c)'anures libres

II consiste à doser l'ensemble des molécules CN- et acétone cyanohydrine. Pour cela, à 500 III

de l'échanlillon (E), on ajoute 500 III de NaOH 0,2 N. Ceci a pour effet d'élever le pH à 13 et

d'entraîner la dissociation complète et irréversible de l'acétone cyanohydrine en une quantité

équivalente d'ions cyanures, dosables par le kil. Le pH est ensuite ramené à 5 (pH requis pour le

kit) par addition de 4 ml d'HzSO. 0.025 N (volume tOlal 5 ml soit un facteur de dilution 02=10).

Les cyanures libres sont dosés à l'aide du kit Spectroquanl. Par différence (cyanures libres moins

ions CN-), on obtient la teneur en acétone cyanohydrine.

Dosage des cyanures totaux

Il consiste à doser l'ensemble des cvanures libres et liés (Iinamarine). Le principe est similaire

au dosage des cyanures libres mais avec une élape préliminaire supplémentaire au cours de

laquelle la linamarine l'Si hydrolvsée pour produire une quantité équivaleme d'acélOne

cyanohydrine, Cette hydrolyse est réalisée à raide d'un culot de L, plallTarum A6. souche

sélectionnée pour son imponame activité linamarase. L'utilisation d'un tel procédé constitue une

originalité par rappon aux méthodes généralement citées dans la !illérature (COOKE, 1978 ; RAO

et HAHN, 1984), dans lesquelles l'hydrolyse de la linamarine l'SI réalisée à J'aide de linamarase

purifiée du manioc, A 3 ml de l'échantillon (E), on ajoute 1ml de suspension cellulaire de L.

plallrarum A6 (soit une dilution 03= 1.33) L'ensemble l'SI incubé en tube fenné hennétiquement

environ 30 min à 30°C, pour pennellre l'hydrolyse totale de la lina01arine. SOO >lI sont ensuite

prélevés et subis.<ent le même trailement que celui décrit pour le dosage des cyanures libres (ici,

02= 10). Par différence (cyanures IOtaux moins cyanures libres). on obtient la teneur en linamarine.

Calculs .'

D: le produit des dilutions successives réalisées (DI, D2 et D3 le cas échéant)

P: le % de poids sec dans le broyaI. mesllJé après ajoui d'acide sulfurique

A : Pente de la droite d'étalonnage des ions CN- exprimée en Ilmolll de CN' par unité de DO

à 585 nm

Masse molaire du cyanure = 26 g

On a alors: Teneur (équivalent en ppm de CN-) = DO 585 nm x A x D x IOO/P x 26

PréparaIion d'une suspension cellulaire de L. plan/arum A6 : un litre de culrure, obtenu en

fennenteur sur milieu MRS-Cellobiose, est centrifugé (20 min à 4500 tpm) en fin de phase de

croissance. Le culOt est lavé 2 fois dans du tampon phosphate 50 mM, pH 6 puis remis en

suspension dans l litre du même tampon contenant du glycérol à 20%, La suspension cellulaire l'SI

répanie et conservée à -30°C.
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MANIOC FRAIS

~
Prélèvemem de lOg

ajout de 10mi acide sulfurique O. 1N

u1tra-turrax 1 min

Cenuifugation 3 min à J2000 lpm

Récupération du sumageant

t
Echant ilion (E) :

400 III de surnageanl

+ 100 III de NaOH 0.2 N

+ 3.5 ml de Tp phosphate
0.1 M; pH 6

0,5 ml d'échantillon (E) O.5ml d'échantillon (E) 3 ml d'échantillon (E)

+ 4.5 ml d'eau distillée. + 0.5 ml NaOH (O.2N) + l ml de !'uspcn!'ion

+ 4ml d'H)SO. (0.025N)
cellulaire de L. plafllarum A6

cullivéc sur MRS ccllobiosc

Incubation 30 min J7°C

~
,. O.5ml d'échantillon

1
+ 0.5 ml NaOH (O,2N)

,
+ 4ml d·H,SO. (O.025N)

t
KIT SPECTROQUANT (dosage de la DO à 585 nm) 1

teneur en ppm = teneur en ppm = teneur en ppm =

DOx Ax Dx lOO/P x 26 DOx Ax Dx loo/P x 26 DOx Ax Dx loo/P x 26

IONS CN' (a) CN LIBRES (b) CN TOTAUX (c)

CY ANOHYDRINES: (b)·(a) LINAMARINE: (c)·(b)

Figure 3,2: Schéma du protOcole de dosage des ions cyanures, des cyanures libres, des
cyanohydrines, des cyanures totaux el de la linamarine dans le manioc. L'ajout des réactifs
doit êlre effeclué dans l'ordre indioué.
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3.7 - Dosages des activités enzymatiques

3.7.1 - Dosage de l'activité amylase

L'activité amylasique a été estimée, au début de notre étude, par la vitesse d'apparition des

sucres réducteurs, puis par la suite, par la vitesse d'hydrolyse de l'amidon,

• Mesure par la vitesse d'apparition des sucres réducteurs,

L'extrait enzymatique est d'abord lavé par ultrafiltration du sumageant de culture en utilisant

une cellule Amicon avec une membrane d'exclusion de 10 kDa, Cene opération est nécessaire pour

supprimer les sucres réducteur; présents en grande quantité dans le surnageant et qui interféreraient

par la suite, avec le dosage, L'activité amylasique est alors dosée par ajout de 0,1 ml d'extrait

enzymatique à 0,8 ml d'une solution contenant 1,2 % d'amidon soluble (Prolabo) dans un tampon

phosphate 0,1 M; pH 6, La réaction est stoppée par addition de 0,1 ml de NaOH 5 N,

L'augmentation du pouvoir réducteur est mesurée à différents temps d'incubation à 40°C, suivant la

méthode décrite au § 3,5,1.2,

Une unité enzymatique est définie comme étant la quantité d'enzyme nécessaire à la

production d'une ~mo]e d'équivalent réducteur par minute,

• Mesure par la vitesse d'ill'drolysc de l'amidoll.

L'activité amylasique eSt mesurée par ajout de 0,1 ml d'extrait enzymatique à 0,8 ml d'une

solution contenant 1,2 % d'amidon soluble (ProJabo) dans un t:lmpon citrate/phosphate 0,1 M ; pH

S,S, La rbction est stoppée par addition de 0,1 ml d'H 2SO. 2 N. L'amidon résiduel est dosé à

,différents temps d'incubation à 55°C, suivant la méthode décrite au § 3,5, J.3.

Une unité enzymatique est définie comme étant ]a quantité d'enzyme nécessaire à l'hydrolyse

de 10 mg d'amidon en 30 minUles,

3,7,2 - Dosage de l'activité aryl-fi-glucosidase

L'activité aryl-B-glucosidase a été mesurée sur les cellules entières, Elle a été estimée par

dosage du pNP libéré lors de l'hydrolyse du pNPG, Le pNP, composé jaune, est dosé par

specllophOtomérrie à 400 nm selon la méthode de BLONDIN et al, 1983, La coloration est

amplifiée en présence de N~C03' qui sen aussi d'agent dénaturant pour stOpper la réaction

enzymatique,

Le mode opératOire est le suivant les cellules provenant d'une culture de 1 ml à 10 ml
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(suivant l'activité attendue) sont centrifugées, lavées dans de l'eau physiologique et remises en

suspension dans 4 ml de tampon acétate 0,1 M ; pH S.5. La réaction est déclenchée par ajout de

1 ml de substrat (pNPG 50 mM dans tampon acétate 0,1 M : pH 5.5). A différents temps

d'incubation à 30oe, des fractions aliquotées de 0,5 ml SOnt prélevées et mélangées J 2 ml de

~a~e03: 0,2 M. La DO est lue à 400 nm COntre un blanc, après centrifugation des tubes pour

éliminer le trouble dû aux cellules en suspension.

Une unité enzymatique est définie comme étant la quantité d'enzyme pennenant l'hydrolyse

d'une fimo1e de pNPG par minute.

3.7.3 - Dosage de l'acti,ité linamarase

L'activité linamarase a été mesurée sur les cellules entières de bactéries lactiques, ou

directement sur le manioc. Elle a été estimée par le dosage de l'acide cyanhydrique libéré lors de

l'hydrolyse de la Iinamarine.

Les cellules provenant d'une culture de 1 ml à 10 ml (suivant l'activité anendue) SOnt

centrifugées, lavées dans de l'eau physiologique et remises en suspension dans 450 fil de tampon

acétate 0.1 M: pH S,5. La réaction es! déclenchée par ajout de 50 fil de substrJt (Iinam:uine 0,1 M

dans tampon acétate 0.1 M : pH 5.5.) A différent temps d'incubation à 30oe, des fractions

aliquOlées de 50 fil sOnt prélevées el mélangées il SO fil de NaOH 0,1 N. en tubes Eppendorf

bouchés et placés dans la gl:ice. 11 a été montré que le NaOH apponé était suffisant pour amener le

pH à J3 et dissocier ainsi irréversiblement j'acétone cyanohydrine. li pennet d'autre pan, de

bloquer la réaction enzymatique. au cours de laquelle un ion eN' est libéré par molécule de

linamarine hydrolysée.

Dosaf!c des ions nanurcs formés:

A la fin de la cinétique. les cyanures de chaque tube d'arrêt SOnt dosés simultanément:

50 fil d'H,SO. 0.1 N son! ajoutés aux 100 fil du mélange pnécédemment constitué.

L'acide penne! de rétablir un pH proche de 5, nécessaire au bon développement de la réaction

colorée par la méthode SpeclIoquanl.

, 850 fil d'eau SOnt ajoutés (volume total 1ml).

100 fil de ce mélange sont alors préle,'és et dilués dans 4,9 ml d'eau distillée (dilution

globale: 1000 fois). Les cyanures y SOnt dosés à l'aide du Kit Spectroquant (cf. § 3.6).
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La DO est lue à 585 nm contre un blanc, après centrifugation des tubes pour éliminer le

trouble dû aux cellules en suspension. Une unité enzymatique est défInie comme étant la quantité

d'enzyme permellant l'hydrolyse d'une J.Imole de linamarine par minute.

3.8 - Techniques de purification de l'ex-amylase de
L. plantarum A6

L'extrait enzymatique brut (surnageant de culture obtenu à la fin de la phase de croissance de

L. plafltarum A6 en bioréacteur sur MRS amidon) récupéré par centrifugation à 10000 g pendant

15 min, a été fIltré sur fIltre Millipore HAWP de 0,45 J.lm afIn de supprimer les débris cellulaires.

3.8.1 . Précipitation fractionnée au sulfate d'ammonium

Les protéines ont été fractionnées par additions successives de sulfate d'ammonium à 4°C.

Quatre fraclions ont été obtenues après avoir alleiJ1i 30%, 50%, 70% et 90% en sulfate

d'ammonium. Les protéines précipitées ont été centrifugées 15 min à 15000 tpm. Un dosage de

l'activité amylasique de chaque précipité redissolls dans 40 ml de tampon phosphate pH 6.8 ; 50

mM. a été effectué afin de sélectionner la fraction contenant l'activilé enzymatique recherchée.

3,8.1· Ultrafiltration

La concentration et le lavage de l'extrait enzymatique (obtenu après précipitation au sulfate

d'ammonium à 70%) ont été réalisés dans un tampon phosphate pH 6.8 ; 50 mM à l'aide d'une

cellule Amicon munie d'une membrane de limite d'exclusion 10 kDa. Une surpression de 3 bars a

été appliquée avec de l'azote. Une faible agitation à l'aide d'un barreau magnétique pennel d'éviter

le colmatage de la membrane. Cette opération a été effectuée à 4°C.

3.8.3 - Chromatographie sur DEAE-Cellulose

Cene chromalOgraphie d'échanges d'anions a été réalisée à l'aide du gel DEAE-Cellulose

DE52 (Whatman, ref. 4057050). Ce gel est constitué d'une matrice de cellulose sur laquelle ont été

greffées des fonctions amines quaternaires diéthyJaminoéthyl
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Réa/iJarion de l'é/wion :

Le volume de gel utilisé a été d'environ 1JO ml, I"élution s'est déroulée en deux temps;

- élution des protéines non fixées avec 330 ml de tampon phosphate pH 6,8 ; 50 mM

- élUlion des protéines fixées sur le gel il raide d'un gradienl de NaCI de 0 à 0.6 M,

Description du système'

- Dimensions de la colonne; 25 cm de longueur; 2,5 cm de diamètre

- Débit; 2,5 mVmin

- Température; 25°C

- Volume des fractions; 5 ml

Les fractions contenant l'activilé amyla~ique Ont été ra>semblées puis dialysées pendant une

nuit contre du tampon phosphate pH 6,8 ; 50 mM, L'extrait enzymatique ainsi oblenu a servj pour

la caractérisalion de l'enzyme. il a élé fraclionné puis conservé à -30°C. Aucune pene notable

d'aclivité n'a été observée après 6 mois de conservation,

3.9 - Electrophorèse sur gel de polyacrylamide

Celles-ci ont été réalisées sui,'ant le protocole de LAEMMLI (1970), Un gel de concentration

ou "stacking gel" est coulé au dessus du gel de séparation ou "running gel" dans le hut d'assurer

une concentration des protéines avant leur séparation.

3.9.1 . Description générale du s)'stème

Les élewopho~èses ont élé réalisées à l'aide du dispositif Mini-Proléan li Electrophoresis

Cell (Biorad) (reL 165-2940), qui permet la réalisation de gels d'élewophorèse de 8 x 7,3 cm et de

0,7 mm d'épaisseur. Les solutions nécessaires à la migrai ion el à la préparaI ion des gels (10% plv

d'acrylamide) om été préparées suivant les insrructions du fournisseur BIORAD, Les migrations

ont été effecluées à température ambiante, sous l'action d'un courant électrique cominu de 150V,

La faible épaisseur des gels permet une migralion totale en une heure environ,

Les électrophorèses en conditions natives ou dénaturantes ont été réalisées de façon idemique,

avec les mêmes solutions, mais avec un ajoui de SDS pour le second cas,

Avanl d'être déposés dans les puits. les échantillons protéiques à analyser Sont dilués au 1/4

dans le tampon d'échantillon, Dans le cas des conditions dénaturantes, du SDS et du Il

mercaptoéthanol som ajoutés aux échantillons avant de les chauffer à JOO°C pendant 5 min,
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3.9.2 - Révélation des gels

Differentes techniques de révélation ont été utilisées:

- Coloration des protéines totales au nilrate d'argent suivant OAK LEY el al,( 1980),

- mise en évidence de l'activité amylasique SUI les gels en conditions natives, selon le

protncole suivant:

1) Incuber le gel 2 à 3 heures dans la solution A (selon l'activité anendue)

2) Bien rincer le gel à l'eau distillée

3) Ajouter la solution de Lugol

les bandes d'amylases apparaissenr en quelques secondes sous forme de bandes claires sur

fond brun foncé,

4) La cOloraI ion n'élant pas stable, il est nécessaire de prendre une photographie rapidement

(l0 min),

- Solutions requises: Lugol (solution prête à l'emploi) ; Solulion A : amidon soluble (Prolabo) à

1% dans du tampon citrate/phosphale 0,1 M : pH 5

3.10 - Observation au microscope électronique à balayage

Les échantillons destinés à la microscopie électronique doivent être fixés pour éviter IOUle

défonn3tion des struclUres et déshydratés complèlement pour obtenir une mélallisalion homogène,

La fixation des échantillons a été réalisée au fonnaldéhyde (BLAHA et PARIS, 1987), La

composition du fixateur est la suiv3Ilte ' aldéhyde fonnique il 40% 10 ml ; acide acétique pur 10

ml; éthanol absolu 85 ml.

Les échantillons introduits d3Ils des petits paniers grillagés, Ont été immergés 12 h dans le

fixateur sous vide (afin d'éliminer les bulles d'air et faciliter la pénétration du fixateur au sein de

l'échantillon) Les paniers Ont été ensuite innoduits d3IlS quatre bains successifs de 30 min

d'éthanol à RO%, puis 2 bains successifs d'éthanol à 95% el enfin 2 bains d'éthanol absolu,

L'opération de métallisation des slruclUIes a été réalisée après élimination tOtale de l'alcool.

Pour cela, les paniers contenant l'échantillon ont été introduits dans un appareil à déshydratation

par la méthode du point critique, Du CO2 liquide recouvre les échantillons el l'alcool est lotalement

remplacé par le CO2, A pression atmosphérique, le CO2 est dégazé el les éch3Illilions desséchés

SOnt prêts pour la métallisation, Ceux-ci SOnt déposés sur du ruban adhésif double face et montés

sur des plots disposés dans un appareil à pulvérisalion calhodique (Polaron, Model E 5000), Une
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fine pellicule d'or-palladium se dépose alors et les préparations deviennenr conductibles.

Les échantillons ~ont enfin prêts pour l'observation au microscope à balayage. L'examen

microscopique a été effectué en utilisanr le microscope éleclronique JEüL J.S.M,35 de l'Université

Monrpellier II, Sciences et Techniques du Languedoc (UM Il). Les analyses Ont pu être effectuées

grâce à la collaboration de Mr DATAS de l'UM II.

3.11 - Obtention de protoplastes

Pour l'étude de la linamarase de Lacrobacillus {lIan/arum A6. nous avons été amenés à

préparer des pr%plasles selon le protocole décrit ci-dessous:

Cullure dc 100 ml de L. planlarum A6
,ur ~1RS·Cellnhinse (20 h, 30°C)

l Cenmfuga\lons. lavages d3n' umpon phosphale 50 mM. 1'116.8

Culol de b3CICric~ lavées

AliquOI témOin

Fr;lction A
(2ml)

Remise cn su~pcn.çi()n dam 20ml de lam·
pon saccharmê (Tampon pho.'phalc

5Om.\1, pH 6,& + saccharose 1Ml

----- Ajout de "'so,,~
~ (jOOmg) Cl mu~'n:IY$lnC~

(200(lU). incubation 3h a300
(

Pr01oplaqc.~

bruts (ISml)

Centrifugations.13\·agcs dans l...1mpon saccharose

Proloplasles lavés / ~agC<lm proloplaSics
Fr.clion C Fr.ct/on il

Culol protopl..<tes
l)'~és

Fraction G

Choc osmotique paJ rCPriSC/U
cujO! d~n~ Lampon phosphale

ProlOplaqcs Iy.'és:
Fraction D

~;:~:smoliquc cn présence

~leU"

Proloplastes lysé,
Fr.clion E

+
Cenlrifug31ions

------ -----Surnageant prOloplastes

Iy"ts
Fraction F
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3.12 - Etudes sur le gari

Le manioc en provenance du Cameroun a été obtenu par l'intermédiaire de la société Anarex

(Paris, France). Les racines ont été épluchées, coupées en cubes, puis mélangées.

Après broyage des cubes dans un mixer, la pulpe obtenue eSI homogénéisée, inoculée ou non,

et répanie en pOlS de 50 ml complèlement remplis, fermés hermétiquement et placés à 30°C.

Trois séries Ont été préparées; (a) fermentation natureUe avec la microflore présente; (b)

fermentation après inoculation avec L. plantarum A6 (108 cellules/g de manioc sec) préalablement

cultivé en fermenteur sur MRS cellobiose ; (c) fermentation après inoculation avec L. planrarum

Laclolabo (108 cellules/g de manioc sec) préalablement cultivé en fermenteur sur MRS cellobiose.

Les cellules Ont été lavées dans de l'eau physiologique avant inoculation du manioc.

Un pOl de chaque série a élé prélevé à différents temps pour effectuer les analyses suivantes;

- le pH a été mesuré sur un échantillon de 10 g homogénéisé avec 20 ml d'eau distillée à

l'aide d'un pH mètre digilal Knick muni d'une électrode Ingold.

- la matière sèche a été déterminée slir un échamillon de lOg après séchage 105°C

pendam 24 h.

- l'activité linamarase endogène du manioc a élé mesurée sllr un échantillon de 5 g

homogénéisé avec 5 ml de tampon phosphale 0,1 M ; pH 6.0 et finement broyé à l'Ultra- Turrax à

froid. L'activité est mesurée sur le sumageant du broyat selon la méthode décrite au § 3.7.3.

- la Ilore lactique a été estimée à panir d'un échantillon de JO g, homogénéisé dans 90 ml

d'eau distillée stérile, par numération sur boîte de Pétri sur milieu MRS-Glucose, après 48 à 72 h

d'incubation à 30°C selon le protocole décrit au § 3.4.

