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Résumé

Cent trente et une souches de bactéries lactiques ont
été isolées et identifiées. Parmi les bactéries lactiques
présentes dans le poto-poto, les genres Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus ont été mis
en évidence dans la pate de mais fermentée. Les
Lactobacillus représentent le genre dominant; les
Leuconostocs disparaissent apres 24 heures de fer-
mentation sans nul doute a cause du pH devenu trop
acide.

Lactobacillus plantarum est I'espece majoritaire
(27%). Les autres especes du genre Lactobacillus
sont Lactobacillus pentosus (7,6%), Lactobacillus cel-
lobiosus (8,4%), Lactobacillus brevis (10%). Le genre
Leuconostoc constitue le deuxieme groupe de la flore
lactigue (28%) avec Leuconostoc mesenteroides
(19%) et Leuconostoc citreum (9%). Les autres espé-
ces sont: Lactococcus lactis sp. lactis (7,6%), Pedio-
coccus acidilactici (10%).

Ces résultats sont comparables a ceux observés dans
d’autres produits fermentés a base de mais comme
I'uji et I'ogi. Cependant, des différences sont consta-
tées avec le mawé béninois.

En plus des bactéries lactiques, les levures sont éga-
lement présentes; leur nombre augmente paralléle-
ment & l'augmentation du pH du milieu. Cette asso-
ciation, bactéries lactiques et levures, est responsable
du godt et de I'arbme caractéristique et agréable des
aliments fermentés.

Du point de vue quantitatif, les Lactobacillus, Lacto-
coccus, Leuconostoc et les levures sont beaucoup
plus nombreux dans le poto-poto fait a base des
grains de mais germés que non germés. Cette diffé-
rence de croissance des microorganismes pourrait
s’expliquer par la concentration des sucres simples
libérés lors de I'hydrolyse partielle de I'amidon pen-
dant la germination et facilement utilisable par les
microorganismes.

Summary

Lactic Acid Bacteria Involved in the Processing
of Poto-Poto, a Fermented Maize Dough
Congolese

Lactic acid bacteria and yeast involved in natural fer-
mentation of “poto-poto” were investigated during fer-
mentation period. The dominant micro-organisms
involved in poto-poto are a mixed population of lactic
acid bacteria and yeasts. The association of these two
category of organisms responsible for the develop-
ment of sensory qualities has been noticed in sponta-
neous fermentation.

From a total of 131 strains of lactic acid bacteria iso-
lated from product, four main lactic acid bacteria
genus were identified: Lactobacillus (mainly Lacto-
bacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lacto-
bacillus cellobiosus, Lactobacillus brevis), Lacto-
coccus (with Lactococcus lactis sp. lactis),
Leuconostoc (mainly Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc citreum) and Pediococcus (with
Pediococcus acidilactici).

Lactobacillus constitued the predominant genus.
Leuconostoc were only isolated at the early stage of
fermentation, confirming the fact that they are initiat-
ing flora as generally repoted. This presumably a
result of the low pH.

The micro-organisms composition compared with ogi,
uji are similar. Howewer, some differences exist par-
ticulary with mawe, beninese traditional product.

Quantitatively, lactic acid bacteria and yeasts are
more numerous in natural fermentation of germinated
grains maize than non germinated grains.
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Introduction

La production de la pate fermentée de mais par fer-
mentation naturelle des grains préalablement trempés
dans I'eau et moulus est un des procédés de transfor-
mation artisanale de mais trés courant en Afrique en
général et au Congo en particulier. De nombreux tra-
vaux ont été consacrés a I'étude des microorganismes
intervenant dans le processus (1, 2, 5, 10, 11, 13, 14,
15, 16, 17, 24), des caractéristiques physico-chi-
miques, biochimiques (4, 5, 14, 19, 21, 22) et des pro-
priétés nutritives et des possibilités d’amélioration de
la technologie de production (3, 7, 18, 20, 21, 22, 23,
25, 26).

