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Résumé/Summary

RESUME

Le ‘gari’, une semoule de maniodMénihot esculenta,Crantz) fermentée, gélifice et
déshydratée, représente le produit alimentairdue populaire de I'Afrique de I'Ouest. Les bactérie
lactiques constituent I'un des plus importants gesude micro-organismes impliqués dans I'étape de
la fermentation du manioc, principalement en raidereurs roles établis dans le développement de la
saveur et la préservation des aliments obtenuss abut de fournir au consommateur un produit
sain, de qualité organoleptique constante et aabkptdes efforts d’amélioration et de controldade
fermentation du manioc ont été entrepris. Seizeclsssl de bactéries lactigues ayant des
caractéristiques technologiques appropriées, énprécédemment isolées et sélectionnées au cours de
la fermentation du manioc en vue de leur utiligattomme culture starter pour la production de ‘gari
L'objectif de ce travail est de contribuer a un lleeir contrble de la fermentation du manioc a trave
la production d’un starter de bactéries lactiqyeghilisées pour la production de ‘gari’.

A l'issue de la premiére partie du travail, lesdmslLactobacillusplantarumVE36, G2/25].
fermentumG2/10 etWeissellaparamesenteroidekC11 ont été sélectionnées sur base de: (i) leur
capacité a survivre aprés un test de déshydratdams une solution de glycérol de concentration
croissante suivi d'un marquage par des marqueusebcents, (ii) leur taux de survie apres la
lyophilisation, (iii) leur capacité d’utilisation'uhe source de carbone apres la lyophilisatior),léur
stabilité au cours du stockage sous forme lyo@@lidNous avons cependant noté que la plupart des
souches lyophilisées perdaient plus de 50% de \@bilité aprés 60 jours de stockage a basse
température.

Dans la seconde partie du travail, nous avons ésdaycomprendre I'un des mécanismes a
I'origine de la perte de viabilité au cours du &mge des souches lyophilisées : I'oxydation deddip
membranaires. Pour ce faire, I'impact de la dédradales acides gras polyinsaturés sur la survie
cellulaire ou le pouvoir d'acidification de la stclyophiliséeW. paramesenteroidekC11 a été
évalué pendant 90 jours de stockage dans diffé&seateditions de stockage (différentes températures,
présence ou absence d’'air et d’humidité). Un dosl@geproduits primaires de dégradation des acides
gras polyinsaturés a aussi été effectué pour leanéitions stockés dans des conditions d’aéra#ion.
l'issue de cette étude, une corrélation a été iétablre la perte de viabilité cellulaire et/ouphuvoir
d’'acidification et la dégradation des acides gratyipsaturés. Dans l'optigue de confirmer ces
résultats, I'effet de composés protecteurs tels lgaecryoprotecteurs et/ou des antioxydants (acide
ascorbigue et/ou butyle hydroxytoluene) sur la iitéb cellulaire, l'intégrité membranaire et
I'oxydation des lipides de la souche lyophilidéeparamesenteroidelsC11, ont été évalués pendant
90 jours de stockage dans des conditions d’aératiem présence d’humidité. Aprés [€8jour de
stockage, les acides gras membranaires totauxaiesceux de la fraction polaire ont également été
analysés. La présence des cryoprotecteurs et gle bhutdroxytoluene avait considérablement réduit

la perte de viabilité et d’intégrité membranairysaque la dégradation des lipides de la fraction
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Résumé/Summary

polaire. Une possible relation entre I'oxydatiors geides gras polyinsaturés, plus précisément ceux
de la fraction polaire des lipides, et la perteviddilité cellulaire au cours du stockage des sesch
lyophilisées, a été confirmée. Des corrélationseehbxydation des acides gras polyinsaturés de la
fraction polaire des lipides et la perte d'intégritellulaire et, d'autre part, entre la perte é&grtté
cellulaire et la perte de viabilité cellulaire, @ié établies. Alors que les phénoménes d’oxydatémn
lipides se déroulaient au cours du temps, la pieteiabilité cellulaire survenait des les premiéeres
heures du stockage. Les changements dans la pelitééabembranaire de la souch@.
paramesenteroidelsC11 ont ainsi été évalués 20h aprés la lyoplitisaa travers les déterminations
du nombre de cellules viables et de la conductititdhe solution de réhydratation dont nous avons
fait varier la température, la concentration e $8laCl), protons et composés protecteurs (glycérol
saccharose, maltodextrine, glutamate monosodidlie¢. augmentation de la température et de la
concentration en sels (NaCl) ou en glutamate matiqee, ainsi qu’'une baisse de la concentration en
protons entrainaient une augmentation de la coratént en substances ioniques dissoutes et une
baisse du nombre de cellules viables. Cependaataugmentation de la concentration en glycérol,
sucrose ou maltodextrine entrainait une diminuttin la concentration en substances ioniques
dissoutes et un maintien de la viabilité cellulai@es résultats nous suggerent qu'il pourrait se
produire une rupture cellulaire durant la déshydi@mn et que cette situation pourrait influencer la