- Pour l'analyse des composés cyanurés et des acides organiques, lOg de pulpe Ont été

broyés il froid J min à l'Ultra-Turrax dans 10 ml d·H 2SO. 0,1 N. Cene baisse du pH inactive les

activités Iinamarases (du manioc et des bactéries) et stabilise l'acétOne cyanohydrine. Le

surnageant du broyaI récupéré par centrifugation est utilisé pour les analyses Les acides sont dosés

par HPLC sur un aliquoi du sumageant filtré. selon la méthode décrite au § 3.5.2 . Les différentes

formes de cyanures sonl dosées selon la mélhode décri le au § 3.6.
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4.1 . Caractérisation des bactéries lactiques et physiologie de
L. plantarum

~.1.1 - Introduction

Chaque bactérie lactique possède des caractérisliques métaboliques el des propriélés

physiologiques bien spécifiques, Ainsi, le choix d'une souche comme staner dans une

transformaI ion agro-alimentaire va être fonction des qualités organoleptiques recherchées au

niveau de l'aliment et des potentialités que peut offrir le microorganisme sélectionné,

Dans le cas des préparations traditionnelles à base de manioc et plus paniculièrement dans le

cas du gari, pour lequel une acidification imponante associée à une production élevée d'acide

lactique sont recherchées, nous pouvons définir un ensemble de critêres que devrait présenter la

souche "idéale" :

- développement rapide afIn de s'imposer sur le développement de la micro-

flore naturelle et sunout sur celui des microorganismes indésirables,

- acidO-lolérance el diminulion du pH le plus rapidement possible jusqu'à 3,9,

- produclion de fone quantité d'acide lactique et principalement l'isomère L(+) lactate,

- rendement de culture et production de biomasse élevés

D'autres critères peUVent également être ajoUlés :

- hydrolyse les glucosides cyanogéniques du manioc afin d'en réduire la IOxicité,

- capacité à métaboliser l'amidon, la pectine et éventuellement la cellulose,

- stabililé génétique de la souche,

Il semble évident qu'il est Irès difficile d'isoler la bactérie lactique répondant à l'ensemble de

ces crilères. Les progrès réalisés en biologie moléculaire permettront sans aucun doute de

progresser dans cene voie, Cependant, "inoculalion d'un milieu non stérile, tel que la pulpe de

manioc. avec une seule souche peut poser des problèmes, Un mélange de plusieurs

microorganismes qui réuniraient l'ensemble de ces critères aurait plus de chance de se maintenir

dans des condilions non aseptiques,

Au cours de celle étude, notre objectif a été dans un premier temps, de mieux connaître la

physiologie des bactéries lacliques, que l'on sait relativement complexe, afm de sélectionner une

souche qui répondrait le mieux aux principaux critères précédemment décrits. Dans un deuxième

temps, nous nous sommes intéressés plus spécifiquement à la physiologie de la souche retenue,
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4.1.2 - Caractérisation de d ifl'érentes souches de bactéries lactiques

Celle étude préliminaire a été réalisée d'une pan, pour mieux définir les caractéristiques

morphologiques et physiologiques des principaux genres de bactéries lactiques. et d'aulre pan

sui\'re en bioréacteur le componement cinétique des différentes souches étudiées.

~.1.2.1 - Caractérisation morphologique

Les principales observations morphologiques macroscopiques el microscopiques des

différenres souches étudiées. sont présentées dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1 : Caractères morphologiques des principales souches de bactéries lactiques.

Souche Aspect des colonies Aspect des bactéries

LaClo/)acilius plamarwn
(LJClO Labo)

LaClobaci/ius sake
(ORSTOM)

Colonie lis~, 0 3mm, régu);èrc.lé~èrcmcnl Pelits bâlonncls, isolés. par paires ou en
bombée, opaque. couleur blanche crème counes chaînes

Colonie lis~c, 0 3mm. régulièrc,légèrcmcnI Pelils bâlOnnels, isolés. par paires ou en
bombée. opaque. couleur hlanche courles chaînes

LaC/oaacillus brcvlS
C:"CM 102806

Colonie rugucu~c,"2·3mm. couleur blan
châtre. lëgèrcmcnI Iran.-:lucidc

RâlonnCIS de tres counc laille, isolés ou en

courtes chaînes

Srrcf'IOCOCCU.I lacris
C\RZ 145

SIf{'f'IOCOCCUS cremoris
C:\RZ 1J1

PClllC colome. (} 0,5 -1 mm,
lisse, blanche

Pelile colonie, 0 0.5 -J mm,

lisse, blanche

réguilère, Coques, plus ou moins allongées souvenl
par paires ou CTI counes chaines

régulière, Coques, plus ou moin~ allongées ronnanl
de longues chaînes

LeuCOlloSfOC mesellferoides
j",RA 20G

Lcucollos/OC mesellfcroides
subsp cremoris
C"'CM 103009

LC/IconoSfOC dexlrallicum
INRA ISG

Pcdiococcus damllosus
DSM 2ü3J 1

Pediococcus pelllosaceus
CNCM 102260

Colonie blanche, 0 2mm, rtFulière. lisse. Coques 1cnlieulaires par paires ou en
légèremenl bombée counes chaines

Colonie blanche, 0 2-3 mm, COnlour Coques ronnanl de longues chaine~

translucide, régulière

Colonie blanche. " 2mm. régulière. lisse. Coques plus ou moins allongées. par paires
légèremenl bombée ou en eounes chaînes

Colonie légèremenl jaun5.LIe. " 2 mm, lisse, Coques sphériques par paires ou par
régulière. légèrement bombée. léLIades

Coionie blanche.o 2·3 mm, lisse, régulière Coques sphériques par paires ou par
téLIades
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En règle générale, les colonies de l'ensemble des souches élUdiées Ont le même aspect: elles

SOnt lisses, légèrement bombées, régulières, translucides ou opaques, de taille plus ou moins

imponanle et de couleur généralement blanche. Les bactéries SOnt toutes Gram +, en fonne de

coques plus ou moins allongées disposées par paires. en chaînettes ou en tétrades, pour les genres

SlreplococCUs, Pediococcus et Leuconosloc. en fonne de petit hacille, pour le genre

Laclobacillus .

L'observation morphologique des colonies ne suffït pas ainsi à elle seule pour différencier

les principaw; genres de bactéries lactiques el encore moins les différentes espèces. Des lests

biochimiques supplémentaires se révèlent indispensables pour pouvoir identifier les différentes

souches (galerie A Pl) .

4.1.2.2 - Caractérisation du type homo ou hétérofermentaire

La définition du type homo ou hélérofermentaire pennel de mieux caractériser le genre d'une

bactérie lactique. Une technique d'analyse par HPLC a été mise au point au laboratoire pour

l'analyse des acides organiques, sucres et alcools, Les sumageams de culture des différentes

bactéries laCtiques étudiées, après croissance sur milieu MRS pendant 2 jours d'incubation à 30°C,

Ont été analysés par celle technique. Le tableau 4.2 résume les résultats de ces analyses.

De façon générale. nous avons nOlé pour l'ensemble des souches:

- une consommation plus ou moins imponante du glucose selon IJ souche.

- la production d'acide IJctique el pour cenaines souches, d'éthanol el d'acide acétique

en très faible quantité,

. l'ahsence de production d'acides propionique, butyrique, isobutyrique, valérique et

isovalérique (AGV retrouvés en quantités plus ou moin> imponantes dans le manioc

roui, communication personnelle, BRAUMAN).

Nous avons observé que les chromatogrammes obtenus som relativement semblables, avec

peu de pics spécifiques propres aux différenles souches étudiées, il l'exception:

. d'un pic à 14.62 min détecté en UV pour Laclobacil/us brevis,

- d'un pic plus imponant à 25 min en UV pour les souches Laclobacillus plan/arum et

LeucolioslOC mesenleroides,

- d'un pic beaucoup plus imponant à 17,1 1 min en UV pour Laclobacillus planlOrum

Nous n'avons pas cherché à identifïer les composés correspondant à ces pics paniculiers.
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Tableau 4.2 : Détermin;llion du métabolismc homo ou hélérofcrmelllairc dc différclllcs bactéries lactiques par analysc rar 11l'Le du
surnageant de cuhure après croissance sur MRS glucose (20 g/I) il 300 e l'Cllllanl 4~ h.

Souche (;Iucosc Acide Acide Ethanol l'II Rendcmcnt (%) Rendement (%) Métabolisme
"ésiducl lactique acélillue (g!l) filial acide lactique! ac ide lactique! hOlIIo ou

(g!l) (g!l) (g!l) métabolites produits t:lucose consommé hétérnferlIIentai rc

L. plan/arum 0 16,9 0,6 0 3.75 97 ~5 Homo

L. sake (,,6 12.7 0,7 0 3.96 ')5 95 Homo

L. brev;s 0 lU 1,6 4,2 4.34 60 44 Hétéro
S. crcmor;s 13.1 65 0.15 0 4.3') 9~ 94 Ilomo

S. iaClis 11.5 ~,I 0.15 0 4,26 9~ 95 Homo

L. me.lel11ero;de.l 0 9.4 0,6 4,4 4.17 65 47 Hétéro

L. deXlfal1icllm 0 9,2 0,6 4.2 4,20 66 46 Hétéro

L. cremor;s 1,5 ~,4 1,2 3,7 4,37 63 45 Héléro

P. daml10SllS 11.1 8,3 0 0 4.26 100 93 Homo

P. pCI11o.,acellS 2.R 16.2 0,6 0 3.~0 96 94 Homo

\Jo
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Il resson de celle étude que l'analyse des profils chromatographiques obtenus par HPLC ne

pennet pas d'identifier une souche. Cependant, il apparaît que les rendements acide

l~ctique/métabolites produits et acide lactique/glucose consommé, sOnt de l'ordre de 85% à lOü%

dans le cas des souches homolactiques, alors que ces rendements sont nenement inférieurs pour des

souches hétérolactiques. L'analyse par HPLC du sumageant de culture d'une bactérie lactique,

s'avère donc être une technique appréciable pour détenniner Je caractère homo ou hétérolactique

du microorganisme étudié, Nous pouvons ainsi vérifier le caractère hélérolactique des souches

appanenant au genre LcuConoSloC et de la souche Lacwbacillus brcvis, et le caractère

homolactique des souches appanenant aux genres SlrcplocoCCUs et PediococcL/S ainsi que

cenaines souches du genre LaclObacillus.

Celle technique pourra être appliquée pour faciliter le screening d'isolats obtenus à panir

d'échantillons de manioc fennenté (cf § 4,2). En effet. elle permettra de classer les souches en

fonction du Ivpe de fermentation réalisée (lactique ou non, homolactique ou hétérolactique), de

leur capacité à dégrader différenles sources de carbone en paniculier l'amidon, et de leur capacité à

produire l'acide lactique en grande quanlité,

Nous observons que la mesure du pH final ne peut donner qu'une légère indication de la voie

métabolique utilisée. En effet, chez les souches hétérolactiques. le pH minimum est proche de 4.2,

malgré une consommation totale du glucose. alors que dans le cas des souches homolactiques, ce

pH peut être plus faible (3.75 pour L. (liall/arum). Il eSI à noter que MCDONALD CI al. (J 987)

001 mis à profit ces variations. pour différencier le métabolisme homo ou hétérofennentaire, en

développanl une méthode sur milieu gélosé. basée sur l'utilisation d'un indicateur de pH (le ven de

bromocrésol). Dans ces conditions, les colonies de bactéries homolactiques apparaissenl bleues,

alors que les colonies de bactéries hétérolactiques restent blanches.

Si les principaux critères retenus pour la sélection d'une souche en vue de son utilisation

comme staner de la fennentation du manioc. sont de favoriser une baisse rapide du pH ainsi qu'une

production imponante d'acide lactique. nous orienterons notre choix vers les souches L. planrarum

et P. (lenrosaccu.s. Les souches du genre Strcptococcus et LcuconoslOc ne semblenl pas satisfaire

à ces deux critères dans les conditions utilisées.

4.1.2.3· Comportement cinétique des bactéries lactiques cultivées en bioréacteur

Un des objectifs étant de produire des staners lactiques simples ou composés, il était essenliel

de connaître les possibilités de production en masse des souches lactiques dans des conditions

cOnlrôlées. Pour cela, nous avons réalisé une série de fennenlations en bioréacteur à pH régulé à 6,

avec les souches précédemmenl étudiées.
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'Ious avons ulilisé un milieu slandard (milieu MRS modifié enrichi en glucose à 50 g/l) qui

permel la croissance de la majorité des espèces de bacléries lactiques (REUTER, 1985). Le tableau

4.~ résume les principau.\ paramètres de fermentation oblenus.

Tableau 4.3 : ParJmèlres de fermentation des bactéries lactiques étudiées. ( n.d. : non délerminé).

Souche l.l YX/S y pis Biomasse Lactate Ethanol Temps de
(h· t) (g/g) (g/g) finale (glJ) final (glJ) final (glJ) fermentation

(h)

L. {Jlanrarum 0.52 0.2 0,78 8,5 39,3 D,a 10-12

L. sake 043 0.12 0.8 4,2 42,4 0,0 18-20

L. /:Ire\'is n.d. 0,05 0,41 2,2 20,7 11,7 28-30

S. Illois 0.59 0,09 0,82 4,1 4J,5 0,0 10-12

S. cremoris n.d. 0.07 0,85 1.0 42,7 0.0 58-60

L. mesemeroides 0.43 n.o" 0.47 1,8 23.4 10.8 10-12

L. de.nranicum 0.4 0.04 0,45 2.1 22,0 }O,4 23-25

L. cremoris n.d. 0.03 043 2.0 23,3 10.7 55-57

P {JcnlOsaceus 0.46 0.11 0.75 5.6 41.8 0.0 JO-12

P damnosus n.d. 0.04 0.X15 1,8 41.8 0,0 65-75

Remarque: la phase de croissance eX{Jonentieile {Jour certaines sow:hes érant très courte, il n'a

{Jas été {Jossihle d'estimer correeremelll la valeur du raux de croissance.

Plusieurs observations peuvent être failes à panir de celle étude. En paniculier. nous pouvons

noter

- une production d'acide laclique jusqu'à épuisement du glucose dans le milieu, quelque

soil la souche considérée, Cenaines bactéries (L. brevis, S. cremoris, L. cremoris, P. damnosus)

requièrent une allention paniculière. En effet. après une phase de croissance très brève, ces

bactéries passent rapidement en phase stationnaire mais continuent néanmoins à rransformer le

glucose en acide lactique. révélant ainsi un phénomène de découplage énergétique. Ce phénomène

eq paniculièrement imponant et se situe au croisement des deux principales voies d'utilisation des

bac lé ries lactiques: d'une pan, la production de biomasse pour leur ulilisation comme staner,

d'autre pan" la production d'acide lactique à panir de sucres, grâce à l'utilisation de

microorganismes en phase stationnaire de croissance (bioconversion),
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- des rendements el des teneurs en acide laclique nès homogènes pour les bactéries

laclillues caractérisées par la même voie fermemaire (homo ou hélérofermemaire).

- une fone hétérogénéité. par comre. en ce qui concerne les rendements en biomasse

pouvant aller de 0,03 à 0.2 g de biomasse produite par g de glucose dégradé. Le maximum de

produclion eSt obtenu pour L. planlarum avec un rendement proche de 20%, ce qui est très élevé

pour une bactérie non aérobie. Le nès faible rendemem obtenu pour cenaines souches peut être

3nribué à des exigences nUiritionnelles bien spécifiques, à une inhibition par cenains constituants

présents ou produits dans le mi lieu, ou bien encore à des conditions de culture (température, pH,

oxygène dissous .. ) non favorables.

La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus au cours de l'étude en Erlenmeyers,

réalisée sans régulation de pH (cf. § 4.1.2.2), montre une différence significative de componement

de cenaines souches. En effet, les souches du genre SlreplococCUS, les souches Pcdiococcus

damnosus et LaClobacillus sake n'avaient consommé qu'une faible quantité du glucose

initialemem présem dans les Erlenmeyers. alors qu'elles se sont momrées capables en bioréacteur,

de dégrader très rapidement une quantité 2,5 fois plus imponame de glucose.

Cene observation démontre clairemenl que le pH inOuence fonement le phénomène de

découplage énergétique. Dans les conditions naturelles de fermentation du manioc pour lesquelles.

aucune régulation du pH n'est réalisée, il est probable que la production d'acide lactique aneindra

r;lpidemem un palier malgré l'inocubtion massive d'une souche bCtique et la présence évenruelle

de sucre, fermente'êihks résiduels.

Il appar;lÎt ainsi. qu'outre sa c;lp;lcité à être produite en m;lsse, un critère essentiel à retenir lors

de la sélection d'une souche en vue de son ulilisation comme ferment lactique dans les

transformations traditionnelles du manioc, sera sa capacité à provoquer dans des conditions non

contrôlées. une baisse imponante de pH et à produire des quanlilés élevées d'acide lactique. La

souche de L. l'lan/arum semble répondre à l'ensemble de ces critères. Par ailleurs, il faut souligner

que des essais d'inoculation massive de la pulpe de manioc avaient déjà été réalisés en utilisant des

staners de hactéries lactiques (L. plantarum. L. acidophilus, Srreplococcus sp. en culture pure ou

mixte). Les résultats obtenus ont montré que l'utilisation de L. l'lan/arum, seule ou associée avec

SrrcpIOCCO(US sp.. permettait d'obtenir une baisse plus rapide et imponante du pH de la pulpe ainsi

que le développement du goût caractéristique du gari (NGABA el LEE, 1979). De même, REGEZ

el al. (J 988) ont évalué l'imponance de quelques souches de Laclobacillus au niveau de

l'acidification de différents aliments à base de manioc. Ils ont observé que L. plan1arum était la

souche permenant la plus fone acidification, suivie de L. casei, L. fermenrum et L. brcvis. Ces

aUleurs Ont émis l'hypothèse que l'ensemencement conrrôlé de L. plan1arum pourrait avoir un effet

positif sur la qualité microbiologique el organoleptique du produit.
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4.1.3 - Physiologie de L. plan/arum

Ces dix demi~res années. des études physiologiques el biochimiques réalisées sur d'auues

souches lactiques, Sireprococcus lacris et S. cremoris, ont monrré que l'excrétion de lactate

pouvait être couplée à 2 prOlons, permellant dans des conditions optimales de culture, la synthèse

supplémentaire de 2 molécules d'ATP équivalent par molécule de lactose consommé grâce à une

ATPase (MALOt\EY et HANSEN, 1982). Ce processus conduirait à un gain d'énergie de 50%

pour une bactérie homolactique et de ]00% pour une bactérie hétérolactique (BRINK et

KON1NGS, 1982)

Il apparaît en outre. que la stœchiométrie proton/lactate excrété et le gain d'énergie

supplémentaire disponible pour la bactérie dépend fonement des conditions externes (pH et

concentration en lactate) (OnO el al.. 1980; BRINK el al., ] 985).

Nous avons donc élUdié l'effet du pH et de la concentration en lactate sur la croissance de L.

plullwrum. L'étude cinétique de la croissance et le calcul des principaux paramètres de

fermentation, en paniculier le YATP. dans ces différentes conditions de culture, doit permellre de

mieux comprendre la physiologie de ce microorganisme, en vue d'optimiser sa production de sa

hiomasse,

4.1..:1.1 . Cinétique de croissance el découplage éneq:élique de L. planrarum

La figure 4.1 représente l'évolution des concentrations en biomasse, glucose el acide

laCtique pour une fermentation lype. réalisée à une concentration initiale en sucres voisine de 50

g/I. Dès le début de la culture, les concentrations en biomasse et en acide lactique augmentent

rapidement jusqu'à 7 heures de fermentation. L'arrêt de la croissance intervient alors brusquement

juste avant épuisement du glucose dans le milieu. L'addition de 40 g/1 de glucose supplémentaire

ne permet pas d'augmenter la concentration en biomasse, mais nous observons que les cellules

continuent cependant à produire de l'acide lactique jusqu'à épuisement du substrat.

Il apparaît donc que l'arrêt de la croissance est lié à une limitation d'un élément nutritif auue

que le substrat carboné. Dans ces conditions cene bactérie est capable de réaliser un découplage

énergétique entre la croissance et la production d'acide lactique.

La concentration fmale cellulaire est de 9 g/1 avec un rendement Yx/s de 0,22 glg. soit un

YATP proche de 20 g de biomasse/mole d'ATP produite (YATP calculé sur la base de 2 molécules

d'ATP produites par molécule de glucose consommé), ce qui est élevé pour ce type de

microorganisme.
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Figure 4,\ : Croissance et découplage énergétique de L.l'lamurum sur milieu MR5 avec ajout de
'la gJl de glucose après 8 heures de fermemation. 0 . glucose; fi. acide lactique; :J . biomasse.

4.\.3,2· Effel du pH

Des cultures en batch ont été réalisées à différents pH, régulés et compris entre 4 et 8. Les

évolutions de la cOncenlTation en bioma.sse aux différents pH érudiés durant les dix premières

heures de culture, SOnt représentées sur la figure 4,2.

En ce qui concerne le taux de croissance, l'Optimum de pH est proche de 6 (cf fig. 4.3), Les

valeurs limites, pour lesquelles toute croissance devrait être inhibée, peuvent être estimées à 3,4 el

8.8, Les rendements de fermentation obtenus pour chacun des pH étudiés sont présentés dans le

tableau 4,4, Les rendements en biomasse (Yx/s), en lactate (Yp/s) ainsi que le rendement YATP

restent très élevés dans la gamme de pH étudiés; les valeurs maximales ont été obtenues à pH 4.

Néanmoins à ce pH, le taux de croissance mesuré est le plus faible, Le pH apparaît donc avoir un

effet beaucoup plus impOrtant sur Je taux de croissance que sur les rendemems de fermentation.

Notons que BIBAL el al. (1988) lors de leur étude concernant l'influence du pH sur la croissance

de StreplococCUS cremoris, n'om observé aucune variation significative de ces rendemeOls dans

une gamme de pH allant de 5,6 à 7,5.

Résultats et discussion



105 6
T<mps (h)

O+--..---..---..---..---..---..---,..--,..--r-.-J
o

Fij;!ure 4.2: Evolulion de la biomasse pour des cultures de L. plan/arum réalisées à différents pH,
Slir lin milieu COntenant 50!!IJ de glucose.

Tableau ~A : Paramètres de femlenlation de L planlarum cuhivé à différents pH.

pH ~ Yxls "pis Y ATP Productivite- "x/s + Yp/s

h-\ g/g !Ug g/mole g/l.h g/g

4 0,19:': n,02 n.27 ± n.03 0.74 ± 0.n9 24,3 ~ 2,7 0,29 1.00± 0,11

0,46 ± 0.01 0.25 ± 0.02 0,7 ± 0.116 22,9 ± J.5 0,77 0,95 ± 0,08

6 D,57 ± 0,03 o.n :!:O,03 0,75 ± 0.04 19.8:!: 2.6 1,05 O,97:!: 0.07

0.52 :!: 0.05 0.26± 0,03 O.R 1 ± 0.05 23.2± 2,3 1.04 1,07 ± O.OR

s 0,29 ± 0.D2 O,18:!: 0,02 0,81 ± 0,09 16,2 ± 1.8 0.52 O,99:!: 0,1 1

0,7

0,6

0.5

.::- 0,4

~ 0.3
:i
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0,1

0.0
3 4 5 6 9

pH

Figure 4.3 : Influence du pH sur le taux de croissance de L. Planrarum.
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L'étude de l'influence du pH mel en évidence la nécessilé de contrôler et réguler le pH à 6

pour assurer une productivilé maximale en hiomasse. Ce résultat est en accord avec celui de KEMP

el al. (1989) qui déterminent le pH optimum de L. plan/arum entre 5,5 et 0.5 .