Plusieurs types de microorganismes, dont les bacté-
ries lactiques, ont été isolés des fermentations tradi-
tionnelles du mais. Le tableau 1 regroupe les bacté-
ries lactiques isolées des différentes pates
fermentées. Il en ressort que dans tous les procédés
de transformation utilisés, les bactéries lactiques
représentent la microflore majoritaire. Parmi ces bac-
téries lactiques, le genre Lactobacillus constitue la
flore dominante du processus.

Au Congo, ou la bouillie obtenue a partir de cette pate
est trés utilisée comme aliment de complément du
jeune enfant (26), on connait peu de choses des dif-
férentes espéces de bactéries lactiques participant a
la transformation de la farine de mais.

Avant de déterminer la physiologie des bactéries lac-
tiques, leur réle dans la communauté microbienne et
leurs propriétés biotechnologiques, nous avons, dans
la présente étude, cherché a caractériser la microflore
lactique intervenant dans le processus de fermenta-
tion.

Matériel et méthodes

Les pates a analyser ont été obtenues a partir de la
fermentation naturelle des grains de mais germés
(GG) et non germés (GNG).

La figure 1 présente le diagramme de production arti-
sanale de la pate de mais fermentée a partir des
grains germés. Aprés un tri manuel de 5 kg de grains
secs acquis dans les marchés locaux, les grains de
mais sont tamisés, lavés plusieurs fois a I'eau et pla-
cés durant 48 heures dans des tonnelets contenant de
'eau & température ambiante. Les grains réhydratés
sont mis a germer durant 3 jours. Aprés dégermage,
lavage et égouttage, les mais germés propres sont
broyés au moulin. La farine obtenue est défibrée par
tamisage a I'eau a travers un tissu de mousseline. Le
lait d’amidon recueilli est soumis & la décantation
durant 4 heures. La pate obtenue aprés décantation
est ensuite laissée en fermentation spontanée pen-
dant 72 heures a la température ambiante. Chaque
préparation est faite en triple par une productrice
locale agréée.

La pate obtenue a partir des grains non germés est
préparée selon la méthode classique décrite par

Mais grains
1%
Tri manuel des grains
1%
Tamisage manuel des grains
1%
Lavage ou non des grains
1%
Trempage dans I'eau
A%
Lavage ou non des grains
A%
Egouttage
1%
Broyage
1%
Décantation
1%
Essorage
1%
Fermentation (24 a 48 h)
A%
Poto-poto

Figure 1: Procédé traditionnel de production du poto-poto a
base des grains de mais non germés

Louembé et al. (14). Aprés sélection, le bon grain est
mis a tremper durant 24 heures, lavé plusieurs fois et
broyé au moulin. La farine obtenue est traitée comme
dans le premier cas.

Dénombrement et caractérisation des microorga-
nismes de la pate fermentée de mais

Préparation des échantillons

A0, 24, 48 et 72 heures de fermentation, 10 grammes
de pate fermentée de mais de chaque procédé sont
mélangés a 90 ml d’eau peptonée stérile. Des dilu-
tions décimales en eau peptonée sont réalisées a par-
tir de cette suspension mere. Les boites de Pétri sont
ensemencées avec 0,1 ml des différentes dilutions en
raison de trois boites pour chaque dilution.

Milieux et conditions de culture

Les milieux et conditions de culture utilisées sont les
suivants: — PCA (Plate Count Agar) pour la microflore
mésophile totale, culture a 30 °C pendant 48 a 72 heu-
res; — Milieu MRS-Agar (8) pH 5,5 pour les bactéries
lactiques; ensemencement en double couche et incu-
bation a 30 °C pendant 48 & 72 heures; — Milieu MRS
additionné de bleu d’aniline & 2%, ensemencement en
surface et incubation a 30 °C pendant 48 & 72 heures;
les bactéries lactigues donnent des colonies bleues
sur ce milieu; — Milieu de Mayeux et al. a I'acide de
sodium a 1%, pH 7, ensemencement en surface et
incubation a 30 °C pour les Leuconostoc qui donnent
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Tableau 1
Les bactéries lactiques présentes des différentes pates de mais