stabilité de la souche lyophilisée dées les premipaires du stockage.
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SUMMARY

‘Gari’, a granular fermented, gelled and dehydratassavaNlanihot esculent&rantz) product, is the
most popular food in West Africa. Lactic acid baicteare one of the most important group of
microorganisms involved in cassava fermentatiorinipdecause of their established functions in the
development of flavor and food preservation. Ineorih provide the consumer with a healthy product
of constant and acceptable organoleptic properédfarts to improve and control the cassava
fermentation were made. Sixteen strains of lacta eacteria with appropriate technological
properties were previously isolated and selectethgwcassava fermentation, with a view to selecting
appropriate starter cultures for ‘gari’ productidrne scope of this work is to contribute to a lrette
control of cassava fermentation through the pradocof a freeze-dried lactic acid bacteria starter
culture for ‘gari’ production.

At the end of the first part of this work, theastis LactobacillusplantarumVE36, G2/25].
fermentumG2/10 andWeissellaparamesenteroidebC11 were selected on the basis of: (i) their
ability to survive after a dehydration test in gagirol solution of increasing concentration follanzy
staining with fluorescent markers, (ii) their swali rate after the freeze-drying process, (iii)ithe
ability to use a carbon source after freeze-dry(ng,their stability during storage in the driethte.
However, we noticed that most of the freeze-driedirss lost more than 50% of their viability after
60-day storage period at low temperature.

In the second part of the work, we tried to untderd one of the mechanisms that could
explain the loss of viability during storage ofdee-dried strains: membrane lipid oxidation. THis,
impact of polyunsaturated fatty acids degradatiothe survival or acidification activity of the &ee-
dried strainW. paramesenteroidesvas evaluated over 90 days storage under diffesemage
conditions (different temperatures, in presencalmence of air and moisture). The polyunsaturated
fatty acids primary degradation products were deitesite for samples stored in aeration conditions.
At the end of this work, a correlation between lihgs of viability and/or acidification activity and
polyunsaturated fatty acids degradation, was dstadal. In order to confirm these results, the effdéc
protective compounds such as cryoprotectants aradiboxidants [ascorbic acid and/or Butylated
hydroxytoluene (BHT)] on the survival, membraneegrity and lipid oxidation of the freeze-dried
strain W. paramesenteroidetC11 were investigated over 90-days of storageeurakration and
moisture conditions. After the 90-day storage mkrithe fatty acid composition of the total lipid
extract and the polar lipid fraction, were analysEde presence of cryoprotectants and BHT slowed
down the loss of viability and membrane integriy, well as polar lipid degradation. A possible
relation between polyunsaturated fatty acids oldatespecially those of the polar lipid fractiomda
the loss of viability during storage of freeze-drigrain was confirmed. Correlations were estabtish
between the oxidation of polyunsaturated fatty s.@tipolar lipid fraction and the loss of membrane

integrity on one hand, and on the over hand, beiviee loss of membrane integrity and the loss of
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viability. While lipid oxidation phenomena were fodi to increase with time, the loss of viability
tended to occur during the early storage periocanghs in membrane permeability of the stiain
paramesenteroidesC11 were evaluated 20h after freeze-drying, tghothe determinations of the
viable cells and conductivity of a rehydration s$wmn, of which we varied the temperature, salts
(NacCl), protons and protective compounds (glycesatrose, maltodextrin, monosodium glutamate)
concentration. An increase in the temperature aaGlNr monosodium glutamate concentration, as
well as a decrease in protons concentration, egbultt an increase in the electrolyte leakage and a
decrease in viable cells. However, an increaselynetpl, sucrose or maltodextrin resulted in a
decrease in the electrolyte leakage and the maintenof viable cells. These results suggest that ce
rupture might occur during dehydration and thas #ituation could affect the stability of the freez

dried strain in the early hours of storage.
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Avant-propos

AVANT-PROPOS

Le présent travail est subdivisé en trois partiemtroduction, la présentation des

études réalisées et une discussion géneérale.