4,1.3.3 . Erret du lactate

L'acide lactique est décril depuis longtemps comme étant le principal facteur de

ralentissement et d'arrêt de la fermentation lactique. Toutefois, l'effel toxique du produit sur la

croissance n'a pu être formellement étahli que lors de cultures dans lesquelles il est éliminé par

dialyse (FRIEDMAN el CADEN, 1970). Selon YICK ROY el al. (1983), l'effet néfasle du produit

serait lié à la concentration en acide laclique non dissocié et pourrait être anénué en modifiant le

pH de la culture. En fail, l'acide laclique modifie le potentiel memhranaire et la stœchiométrie

d'excrélion W/lactJle diminue de 1.5 à 0,9 pour S cremoris, lorsque la concentrJtion en produit

augmente. L'énergie métabolique générée par l'excrétion de lactate est alors moins imponame et ne

permet plus de maintenir la même vitesse spécifique de croissance (BRlNK el al. 1985).

L'effet inhibiteur de la concentration en lactate sur la croissance de L. p/anrarum a été étudié

en comparant les cinétiques des fermentations réalisées avec différentes concemralions initiales en

laCtale, dans une gamme allant de 0 à 90 g/l, le pH a élé régulé à 6. La figure 4.4 représente

l'évolution de la biomasse, durant les dix premières heures de culture, aux différentes

concentrations en lactate étudiées. Nous ohservons que le taux de croissance diminue linéairement

lorsque la concentration initiale en lactate augmente. La concentration critique en lactate, pour

laquelle le taux de croissance est nul. peut être estimée à JI 0 g!1 (cf. fig, 4.5)

Les rendements l'x/s. YATP el la biomasse finale observés restent sensiblement constants

jusqu'à une concentration en laclale voisine de 33 g/l ( cf. tab. 4.5). Ils diminuent rapidement pour

des concentrations supérieures el s'annulent pour une concentration critique estimée également à

100- JI 0 g/I (fig 4.5). NOIons que pour une concentralion en laclate de 90 gIl. la somme des

rendements Vx/s et Yp/s est de 0,73 ± 0,04 g/g, ce qui tendra il à montrer que dans des conditions

eXlrêmes de concentration en lactate (J molaire), près de 30% du subSlral seraient utilisés pour

assurer la mainlenance des cellules.

Une concentration en laCtale de 110 g/l peut être ainsi considérée comme étant la

concentration limite tolérée par L. planrarum, BJ13AL el al. (J 988) observem chez S. cremoris

une diminUlion du l'x/s dès l'ajout de 12 gII de lactate et estiment la concentration critique à 70 g/l.

Il apparaît donc que L. planrarum est un microorganisme beaucoup plus tolérant vis-à-vis de

l'acide lactique que S. cremoris ,
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Figure 4.4 Evolution de la biomasse pour des cultures de L. planrarum réalisées à différentes
concentraI ions iniliales en lactate sur un milieu contenant 50 g/l de glucose. pH =6.

Tableau 4.5 : Paramètres de fermentai ion de L. plamarum cultivé à différentes concenrralions
iniliales en laclale. pH = 6.

l"cLate ~ Yx/s Yp/s Y ATP Producfi\'ilé Yxls • Yp/s

gll h·] g/g glg g/mole g/l.h g/g

0 0.57 ± 0.03 0.22 ± 0.03 0,75 ± 0.04 19.8 ± 2.6 1.05 0.97 ± 0,07

12 0.55 ± 0,02 0.22 ± 0.02 0.73± 0,05 19,8± 1,4 1.01 0.95 ± 0.06

2~ 0,49 ± 0,03 0.24 ± 0.01 0.75 ± 0,05 21.9 ± 1.1 0,8 0.99 ± 0.06

JJ 0,41 ± 0.05 0.22± O,~ 0.74 ±0.09 19.8±3.6 0.58 0.96±O,13

~8 0.37 ± 0.03 0.19 ± 0.03 0,61± 0,09 16,7± 2.3 0,45 0,8 ± 0.12

90 0.063 ± 0.01 0.08 ± 0,01 0.65 ± 0.03 7,1 ± 0.9 0.09 0,73 ± 0,04

30 .75

0,5

0,25~ 10
>-

o~_~_-'--_-'-_-'--_--'--'''----'- 0
o 20 40 60 80 100 120

Concentration initiale en lac13te (gIJ)

Figure 4.5: Influence de la concentration initiale en lactate sur Je taux de croissance elle YATP de
L. plamarum. • ,li ,0, y ATP.
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Le métabolisme .de la souche est toujours apparu comme étant homofennentaire ; nous

n'avons en effet, jamais détecté de production d'acétate ou d'élhanol lOTS des analyses des

sumageants de culture par HPLC. Soulignons que RHEE et PACK (1980) observent chez L.

bu/garicus le passage d'un métabolisme homofermentaire à un métabolisme hélérofennenlaire en

fonclion du pH du milieu. Il faut également noter que MURPHY el al. (1985) décriv~nt pour L.

planwrum, un métabolisme hétérofennentaire en présence d'oxygène dans le milieu. Le passage du

métaholisme homolaclique à hélérolaClique semble ainsi être lié pour chaque microorganisme, à

des conditions bien spécifiques que nous n·avons pas rencontrées dans noue étude.

Le rendement maximum YATP théorique pour des bactéries anaérobies Gram + a élé estimé

par BELAICH (1986) à 21-28 glmole. Dans nOIre étude, le YATP de L. planrarum peut aneindre

24.3± 2.7 glmole et la moyenne calculée dans des conditions non 1imitantes, se situe à 21,4± 2,2

g/mole, ce qui est très proche du rendement théorique maximum et près de 2 fois supérieur à la

vaieul généralement rapponée de 10.5 g/mole pour les bactéries anaérobies (BA UCHOP el

ELSDEN, 1960). Ce résultat est en accord avec ceux de KEMP el al. (1989) qui obtiennent pour

L. plan/arum, un YX/s de 0,27 g/g soit un YATP de 24,3 g/mole, mais diverge du YATP de 9.3

g,/mole calculé à panir des résultats d'OXENBURGH et SNOSWELL (1965). Les divergences de

nos résultaIs avec ces derniers travaux, peuvent s'expliquer par J'utilisation de conditions de culture

différentes (milieu synthétique et croissance réalisée en Erlenmeyer sans régulation du pH).

BELAICH el al. (1972) ont observé une fone inOuence de la composition du milieu sur ]a valeur

du Yx/s. Dans ]e cas de Zymomonas mobilis, ils obtiennent, sur milieu synthétique, un rendement

de 2.5 à 6.5 g/mole de glucose (suivant la concentralion en panlolhénate) alors que sur milieu

complexe, ce rendement est de 8.61 gJmole. Les rendements plus faibles observés sur milieu simple

pourraient résulter de la nécessité pour la cellule, de dépenser une grande quanlité d'énergie pour

produire. à panir des comtituants simples du milieu, les monomères entrant dans la synthèse des

polymères. Une autre explication envisageable serait l'existence, dans le milieu synthétique, d'un

phénomène de découplage enue la croissance el la production d'énergie, provoqué par la vitesse

limitante de synthèse d'un des constituants essentiels à la croissance du microorganisme.

BRlNK et KONINGS (1982) ont émis J'hypothèse selon laquelle J'excrétion de lactale

permemail dans des conditions optimales. un gain de 50% d'énergie (soit une mole d'ATP

supplémentaire produite par mole de glucose consommé). En considérant cette nouvelle donnée (3

molécules d'ATP produiles par molécule de glucose consommé), la valeur du YATP moyen

déterminée dans noue étude, serait alors égale à 13,2 g/mole, soit une valeur plus proche des

valeurs de YATP généralement rencontrées. Cependant, nous observons pour L. planlarum que les

valeurs de YATP restent toujours très élevées dans la gamme de pH et de lactate étudiée (à

J'exception de J'expérience réalisée avec une concentration initiale en lactate de 90 g/l). Cene

hypothèse seule ne peUl donc être relenue pour expliquer les fones valeurs de YATP rencontrées.
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Il est à nOter que l'assimil3tion du glucose dans la formation de polysaccharides

inrracellulaires peUt entraîner de fons rendemenrs en biomasse et donc des valeurs élevées du

y A TP Nous n'a vons pas vérifié l'absence de production de polysaccharides dans celle étude,

Néanmoins, une valeur élevée de YATP de J8,2 à 20,9 g/moJe, a déjà été rapponée par DE VRIES

CI al. (l970) dans le cas de L casci pour lequel l'absence de production de polysaccharides avait

été vérifiée. Nous pensons, comme ces auteurs, que les fones valeurs de YATP déterminées ne sont

pas dues à un anefact, mais seraient plutôt la conséquence d'un couplage très efficace enrne le

catabolisme et l'anabolisme.

4.1.4 - Conclusion

Celle étude a été réalisée aflIl de disposer d'une méthodologie plus complète pour la

caractérisation des bactéries lactiques, et obtenir des données précises sur 13 physiologie de ces

microorganismes.

Dans un premier temps, nous avons mis au point une technique d'analyse par HPLC

permellant le dosage simultané de plusieurs acides organiques, du glucose, de l'éthanol. etc. Cette

technique simple d'utilisation. fiable et précise, permet de doser simultanément plus de dix

composés susceptibles d'inrervenir au cours des fermentations traditionnelles du manioc. Elle nous

a permis égalemenr de caractériser les principaux produits d'excrétion et de suivre les cinétiques de

femlentation en bioréacteur, d'une dizaine de souches, regroupant les quatre principaux gennes de

bactéries lactiques

Les résultats obtenus. Ont mis en évidence :

- le caractère homo ou hétérolaclique des différentes souches étudiées,

- une sensibilit~ des souches du genre SlrcplocoCCUs, de Pediococc/ls damnosus et

Laclobacillus sake à des pH acides,

- la di fficulté de produire en masse cenains ferments lactiques.

Il nesson que parmi les souches étudiées. LaclObacillus plan/arum semble la plus inréressante

pour constituer un staner des fermentations à base de manioc. En effet, elle est homolactique, a une

croissance rapide, eSt acido-lOlérante et permet de diminuer rapidement le pH en dessous de 4.

D'autre pan, elle excrète de fones quantités d'acide laCtique et donne, dans les conditions étudiées,

les meilleurs rendemenrs en biomasse. Nous avons observé que les nendements de fermentation

obtenus pour celle souche sonr très élevés, mais que la concentration en biomasse reste limitée car

au delà d'une concentration en substrat de 50 g/l, les baCtéries Sont J'objet d'un découplage

énergétique el transforment quantitativemenr le glucose en acide lactique. L'optimisation de la

concentration des autnes éléments nutritifs du milieu devrait permettre d'améliorer la production de
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hiomasse.

Le phénomène de découplage énergétique observé, pose Je problème de la dissipation de

l'énergie produite en excès. OTTO (1984) propose chez S. cremoris, la présence d'un cycle futile,

composé de l'action conjointe de 2 enzymes: phosphofruclOkinase et fruclOse-I-6-disphosphatase,

qui interviendrait dans l'hydrolyse de l'ATP en excès, L'analyse intracellulaire du pool de

nucléotides adényliques leur a pennis d'observer un rôle imponant de l'AM P dans la régulation de

l'activité de ce cycle.

Ainsi, il nous a paru intéressant de suivre l'évolution du pool nucléotidique de L. planlarum

dans différents états physiologiques (phase de croissance el de découplage énergétique). Po~r cela,

une méthode par HPLC déjà utilisée au laboratoire pour l'analyse de matériel végétal, a été

modifiée et adaptée à l'analyse du pool nucléotidique de L. plan/arum. La méthode qui fait

intervenir une extraction en milieu acide et en milieu basique, pennet la séparation et la

détenninalion des concentrations intracellulaires en ATP. ADP, AMP, NAD+, NAD?", NADH et

NADPH (BRUGIDOU el al., 1991). Cependant. les travaux n'ont pas été poursuivis car

d'imponanls problèmes de stabilité des nucléotides et de variation de lemps de rétention ont été

rencontrés. Des études plus approfondies, dépassant le cadre de ce programme s'avèrent donc

nécessaires.

Dans un second temps, l'étude de l'influence du pH et du lactate. nous a pennis de tirer les

conclusions suivantes'

- le pH de la culture doit être maintenu conslant à une valeur proche de 6 pour assurer

une vitesse maximale de fonnation de biomasse,

- la concentration limite en laclate tolérée par L. plall/arum est estimée à 100- JI 0 g/l,

- dans la gamme de pH el de lactate étudiée, le métabolisme de la souche reste

homofennentaire. Par ailleurs, les rendements en biomasse, en produit et le rendement YATP

restent très élevés et reflètent un couplage très efficace enue le catabolisme et l'anabolisme chez ce

microorganisme dans les limites mentionnées.

Les études réalisées restent insuffisantes pour considérer que celle souche de L. planrarum est

le microorganisme le plus approprié pour conslilUer un staner efficace des fennentations à base de

manioc. En effet, des essais d'inoculation de la pulpe de manioc avec celle souche seraient

nécessaires pour détenniner si celle-ci est capable de supplanter le développement de la microflore

naturelle el si son métaholisme n'entraine pas des modifications organoleptiques indésirables pour

le consommateur. Par ailleurs, d'autres propriétés imponantes doivent être recherchées, d'une part

la capacité à transfonner l'amidon en acide lactique, d'autre part, la capacité à dégrader les

glucosides cyanogéniques, afin de réduire la IOxicilé des aliments.
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4.2 - Isolement et physiologie d'une nouvelle souche
amylolytique de L. plantarum (A6)

4.2.1 . Introduction

Les racines de manioc élant constituées essemiellemenl d'amidon (plus de 86% de la matière

sèche), la sélection d'une bactérie lactique capable de métaboliser ce composé semble

paniculièremenl intéressaIlle. En effet, l'inoculation avec une telle souche permenrait d'augmenter

les teneurs finales d'acide lactique dans les alimems à base de manioc, mais sunout lui permettrait

de se développer et de s'imposer par rappon à des souches non amylolytiques, Cependant, la

capacilé à hydrolyser l'amidon est une caractéristique peu fréqueme chez les bactéries lactiques.

Les principales souches idemiflées comme telles, som : SlreplOcocCUS bOl/is, S, equinus,

LIJC!obacillu.1 am,\'I0I'Il//u..\, L, amylnl/orus, L. acidophilus, L, cellobinsus (NAKAMURA et

CROWELL. 1979; "AKAMURA. 1981 : SEN et CHAKRABARTY, 1984: SNEATH, 1986),

D':llllres souches, isolées du tractus digestif des animaux, Ont égalemem été décrites dans la

lilléralLlre comme étam des bactéries lactiques amylolytiques (CHAMP el al, 1983 : COTIA.

1~fa\), Les connaissances sur la physiologie de ces microorganismes sont donc très limilées,

Le présent chapitre décrit l'isolement. l'idemification et la sélection d'une bactérie lactique

amvlolytique (LaCiobacillus p/all/arum A6) il panir de racines de manioc en cours de rouissage,

La physiologie de cene baclérie ainsi que les propriétés de l'amylase produite Ont également été

étudiées

4.2.2· Isolement et identification de L. plan/arum A6

Les isolements ont été effectués par Simom KELEKE (chercheur DGRST), au laboratOire de

rniuobiologie du cemre ORSTO\1 de Brazzaville (Congo), sur des racines de manioc (Manihol

l'scu/ell/a var Ngansa) ayant subi un rouissage traditionnel. Les racines de manioc om été

épluchées, plongées dans de l'eau de pluie et laissées fernlentées naturellement. Après 4 jour> de

iernlentation, un prélèvement a élé effectué par tirage au son de 6 racines, celles-ci ont été

dccoupées puis homogénéisées dans des conditions Stériles, Un screening de souches présenlant la

",'pacité d'hydrolvser J'amidon a été alors réalisé sur milieu JP2 à panir de cel échantillon. Pour

cela, après incubation pendanl 48 h il 30°C, les boîtes ont été exposées à des vapeurs d'iode pour

mettre en évidence les zones d'hydrolyse de J'amidon, Les colonies présemanl une zone

d'h"drolyse ont été purifiées par Irois repiquages successifs sur milieu JP2, leur purelé étant

\eriflée à chaque repiquage, par microscopie optique. La capacité des souches isolées à produire de

l'~cide lactique à panir d'amidon, a été alors recherchée par J'analyse par HPLC de leur surnageant

de ('uhure après croissance sur un milieu MRS modifié contenant comme seule source de carbone

de l'amidon il 20 g1J.
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L'identification des microorganismes a été basée sur les examens suivants: J) configuration

de l'acide lactique produit, en utilisant la méthode enzymatique d' IVOREC-SZYLIT et SZYLIT

(1 96S) ; 2) caractère homolactique ou hétérolactique, déterminé par la production d'acide lactique,

d'acide acétique ou d'éthanol ; 3) présence de calalase ; 4) examen microscopique et

macroscopique: morphologie, mobilité, spore; S) coloration de Gram; 6) désamination de

l'arginine; 7) croissance à ISo et 4SoC; 8) fermentation de différents sucres (galerie API SOCH, #

S030, Biomérieux France). L'évaluation des résultats el l'identification des différentes souches Ont

été effectuées d'après le manuel de bactériologie systématique (SNEATH, 1986) et l'aide

informatique de Biomérieux.

Sept microorganismes amyJolytiques Ont pu ainsi être isolés sur milieu JP2 à panir de racines

de manioc roui. Parmi les sept souches, deux ont été sélectionnées pour leur capacité à produire de

l'acide lactique il panir d'amidon (cf. fig. 4.6). Leurs caractéristiques morphologiques et

physiologiques sont présentées sur le tableau 4.6. Les profils fermentaires des carbohydrates de ces

deux souches, comparés par informatique avec le pourcentage de réaction positive de différents

LaclOhacilius spp. donné par API, mettent en évidence 99,9% de similitude avec L. plan/arum

(cf. tab. 4.7). Les deux souches A6 et A43 SOnt probablement identiques car elles présentent

exactement les mêmes profils de dégradation des sucres et des caractéristiques morphologiques et

physiologiques identiques. Elles peuvent être identifiées à L. planrarum. La souche A6,

dénommée il présent L. plan/arum A6, a été choisie arbitrairement pour la suite de notre étude.

Notons que c'est l'Ulilisation d'un nouveau milieu de culture (JP2), caractérisé par rappon au milieu

MRS par une diminution imponante des concentrations en peptone, en protéine assimilable et en

substrat carboné, qui a pennis l'isolement de celle souche.

La photo 4.1 montre l'aspect des colonies de L. planrarum A6 après culture sur MRS glucose.

Les colonies apparaissent lisses, régulières, légèrement bombées, 0 2·3 mm. de couleur blanche.

Nous pouvons observer (phOto 4.2) que la zone d'hydrolyse de l'amidon de L. planrarum A6 est

bien supérieure à celle de deux autres souches lactiques amylolytiques utilisées comme référence:

S. cquinus CNCM 103233 el L. amylophilus CNCM J02988T.

Comme nous l'avons précédemment souligné, la présence d'amylase chez les bactéries

lact iques a été reponée depuis longtemps. Cependant à notre connaissance, aucun auteur n'a décrit

à ce jour de souche de L. planrarum comme élant amylolytique. L'étude de la microflore

bactérienne de tubercules de manioc fermentés a permis à REGEZ el SCHMIDT-LORENZ (1988)

J'isolement de nombreuses souches de L. planrarum, mais aucune à caractère amylolytique. Par

ailleurs, notons que des études récentes (SCHE1RLINCK cr al., 1989) Ont été réalisées afin

d'intégrer le gène de l'a·amylase de Bacillus srearorhermophillus dans le génome d'une souche de

L. planrarum. Il reste néanmoins à vérifier l'expression, la stabilité et la compétitivité de la souche

transformée en milieu naturel.
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La propriété exceptionnelle de celle souche de L. plan/arum A6 à dégrader l'amidon, et

visihlement avec une efficacité supérieure à celle de deux autres espèces de bactéries lactiques

utilisées comme référence, nous a conduit à étudier plus en détailla physiologie de cette bactérie.

Amidon

Temps 0

Amidon

L'"'h,"'''de culture

Après 15 heures
de culture

Amidon

Lactate

1\
Lactate

Figure 4.6 : Analyses par HPLC du surnageant de culture de la souche A6 cultivée sur MRS
amidon, à différenls temps d'incubai ion

Tableau 4.6 : Comparaison des caracléristiques morphologiques et physiologiques des souches
.;6 et A43 avec celles de L. planrarum de référence (Lacto Labo)

Souche A6 A43 L. planlarum
(Lacto Labo)

Rappon acide D/L lactique (69/31) (66/34) (73/27)

Caractère Homolactique + + +
Catalase

Forme de la bactérie Petit bacille Petit bacille Pelit bacille

Coloration de Gram + + +
Spore

Mobilité

Désamination de l'arginine

Croissance à 15 oC + + +
Croissance à 45 oC -
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Tableau 4.7 : Fermentation de différentes sources de carbone par les souches A6. A43 el
L.f'lanrarum (LaCIO Labo).• : % de réaction positive. (données API).