Auteurs

Produits

Bactéries lactiques

Christian, 1966, 1970;

Kenkey ghanéen

Lactobacillus brevis

Nyako, 1977. Lactobacillus sp.
Banigo, 1977; Omyekwere et Ogi nigérien Lactobacillus plantarum
Akurele, 1977. Lactobacillus brevis
A.l. Sanni, A.A. Oniludes, Lactobacillus renteri
S.T. Ogunbanwo & Lactobacillus delbrueckii
S.1. Smith, 1999. Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Gatumbi et Muriru, 1977; Uji kenyan Leuconostoc mesenteroide

Mbugua, 1977, 1981.

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus fermentum
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus spp.

Schweigart et De Wit, 1960;
Schweigart et al., 1961;
Schweigart et Fellinghan, 1963;
Van Der Marwe et al., 1964/1965;
Schweigart, 1970/1971;
Hesseltine, 1979.

Mahewu sud africain

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus acidophilus
Streptococcus lactis

Maria Del Carmen Wacher
Rodarte, 1995.

Pozol mexicain

Leuconostoc, Lactobacillus
Pediococcus, Lactococcus

D. J. Hounhouigan, 1994.

Mawe béninois

Lactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum
(biotype celloboisus )
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus confusus
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus lactis
Lactobacillus salivarius
Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroide
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus acidilactici

des colonies muqueuses; — Milieu de Buttiaux et al.
modifié au lait écrémé a 10% et a I'acide a 1%, pH 7,
ensemencement en surface et incubation a 30 °C pen-
dant 24 a 72 heures pour les Lactococcus qui donnent
des colonies présentant des plages de lyse; — Milieu
PDA (Potato Dextrose Agar, Difco laboratory) au chlo-
ramphénicol (0,05 g/l) pour les levures, incubation a
30 °C pendant 24 a 72 heures.

Dénombrement de la flore lactique et des levures

Les différents microorganismes étudiés sont dénom-
brés apreés culture selon la méthode de Miles et Misra

décrite par Collins et Lyne (6): les boites de Pétri sont
ensemencées avec 0,1 ml des différentes dilutions en
raison de trois boites pour les dilutions choisies. Les
résultats correspondent a la moyenne des nombres
de colonies comptées sur chaque boite (entre 10 et
100 colonies).

Purification et identification des bactéries lactiques

La purification des microorganismes isolés est effec-
tuée par subculture sur MRS-Agar. Les bactéries lac-
tiques apres purification sont caractérisées selon les
tests classiques incluant la coloration de Gram, obser-
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vation microscopique, réaction de la catalase selon
les méthodes décrites par Harrigan et McCance (9) et
la capacité des isolats a utiliser les sucres a été déter-
minée a partir des galeries API CHL (BioMérieux).

Mesure du pH

Apres 0, 24, 48 et 72 heures de fermentation,
20 grammes de pate de mais sont prélevés de chaque
procédé, homogénéisés dans 80 ml d’eau distillée et
filtrés a travers sur papier filtre Whatman GF/A. La
mesure du pH du filtrat obtenu est réalisé a I'aide du
pH-metre de type HI 9321 bioblock scientific.

Résultats
Evolution de la microflore

La figure 2 présente I'évolution de la flore mésophile
totale au cours de la fermentation de deux péates: il
apparait que la flore totale augmente de 5,0.109
U.FC./ml a 4,0.1010 U.F.C./ml pour les poto-poto a
grains germés et de 2,5.109 U.FC./ml a 3,6.109
U.F.C./ml pour les poto-poto & grains non germeés en
24 heures. Apreés 48 heures de fermentation, cette
flore diminue, elle revient a 5,0.109 U.F.C./ml pour les
poto-poto a grains germés et a 4,0.108 U.F.C./ml pour
les poto-poto a grains non germés.

105

% 95
- HGG
OGNG
9
85
8 T T T
0 24 48 72
Temps (heures)
0 24 48 72
GG 9,7 10,6 9,7 9,7
GNG 9,4 9,55 8,6 8,5

Figure 2: Evolution de la flore totale

Les bactéries lactiques (Figure 3) suivent la méme
évolution: les résultats donnés dans le tableau 1 mon-
trent que la microflore lactique augmente de 1,6.1010
U.FC./ml & 1,3.1011 U.F.C./ml en 48 heures et baisse
a 4,0.1010 U.F.C./ml a 72 heures dans les poto-poto a
grains germés pendant qu'elle passe de 4,0.10°
U.F.C./mla1,8.1010 U.F.C./ml en 48 heures et diminue
ensuite a 6,3.109 U.F.C./ml & 72 heures de fermenta-
tion pour les poto-poto a grains non germeés. Les bac-
téries lactiques évoluent plus vite dans le poto-poto
fait a base des grains germés que dans le poto-poto
produit a base des grains non germés.

15
il
105
zZ 1
2 EGG
95 1 OGNG
9
85
0 24 48 72
Temps (heures)
0 24 48 72
GG 10,2 11 11,11 10,6
GNG 9,6 10 10,25 9,8

Figure 3: Evolution des bactéries lactiques totales

Les bactéries lactiques, du genre Leuconostoc, pré-
sentes au début de la fermentation dans les deux
types de poto-poto disparaissent totalement apres
24 heures (Figure 4) pendant que les Lactocoques
passent de 7,1.106 a 3,2.10° U.F.C./ml dans les poto-

10

9 [

8

< mGG
OGNG

6

4 T T T

0 24 48 2
Temps (heures)
0 24 48 72

GG 8,36 7,8 0 0
GNG 9,2 7,8 0 0

Figure 4: Evolution des Leuconostocs

poto a grains germés avec un pic a 48 heures, et de
1,0.10%a 1,4.10° U.F.C./ml dans les poto-poto a grains
non germés (Figure 5).

Les levures présentes dés le début de la fermentation
(Figure 6) croissent avec I'acidité du milieu: la popula-
tion passe de 3,2.106 a 4,0.10° U.F.C./ml pour les
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Figure 5: Evolution des Lactococcus
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Figure 6: Evolution des levures

poto-poto a grains germés et de 1,0.105 a 3,2107
U.E.C./ml pour les poto-poto a grains non germés.

Identification de la microflore lactique

Cent trente et une souches de bactéries lactiques ont
été isolées et examinées. Le tableau 2 donne les fré-
quences des souches identifiées. Le genre Lacto-
bacillus constitue plus de la moitié (55%) des bacté-
ries lactiques isolées et Lactobacillus plantarum est
'espece majoritaire (27%). Les autres especes du
genre Lactobacillus sont Lactobacillus pentosus
(7,6%), Lactobacillus cellobiosus (8,4%), Lacto-

bacillus brevis (10%). Le genre Leuconostoc constitue
le deuxieme groupe de la flore lactique; il représente
28% des souches isolées avec Leuconostoc mesen-
teroides (19%) et Leuconostoc citreum (9%). Les
autres souches isolées ont été identifiées comme
Lactococcus lactis sp. lactis (7,6%), Pediococcus aci-
dilactici (10%). Ces bactéries appartiennent aussi bien
aux bactéries lactiques homofermentaires et hétéro-
fermentaires.