Sucres L. plan/arum L. planlarum Souche A6 Souche A43
ssp· Laclo Labo

Témoin 0
Glycérol 22
ErythrilOl a
D-Arabinosc a
L-Arabinosc 69
Ribose 100
D-XyJose 13
L-Xylose a
AdonilOl a
PMéthyl-D-xyloside a
GalaclOsc 93
D-Glucose 100
D-FruclOsc 100
D-Mannose 100
L-Sorbose 2
Rhamnosc 27
Du1cilOl a
lnosilol a
MannilOl 97 + +
Sorbitol 73 +
a Méthyl·D-mannoside 52 +
a Méthyl-D-glucoside 38
N Acel)'1 glucosaminc 100 + +
Amygdalinc 97
Arbulinc 100 +

E~ulinc JOU +
Salicine 97
Ccllobiosc 97
MJhosc JOU
Laclose 97 +

Mélibiosc 88 + .. +

Saccharose 80 + +

Tréhalose 88
lnuline a
Mélézitosc 80 +

D-Raffmose 72 +
Amidon 8
GlycoEènc 8 +

XylilOl a
PGcnliobiosc 94 +
D-Turanosc 61
D-Lyxose
D·TagalOse 5
D-Fucose a
L-Fucose a
D-Arabitol 33
L-ArabilOl a
Gluconalc 66 +

2 CélO-gluconatc a
5 CélO-eluconalc a
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Phuto 4.1 : Aspect des colonies de L. Flan/arum A6 cultivé sur milieu MRS glucose à )OUe
pendant 72 h

Photu -1.2 ; Mise en évidence. sur boîte de Pérri. du pouvoir amyloJ)'liquc de 1.. plal1larurn A(,
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4.2.3 - Cinétiques de croissance de L. plantarum A6

Les figures 4.7, 4.8, et 4.9. représentent les cinétiques de croissance, de consommation des

sucres. de production d'acide lactique el de production d'enzyme amylolylique de L. plan/arum

A6, cultivé respectivement sur milieu MRS glucose, MRS amidon et MRS glucose + amidon. Les

principaux paramètres de fermentation obtenus SOnt présentés dans le tableau 4.8.

Nous nOlOns que la croissance de L. plan/arum A6 SUI milieu MRS glucose est tout à fait

comparable à celle de L. plan/arum Lacto Labo, (cf. § 4.1.3.1). Le taux de croissance (0,43 h'!)

et la productivité en biomasse (0,78 g/I.h) sont légèrement plus faibles que ceux obtenus pOUI la

souche LaclO Labo. mais les rendements en biomasse (YxJs) el en Jaclale (Yp/s) sont sensiblement

identiques. Ainsi, la souche ne semble pas présenter d'exigences nutritionnelles spécifiques

différentes de celles de LaclO Labo, ce qui pemnet d'envisager sa produCtion massive. Soulignons

qu'aucune production notable d'amylase n'a pu être mise en évidence au cours de certe

fermentation, en présence de glucose.

Sur MRS amidon (fig. 4.8), la souche L. plan/arum A6 conserve un taux de croissance élevé

el les mêmes rendements de produclion en biomasse el en laclate. La quantité d'amyla.~e

synthétisée en fin de fermentation est de 3,3 U.I./ml, pres de 50% de J'activité amylolytique SOnt

rroduits pendant la rhase de ralentissement de la croissance. La vitesse d'hydrolyse de J'amidon est

su[lérieure à sa vitesse d'assimilation. ce qui conduit à l'apparition d'un pic de maltose pouvant

alleindre 3 g/I à la septième heure de fermentation (résultat non montré). La vitesse d'hydrolyse de

l'amidon n'apparaît donc pas comme un facteur limitant de la vilesse de croissance du

microorganisme.

Nous pouvons observer. à panir des cinétiques sur MRS amidon + glucose (fig. 4.9). que la

synthèse d'amylase intervient juste avant épuisement du glucose dans le milieu. Le' seuil de

répression de la synthèse de l'enzyme par le glucose peut ainsi être estimé à 5 glI. En dessous de ce

seuil, la production d'enzyme est extrêmement rapide et coïncide avec une diminution imponante

de la concenlration en amidon dans le milieu. Durant les quatre premières heures de la

fermentation, une hydrolyse tres lente de l'amidon est cependant observée qui représente 14% de la

quantité initiale en amidon. Aucune production d'amylase n'ayant été observée pendant celte phase.

cette faible disparition d'amidon pourrait alors être allribuée à la présence dans le milieu, d'une

quantité minime d'enzyme (non détectée), initialement présente dans l'inoculum. La concentration

en amylase à la fm de la fermentation (4,3 U.I./ml) est sensiblement supérieure à celle obtenue sur

MRS amidon.

L'ensemble des résultats obtenus confmne la fone capacité amylolytique de L. plan/arum

A6. Par ailleurs, ils mettent en évidence un phénomène de répression de la biosynthèse de

l'amylase par le glucose.
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Tableau 4.8: Paramètres de fennent3tion de L. l'lan/arum (Lacto Labo) el L. plalllarum A6
cultivés sur différents milieux.

Souche de Milieu ~ Yx/s Yp/s Productivité
L. plan/Drom étudiée (h· l ) (g/g) (g/g) en biomasse

(gll.h)

Lacto Labo MRS glucose 0,57 ± 0,03 0,22 ± 0,03 0,75 ± O,~ 1,05

A6 MRS glucose U,43 ± 0,03 O,19±O,02 0,81 ± U,I 0,78

A6 MRS amidon 0,45 ± 0,03 0,23 ± 0,03 0,75±O,! 0,63

A6 MRS glucose+amidon 0,41 ± 0,06 O,19±O,02 0,74 ± 0,06 0.71
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Figure 4,7: Fermentation de L.planrarum A6 sur MRS glucose.O ,glucose; li, lactale;
e, biomasse.
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Figure 4.9: Fermentation de L. planrarum A6 sur MRS glucose+ amidon.Cl , glucose; • , amidon;

l:!.. lactate; e, biomasse: 0, activité amylasique.
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4.2.4 - Caractérisation de l'amylase de L. plan/arum A6

4.2.4.1 . Identification du type d'amylase

Il falbil 10Ul d'abord iden!ilier le Iype d'amylase excrétée par L. plan/arum A6. En effet,

fllusieurs types d'amylases SOnt décrites (BARMAN, 1969):

- l'a-amylase (EC 3.2, 1.I) qui hydrolyse spécifique men! la liaison a-1,4 enrre deux

résidus de glucose dans les polyglucosides. L'enzyme doit reconnaître une séquence minimale de

Irois résidus glucose pour se fixer sur la chaine. L'a·amylase est une endoenzyme : elle auaque la

chaine de façon aléaloire. Ses subsrrals "nalurels" sOn! l'amidon el le glycogène.

la (l·amylase (EC 3,2.1,2) qui est une exoenzyme : elle agil par récurrence en

h\'drolysafll les liaisons a-I,4 à panir des extrémités non réductrices des chaines, et libère

uniquemen! du maltose. Elle n'est pas capable hydrolyser la liaison a- J.6. La chaioe glucosidique

uoit :Jvoir une taille minimale de 4 résidus.

- la glucoamylase (EC 3.2.1.3) qui est aussi une exoenzyme : elle agit par récurrence en

hy drolysant les liaisons a· J.4 à panir des extrémités non réductrices des chaines, et libère du

glucose. Elle fleut aussi hydrolyser le maltose et les liaisons a·l.6 des chaines d'a01ylopectine.

l\feSlire de l'aclil'ilé amylasique

L':Jctivité amylasique peut être eSlimée par la mesure de la vitesse initiale de disflarition ue

l':Jmidon p:Jr le dosage à J'iode, méthode J (OTENG-GYANG, 1979). ou d'apflarition des sucres

réduCieulS p:Jr le dosage au ONS, méthode 2 (U!\OGREJ\' et REFAI, 1984).

Une comflaraison de ces deux méthodes permet de différencier une a-amylase, d'une

exoenzyme œ-amylase ou glucoamylase). En effet, d'après ROBYT et WH ELAN (1973),

l'h\drolyse de l'amidon flar une endoenzyme (type a). en!raine une diminulion rapide de la

coloration de l'amidon à l'iode mais produil lentemenl des sucres réducleurs. A J'opposé, THOMAS

Cl al. (1980) On! montré que l'auaque de l'amidon par une exoamylase (type (l) est accompagnée

d'une élévation imponante du pouvoir réducteur du mélange réactionnel, mais a peu d'effet sur la

coloration du substrat à l'iode.

Ainsi. nous avons comparé, à panir de l'hydrolyse de l'amidon sous l'action de l'amylase de

L. {'Ianrarum A6. les cinétiques de disparition de la coloration de l'amidon à l'iode et les cinétiques

d'apparition des sucres réducteurs (exprimées en équivalents glucose) (cf. fig. 4.10).

Les résultats obtenus montrent que la vitesse initiale de disparition de l'amidon est 7 à 8 fois

plus élevée que la vitesse d'apparilion des sucres réducteurs. Ce résuhal, Iypique d'une altaque

endoenzymalique. ~uggère que l'amylase de L. plan/arum A6 est de type a.
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• Amidon y = ·0,263. X + 7,9 (mélhode 1)

o Glucose y = 0,034. X + 0,7 (méthode 2)

605020 30 40
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o

Figure 4.10: Vilesses de disparition de la coloration à J'iode de l'amidon et d'apparition des sucres
réducteurs,

Par ailleurs, il apparaît que la délermination de cene activilé amylasique par la mesure

de la vitesse de disparilion de l'amidon, est la méthode la plus sensible. De plus, elle s'avère être la

méthode la plus simple, Cesl donc celle dernière que nous avons retenue pour la suite de notre

étude.

Analyse par HPLC des produits de dégradation de l'amidon

Pour compléter l'érude de la caraclérisalion du Iype d'amylase synÙ1élisée par L. plantarum

A6, nous avons comparé les profils chromalOgraphiques obtenus en HPLC après avoir fait agir sur

l'amidon, d'une pan, le sumageant d'une culture de L. planzarum A6 et d'autre pan, des enzymes

amylolytiques du commerce (a-amylase d'Aspergillus niger, Sigma A3514 : fi-amylase de pomme

de terre, Sigma A7005 et amyloglucosidase d'Aspergillus oryzae Sigma A0273),

Les profils d'élution (cf. fig, 4.11) montrent que:

- r a·amylase (graphe B) est caractérisée par la production de glucose et de maltose en

grande quantité, Par ailleurs, nous observons également la présence d'un pic à 5,2 min

correspondant cenainement à un ou plusieurs oligosaccharides résiduels, L'a-amylase

n'hydrolysanl pas la liaison a-l ,6, ces oligosaccharides sont probablement des dextrines limites

dont les chaînes aux extrémités "libres" peuvent avoir jusqu'à 6 résidus glucose,

- la glucoamylase (graphe C) esl caractérisée par la production de glucose uniquement.

/1 reste très peu d'oligosaccharides car cene enzyme peut couper toutes les liaisons entre les résidus

glucose dans les chaînes d'amylose et d'amylopectine de l'amidon.

- la fi-amylase (graphe D) produil principalement du maltose, peu de dextrines limites et

très peu de gl ucose,
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L'observation du graphe A, montre que J'amylase produite par L. plan/arum A6 hydrolyse

l'amidon en formanl du mahose, du glucose et des dextrines limites, ce qui est caractéristique des

,,-amylases et confmne les résultats précédemmenl obtenus.

4 5 6 7 4 5 6 7

A T('mp.<; (min)

&::
e

"0

E
-<

B T~mps (min)

c
4 5 6 7

o
4 5

Temps (min)

6 7

Figure 4,11 : Analyse par HPLC des produils de dégradation de l'amidon sous J'action de
différentes enzymes après Jh d'incubation à 30°C.

A : amylase de LaclObaci//us plan/arum A6 ; B : a-amylase d'Aspergillus niger ;
C: glucoamylase d'Aspergillus oryzae ; D : B-amylase de pomme de terre.
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4.2.4.2· 1nnuence de la sou rce de carbone sur la production d'am)'lase

Afin de déterminer le substrat c:lJ'boné permettant une production maximale d'amylase,

l'aclivité enzymatique a été mesurée après culiure sur différents SUbSIr.ltS,

Après croissll1ce pendant 20 heures en fioles à 30°C. l'activité amylasique a été mesurée sur

les sumageants de culiure, Chaque milieu a été ensemencé à panir d'une préculrure réalisée sur un

milieu de composilion identique, Des essais Ont été réalisés en parallèle en ajoutant du carbonate

de calcium dans Je milieu de culiure (20 g/l), Le carbonate forme, avec l'acide lactique excrété par

les cellules, du lactate de calcium, ce qui ralentit J'acidification du milieu,

Les résultats obtenus SOnt présentés figure 4,10, Il est imponant de souligner que J'ensemble

des sucres lestés, permellent une croissance imponante et comparable (DO finales à 540 nm

comprises entre 5 el 6),
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Figure 4.10 : Production d'amyla-se par L. planrarum A6 culiivé sur différents glucides. avec ou
san~ Cl.IC03. ACli\'ilés cxrriméc~ en o/l, de l'activilé maximale mesurée (Amidon + CaCO))

L'activité amylasique max imale a été obtenue en présence d'amidon (substrat

naturel de J'enzyme) et de CaC03, En présence de CaC03. les taux de production d'enzymes

s'ordonnent en fonction des degrés de polymérisation des glucides testés: J'amidon (polymère) et le

raffmose (triose) entraînent les plus fones activités, On trouve ensuite IOUS les diosides puis les

glucides simples, Les taux de production d'amylase par les mono et diosides restent cependant

a"ez faibles (20 à 40% de J'aCtivité observée sur amidon), sauf dans le cas du mélibiose (environ

53%),
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Notons que sur le milieu MRS glucose en présence de CaCO), une faible activité amylasique

est mesurée (14% de l'activité max imum), alors que précédemment en bioréacteur aucune aClivilé

nOiable n'avail éré décelée (cf. § 4.2.2). Ceci peut s'expliquer par la technique de dosage de

l';lctivité amybsique (vitesse d'apparition des sucres réducteurs) utilisée au cours de l'étude en

bioréacteur, celle technique s'étant avérée beaucoup moins sensible.

Outre l'amidon, les trois glucides les plus efficaces (rdffinose, mélibiose et maltose),

contiennent tOUS une séquence de deux hexoses (glucose ou galaclOse) sous forme furdnique. La

liaison glucidique entre ces deux résidus est de type a, donc de strucrure proche du subsrrat naturel

de l'enzyme. Cependant, les deux premiers contiennent des liaisons glucidiques al·6, ce qui ne

correspond pas au principal type de liaison présent dans l'amidon (al-4).

D'autre pan, en absence de CaCO), les quantités d'amylase obtenues SOnt beaucoup plus

f;libles. Ce résultat peUl être lié à une dénatur;ltion de J'enzyme à des pH plus acides ou à la

présence dans les milieux contenant du CaCO). d'ions Ca2 • indispensables au fonclionnement de

l'enzyme, les a-amylases baclériennes élanl toules définies en effet comme des métalloenzymes

présentant du calcium dans leur sile actif (FISCHER et STEIN, 1960). En absence de C;lCO), le

profil du t;lUX d'em.yme synthétisée en fonction du substrat carboné n'est pas comparable à celui

oblenu en présence de CaCO)' En effet, c'est le raffinose qui permet la plus fone production

d'enzyme (60Ck de l'activité de référence), alors que peu d'enzyme a èlé synthétisée avec l'amidon.

De plus, on peut remarquer que le laclOse a induit une production similaire d'enzyme et qu'aucune

production notable d'amylase n'a été observée en présence de glucides simples.

L'interprétation des résultats doit être faile avec précaution, car les conditions de culture

utilisées n'om pas été contrôlées, en paniculier le pH. Ils nous permellent néanmoins de suggérer

que la biosynthèse de l'enzyme eSI plus ou moins réprimée qU;lnd la source de carbone utilisée est

facilement mélabolisable. L'utilisation d'une source de carbone plus complexe, de type

disaccharides, trisaccharides ou polysaccharides enlraÎnerait une production supérieure d'enzyme.

Ces résultats sont en accord avec ceux de SEN el CHAKRABARTY (1984) qui observenl chez L.

ccllobiosus un effet stimulateur du Caz• sur)a synlhèse d'amylase ainsi que des niveaux plus

imponams de production quand la source de carbone utilisée est complexe. La culture, à pH

COntrôlé en présence d'amidon et de CaCl2, devrait ainsi permenre la plus fone production

d'enzyme,
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4.2.4.3. InOuence du pH et de la tempéralure sur l'activité am)'lasique

Les conditions de température el de pH utilisées jusqu'à présent avaient été choisies à panir

des conditions optimales déterminées par L1NDGREN et REFAI (1984) pour l'amylase d'une hac·

térie lactique isolée à panir de poisson fermenté. JI nous a paru intéressant d'éludier l'influence de

ces deux facteurs sur l'activité a·amylasique de L. planrarum A6, conlenue dans l'extrail brut, afin

de pré-caractériser l'enzyme.

L'influence du pH a été testée dans une gamme variant de 2,5 à 8 (fig. 4.13). L'activité maxi·

male de l'enzyme est observée à pH 5. et 70% de l'activité est retrouvée à pH 4.

L'influence de la température a été testée dans une gamme de température variant de 10 à

sooe (cf. fig. 4.14). Dans les condilions étudiées, la tempéraTure optimale pour l'amylase est de

5)°(. A 3()0(. température habituelle de fermentation du manioc, on relrouve 60% de l'aclivilé.
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Figure 4.13 : Influence du pH sur l'activité
amylasique de L. plantarum A6 à 40°(.
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l'activité amylasique de L. planrarum A6 à pH 5.
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4.2.5 - Conclusion

Nous avons pu isoler à panir de racines de manioc fermemées. une souche sauvage de L.

jJlalllarum amylolytique. L'enzyme synthétisée a été idemifiée comme étant une a-amylase,

Une étape supplémentaire de purification s'avère cependant nécessaire afin de s'assurer que

l'activité mesurée n'est pas associée à d'autres types d'activités amylasiques (glucoamylase et (3

amylase), li faui noter que seule une activité de type a-amylasique a été décrite dans la

bibliographie chez les bactéries lactiques amylolytiques.

L'étude des propriétés physico-chimiques de l'enzyme synthétisée a montré que celle·ci est

extracellulaire et acido-tolérante, L'enzyme conserve ainsi près de 70% de son activité à pH 4,

niveau d'acidité retrouvé à panir du troisième jour de rouissage dans les racines de manioc

(OKAFOR cr al., J9R4) Ces propriétés semblem différenles de celles observées chez d'autres

bactéries lactiques amylolytiques, En effet, le caractère extracellulaire est retrouvé chez L.

ccllnblosus (SEN el CHAKRABARTY. 1986) mais les profils d'activité en fonction de la

température et du pH de ce microorganisme SOnt différents de ceux observés pour L. planrarum

Ali. Deux bactéries lactiques amylolytiques du genre Laclobacillul, isolées de l'intestin de poulet

par CHAMP er al. (1983), possèdent par contre des profils comparables, mais l'amylase

synthétisée par ces deux microorganismes reste liée à la cellule.

La croissance de ce microorganisme a été étudiée en fermemeur. Les résuliats obtenus sont

paniculièremem intéressants (fon rendement en biomasse, taux de croissance élevé. conversion de

l'amidon en lactate), et nous permellem d'envisager l'utilisation de celle souche comme staner des

aliments fermemés à base de manioc. Cependam, le choix de ce microorganisme, produisam un

mélange racémique des formes D(-) et L(+) lactate, peuI·être critiquable sur le plan nutritionnel,

En effet. l'acide D(-) lactique n'est pas métabolisable par l'homme: sa présence n'est donc pas

souhaitable; d'après les recommandations de la FAO, son ingestion joumalière ne devrait pas

dépasser 100 mgJkg de poids. La sélection par les techniques de biologie moléculaire d'un mutant

de la souche L. plan/arum Ali déficiente en activité D( -) lactate déshydrogénase (enzyme

responsable de la formation d'acide D(-) laCtique à panir du pyruvate), pourrait apponer une

solut ion à ce problème.

En résumé, celle bactérie lactique s'avêre paniculièrement iméressante, non seulement d'un

poim de vue taxonomique. mais aussi pour sa capacité à se développer rapidemem et massivement

en présence de milieux à base d'amidon,

Résulrars er discussion



82

4.3 - Purification et caractérisation de l'a-amylase de
L. plantarum A6

4.3.1· Introduction

Comme nous l'avons précédemment noté, très peu de bactéries lactiques ont été reponées

pour leur capacité à mélaboliser l'amidon. Par ailleurs, les caractéristiques des enzymes

amylolytiques de ces microorganismes Ont été très peu décrites. A notre connaissance, seuls les

travaux de SEN et CHAKRABARTY (1986) et ceux de LINDGREN el REFAI (1984) relatent la

caractérisation d'une aClivilé amylolYlique produite par une bactérie lactique.

La souche de L (lIan/arum A6 que nous avons isolée du manioc roui pour sa capacité à

dégrader l'amidon, présente de nombreux intérêts. C'est à nOlIe connaissance la seule souche de L.

l'iall/arum amylolytique décrite dans la jinéralUre à ce JOUI. Par ailleurs, ce microorganisme

synthétise une a-amylase extracellulaire en grande quanlité telle que les cintliques de sa

croissance sur un milieu à base de glucose ou d'amidon SOnt comparables.

Etant donné les caractéristiques originales de ce microorganisme et le peu d'études effecruées

sur les activités amylolytiques des bacléries lactiques, il nous a paru nécessaire d'éludier plus en

détail cene activité enzymatique. Ainsi. le présent chapitre décrit la purification et la

caractérisation de l'activité amylasique extracellulaire de L planrarum A6.

4.3.2 . Purification

La purification de l'a.amylase de L plan/arum A6 a été réalisée à panir du surnageant d'une

culture sur milieu MRS-amidon obtenue en fermenteur de 1,5 lilres, à pH et agitalion contrôlés.

Compte lenu des observations rapponées au § 4.2.3.1, du chlorure de calcium a été ajouté dans le

milieu à une concentration de 0.5 g/l. La culture a été sloppée lorsque l'activité amylasique était

maximale. c'est à dire à la fin de la phase de croissance. après l J h de culture.