Evolution du pH

Pendant la fermentation, le pH des poto-poto chute
rapidement. En effet, en 24 heures le pH passe de 4,4
a 3,7 pour les poto-poto a base de grains non germés
et de 4,3 a 3,7 pour les poto-poto a base de grains
germés; il se fixe a 3,7 pour le reste de la période étu-
diée (Figure 7) dans les deux cas.

y
44
4,2 1
4
HGG
381 OGNG
3,60
341
32
0 24 48 7
Temps (heures)
0 24 48 72
GG 4,26 3,72 3,71 3,7
GNG 4,4 3,75 3,72 3,7

Figure 7: Evolution des pH

Discussion - conclusion

La présente étude confirme les résultats de nos pré-
cédents travaux (14): elle révéle que la microflore
dominante du poto-poto est constituée de bactéries
lactiques (1,8.1010 & 1,3.1011) et de levures (3,2.107 a
4,0.109). Lassociation de ces deux types de micro-
organismes est retrouvée dans les fermentations
spontanées a base de mais et de beaucoup d’autres
céréales (1, 2, 5, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 24). Le
tableau 2 qui récapitule les résultats de ces différents
travaux révele que quelque soient les procédés utili-
sés pour la transformation traditionnelle des grains de
mais, les processus fermentaires mettent en jeu des
bactéries lactiques.

L'évolution de la population des bactéries lactiques est
paralléle a la diminution du pH de fermentation. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Louembé et al.
(14), Hounhouigan (10), Maria Del Carmen (15).
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Tableau 2
Bactéries lactiques de la pate fermentée de mais

Genre (nombre de souches isolées et identifiées)

Espéeces (nombre de souches isolées et identifiées)

Lactobacillus plantarum (37) 28,2%
Lactobacillus (72) 55% Lactobacillus brevis (13) 10,0%

Lactobacillus cellobiosus (12) 9,1%

Lactobacillus pentosus (10) 7,6%

Leuconostoc mesenteroides (24) 19%
Leuconostoc (36) 28%

Leuconostoc citreum (12) 9%
Lactococcus (10) 7,6% Lactococcus lactis sp. lactis (10) 7,6%
Pediococcus (13) 10% Pediococcus acidilactici (13) 10%

(72) = nombre de souches de Lactobacillus isolées, soit 72 Lactobacillus

Parmi les bactéries lactiques, le genre Lactobacillus
constitue la flore dominante comme plusieurs cher-
cheurs (2, 10, 15, 16, 17) I'ont montré. Il serait res-
ponsable de l'acidification du produit fini.

Les Lactobacillus sont des bactéries d'une aide pré-
cieuse en technologie alimentaire, souvent utilisés
comme starter. Présents a la surface des plantes et
des fruits, ils interviennent dans la production de nom-
breux produits alimentaires (choucroutes, ensilages,
boissons fermentées ou sucrées). lls jouent égale-
ment un rble important dans les produits & base de
viande, par exemple la préparation des saucissons
crus.

Par comparaison au mawé béninois (10), produit équi-
valent au poto-poto congolais, il faut retenir la pré-
sence simultanée dans les deux produits de
Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus brevis, Lacto-
coccus lactis, Pediococcus acidilactici, Leuconostoc
mesenteroides et Leuconostoc citreum, Lactobacillus
plantarum microflore majoritaire du poto-poto et
Lactobacillus pentosus sont absents du mawé tandis
gue Lactobacillus fermentum et Lactobacillus reuteri
retrouvés a 90% dans le mawé sont absents du poto-
poto. Lactobacillus brevis majoritairement importante
(85%) ne représente que 10% des bactéries lactiques
dans le poto-poto.

Les souches de Lactobacillus plantarum qui représen-
tent I'essentiel des Lactobacillus dans le cas du poto-
poto ont été également identifiées respectivement par
Akinrele dans l'ogi nigérian (2), Odunfa et Adeyele
dans l'ogi baba (24). Elles constituent comme dans
toutes les fermentations alimentaires, la flore domi-
nante en fin de fermentation en raison de leur tolé-
rance aux pH trés acides.