La purification de l'amylase de L p/anrarum A6 a élé réalisée en lrois étapes:

· précipitation fractionnée des prOléines au sulfate d'ammonium,

· ultrafiltration,

· chromatOgraphie d'échange d'anions (DEA E-Cellulose).

Les résultaIS elles bilans de purificalion SOnt résumés dans le tableau 4,9.
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Tableau 4.9 : Bilan de la purification de l'amylase de L. plancarum A6

Eupe de Volume ProtÉ'lnes totales Act!vll. totale AClh·!té Spkllique Rendement Facteur de

purification (ml) (m~) (U) (U/m2) (%) purification

Surnageanl filtré 750 82,5 35100 425 100 1

Précipitalion fractionnée
39 18,1 25935 1433 73,9 3,4(fraction 50-70%)

UhrafillTalion 8,8 10,4 16016 1540 45,6 3,6

DEAE-Ccllulosc
61,8 1.5 12484 8270 35,6 19,5(fraclion, 117-130)

Au COUTS de l'étape de précipitation fractionnée au sulfate d'ammonium, l'activité amylasique

a été précipitée pour des concenuations comprises entre 50 et 70% de saturation. Celle première

étape nous a permis d'oolenir un bon rendement de récupération (74%) ainsi qu'une bonne

concentT'dtion de l'enzyme.

L'étape d'ultrafiltration a été réalisée, afin de concentrer l'extrait protéique et d'éliminer les

ions NHo' et SO/ rajoutés lOTS de la précipitation fractionnée, qui peuvent géner la fixation de

l'enzyme sur la colonne de DEAE-Cellulose. Environ 30% de la quantité initiale d'enzyme ont été

perdus au cours de cette étape sans pour autant améliorer la pureté de l'enzyme.

Une étape supplémentaire de purification a été effectuée par chromalOgraphie sur colonne de

DEAE-Cellulose. Le profil d'élution (cf. fig. 4.15) révèle un seul pic d'activité amylasique.

L'essentiel de l'activité est élué pour une concentration en Nael comprise entre 0,44-0,55 M. Le

coefficient final de purification est proche de 20 avec un rendement de récupération de 35 %.

Les fractions 117 à 130 présentant le maximum d'activité amylasique ont été rassemblées.

dyalisées une nuit contre du tampon phosphate 0,05 M ; pH 6,8 et conservées à -30°C. Elles

constituent la fraction purifiée qui a été utilisée par la suite, pour la caractérisation de l'activité

enzymatique. Il est à noter, à ce niveau, qu'aucune pene notable d'activité n'a été ooservée dans de

telles conditions de conservation, après au moins 6 mois.

Analyse électrophorétique des échantillons obtenus à chaque étape de purification

La pureté de l'enzyme, de méme que l'efficacité du protocole de purification utilisé, ont été

appréciées par élecuophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions natives. Pour cela, deux

techniques de révélation Ont été utilisées (cf. photo 4.3) : coloration des protéines totales au nitrate

d'argent, et mise en évidence de l'activité amylasique par révélation au lugol après incubation du

gel dans un tampon contenant de l'amidon. Les échantillons protéiques, correspondant aux

différentes étapes de purification, ont été chargés sur le gel de façon à déposer une activité amyJa

sique constante (7 U/puits) .
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La grande ~ensibilité de la technique de coloration au nitrate d'argent, choisie ici pour révéler

les protéines, permel d'apprécier l'efficacité du prolOcole suivi pour purifier cette activité

enzymatique (cf. photo 4.4).

Au niveau de la fraction purifiée (piste 3), nous avons mis en évidence une bande principale

ainsi que trois autres sous-bandes de très faible intensité, régulièrement espacées. La révélation au

lugol (piste 4) montre que l'activité amylasique est localisée au niveau de la bande principale, mais

aussi. à une concentration moindre, au niveau des autres bandes mineures. NOIons par ailleurs, que

ces trois bande~ mineures, avaient été observées initialement avec la même intensité, au niveau de

l'extrait bruI. Elles ne ~e SOnt donc pas formées durant la purification.

Il est imponant de ~ouligner qu'un tel phénomène a déjà été observé lors de la caractérisation

d'n-amylases ~ynthétisée~ par d'autres microorganismes, En effet, SAITO (1973) a détecté pour l'a·

amyla~e purifiée de Bacil/us iichcniformiJ, quatre bandes de protéines actives après électrophorèse

sur gel de polyacrrlamide. alors que l'enzyme présentai! un ~eul pic d'activilé après ultracentrifu

galion et chromatographie sur CM-Cellulose et Sephadex G-lOO. L'auteur a ~upposé que la souche

produisait quatre amylases isoenzymes ou que ces formes multiples pouvaient être liées à un ané

fact survenant au cours du prOtocole d'isolement de l'enzyme. ROB YT et ACK ERMAN (1973) Ont

également ob~ervé la présence de formes multiples pour l'a-amylase de Bacillus sublilis. Après

une étude délaillée des propriétés de celle enzyme, ils ont onl pu menre en évidence que l'enzyme

purifiée était susceptible de s'agréger en fomlant des complexes ayant un poids moléculaire de plus

en plus élevé. Dans ce cas, le zinc est responsable ce phénomène.

A panir de ces différentes observations, deux hypothèses peuvent être formulées pour

expliquer. dans notre cas, l'exi~tence de ces bandes multiple~ pré~entant une activité amyla.sique :

a) l'extrait purifié est constitué d'une population d'enzymes identiques susceptibles de

b) dans les conditions utili~ées, la souche synthétise plusieurs isoenzymes présentant

une activité amyJolytique.

Par ailleurs, nous pouvons aussi envisager que Laclobacil/us planrarum A6 excréterait dans

le milieu une activité protéa.sique pouvant entraîner une protéolyse de l'enzyme amylol)'lique avec

conservation du sile actif et conduisant à des polypeptides de poids moléculaire légèrement

inférieurs. Les amylases bactériennes sont de plus reconnues pour êlTe en général lTès résistantes à

la protéolyse (FISCHER el STEIN, 1960) .
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En l'élal aCluel. Je, résuilals obtenus ne nous permenent pas de relenir préférentiellement une

de ces différentes h~pOlhèses sans avoir élUdié plus précisément les propriélés des enzymes de cha·

que bande.

4.3.3· Caractérisation de l'enzyme purifiée

4.3.:U . Estimation du poids moléculaire

Le poids moléculaire de l'enzyme sous sa forme native n'a pu êue déterminé, la quantité de

malériel récupéré après chromatographie sur OEAE·Celiulose élant trop faible pour réaliser une

chromatographie sur gel fiilration. Cependanl, nous avons pu eSlimer son poids moléculaire par

élenrophorèse en gel de polyacrylamide en condilions dénaturantes (SOS- PAGE).

La révélation au nilrale d'argent a mis en évidence deux bandes uniquement. La première

bande est parfailement définie el correspond à un poids moléculaire de 50 kOa, la seconde bande

plus diffuse. a un poids moléculaire proche de )50 kOa. Les mêmes profils éleclrophoréliques onl

élé oblenus en présence ou en absence de [\·mercaploélhanol (résul,"IS non montrés).

/':otons qu'aucune des amylases baclériennes décriles dans la lillérature n'a un poids

moléculaire aussi élevé, le plus haui poids moléculaire rapponé pour une o.-amylase élant de 92

kOa pour Baclcfll/dcs amylophilus (FOGARTY, 1983). La plupan des o.·amylases Ont un poids

moléculaire proche de 50 kOa (FISCHER el STEIN, 1960: FOGARTY, 1983). ce qui correspond

au poids d'une des bandes observées. Cependant, il a élé décrit que l'o.-amylase purifiée de

Boeil/us .wblilis pou\'ait former en SOS·PAGE, des agrégats pouvant aneindre de 125 à 4()() kOa,

suivant les conditions opératoires. La bande diffuse de poids moléculaire proche de 150 kDa

pourra il ainsi correspondre à des agrégats de la protéine de 50 kOa. Celle dernière observation

serail plus en faveur de la première hypothèse proposée au paragraphe précédent (agrégation).
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4.:1.3.2 - Influence du pH

Déterminalion du pH oplimum

L'influence du pH sur l'aclivilé amylasique. a été testée à une température de 55°C. dans une

gamme de pH allant de 3 à 7.5. en utilisant des tampons citrate/phosphate 0.1 M. Les résultats

ohtenus SOnt représentés sur la figure 4.17
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Figure 4.17 : Influence du pH sur l'activité de l'amyl3se purifiée de L. plall/arum A6 (55°C).

Le profil obtenu est assez proche de celui présenté Sur la figure 4.13 pour l'extrait brut.

L'enzyme agit préférentiellement à pH acide et présente un optimum à pH 5.5. Pour des pH

compris entre 4.5 el 6. la pene d'activité n'excède pas JO à 15%. Au delà. elle chute rapidement et

devient nulle pour des valeurs de pH proches de 3 el 8.

NotOns que 13 valeur du pH optimum délerminée pour l'amylase de L. plan/arum A6 (pH

5.5). se sirue dans 13 gamme des pH optimum (entre 4.8 et 6j) habituellement rapponée pour les

Q·amyl3ses microbiennes (FOGARTY. 1983).

Influence du /Ompon sur l'acril'ilé amy/ose

L'influence de la nature du tampon a été détenninée à pH 5.5 pour une concentration de 0.1

M. L'activité obtenue avec le tampon citrate/phosphate a été retenue comme activité de référence.

Les résuhals. résumés dans le tableau 4,10. montrent qu'il n'y a pas d'influence notable de la nature

du tampon sur l'activité amylasique.
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Tableau 4.10 : innuence de la nature du tampon sur l'activité amylasiyue de L. {llancarum A6

Tampon Activité aml'Iase relative

Citrate-phosphate 100% (rdércnc,)

Acétate 105%

Maléate 101%

Succinate 105%

Phosphate 100%

Citrate 95%
Cacodvlate 107%

Srabi/i/é de l'enzyme enJoncrion du pH

L':malyse de l'innuence du pH sur l'aCtivité amylasique, a été complétée par l'érude de la

st:Jhilité de l'enzyme à 30°C (température de femlentatÎon du manioc) dans des tampons

citr:Jte/phosphate 0,\ M aux trois pH suivants: 3,8 : 5,5 et 6,2, Les pH 6,2 et 3,8 ont été étudiés en

plus du pH optimum, car ce sont les pH rencontrés respectivement au déhut et à la fin de la

ferment:Jtion de la pulpe de manioc lors de la production de gari (Y ASCONCELOS et al" 1990),

L'é,'olution de l'activité a été suivie sur 5 JOurs. période correspondant à la durée de fermentation

du m:Jnioc,
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Figure 4.18: Etude de la stahilité à 30°C de l'amyJa~e de L, {lIan/arum A6 à différents pH

6 ' pH 3.8 : CJ : pH 5.5 : • : pH 6.2

Nous constatons (cf. fig, 4, J8) qu'à pH 5,5, l'enzyme présente la meilleure stabilité car

seulement 5% de pene d'activité SOnt mesurés après 5 jours d'incubation, A pH 6,2, l'activité

en7.ymatique est relativement stable car elle ne subit qu'une pene de 15% d'activité, EnfUl, à pH

\8. l'enzyme est très peu stable, L'activité reste constante ~ur les 24 premières heures, puis une

h:Jisse régulière e~t ohservée pour aneindre 20% de l'activité initiale après 5 jours,
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4.3.3.3· Innuence de la température

L'innuence de la tempérarure sur l'activité amylasique à été étudiée dans une gamme de

température allant de 10 à SO°C, en urilisanr du tampon citrate/phosphate 0, ) M à pH 5,5. Les

résultats obtenus sont présentés sur la figure suivante:
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~ 70
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~ 60
;;
'E 50

~
'0>

Ü
-< 30

20

10

20 ,(0 60 BD

Température (OC)

Figure 4.19: [nOuence de la température sur l'acti\'ité amylasique de L. pianfQrum A6 (pH 5,5)

Le profil d'aclivilé (figure 4.19) mOntre un oplimum à 65°C. Au delà de celte tempéraTUre,

l'activité chule très rapidement. Il est fréquent de trouver des amylases bactériennes dont l'activité

maximum se situe entre 50 et 70°C (FOGARTY, 1983). Notons que la température optimale

déterminée sur l'extrait brut était de 55°C (cf. ~ 4.2.3,3). Cet écan pourrait être allrillué à

l'utilisation d'un pH plus acide (pH 5) pour la mesure sur l'extrait llrut.

Calcul de l'énergie d'acti\'ation

L'énergie d'activation a été calculée à panir des données correspondant à la figure 4,19 er à

l'aide de l'équation d'Arrhénius:

d(lnV) Ea
--:--:- p
d(lm R

A\ï."C:

Ea: Energie d'aeliva,ion de la réac lion OlMol ou eallMol)
R: Constante. des gaz pariai" (JlMol.K ou eallMol.K)
V: Vjlesse de la réaction ou aClivité ou aClivilé relative
T: Température (K)
p: peme de la panic linéaire du graphe représenté figure 4,19
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Figure 4.20. Repré.'enlalion d'Arrhénius de l'effet de la température sur l'activité amylasique de
L. rlall/arum A6.

La relation est linéaire entre 10 el nooe ; au delà. la dénaturation de l'enzyme se traduit par

une déviation par rappon à la droite. L'énergie d'activation de la réaction. calculée entre JO et

nO°e. eS( de 7.34 kcaVMol soil 30,9 kJ/Moi.

4.3.3.4· Détermination des paramètres cinétiques

Nous avons obsel"é que le profïl de la vitesse initiale d'hydrolyse de l'amidon en fonction de

la concentration en substrat. a une allure hyperbolique. Il s'agirait donc d'une enzyme de type

\1ich;lelien.

Les paramètres cinétiques (vitesse maximale et constante de Michaelis) de l'activité

amylasique purifïée de L. rlall/arum An ont été déterminés à n5°e (lempér.llure oplimale de

l'enzyme) el à 300 e (température optimale de croissance de L. [Jlanrarum An). en utilisant

différentes concentrations en amidon soluble.

Les varialions de la "ilesse ioitiale en fonclion de la concentration en substrat, exprimées

'elon les méthodes de Hanes- Woolf et de Lineweaver·Burck sont Iespectivemenr présenrées SUI les

figures 4.21 el 4.22. Le tableau 4.11 regroupe les résultats ohtenus.

Tableau 4.11 : Paramètres cinétiques de l'amylase de L. [Jlanrarum A6 à pH 5.5 à 30 et 65°e

30°C 65°C

Km (g!l) 3,94 2,38

VmaxCg/l.min) 0,28 0,96
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Représentalinn de Hanes-Woolr

60

D 30 oc.. SfV =4.1523 + 1.0535 ,S r =0.99

65 '1:. SfV =8.1093 + 3.4106, S r =0.99

20

o.J ~ 10 12 )4 16 18 20
S

Figure 4.21 : Délenninalion des Km de J'amylase sur amidon à 30°C el 65°C.
S: concentrJlion en substrat en g/l ; V: vitesse de la réaction en g/Lmin

à JO°C : Km = 4,152 Il,054 = J.94 g/l

à 65°C: Km =8,109 13,411 =2,38 g/l

~ - Représenlaliun de Linewea\'er·fiurck

7 j
D 30'1:
• 65'1:

IfV = 3.5297 + 7.3272 ,S r = 0.99~

1(\' = 1.0427 + 4.2272, S r = 0.99

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Ils

Figure 4.22 : Détennination des Vnuu de J'amylase sur amidon à JO°C et 65°C.
5: concenlration en substral en g/l ; V: vitesse de la réaction en g/l.min

à JO°C: V,,",, =1 1J,5J =0,28 gn . min

à 65°C: V,,",,= 1 1 1,04 = 0,96 g/l . min

Résultats et discussion



93

L'amylase pré~ente une con~tanle d'afflnilé (Km) pour l'amidon qui se situe dans la gamme de

\'aleurs habituellement rencontrées pour les amylases de différentes origines (homme, bactérie~.

çhampignons et levures) et mesurée~ sur différentes sones d'amidon 0,5 à 7 g/l ( FlSCHER et

STEIN. 1960: BARMAN, 1969),

A 30°C, le Km de l'amylase est 1,7 fois plus grand qu'à 65°e, ce qui traduit une plus fone

affinilé de J'enzyme pour l'amidon à 65°e. D'autre part, la vitesse maximale obtenue est environ

3.4 fois plus faible à 30°C qu'à 65°e. Ce rappon correspond à la différence d'activité mesurée lors

de l'étude de "effet de la température (cf. § 4,3,33),

4.3.3.:' - Effels des ions el d'aulres effecteurs enzymatiques

Effets des anions

Après avoir vérifJé J'absence d'effet de l'ion sodium sur l'activité amylJsique, différents

anions. sous forme de sels de sodium. ont été testés à une concentration de D,Dl M dans du tampon

citrate/phosphate (pH 5,5), à 55°e. Les résullats présentés dans le tableau 4,12. révèlent que les

:lnions lestés n'ont pas d'influence notable sur J'activité amylasique de L. plan/arum An,

Tableau 4.12' Innuence de quelques anions sur l'activité amylasique de L. plan/arum An à pH
5,5 et 55°e. Concentration des anions: 0,01 M, Témoin (sans anion) =I()()%,

Anion Activité amvlase relative
Chlore (N,CI) 101%

Carbonate (N,K03) 94%

Sulfate (Na:SO') 102%

SulfJte (Na:S03) 103%
Nitrate (N,NOl) 99%

Effets des cations

Les cations. lestés à une concenrration de 0,01 M, Ont été apponés sous forme de chlorures ou

sulfates, ces deux ions n'ayant montré précédemment, aucune influence sur J'activité enzymatique.

Les résultats rassemblés dans le tableau 4.13, montrent que J'enzyme est fonement inhi·

bée par le mercure (Hg'+), Aucune autre innuence notable (inhibition ou activation) n'a été obser

vée avec les autres cations testés,
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Tableau ·1.13 : InOuence de quelques calions sur l'activité amylasique de L. plan/arum A6 à pH
55: 55°C. Concenlration des cations: 0.01 M. Témoin (sans cation) =100%.

Calion Acli";té amylase relali"e

Barium (flaCI2) 103%
Cuivre (CuSO') 109%

Magnésium (MgSO,) 104%

Cobalt (CnCi2) 100%

Nickel (NiCl2) 109%

Mercure (HgC'2) 0%

Zinc (ZnSO,) 107%
Fer Il (FeSo,) 93%

Calcium (CaCI2) 95%

POtassium (KCI) 114%

Fer lU (FeCll) 115%
Cadnium (CdN2Ü6) 98%

Elain (SnCi2) 89%
Manganèse (MnCI1) 99%

Effets d'autres effecleurs enzymatiques

Cenains effeCteurs. dOnl les "ites d'action SOnl représentés figure 4.23. ont été testés sur

l'activité amylasique de L. plalltarum An. Les résultats obtenus SOnt rassemblés dans le tableau

4.14. !\:otons que l'effet du OTT (dithiOireitol) permettant de mettre en évidence la présence de

rOnts disulfures n'a ru être testé. En effet. ce réactif ayant un pouvoir réducteur imponanl, ne

permet ni le dosage de l'amidon par l'iode. ni le dosage des sucres réducteurs par le ONS.

Tableau 4.14 : InOuence de quelques effecteurs enzymatiques sur l'activité amylasique de L.
plall/arum A6 à pH 5.5 : 55°C. Témoin: sans effecteur =100%

Effecteur ConœntralÎon (~'1) Activité amvlase relali"e

Amino-5-tétrazole monohydraté 10.2 112%

4-dimélhylaminobenl.aldéhyde 10.2 70%

Réactif de Woodward 10.2 102%

EOTA 10.2 91%
N-acéthylacélOne 10.2 100%
N-éthylmaléinimide JO.2 90%

2,5 -dimélh ox ytétrahydro furane 10 2 Jll%
Anhydride IriOuoroacétique 10.2 89%
Acide acétique 10.2 82%
Iode la') 6%
Iode/tyrosine JO')15.10') 79%

N-bromosuccinimide JO') 0%
N-bromosuccin imide/trvot oohane JO.3/5. JO') 79%
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Ces résultats nous permeuent de tirer les conclusions suivantes (cf. tab, 4,15)

- la fone inhibition observée avec le N-bromosuccinimide, réversible par l'ajout de

trvplophane, ainsi que l'inhibition panielle avec le 4-diméthylaminobenzaldéhyde, indique la

présence d'un groupement indol au niveau du site actif et donc d'un résidu rryplOphane,

- l'inhibilion par l'iode el sa réversion panielle en présence de tyrosine révèle

l'intervention d'un groupement phénol et, selon toute probabilité, de la tyrosine,

- la baisse d'activilé mesurée après ajoui d'acide acétique suggère l'intervention d'un

acide aminé possédant un groupement -OH (sérine, thréonine),

Signalons que l'inhibition de J'aclivilé amylasique observée après ajout d'EDTA n'est pas

sufrlsamment significative pour conclure qu'un cofacteur métallique interviendrait au niveau du

sile actif. Cependant, comme nous J'avons précédemment souligné, les a-amylases sont IOUles

décrites dans la lilléralure, comme des métalloenzymes contenant en général du calcium (Ca2+)

dans le site actif. Néanmoins, le calcium est si fonement lié a l'enzyme que J'addition d'EDTA ne

permet pas en général de chélaler cel ion (FISCH ER el STEIN, J960 ; FOGARTY, 1983), Nous

sommes ainsi amenés asupposer que J'enzyme contient un cofacteur métallique que Jes conditions

opéralOires utilisées n'Ont pas permis de meltre en évidence,

Tableau ~,15; Groupements intervenanl dans le sile <Ictifde J'enzyme

Groupemenl5 Pr~sence

Cofacteur métallique +

-NH 2
HN=C-NH2

1
NH

OH- +

HOOC-Terminal

HS-
SoS n,do

H2N-Temlinal

Phénol: OOH +

Indol: çO +
1H

Imidazol:
s~Vl'\-H
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~.J.4 - Conclusion

Le protocole de purification de l'amylase extracellulJire de L. planlarum A6 décril dans celle

étude, rermet en deux étapes seulemem, d'obtenir une fraction protéique comenant l'essemie! de

J'activité amylasique enrichie par un facteur proche de 20, L'homogénéité de cene fraction, testée

p:tr élecuophorèse en conditions natives, révèle la présence d'une protéine majeure et de trois

aUlres protéines quantitativement peu imponantes, Toutefois, l'ensemble des protéines détectées

pos>èdem une activité amylasique, A ce niveau, nous pouvons donc considérer que le protocole

suivi eSt suffisanl pour permettre la purification de l'activité amyJasique extracelluJaire de L.

fl!ullwrum An,

L'analyse en SOS·PAGE de la fraction purifiée se uaduit par une répanition entre une bande

bien définie de 50 kOJ et une bande diffuse de poids moléculJire proche de 150 kOa.

Pour expliquer J'existence de ces différemes formes d'amylases, plusieurs hypolhèses ont été

emises, L'une d'entre elles, la plus satisfaisante à notre avis. serait de considérer que J'exuait purifié

è'l composé d'une population d'agrégats constitués d'une Jmylase de 50 kOa. Celle ÎntelT'rétation

s';tppuie sur le Llit que la majorité des Jmylases bactériennes décrites ont un poids moléculaire de

CCI ordre de grandeur (FOGARTY, 1983), PJr ailleurs. ce type d'agrégation d'une enzyme purifiée

;t déj'l été observé pour J'amylase de Baci/lus Slibillis (ROI3YT et ACKER MAN, 1(73), Oans ce

(';IS, le facteur induisalll celle Jgrégalion s'avérait être le zinc, Dans notre CJS, il reSle à définir.

En l'étal actuel. d'JUlreS études expérimentales serJienl nécessJires pour appuyer celle

h\'pothèse, La quantité d'enzyme isolée ne nous a pas permis d'aller plus loin dJns cette démarche,

.'\, l'évidence, une caractérisation immunologique permel1rait de déterminer la nature et le lien de

parenté entre les différentes formes d'amylases observées au cours de ce Iravail et ainsi de

confirmer J'hypothèse formulée.

Par rappon aux caractéristiques des autres amylases baclériennes décrites dans la linérature,

les propriétés de J'enzyme synthétisée par L. planrarum An sont très proches de celles de B,

sillm/is (FISCHER et STEIN, J960; WELKER et CAMPBELL, 1967; ROBYT et ACKERMAN

1973 , FOGARTY ]983) : enzyme extracellulaire, pH optimum idemique, tempérJture optimale

identique, intervention de résidus de lrYPlOphane et de tyrosine lors de la catalyse et présence de

fomles multiples (agrégats),

La capacité exceptionnelle de la souche L. planlarum A6 à dégrader l'amidon, nous conduit à

nous interroger sur l'acquisition de celle propriélé, Pourrait-elle résulter d'un transfen de matériel

génétique entre B, subrilis et L. pla!llarum, deux microorganismes de la microOore narurelle du

manioc fermenté (1'."\V ANKO Cl al" J989), dont nous avons observé que les activités amyJasiques

présentaient de fones similitudes? Des études plus approfondies nous perrnemaient peut-être de

répondre à cene question,
RésulwlS er diSCUSSion



98

4.4 - Dégradation de la Iinamarine par les bactéries lactiques

4.4.1 . Introduction

Comme nous l'avons souligné au cours de l'étude bibliographique, les racines de manioc

contiennenT en fone quanTité deux glucosides cyanogéniques: la linamarine et la lotaustraline,

qui leur confèrenT une toxicité élevée, Bien que la majorité de ces composés toxiques soit éliminée

au cours des différentes étapes de transformations, pour cenains aliments, une quantité résidueUe

peut être retrouvée selon le procédé de fabrication utilisé (NAMBISAN et SUNDARESAN, 1985),

Une consommation joumalière de ces demiers aliments peut donc entraîner une toxicité chronique

,e manifestanl par des problèmes neurologiques et métaboliques (COCK, 1982),

Durant la préparation du gari, deux étapes semblenT essentielles pour assurer une bonne

détoxication (NAMBISAN et SUNDARESAN, J985 ; VASCONCELOS el al., 1990): a) l'étape

de r:îpage qui permet par l'endommagement de la structure cellulaire végétale, la libération d'une

linamarase capable d'hydrolyser la linamarine en glucose et en acétone cyanohydrine (CONN,

1969), b) l'étape de cuisson qui permet une volatilisation des cyanures libres,

L'étape de fermentation caractérisée par un développement de la Imicroflore lactique

interviendrait par contre au niveau de l'obtention des caractériSliques organoleptiques du produit

(NGABA et LEE, 1979; DOUGAN CI al.. 1983),

Selon plusieurs auteurs (lKEDIOBI et ONYlKE, 19R2a ; MAOPOOG el al" 1989), la

quantité de linamarase endogène ne suffirait pas à dégrader complètement ,la linamarine,

Néanmoins, il a été démOnTré (lKEDIOBI et ONYIKE, 1982a et b), qu'il était possible de réduire

la toxicité du gari par l'ajoul. durant J'étape de fermentation, de linamara,e purifiée à panir

d'écorce, L'Ulilisation d'un tel procédé apparaît cependanl. difficilemenT applicable, Aussi, cenains

auteurs (PADMAJA et BALAGOPAL, 1985 : OKAFOR et EJI0FOR, 1990) ont suggéré

d'inoculer massivemenT les rJcines, pendant J'étape de femlentation, avec une souche microbienne

sélectionnée pour son activité linamarase afin de réduire la IOxicilé liée à la présence de

linamarine,

Dans ce chapitre, notre objectif a été de déterminer d'une pan, si les bactéries lactiques qui

constituent la flore prédominante intervenant dans le processus de fermentation (NGABA et LEE,

1979), avaient une activité linamarase et d'autre pan, de contribuer à une meilleure compréhension

des mécanismes de dégradation des glucosides cyanogéniques par ces bactéries,
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.:tA.2 - Résistance des bactéries lactiques au C)'anure

LOrs de la fermentation du manioc, la dégradation des composés cyanogéniques conduit à

l'accumulation d'une quantilé de cyanures libres dans le milieu de femlenration pouvanr atTeindre

200 rpm (V ASCO"'CELOS cr al., 1990).

L'effet très toxique du cyanure sur le métabolisme cellulaire est connu depuis longlemps.

Celle molécule est un inhibireur très puissant de la cylOchrome oxydase mais aussi d'autres variétés

ù·enl.ymes comme les hémoproléines. les oxydases ou les oxygénases contenant d'autres métaux.

Dc~ études onr mis en évidence que cenains microorganismes étaienr capables de se développer en

présence de cyanure. Notamment, cenaines espèces (Bacil/us mcgalcrium, Pseudomonas

fluorescens, BrevibaCierium sp, Enlerobacler... ) produisenr des enzymes (rhodanèse, nirrile

hydr~lla~e, B-c)'anoalanine synthase) capables de détoxiquer ce composé (CASTRIC et STROBEL,

1969 : SAKAI Cl al.. 1981 : HARRIS el KNOWLES, J983 : ROLLINSON el al., 1987 ;

LEGRAS er al.. 1989). D'auues (Cilrobaclcr sp., Bacil/us cercus . DcUcra inrermedia,

BrwwlIlmyccs euslcrsii. etc) ont su développer une voie respiratoire résistante aux cyanures

(KNOWLES. 1976: BLONDI'" Cl al.. 1984: KNOWLES el BUNCH , 1986).

Celle élude préliminaire a été réali~ée afin de déterminer la sensibilité des bactéries lactiques

(microorganismes aéro-tolérants. dépourvus de chaine respinlloire) aux cyanures. Quarre souches

ont été étudiées L. planrarwn LaClo Labo, L. p/anrarum A6, S. laclis et Leuconosloc

mnclllemidcs. Ces souches onl éré cultivées à 30°C, sur milieu MRS glucose conlenam

ùifférentes concentr3tions de cyanure (0; 100; 300,500 et 1000 ppm de CN' ; le pH du milieu a

été réajusté il 6,5 après ajout du cyanure stérilisé par filtration). Après 48 h d'incubarion, la

hiom:lsse des souches étudiées a été mesurée pour chacune des concentrations en cyanure testées.

La figure 4.24 résume les résultaIS obtenus.
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Figure 4.24: Effet du cyanure sur la croissance de différentes souches de bacléries lactiques.
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Nous observons que la croissance des souches diminue lorsque la concentration en cyanure

augmente et est complètement inhibée pour des concentrations proches de 1000 ppm. Notons

cependant qu'à 300 ppm. le laux d'inhibition de la croissance est d'environ de 50 %. 1] apparaît

ainsi que J'effet inhibiteur du cyanure sur les bactéries lactiques reste relativement faible. En

revanche. la croissance d'au Ires bactéries. comme Escherichia coli, est totalement inhibée pour

une concentration de cyanure de 2 à 3 ppm seulement (KNOWLES, 1976). Celle capacité des

hactéries lacliques à résisler à des concentrations aussi élevées en cyanure, monrre que ce SOnt des

germes très compélitifs et bien adaptés aux milieux à base de manioc. Cene propriété est

prohablement responsable de leur prédominance dans la microflore naturelle au cours des

fermenlalions du manioc. et laisse présager qu'elles seraient de bonnes candidates pour dégrader la

Iinamarine. Une activité linamarase a d'ailleurs déjà été mise en évidence chez L. mesenreroides

(OKAFOR el EJ10FOR. J9RS)

4.4.3· Mise en hidence d'une acti\'ité linamarase chez différentes bactéries
lactiques

La linamarase étanl une l3-glucosidase. il nous a paru intéressant de mesurer simultanément

J'aclivité ary]-I3-glucosidase en utilisant le pNPG comme substrat et en suivant J'apparition de pNP,

et l'aclivité linamarase en utilisant ]a ]inamarine comme substrat et en suivant la production de

cyanures libres. Ces activités Ont été mesurées pour dix bactéries lactiques dont sept de collection

choisies arhitrairement, après cr()j~~ance en Erlen (20 heures à 30°C) ~ur milieu MRS cellohiose,

Le cellohiose a élé choisi comme suhstral pnlJr induire la synthèse de l3-glucosidase. Les résultats

ohlenus SOnt présentés dans le lablealJ 4.16.

Pam,i les dix souches lestées, six présentent une aClivité linamarase : L. planrarum Lacto

Laho, L. plalltarum AC" L. planfarum A43, SlrcplOcoCCUS laClis, LeuconoslOc mesenfcroides.

Pediococcus penlosaceus. Pour chacune des souches testées, cene activité a été mesurée sur le

culot cellulaire, aucune activité n'ayant élé mise en évidence sur Je sumageant de la cuilure.

Comme nous pouvons le conSlaler, la capacilé à dégrader la Iinamarine est une propriélé

fréquemment rencontrée chez les bactéries lactiques. Les résultats font apparaîne que toules les

souches caractérisées par une activilé ary]·I3-glucosidase, possèdent également une activilé

iinamarase, à J'exceplion de L. brcl'is. Ceci est en accord avec les résuilats d'OKAFOR et

d'EJIOFOR (1986). Cependant à pani! de ces résultats, nous ne pouvons affirmer que l'hydro]yse

du pNPG et de la linamarine soit réalisée par la même enzyme.

Parmi ces six souches, les souches de L. plantarum semblent, une fois de plus, les plus

intéressantes. En effet, elles présentent les plus fones activités linamarases mesurées (supérieure à

30 U/g de biomasse) et les croissances Jes plus élevées (cf. § 4.1). La souche L. plalltarum A6 a

été sélectionnée pour la suite de celle étude, en raison de son caractère fonement amylolytique (cf.

§ 4.2) el sa fone activité Iinamarase.
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Tableau 4.16 Comparaison des aClivilés Iinamarase el aryl-B'glucosida.se de différentes
h:lcléries laCliques cultivées sur milieu MRS cellobiose (10 g/l).• =non défeclé.

1\1 icroorgan isme Biomasse Linarnarase Aryl-II-glucosidase
gn UI g de biomasse UI g de biomasse

L. planlQrum A6 2.5 35,5 12,1

L. plan/arum A43 2,4 3J,4 12.0

L planrarum (LaclO labo) 3.0 30,S 9,9

L. brevis OJ • 0,9

L. amylophilus 0,3 • ·
S.Iaeiis 0,5 19,0 19,1

S. equinus 0.4 · ·
L. mesen/eroides 0,5 4,4 5,7

L. cremoris OJ · ·
P. r>emosaceus 1.1 26.6 41.2

~A.4 - Innuence de la source de carbone sur la production de linamarase

."'fin de délerminer la source de carbone permel1ant une produclion maximale de linamarase.

"JClivilé enzymJIique J été mesurée après croissance en Erlenmeyer (20 heures à 30°C) sur des

milieux MRS CQntenJnt différents subSUJIS carbonés.

Comme précédemment, les activités linJmJrase et Il-glucosidase ont été mesurées au niveJu

des culots cellulaires (cf. labo 4.17). aucune d'entre elles n'ayant pu êlre mise en évidence dans le

surn.lgeanl des cullures.

Tableau 4.17 : Comparaison des activilés Iinamarase el l3-glucosidase de L. planrarum A6.
cultivé sur différenTS substrats carbonés.

Sou rce de ca rbone Linamarase a ryl-II-glucosidase Rapporl
UI g de biomasse UI g de biomasse linamarasel

aryl-II-glucosidase

Cellobiose 35.5 12,1 2.9
Mélibiose J2.J J5.1 0.8

LaclOse 6,2 8,6 0,7
Amidon 5,6 7,4 0,8

Saccharose 3,4 7 0,5

Mallose 1.5 2,7 0,6

Glucose 1.5 3.4 0.4
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Quelle que soit la source de carbone utilisée, nous avons pu mesurer une activité linamarase

et aryl-l3-glucosidase avec cependant de fones variations du niveau de production. Le maltose. le

glucose, le laclOse, le saccharose et l'amidon ne pennenent d'obtenir qu'une faible production de

Iinamara,e. Le mélibiose pennet une production d'enzyme plus imponante bien que trois fois

inférieure à celle obtenue avec du cellobiose, Il apparaît donc que la linamarase est une enzyme

constitutive chez L. [llantarum A6 et que le taux de production peUt êlre augmenté suivant le

substrat carboné, Ces résultats diffèrent de ceux observés par OKA FOR et EJlOFOR (1985) pour

la souche L. mesenteroidcs pour laquelle une activité Iinamarase était induite uniquement lorsque

la linamarine était utilisée comme source de carbone.

Si nous calculons le rappon des activités Iinamarase el B-glucosidase, nous observons qu'il

est inférieur à 1 pour tous les substrats étudiés, à J'exception du cellobiose pour lequel ce rappon

est proche de 3. Il est donc possible, comme cela a été observé chez cenains microorganismes

comme Saccharomyces cerevisiae, Fibrobaclcr succinogenes, Clostridium IJzermocellum

(KAPLAN et TACHEITER, J9f>6: GRABNITZ et STAUDENBAUER, 1988; BUCHAMAN et

MITCHTELL, 1992), que L. [llantarum A6 synthétise deux B-glucosidases présentant des aflïnités

différentes. dont une (la linamarase) serait fonement induite par le cellobiose.

4.4,5 - Analyse par HPLC des produits de dégradation de la linamarine

Un culol obtenu à T'anir d'une culture de 20 heures sur MRS cellobiose de L, [llanrarum A6,

est remis en suspension après lavage, dans un tampon acélate contenant de la lif1amarine. Le

mélange réactionnel est alors analysé par HPLC. après différents temps d'incubation (cf. lïg 4.25).

Après 30 min d.ïncubation, la Iinamarine est complètement dégradée en acide lactique et en

acétone cyanohydrine. Le glucose résultant de la réaction d'hydrolyse de la linamarine est ainsi

immédiatement transfonné en acide lactique par les bactéries. qui semblent alors fonctionner en

condition de non prolifération. Ce résultat permet de menre en évidence sans ambiguïté la capacité

de celle souche à dégrader la linamarine, et constitue une preuve originale par rapport aux

précédents travaux réalisés par IKEDIOBI el al.(1985 et 1987) et OKAFOR et EJIOFOR (1990).

sur la dégradation de la linamarine par cenains microorganismes comme Leuconostoc

meull/eroides, AS[lergillus s\'dowi. Fusarium equiseli..

L'analyse quantitative des différents composés fonnés nous a pennis d'établir le bilan de la

réaction de dégradation de la linamarine:

J mole de linamarine _ 1,64 moles d'acide lactique + J mole d'acélOne cyanohydrine

Résultats et discussion
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Bien que la dégradation de la linamarine soit tOtale, on ne relrouve que J ,64 moles d'acide

iJctique au lieu des 2 moles anendues. Les cellules étant en condition de non-prolifération, et

"UClln autre métabolite n'ay:mt été détecté, on peut supposer qu'une pmie du glucose libéré est

utilisée pour assurer J'énergie de maintenance des cellules.

Linamarinc

"-....
Omi"

tOmin

20 min

7Cy.nOhYdrinC

o

30 min

Temp' d'élulioo (min)
la

Figure 4. 2S : Analyse par HPLC des produits de dégradation de la linamarine par des cellules de
L p/antarum A6 après différents temps d'incubation (30°C: pH 5.5).

4.4.6 - Dégradation par L. plantarum A6 de la linamarine extraite du
manioc

Celle élude a été réalisée afin de confinner la capacité de la souche L. p/an/arum A6 à

dégrader la linamarine contenue dans un extrait de manioc. Pour menre en évidence J'activité

linamarase propre à la bactérie élUdiée, une inactivation préalable de la linamarase endogène du

manioc a été effectuée. Le protocole opératoire est le suivant:

200 g de manioc frais sont râpés dans 64 ml d'acide orthophosphorique 0,5 M puis broyés

deux fois pendant J min au mixer afm d'extraire la linamarine. Le jus, récupéré par pressage et

ajusté à pH 9 avec du KOH 10 N, est poné à ébullition pendant 5 min afm d'inactiver la linamarase

endogène. Après refroidissement, Je pH eSI réajusté à 6. A panir de cel extrait, différentes fractions
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de 3 ml SOnt préparées. auxquelles on ajoute: 1 mg de linamarine (essai 1): 0,5 Ul de linamarase

(essai 2) ; 1 culot de 5 ml d'une culture sur milieu MRS cellobiose de L. plan/arum A6 (essai

3) ou 1 mg de Iinamarine + 1 culot de 5 ml de L. planrarum A6 (essai 4), On suit l'apparition de

cyanures sur les différentes fractions ainsi préparées, Les résultats de cene étude sont présentés sur

la figure 4,26,

180120
o-'----~-~~---J.-~--~--'---~-~-----J---'--'

()

30

=
~
'0> ~O....

~
0>....
E
'"~' 10

Temps (min)

Figure 4,26 Libération de cyanure à panir d'un extrait de manioc après inhibilion de la
linamarase endogène, 6., eXlrait (témoin) ; O. extrail + Linamarine (essai 1) ; 0 , extTait +
Iinamarase (essai 2) : e, extrait + culot de L. planrarum A6 (essai 3) ; •. extrait + culot de L.
plal1/arum A6 + linamarine (essai 4),

Nous pouvons observer que la linamarase endogène dans l'extrait de manioc obtenu (témoin),

a été effectivement inactivée car on ne décèle aucune apparition de cyanures libres. même après

addilion de linamarine (essai 1), Cependant, l'exlrait contient de la linamarine car après ajout de

linamarase, nous notOns une apparition rapide de cyanures qui aneint un palier après 60 min (essai

n L'addition de cellules de L. plan/arum A6 à l'extrait de manioc (essai 3) entraîne une

libération de cyanures comparable à celle précédemment observée. ce qui met en évidence la

capacité de cene baclérie à dégrader rapidement la Iinamarine contenue dans le manioc. Comme la

quantité de linamarine extraite par le protocole opératoire était relativement faible, un essai

supplémentaire a été réalisé en rajoutant dans l'extrait, de la linamarine du commerce, Nous

observons alors que la bactérie est capable de dégrader une quantité supérieure de linamarine (essai

4),
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4.4.7 - Mise en hidence de deux systèmes enzymatiques d'hydrolyse des
fi-glucosides

La linamarase produite par L. p/anrarum A6 est retrouvée uniquement dans le culOl de

centrifugation de la culture. L'enzyme eSI donc soit pariétale, soit intracellulaire. Afin de mieux

caraClériser cene aClivilé enzymalique, nous avons renté de la solubiliser. Différenles lechniques

d'éclatement des cellules onl été utilisées (presse de French, uluasons, lyse enzymatique), Seule

l'utilisation de Iysosyme et de mutanolysine nous a pennis de lyser efficacement les cellules de L.

p/anwrum A6.

Sur chacune des fractions cellulaires obtenues (cf. § 3.10), nous avons mesuré les activités

lin:tmarase et aryl-fl-glucosidase. Les résultaiS obtenus sont présentés dans le lableau 4,18.