Lactococcus lactis a été aussi isolé dans le pozol
mexicain (15). Communément retrouvé des produits
végétaux, céréales, haricots, pois, pomme de terre, et

dans le lait cru de vache contaminé a partir de la
mamelle ou du fourrage, Lactococcus lactis est large-
ment utilisé dans l'industrie alimentaire comme sou-
ches «starter» dans la production de fromage, de laits
fermentés, de la caséine.

Les Pediococcus sont également isolés d'une large
variété de végétaux et de fruits, de produits carnés et
de la biére. On les trouve en abondance dans de
nombreux produits fermentés, choucroutes, concom-
bres, olives, etc.

Les Leuconostoc mesenteroides considérés comme
population initiale dans les fermentations naturelles
sont bien présentes dans le poto-poto pendant les
24 premiéeres heures (2,3.108 au départ et 6,3.107
U.F.C./ml aprés 24 heures); mais, ils disparaissent a
partir de 48 heures dans les deux produits obtenus
pendant que les Lactobacillus, Lactococcus lactis et
Pediococcus restent bien présents.

La disparition des Leuconostoc a partir de la 48éme
heure explique la diminution de la population de bac-
téries lactiques aprés 48 heures. Cette disparition
résulte du pH d'acidification du milieu (pH 3,72)
incompatible avec le pH optimun de croissance des
Leuconostoc situé entre 5,0-6,3. La sensibilité des
Leuconostoc serait liée a leur incapacité a maintenir
un gradient de pH entre I'extérieur et I'intérieur de la
cellule bactérienne en présence de fortes concentra-
tions d'acétate et de lactate.

Cette sensibilité particuliere de chaque espece bacté-
rienne au pH du milieu qui sont pour les bactéries lac-
tiques respectivement de 3,2-3,5 (Lactobacillus), de
3,5-4,4 (Pediococcus), de 4,0-4,5 (Lactococcus), 4,2-
4,6 (Enterococcus) et de 5,0-6,3 (Leuconostoc) déter-
minent la compétition dans les produits de fermenta-
tion entre les différents microorganismes et explique
dans le cas du poto-poto la séquence des bactéries et
la supplantation de Lactococcus avec d’autres bacté-
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ries lactiques. Par ailleurs, I'acidification qui suit leur
multiplication (< 4) constitue un facteur antagoniste
pour le développement des autres especes et font des
bactéries lactiques en général, et des Lactobacillus en
particulier, une flore de barriére chez 'lhomme.

Les levures, avec les bactéries lactiques communé-
ment impliquées soit comme groupe unigque, Soit en
combinaison avec d’autres groupes de microorga-
nismes, constituent les microorganismes dominants
du poto-poto, ou elles sont particulierement abon-
dantes (3,2.107 a 4,0.109), comme elles le sont dans
bien de fermentations naturelles des aliments d’ori-
gine végétale (13).

Lenvironnement acide, créé par les bactéries lac-
tiques (pH évoluant de 4,26 & 3,7 ou de 4,4 a 3,7),
favoriserait leur développement. En contre partie, le
développement des levures stimulerait la croissance
des bactéries lactiques par la production d’acides ami-
nés, des facteurs de croissance comme les vitamines
de la série B, le CO,, le pyruvate, le propionate, I'acé-
tate et le succinate (12).

Cette microflore a un role essentiel dans ces fermen-
tations naturelles; en effet, I'alcool produit par les
levures et les acides produits par les bactéries lac-
tiques ainsi que I'anaérobiose induite par la fermenta-
tion inhibent le développement des champignons fila-
menteux et des bactéries associées a l'altération et a
la toxicité des aliments. En outre, I'association des
bactéries lactiques et des levures produit le godt et
'arbme caractéristique et agréable des aliments fer-
mentés (12, 13).

Dans I'ensemble, les microorganismes sont plus
abondants dans les poto-poto produits a partir des
grains germés. La dégradation de I'amidon pendant la
germination accroit la quantité des sucres simples
(fructose, glucose) consommeés par les microorga-
nismes.
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