Tableau ·UR : Activités Iinamarase et aryl-fl-glucosidase des différentes fraclions cellulaires de
L. p/anrarum Aft.• = non détecté

FraClion cellulaire ActÎ\'ité relative Activité relative
aryl. f1-glucosidase linamarase

Milieu exuacellulaire • •
A : Ce lIu les ent ières ]()()% JOO%
B : Sumageanr prOlOplasles · •
C: PrOloplastes entiers 110% 105%
D: PrOloplasles lysés • •
E : Protopla>les lysés + ATP+ Mg~- 110% •
F: Sumageant protoplasles lysés + ATP+ Mg" 105% •
G . Culot prOloplastes lysés + ATP+ Mg" 5% •

Nous observons qu'il est possible d'obtenir des prolOplastes dans lesquels les activités

linamarase el fl-glucosidase iniliales som conservées. Cependam, ces aClivilés sonl IOlalemem

perdues après éclatement des prOloplastes par choc osmoti4ue (fraction D cYloplasme +

membranes el résidus de paroi),

Pour tenter de préserver ces activités enzymatiques, nous avons fait éclater les protoplasles en

présence de différems facteurs: Dn, EDTA, cations (Ca2.. , Mg2+, 202", Fe2", Cu 2+, Mn2+, C02..,

Na", K"), anions (CI', S042., N02., P043-), glycérol, TritOn XJOO, UTP, CTP, GTP, ATP, AMPc,

NAD". NADH, NADP"", NADPH et différents lampons à divers pH.

Aucune activité linamarase n'a pu êrre retrouvée après la lyse des proloplastes quel que soit le

facleur el la fraclion leSlés. Par comre, une aClivilé fl·glucosidase a pu êlre IOlalemem reslaurée si

de l'ATP el du Mg2.. SOnt rajoutés après la lyse des prOloplasles (fraction E). Après cemrifugation,
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celle activité est principalement retrouvée dans le sumageant du lysat (fraction F). L'activité 13

glucosidase semble donc être intracellulaire et ATP-Mg2+ dépendante,

Ces résultats, en accord avec ceux présenlés au chapitre 4.4.4, tendent à montrer que L,

!'Iantarum A6 synthétise deux systèmes enzymatiques différents ; le premier responsable du

clivage du pNPG (aryl-B-glucosidase), le second responsable du clivage de la linamarine

(Iinamarase), Néanmoins, nous ne pouvons écaner complètement J'hypothèse qu'un seul système

enzymatique soit responsable du clivage de ces deux substrats. En effet, il est possible qu'in vitro,

les cyanures libérés lors de J'hydrolyse de la linamarine entrainent une inhibition irréversible de ce

système enzymatique (les cyanures étant connus pour inhiber fonement le fonctionnement de

nomhreuses enzymes et en paniculier les métalloenzymes). Ceci permettrait d'expliquer qu'un

clivage du pNPG ait été ohservé in \'irro, mais qu'aucun clivage de la Iinamarine n'ait pu être mis

en évidence,

Afin de confirmer celle hypOthèse, nous avons mesuré l'activité ll-glucosidase de la fraction

soJuhiiisée (fraction F) sur le p!'iPG en présence de cyanure et de linamarine en excès. Par ailleurs,

il nous a paru intéressant de tester les interactions possibles du cellobiose sur la dégradation du

pNPG par la l3-glucosidase, De J'A TP el du Mg'·, à une concenlralion de 5 mM, Ont été rajoutés

dans tous les essais.

Tableau 4,19; Inhihition de l'activité aryl-[\-glucosidase.

Essais sur fraction F Activité relative
ar."I-I\-~lucosidase

p"iPG ImM 100%
pNPG ImM + CN- IOOppm 103%
pNPG 1mM + Linamarine 5mM 6ï%

IDNPG ] mM + Cellohiose 5mM 2%

Les résultats obtenus (cf. tab, 4.19) montrent que;

- Les cyanures n'onl aucun effel inhihiteur sur l'activité B-glucosidase.

- La linamarine apponée en excès par rappon au pNPG, inhihe de 30% l'activité 13

glucosidase sans pour autant être hydrolysée (cf. tab. 4. Ji). La linamarine constirue donc un

inhibiteur compétitif et non un substrat de celle enzyme.

. Le cellobiose en excès réduil presque en totalité la vitesse apparente de l'hydrolyse du

pNPG. Par ailleurs, des analyses réalisées en parallèle par HPLC (résultats non monués) révèlent

que le cellohiose est hydrolysé. Le cellobiose constitue donc bien un subsrrat de la l3-glucosidase,
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D'aUires expériences seraient à réaliser afin de délenniner si la I.\-glucosidase à une affinilé

plus imponante pour le cellobiose que pour le pNPG.

Ces résuhats nous permenent toutefois de rejeter l'hypothèse selon laquelle l'enzyme serait

inhibée in viIro par les cyanures, el confinne l'existence de deux systèmes enzymatiques. La

restauration de l'activité linamarase après éclatement des prOlOplastes, pourrait nécessiter des

condilions physico-chimiques ou la présence d'un effecleur spécifique, que nous n'avons pu

déterminer dans celle étude.

Effet de la température de ronsen'al;on sur les acli.';téS jJ.glucosidase el/inamarase

Au cours de norre étude, nous avons constaté une différence de componement des deux

aClivilés enzymaliques (mesurées sur les cellules entières) suivanl la tempéralure de conservation.

Pour étudier plus en détail ce phénomène, nous avons récupéré un culot de cellules fraîches après

cuhure sur MRS cellobiose. Le culol a alors été séparé en quatre fractions qui ont été placées à

différentes tempéralllres.

Après 24 heures de conservation, les activités linamarase et [\-glucosidase ont été mesurées.

Les résuhats obtenus sOnt pr6enlés dans le lableau 4.20.

Tableau 4.20 Effet de la température de conservation sur les ~ctivités aryl-I.\-glucosidase el
linamarase.

Température de consenation Activité relative Activité relative
a ryl-Il.glucosidase linamarase

+ 4°C lOü% 100%
+ 20°C 80% SO%
. 30°C 86% 32%

-30 oC avec I!lycéroJ 20% 87% 86%

On constale que l'activité linamarase diminue fonement après 24 h de conservation à - 30°C,

alors que l'activité I.\-glucosidase n'est pas modifiée significativement. Celle différence de

compone ment confirmerait que les activités linamarase et G·glucosidase constituent deux systèmes

enzymatiques différents NOlOns par ailleurs que l'addition de glycérol, ~gent cryoprOieCteur,

permet de conserver pratiquement l'intégralité de J'activité linamarase initiale. Ce dernier résultat

nous amène à supposer que la lin~mara.'e est prob~blement membranaire. En effet, la congélation

des cellules sans cryoprotecteur entraîne souvent des dommages au niveau de la membrane,

pouvant ainsi inactiver paniellement les enzymes fonement liées à celle-ci.
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4.4.8 - Conclusion

Nous avons pu meme en évidence une bonne résistance des bacléries lactiques aux cyanures,

er la biosynthèse d'activités aryl-l3·glucosidase et Iinamarase chez certaines souches, La souche

L, plan/arum A6 présenle la plus forte acrivité linamarase mesurée er son niveau de producrion

peUl êlre fortemenl stimulé par le cellobiose,

NOlOns que MCKA y (1992) propose l'urilisalion de L. planliJrum dans la détoxication de la

fève, Cet auteur a mOnlré que ce microorganisme pouvair hydrolyser, grâce à une aClivilé 13

glucosidase, les composés toxiques (la vicine et la convicine : pyrimidine glucoside) présents dans

le~ fève~ . Ces composés ~Onl responsables d'anémisme el de favisme chez l'homme,

La caractérisation de l'acrivité Iinamarase de ce microorganisme n'a pas pu être réalisée, car il

n'a pas éré possible de la solubiliser. Cependanl. les observations que nous avons faites au cours de

ces divers essais, tendenl à montrer que L, plantarum A6 possède deux systèmes enzymatiques

différenls pennenant l'hydrolyse des l3-glucosides :

-un premier. spécifique de la linamarine, qui serait localisé dans la membrane cellulaire.

-un second. inlracellulaire, ATP-Mg2• dépendanl . qui pennet le clivage du pNPG et du

ceIJohiose mais non de la linamarine. er que nous avons réussi à solubiliser.

La synlhèse de plusieurs a(ïivités 13-glucosidases, présentanl des affinités différentes chez un

même microorganisme. a éré décrite pour plusieurs souches (cf. § 4.4,4), Cependant, la nécessité

d'un apport en ATP er Mg~' pour la dégradarion d'un l3-gluco,side. n'a été démontrée. à nOIre

connaissance, qu'une seule fois, dans le cas du clivage du cellobiose par Aerobaucr acrogencs

(PALMER el ANDERSON. 19ï1). Ces aureurs ont mis en évidence chez ce microorganisme,

l'inlervention de 2 enzymes:

- une première enzyme (13-glucoside kinase), ATP_Mg2+ dépendante, pennenant la

phosphorylation du cellobiose (PALMER et AI\'DERSON, 1972 a):

Cellohiose+ ATP fl-glucoside kinase ~ Cellobiose monophosphare + ADP

- une deuxième enzyme (phopho-13·glucosidase) perrnenanl l'hydrolyse du cellohiose

monophosphate (PALMER et ANDERSON, 1972 b):

Cellobiose monophosphate + H20 Phospho-fl.glucosidas). Glucose-6-phosphale + glucose
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Cette voie de dégradation du cellobiose est originale. En effet, chez les autres

microorganismes, le cellobiose eSI clivé direclemenl soit par hydrolyse, soit par phosphorolyse.

S:lns une étape préalable de phosphorylation (ALEXANDER, J968 ; WOODWARD el

WISEMAN. 1982 : SCHIMZ el al., 1983).

Pour conclure. nous soulignerons que le rôle de la microflore laclique dans Je processus de

détoxication est soumis à discussion. OKAFOR el EJIOFOR (1986) suggèrent l'inlervenlion des

microorganismes incluant L. mesenleroides, dans la dégradation de la linamarine de la pulpe de

mJnioc. Jlors que VASCONCELOS el al. (1990) considèrent que la détoxication du manioc est

essentiellement le résulrat de la linamarase endogène et que la flore lactique n'est pas directement

impliquée dJns cette hydrolyse

Les résullals obtenus ont mis en évidence sans aucune ambiguïlé. la capacilé de cenaines

souches lactiques à dégrader la linamarine du manioc. Néanmoins. ils ne nous permettent pas de

conclure à la panicipation réelle de cene microflore dans le processus de délOxicaIion du manioc.

Les prochains ohjectifs de cette étude seront donc de délerminer si l'inoculation en masse des

racines de manioc avec la souche L. f'lantarum A6 présenlant une fone activité linamarase.

rOllrrail constituer une sO)Ulion pour diminuer la toxicité des aliments.
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4.5 - Production d'un starter de L. planwrum A6 et effet sur
la fermentation du manioc

4.5.1 - Introduction

Comme nous l'avons observé au cours des chapitres précédents, la souche L. plantarum A6

présente des potentialités intéressantes: souche acido-tolérante, produisant de l'acide lactique en

fone quantité, ayant un taux de croissance élevé avec un rendement en biomasse/substrat

imponant, capable de dégrader l'amidon ainsi que la linamarine. Bien qu'elle ne produise pas

principalement l'isomère L(+) lactate. la souche présente la majorité des critères que nous avions

considérés comme nécessaires pour constituer un staner efficace pour la femlentation du manioc

en vue de la production de gari (cf. § 4.1).

Cependant. nous avons noté une influence notable du substrat carboné sur la biosynthèse de

J'amylase et de la Iinamarase. L'amidon apparaît comme le substrat carboné pemlerrant une

production maximale d'amylase tandis que le cellobiose pennet une production maximale de

linamarase. Par ailleurs. les conditions de conservation du microorganisme ont une influence sur le

maintien de celle demière activité enzymatique.

Ici. notre objectif a été d'une pan. d'étudier la physiologie de L. plan/arum A6 en vue de

produire un Staner dans lequel la souche serait dans un état physiologiquement actif, produisant

simultanément une activité amylase et linamarase. et d'autre pan. d'étudier l'effet d'un tel inoculum

sur la femlentation nalllrelle du manioc.

4.5.2 - Production d'un starter de L. planlarom A6

Les figures 4.27. 4.28 et 429 représentent les cinétiques de croissance. de consommation des

sucres et de production de linamarase et d'amylase de L. plan/arum A6 cultivé en fennenteur sur

milieu MRS contenant différentes sources de carbone (cellobiose, cellobiose + glucose, cellobiose

+ amidon). Les bilans cie femlentation sont présentés dans le tableau 4.21.

Tableau 4.2 J : Paramètres de fennentation de L. plan/arum A6 cultivé sur différents milieux.

Milieu Il Biomasse YX/S Acti\'ilé linamarase Acti\'ité amylase
h· t g/l g/g V/g U/ml

MRS
0,41 5 0.22 76.4 36

Cellobiose (2%)

MRS
0,46 5 0.23 58,6 41,9

Ce lIobiose (J %)-Glucose (J%)

MRS
0,44 4,5 0,23 49,J 30

Cellobiose (I%)-Amidon (1%)
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Pour les lrois milieux leslés, les rendements en biomasse el les laux de croissance oblenus

sOnt élevés, el sensiblement identiques. Cependam, les quanti lés de linamarase et d'amylase

prnduiles diffèrent suivant Je milieu ulilisé.

Sur MRS-cellobiose

Les biosynthèses de linamarase el d'amylase apparaissem dès le débul de la fermentai ion el

semblenl corrélées j la production de biomasse (cf. fig. 4.27). Les quanlités maximales d'enzymes

produiles SOnt oblenues à la fin de la phase de croissance el alleignenl 76,4 U linamarase/g de

cellules el 36 U amylase/ml de sumageanl. Les travaux précédemmenl réalisés en fioles (cf §

444) avaient montré que. sur ce même milieu, la quanlilé de linamarase produile élait de 29 U/g.

En femlenleur. dans des condilions cOnlrôlées. ce niveau a donc fonemenl augmenté d'un facleur

de :.6.

Il esl intéressant de noter que Je taux d'amylase es! légèrement supérieur à celui obtenu sur le

milieu MRS-cellobiose·ômidon (cf. fig. 4.29). Ce résuhal est en désaccord avec ceux

précédemmenl oblenus au cours de l'étude de l'innuence de la source de carbone sur le niveau de

produclion d'amylase pôr L. [llanwrum A6 cuhivé en fiole. En effel. un laux maximum de

prnc1uction étail observé quand l'amidon étail ulilisé comme substrat (cf. § 4.2.3.2). Ceci pourrait

résuller des conditions de cuhure différenles (pH régulé, agil3lion ... ), ou bien de la délemlinalion

de l'activilé amy'lasique (tn phase de croissance en fermenteur: en phase stalioonaire, voire en

pllase de lyse lors des cllilures en Erlenmeyers).
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Figure 4.27 . Fermenlalion de L. planrarum A6 sur MRS-celJobiose à 30°C el pH 6.0 :
:J , cellobiose: 0 , biomasse: .... activité amylase: •. aClivilé linamarase
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Sur MRS-cellobiose.gl ucose

Les cinétiques (cf. fig. 4.28) font apparaître que le glucose est rapidement consommé durant

les quatre premières heures de la fermentation. tandis que la quantité de cellobiose reste constante.

Duranl cene phase, nous observons également que les quamilés de linamarase et d'amylase

produiles SOnt extrêmement faibles. Lorsque la concentration en glucose devient inférieure à 3 gII,

nous observons une chute brusque du cellobiose, corrélée à une production rapide de Iinamarase.

La synthèse d'amylase est légèrement retardée et survient uniquement lorsque la concentration de

glucose eSI praliquement nulle. Ainsi 80 à 90% de la quantité d'amylase produite SOnt synÙ1étisés

après la phase exponentielle de croissance. Il est intéressant de noter que la synthèse de cette

dernière enzyme est alors extrêmentent rapide el alleint un niveau de production supérieur à celui

observé sur les deux aUlres milieux testés.

Celle étude met ainsi en évidence un effet répresseur du glucose sur la synlhèse de ces deux

enzvmes. avec loulefois un effel plus marqué sur la synthèse de l'amylase. NOl ons que ABALA KA

et GARBA (19R9) avaient également rapponé une fone inOuence du niveau de glucose sur la

prOducliC1n de linamarase chez cenains champignons.
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Figure 4.28: Fermentation de L. plan/arum A6 sur MRS·cellobiose-glucose à 30°C et
pH 6.0: •. glucose: ':J . cellobiose: 0 . biomasse; JI. ,activité amylase; •. activité li
namarase
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Sur MRS·cellobiose-amidon

Le profil de croissance de L. plan/arum A6 (cf. fig 4.29) est différent de celui observé sur les

deux aUlres milieux étudiés et la quantité de biomasse produite est légèrement inférieure (10%).

Une phase linéaire de croissance est observée après 5 h de fermentation, elle semble être liée à une

difficulté du microorganisme à utiliser cenains produits de dégradation de l'amidon (dextrines), qui

se traduit par un ralentissement de la consommation des sucres totaux après 6 h de culture.

En ce qui concerne la synthèse des enzymes, nous observons une production de linamarase et

d'amylase dès le début de la fermentation. Cependant, alors que la production de linamarase

semble être corrélée à la production de biomasse, comme dans le cas de la culture sur MRS

cellobiose. l'amylase est principalement produite pendant la phase linéaire de la croissance. Durant

('elle phase. la quantité d'amylase produite augmente de 200% alors que la biomasse n'augmente

que de 300/,:.
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Figure ·t29 : Fermentation de L. plalliarum A6 sur MRS-cellobiose-amidon à 30°C et
pH 6.0 ::J . sucre totaux: O. biomasse: .... activité amylase: •. activité linamarase

Le contrôle de la source de carbone sur les taux et les cinétiques de production de linamarase

et d'amylase nous permet d'optimiser la culture de L. plan/arum A6. En fermenteur sur milieu

MRS-cellobiose. nous obtenons aimi la plus fone production de linamarase el une quantilé élevée

d'amylase.

Le fon rendement en biomasse ainsi que les quantités imponantes de linamarase et d'amylase

produites simultanément. coofirment que L. plan/arum A6 peUt constituer un slaner intéressant

pour la fermenlation naturelle du manioc.
RéJulIQIJ el discussion
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4.5.3 - Inoculation de la pulpe de manioc par L. pUlntarum A6

Trois es~ais Onl été réali~és : a) fermentation naturelle du manioc, b) fermenlation du manioc

a près inoculation avec L. plan/arum A6. c) fermentation du manioc après inoculation avec L.

plalllarum LactO Labo (~ouche témoin).

Le~ ~ouches utiri~ée~ comme ~taner onl été préalablemenl cuhivées en fermenleur ~ur milieu

MRS-cellobiose. puis récoltées après la phase exponentielle de croi~sance, Ja\'ée~ et con~ervée~ à

4°C oan~ de l'eau phy~iologique ju~qu'au momenl de l'inoculation (24 hl.

Au cours de ce~ fermenlations (cf. § 3.12), nous avons suivi l'évolution du pH. de la flore

lactique. des acides organiques, deS différents composés cyanurés (linamarine, c)'anohydrines et

HC/'I), et de l'activité linamara~e endogène du manioc.

E"olution ou pH, des acides organiques et de la Oore lactique

Nous conSlalon~ dans les trois essais réalisés. une diminution rapide du pH dès le premier

jour de fermenlation (cf. fig. 4.30). Le pH chute de 6,2 à 4.3 dans le cas de la fermentation

naturelle et de 6.2 à 3.R dans le cas d'une inoculation. Celle variation du pH est corrélée avec la

prodUCtion d'acide lactique qui est le principal métabolite formé (cf. fig. 4.31). Celle ob~ervalion

confirme que la flore lactique est la microflore fermentaire prédominanle. Elle alleint dans les troi~

cJ>. un maximum de 5.109 UFC/g de MS aJ1rè~ ~4 h (cf. fig. 4.30).
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Figure 4.30 : Evolution du pH et du nombre de bactéries lactiques (LAB) duranl la fermenlation du

manioc Fermentation naturelle ( •. pH ; 0, LAB) ; Inoculation avec L. p[all/arum A6 (•. pH ;
o .LAB) : Inoculation avec L. plall/arum Lacto Labo ( • , pH; 0 , LAB).
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Dans le cas de la fermentation naturelle, nous observons durant les 24 premières heures, une

production simultanée d'acide laclique el d'acide acélique el, à l'état de [[aces, d'acide propionique,

d'acide butyrique et d'éthanol. On nOIe cependanl, que la leneur en acélate esl maximale dès la

vinglième heure de fermenlation (1 gllOO g MS) et reSle conSlante ensuite, alors que la

concentration en lactate augmente régulièrement à panlr du deuxième jour, pour aneindre 3.3

gli ()() g MS au quatrième jour de femlenlalion,

On peul ainsi supposer que dans un premier lemps, la fermentalion serail liée au

développemenl d'une flore hélérolaclique, supplanlée dans un deuxième temps par une flore

homolactique plus tolérante aux pH acide.s. Celle hypolhèse esl en accord avec les résultaiS

d'OYEWOLE et ODLJC'iFA (]990) qui observent, durant la préparation du foufou, un

développement majoritaire de L. mesenreroides supplanté dans un deuxième temps par L,

plOlllOrum, Ils suggèrenl que celle succession serail liée à une incapacilé de L. mesen/eroidcs à

l(llérer l'augmentai ion d'acidité, Pour MCDO.''JALD el al, (1990), la capacilé de L. piOn/arum à

m:linlenir un gradienl de pH (entre J'intérieur et l'extérieur de la cellule) en présence de fones

quantilés d'acélale et de laclale. expliquerai!, dans la plupan des cas, que ce microorganisme

intervienne en dernier lieu dans les fermentations des végétaux, Par Opposilion, l'incapacité de L.

mescn/eraidcs à mainlenir un gradienl de pH, expliquerait son élimination dès le premier stade de

la rcrmental ion,

~ .
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Figure 4,31 ; EvolUlion des concentrations en laclale el acéwle duranl la fermentation du manioc,

Fermenlalion naturelle (Â, lactale; !'J. , acétate) ; Inoculation avec L. planlarum A6 (e , lactate;
;:), acétate); Inoculation avec L. plan/arum LaclOlabo (. , laclate ; 0, acétate).

Il apparaît que la production de lactate est plus imponante dans le cas des fermenlations

réalisées avec inoculation, avec cependant des différences au niveau des cinétiques de production

de cel acide après 24 heures de fermenlalion selon la souche considérée, On observe en effet que
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la teneur cn lactale alleinl son maximum (4 gllOO g MS) et reste stable après un jour de

fermenlation pour la souche témoin alors que dans le cas de l'utilisation d'une souche amylolytique

(L. f'llll1wrum A6), la production de lactate se poursuit el augmente encore de plus de 25%,

La plus faible production d'acétate observée au cours des essais avec inoculation suggère que

l'inoculation massive du manioc avec une souche de L, planrllrwn supplanlerait le développement

de la micronore naturelle hétérolactique, Ce résultat eSt en accord avec ceux de SA UCEDO CI al,

e1990), obtenus lors de l'étude de ['ensilage du manioc.

Evolution des composés cyanurés el de la Iinamarase endogène

Dans les lrois rraitements réalisés, les cyanures initialemenl présenls sous forme de

linamarine SOni transformés. en moins de 5 heures. en acétone cyanohvdrine et en HCN (cf. fig,

4,32), La quantité de cyanures libres n'évolue plus alors jusqu'à la fin de la fermentation, On note

cependant que dans les essais inoculés. la proponion d'acétone cyanohydrine est supérieure. Ce

phénomène serait lié il la diminution plus rapide du pH qui enlraÎne. comme COOKE (J97R) l'a

démonlré, un ralentissement de la dissoci;lIion de l'acétOne cyanohydrine en acétone et HCN.

Il apparaît ici que la quanlilé de Jinamarase endogène du manioc, libérée lors de l'étape de

r:ipage. est suffisante pour permettre une hydrolyse très rapide et totale de la linamarine. malgré la

diminution de cene aClivité enzymalique observée au cours du temps (cf. fig, 433), Dans le cas des

fermenl;llions avec inoculation. celle diminulion est plus significalive. Elle peut éue associée il une

hydrolyse de la linamarase par des proléases produiles par L. 1,Ianrllmm ou il la baisse de pH plus

imponanre el plus rapide pouvant enlr;,Îner une dénaluralion supérieure de 1;\ linamarase endogène

du manioc,

20 '0 60 80 , 00

Temps (h)

Figure 4..D : Evolution de l'activilé linamarase endogène durant la fermenlalion du manioc.
Fermentation naturelle (.Cl); Inoculation avec L. planrarum A6 ce ); Inoculation avec L. planrarum
Lactolabo (. ),
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Figure 4.32 : Evolution des teneurs en linamarine (. ), cyanohydrine ( 0) et HCN (Gill )
durant la fermentation du gari, exprimées en équivalent CN·. Fermentation naturelle (a) ,
Inoculation avec L. p/antarum A6 (b) ; Inoculation avec L. p/anrarum LaC\O Labo (c).
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Observation au microscope électronique à balayage (MEB)

L'obserValion microscopique des différents essais ~ différents temps de fermentation, a été

réalisée pour, d'une pan, déterminer l'homogénéité ou l'hétérogénéilé de la microl1ore présenle, el

d'aulre pan, observer si l'inoculation avec la souche amylolytique entraînait une modification de la

slructure des grains d'amidon.

Nous pouvons observer au temps To' que les cellules végétales som remplies de grains

d'amidon : la surface de ces grains est alors parfaitement lisse (cf. Photo 4.5 et 4.1i). Aucun

microorganisme n'esl observé.

Au cours de la fermentation naturelle, on constate que très peu de bactéries som présenles,

quelque soit le lemps de fermemalion. Seules, quelques cellules en formes de coques associées en

counes chaînes ainsi que quelques bacilles, peuvent être mis en évidence (cf. phOlo 4.7 et 4.8).

Celle faible densité de microorganismes ne rel1ète pas la fone population dénombrée sur boile de

Pétri. Nous observons par ailleurs que la surface des grains d'amidon et des bactéries présente un

aspect inhabiluel (rllgueux).

Au cour.; des fermentai ions avec inoculation, la population de microorganismes apparaît

dense el très homogène. Elle est constilUée de petits bacilles de taille idenlique, correspondant à

des cellules de L. rlanwrum (cf. photo 4.9, 4.10 et 4.11). Les grains d'amidon restent parfaitement

lisses el ne présentent pas les rugosiles précédemment observées pour la fermentation n'J1urelle .

."!OIons que SAUCEDO CI al. (1992) avaient observé que la lechnique de fixation des

éChantillons pouvait modifier la slructure des cellules. Ainsi. la fixation au formaldéhyde donnait

aux levures un aspect rugueux, celles ci présentaient de plus de nombreux débris il leur surface,

alors qu'après fixation au glularaldéhyde. elles apparaissaient parfaitement lisses L'aspect rugueux

des grains d'amidon et des bactéries au cours de la fermentation naturelle peut ainsi être dû il un

anéfacl lié au choix de la lechnique de fixation au formaldéhyde pour notre étude. II pourrail

résulter de la précipitation au cours de la fixalion, de proléines, polysaccharides ou autres

mélaboliles produits par la microl1ore naturelle, L'utilisation d'autres lechniques de fixation

perrremait de vérifier celle demière hypothèse,

Signalons enfin que pour les échantillons de manioc inoculés avec L. rlanrarum Ali. nous

avons relevé la présence de quelques grains d'amidon, très isolés, présenlant une surface poreuse

(cf photo 4.12), On ne peut cependant affirmer que cet aspect paniculier résulte d'une allaque

enzymatique, car Je nombre de grains observés présentant une telle modifIcation est très faible,

NotOns à ce sujet que la capacité des bactéries d'hydrolyser efficacement les grains d'amidon brut

est une propriété peu fréquenle, DEITORI·CAMPUS el al. (1992) n'ont reuouvé en effet celle

caracléristique que chez les souches de B, slearOlhcrmophilus et B. amylolVlicus bien qu'ils aient

testé 88 souches de Bacil/us amylolytiques regroupant 18 espèces,
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Photo 4.5 ; Aspect général des cellules végétales de manioc
au temps initial.

Photo 4.7; Bacréries observées au COU" de la fennentalion
naturelle après 2 jours.

Photu 4.6 . !"'PCCI des grains d'amidon ue manioc au lemps
ioitial.

l'hntn 4.1\ ; Balll'rics llh,~r\'écs au COllrs de la fennentation
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Pholo .:1.9 : Baclérie, observées au cours de la fennenlalion
du manioc inoculé avec L plantarum (Lacto Labo), après
2 jours.

Photo 4.10 . Bactéries observées au COLIrs cie 1.1 f~rmenlalion

du manioc inoculé aveC L. p/ulllarum A6. apre.s 2 jours.
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4.5.4 - Conclusion

La souche L. planrarum Aô cultivée sur un milteu il b~se de cellobiose. présenle un taux de

croissance de 0,41 h- I . un rendement en biomasse de 0,23 gJg et produit simulianémenl une

lin~marase (76.4 U/g de cellules) et une ~mylase (36 Ulnu). Il a élé démonlré que la biosynlhèse de

ces deux enzymes était réprimée par le glucose.

L'utilisation d'une telle souche comme staner de la fermenlation du m~nioc. semble

améliorer le profil d'acidification et nous permet d'envisager de raccourcir la durée de la

fermentation à 24 h, Cependant, cela ne semble pas apponer d'amélioration significative au niveau

de la détoxicalion du manioc, et présente même un effet antagoniste. Il resson de nOtre étude, que

]a quantité de linamarase endogène libérée lors de l'étape de râpage est suffisanle pour permeme

une dégradation totale et rapide de la lin~marine. Ce résultat rejoint celui de VASCONCELOS cr

al. (1990). qui observaient que 950/c de ]~ linamarine initiale étaient hydrolysés trois heures après

l'él~pe de rJpage Néanmoins. il diffère de ceux présentés par IKEDIOBJ et O!\'YIKE (1982a et b)

et OKA FOR et EJIOFOR (1990) qui montraient que l'ajout de linamarase ou l'inoculation avec une

souche ayanl une activité lin~marase pouvait améliorer la détoxication, ainsi que de ceux de

MAOPOOG Cl al. (1989), qui metl~ient en évidence que la quantité de linamarase endogène était

insuffisante pour permeure l'hydrolyse complète des glucosides c)'anogéniques.

Ces différences peuvent s'expliquer par l'utilisation de variétés de manioc possédanl des

ni\'eaux plus ou moins imponants en linamarase endogène, ou bien encore par l'ulilisalion d'une

technique non traditionnelle de préparation du manioc. L'étape de r~page des racines. réalisée dans

nOtre étude j l'~ide d'un mixer, a probablement provoqué une destruclion plus complète de la

str\lcture végét~le et favorisé la mise en contact de l'enzyme ~vec la linamarine. Le rôle exact de L.

plalllQTllm dans le processus de détOxication du manioc. devrail donc élre apprécié à p~nir d'essais

réalisés dans des conditions réelles de préparation.

En ce qui concerne les autres par~mètres physico-chimiques et microbiologiques, il apparaît

que l'inoculai ion du manioc ~vec une souche de L. planrarum entraîne: le passage d'un profil

fermentaire hétérolactique caractéristique de la fermentation n~lUrelle, à un profil homolactique :

une b~isse plus imponanle et rapide du pH (pH 3.8) : une production supérieure d'acide lactique.

Le caractère amylolytique de L. planrarum A6 permet d'augmenter la teneur finale en acide

laclique jusqu'à 5 g 1100 g MS.

Ces derniers poinls suggèrent que l'utilisation de L. plan/arum A6 comme staner, pourrait

jouer un rôle significatif dans le développement des qualilés organolepliques mais aussi dans la

standardisation et la préservation du produit fInal obtenu, grâce aux fones quantités d'acide

laCtique produites par la souche et la baisse plus rapide el imponame du pH qui en résulte.
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Conclusion générale

Dans la plu pan des procédés traditionnels de transformation des racines de manioc intervient

une élape de fermenlation lactique qui eSl associée directemenl ou indirectement à la détoxication,

à la consel"ation el à l'obtention des qualités organoleptiques des divers aliments obtenus.

Cependanl, celle fermentai ion élant liée au développement d'une microOore épiphYle dans des

conditions non contrôlées. les qualités de ces aliments SOnt paniculièrement variables.

C'est dans ce contexte qu'un programme CEE "Amélioration des alimenls fermentés à base de

manioc" a été mis en place. Il s'agissait de mieux comprendre les phénomènes de transformation

intervenant au cours de leur élaboration et, sur la base de ces connaissances, de dégager des

stratégies de fabrication adéquates pour oblenir des aliments de meilleure qualité.

L'élude réalisée ici avait pour objectif d'exploiter au mieux les propriétés métaboliques des

baCléries lactiques afin d'assurer la maîtrise de l'étape de fennenlation.

Dans le cas du gari. un aliment l''pique d·.-\frique de l'Ouesl ulilisé dans celle élude comme

modèle, il apparaissait nécessaire de favoriser au cours de la fermentation une acidification

rapide de la pulpe de manioc par une production élevée d'acide lactique et une détoxicalion par la

dégradation des composés cyanogéniques (linamarine) L'hypothèse formulée initialement était de

considérer que l'utilisalion de staner de bactéries lactiques se caractérisant par des propriétés

physiologiques el mélalloliques paniculières (acido-tolérance, caraClère homolaclique. produclion

de linamarase, amylase ... ) permellrait d'alleindre ces objectifs.

Dans ce but, nous avons tOUI d'allord étudié les caractéristiques de croissance et de produclion

d'acide lactique d'un cenain nombre de souches appanenant aux quatre principaux genres de

bacléries lacliques. Parmi les souches leslées. Laerohacillu5 plan/arum s'est avéré très rapidement

être la souche la plus appropriée en raison de ses caractéristiques acido-tolérance, croissance

rapide, production élevée de biomasse et d'acide lactique. En vue d'optimiser la production de

biomasse de ce microorganisme, sa physiologie a été plus spécifiquement étudiée (GIRAUD el al.,

1991 b). Cependant, d'autres propriétés devaient être recherchées : d'une pan, la capacité à

lransformer l'amidon en acide lactique. afin d'en augmenter la leneur dans la pulpe, el d'aulre pan.

la capacité à dégrader la Iinamarine, afin de réduire la IOxicité.

Notre étude s'est donc orientée par la suite, vers la sélection de bactéries lactiques

amylolytiques. Des isolements effectués au Congo sur des échantillons de manioc en cours de
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rouissJge. ont permis l'isolement d'une hactérie, id~ntifiée comme une souche d~ L. [I/an/arum

(repenoriée L. [I/an/arum A6) possédant une très fone activité amylolytique (GIRAUD er al.

l'NIJ). Celle carJctéristique nous a conduits j approfondir d'Jv:mtJge nos trJvaux sur la

physiologie de ce microorganisme. Nous avons pu mellre ainsi en évidence que celle souche avail

un tJUX de croiss:mce et un rendement en biomasse élevés tout à fait comp.uahles à ceux d'une

souche industrielle de L. p/anrarum (Lacto Labo). Sur la base de ces données. l'emploi de celle

haclérie comme staner pour la bioconversion des aliments amylacés s~mble tout à fJit

~nvisJg~able.

En raison du caractère exceptionnel de la présence d'une amylase chez L. [I/anrarum, nous

~\'ons entrepris la caractérisation de celle enzym~ (GIRAUD er a/.. 1992a). Les résuhalS oblenus

onl montré qu'il s'agissait d'un~ n-amybse extra-cel\ubire présentant des caractéristiques très

proches de l'Jmybse de Baeil/us subI/In. Il serait intéressant j ce niv~Ju d'approfondir le lien d~

[nrenlé exisrJnl entre ces d~ux enzymes nOiamment par l'emploi de technique d'immunoblolling.

La dégrJdalion de b linJmJrine étant considérée comm~ l'étape primordiale et limitante dans

lé procédé de détoxication du manioc, nous avons été amenés j étudier la cJpacité des bactéries

bctiques j dégrader ce composé (GIRAUD er al. 1992h). Nous avons pu démontrer au cours de

c~lte étude. la très bonne résistance des bactéries lactiques JUX cyanures ainsi que la présence

ci'activités IinJmarJse et Jrvl·B-glucosidase pOlir cenaines souches. Parmi l'ensemble des bauéries

tesrc'es. la plus fone aClivité IinamarJse mesurée a élé relrouvée pour les souches de L. [I/an/amm.

Enfin. les diverses obserntions que nous avons fJiles tendent j montrer que L. [lIan/arum A6

po"éderJit deux systèmes enzymatiques différents permellJnt l'hydrolyse des II-glucosides, Sur b

hase de nos résultats. il serait inléressJnt de purifier ces enzymes Jtin de mieux les caractériser. En

effet. la linamarase de L. [llanrarum Ali semble prc'senter des propriétés différentes des

linJmJrases d'origine végélale. nOIJmment au ni'eau de sa spécificilé. De plus. l'hydrolyse des G

glucosides par des systèmes enzymatiques ATP-Mg" dépendJnts est peu commune.

Enfin. étant donné la capacité de cetle souche à dégrJder simultanément la linamarine et

l'amidon. nous avons étudié les effets de l'inoculation mJssive de celle baclérie. dans des

conditions physiologiques optimales. sur la fermenlJlion nJturelle des racines de manioc

(GIRAUD er al .• J992c). Nos réSlIltats ont montré que le développement de la microflore nJturelle

pouvail êlre supplanlé par celui de L. [I/all/arum A6. De plus. il :Jpparait que l'inoculai ion par celle

souche pourrait jouer un rôle significatif dans le développement des qualités organoleptiques mais

aussi dans l'élaboration et la conservation du produit final obtenu. En revanche. l'ulilisation d'une

souche possédant une activité linJmarase, ne semble pas apponer d'amélioration SUI la

détoxication. la quantité de Iinamarase endogène du manioc apparaissanl suffisante pOUI assurer

une hydrolyse rapide et totale de la linamarine. Il est imponant cependant de souligner que ces

derniers essais Ont été réalisés au niveau du JJboratoire. dans des conditions non anisana1es, Des
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essais. en condilions réelles de fahric~lion. couplés:' une analyse nUlrilionnelle approfondie

ser~ient donc nécessaires pour juger des améliorations effeclives que pourrait apponer l'utilisation

d'un lei staner d~ns la fabrication du g~ri, Il conviendrail p~r ailleurs d'évaluer si l'ulilis~lion d'un

mutant de la souche L. plantarum An ne produisant que de l'acide L(+) lactique améliorerait la

qualité nutritionnelle du produil final.

Au niveau des aUlres procédés de transformation du manioc, le choix de L, plantarum A6

comme staner est discutable, En effet, les points-clés à résoudre pour permettre un meilleur

contrôle du procédé de fahrication. sont spécifiques:' chacun des produits, Citons quelques

exemples:

- pour la chicouangue, aliment traditionnel du Congo. il semble que le problème du

rouis>age des tuhercules se situe non pas au niveau de la délOxication mais plutôt au niveau de la

dégradation des parois cellulaires végétales par l'action de cellulases el de pectinases, L'utilisation

ùe bactéries lactiques pectinolytiques ou cellulolytiques serait plus plus appropriée dans ce cas,

. pour l'amidon aigre. produit largement consommé en Amérique Latine, le problème

majeur se situe au niveau ùe l~ struCture et des car~ctéristiques de l'amidon, En effet. celui-ci

devient panifiable après plus d'un mois de fennentalion, La relation existant entre la phase de

fermentation et I~ qu~lité du produit qui contient essentiellement de l'acide I~c[ique comme produit

de fermentation. n'est pas encore connue. Mr RAIMBAULT (communication personnelle) suggère

que cen~ines souches de LCI/(OIIOS/IIC proùuiraient des polys~cchariùes entr~Înant des

modific~tions physico·chimiques de l'amidon et le rendant ainsi panifi~ble.

Néanmoins. d'aUires domaines d'app!icuion de L. planlamm An peuvent êlre en\'isagés,

notamment :

. dans l'alimentation animale, par l'amélioration de l'ensilage de la paille. de la

pulpe de café ou d'autres résidus végétaux.

- dans la dépollulion des eaux résiduelles des amidonneries:' hase de manioc

(procédé largement exploité au Brésil). par la diminution de la charge organique et sunout de la

fone teneur en linamarine.

Les applications de L, plal/larum An apparaissent ainsi multiples, Elles impliquent plusieurs

développements que nous suggérons et qui s'avèrent essentiels pour résoudre cenains aspects de

l'aiimenlation dans les pays tropicaux, Par ailleurs. l'isolement de celle hactérie révèle que les

femlentations traditionnelles peuvent constituer un biotope de choix pour la découvene de souches

de bacléries lactiques atypiques, Une voie intéressante novatrice serait la recherche de souches

produisant de nouvelles h~ctériocines, dans l'optique de trouver un moyen de lune efficace conlre

les maladies diarrhéiques qui constituent un fléau des populations de nombreux pays en voie de

développement.
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Titre: Contribution à l'elude physiologique el enzymologique d'une nouvelle souche

de Laclohacillus plan/arum amylolytique isolée du manioc fermenté

Résumé

Afin de m3îtrlser l'ét3pe de ferment3tion intervenant d3ns 13 rmjorlté des procédés

tr3ditionnels de tr3,~sformatio;]s des racines de manioc, les c3r3cléristiques de croiss<lI1ce et de

production d'acide 13ctique d'un cert3in r.ombre de b3ctérie.s lactiques ont Clé examinée:;

Parmi ces souches, Lactobacillus planwrum est 3pp:lrU r~~idemenr comme la souche 13 l'lm

appropriée en r3ison de ses c3r;]Çtéristiques : acido-tolérance. t3UX de croiss3:1ce rapide, production

de biomasse et d'3cide 13ctiq'Je élevées. En vue d'ol'timiser !J production de biomasse d~ ce

microorganisme, sa physiologie. et particuli~rcl11ent l'influence du pli Cl du lactate sm sa

cruiss3nce, ont été étudiées.

P3r 3illeurs, une souche de L. pla,zrarum (A6) p,),sédant une fcrtl' 3cri"ité 3nlylasique a .'té

isolée il partir d'échantillolls de manioc ferme;]té. Sa ph:'siolo~'ie ainsi que b carëctéristiTJCS de

l'a-amylase excrétée ont été étudiées Les prop~jétés particuli0rement inrérc"Jlltes de Celte souche

pourraient donner lieu à des applications industridles

Au cours de celle élude, il 3 élé dtmonrré qde les bactéries lactIques réSIstaient à des

concentrations irr.por.~mcs ce cy~nur~ et qu'e:les étoient carab:~s, pour :enaincs d'entres elles, de

dégrader la linalllarine. 11 a élé noté, ec: particulier. q:.:e la SGucl~e L. planrarum Ali présentait à l~

fois une activité li~a'-l3raSe et Urle activité amy:a,iqu~ élevées lorsqu'elle étoil cultivée sur un

milieu à base de cellobiose.

Enfin, des essais prélimi~aires d'Illocu!ation du manioc avec la sOl'che L. planrarum Ali Ont

été réalisés pour la proJuction de gari (aiiment traditionnel de l'Afrique de l'Outo'). Les résultOls

obtenus n'ont montré aucune o!llélioration nOlahk dans la d"to,~icalion du manioc e~ r3iscn de la

présence d'u~e fl1ne aClivilé Iina111anse endp"ènc. Par contre, celle souche pourrait jouer 1';1 rêle

signifjc2,if dans le C!~\'eloppement des qua:ités organoleptiques lllaiS aussi dans I~ conscrv2,'on et

la Qac:c1arliisaliGn du Pr(Y1dii obtenu, grke aux qua~llilés élevées d'acide lactique F"duit et il la

baisse pius r3pic~ et plus ir.lponanre du pH qui en résulte.

i\lots-c!és : <llonioc. bJctérie, lactiques. LaCl()iJacl!!L~, planrarum, physiologie. enzymologie,

:.ln1yLlSc. 'in:1mJ.rJ"~l r.~-giucositbsc. cyanure, c:?:oxication, gari, starter.
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