Au sein de lintroduction nous aborderons le crtge général et spécifique, dans
lequel s’inscrit notre travail. Pour ce faire, article de synthése (synthése 1, article 1)
accepté dans les Annales de Médecine Vétérinatitjlé « Les bactéries lactiques dans les
aliments ou boissons amylacés et fermentés de I'Adue de I'Ouest : leur utilisation
actuelle » décrira tout d’abord le réle et I'utilisation aetle des bactéries lactiques dans le
processus de fabrication des produits amylacésratehtés de I'Afrique de I'Ouest. Des
solutions en vue de l'amélioration de la formulatiet de la conservation des cultures
bactériennes seront proposées. Cette introduct®np@ursuivia avec une mini-revue
(synthése 2)sur les bactéries lactiques du gewreissellaqui ont été identifiées au cours de
la fermentation du manioc. Celle-ci consistera mssement en une mise a jour des données
disponibles sur leur taxonomie, leur habitat, leaesactéristiques générales, caracteres
structuraux et propriétés fonctionnelles, ainsi deer production et conservation. Des

exemples de leurs utilisations comme culturesestageront fournis.

Lesétudes réaliséeseront présentées sous la forme d’articles stimuntss :
Etude premiére (article 2). « Production d’'une cultire starter de bactéries lactiques
lyophilisées pour la fermentation du manioc emari » : évalue la capacité de 16 souches de
bactéries lactiques a résister a la lyophilisaéidravers I'étude de : (i) leur viabilité aprés une
étape de déshydratation dans une solution de gllydérconcentration croissante suivi de leur
marquage par des marqueurs fluorescents, (ii)viatnilité apres I'étape de la lyophilisation,
(i) leur capacité a utiliser une source de cagbdipouvoir d'acidification) apres la
lyophilisation.

Etude deuxiéme (article 3). « Analyse de la survide bactéries lactiques lyophilisées a

I'aide des modéles d’Arrhenius et de la valeur-z »évalue la stabilité au cours du stockage
de 12 souches de bactéries lactiques lyophilisébess dempératures élevées (37°C et 55°C).
Les résultats obtenus sont comparés a ceux obtmmés 60 jours de stockage a basse

température (4°C).
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Etude troisieme (article 4). « Incidence de la dégdation des acides gras polyinsaturés
sur la survie et le pouvoir d’acidification au cous du stockage de la souche lyophilisée
Weissellaparamesenteroides C11 » : étudie l'influence des conditions de stockagéesel
gue la température (4°C ou 20°C), 'humidité eétation, pendant 90 jours, sur la viabilité,
le pouvoir d’acidification et la composition en @es gras cellulaires d’'une bactérie lactique
lyophilisée. Un dosage des produits primaires dgratkation des acides gras polyinsaturés
(hydroperoxydes des acides linoléique et linoléajgpour les échantillons stockés dans les

conditions d’aération, a été aussi réalisé.

Etude quatrieme (article 5). « Effet de composés ptecteurs sur la survie, l'intégrité
membranaire et la dégradation des lipides au courdu stockage de la souche lyophilisée
Weissella paramesenteroides LC11»: étudie [l'influence de cryoprotecteurs et/ou
antioxydants pendant 90 jours de stockage a denpéeatures (4°C ou 20°C) et une activité
d’eau (0.23), sur la viabilité cellulaire, I'intétg de la membrane cellulaire et la dégradation
des lipides d'une souche lyophilisée. Aprés [€"S0jour de stockage, les acides gras
membranaires totaux ainsi que ceux de la fractiolaife des lipides ont également été

étudiés.

Etude cinquieme (article 6). « Les changements daria perméabilité membranaire au
cours de la réhydratation de la souche lyophilisé@/eissellaparamesenteroidesC11 » :
étudie les changements dans la perméabilité ceuu cours de la réhydratation d’'une
souche lyophilisée. Ces changement ont été évalliagle d’'un dénombrement cellulaire et
d’'une détermination de la conductivité de la solutde réhydratation dont on fait varier la
température, la concentration en sels, proton®mposés protecteurs (glycérol, saccharose,

maltodextrine, glutamate monosodique), ont étécaféss.

En guise de cl6ture, urdiscussion généralaappellera et discutera les principaux
résultats obtenus, montrera les principaux avanoines connaissances apportés et donnera

des perspectives de recherche.
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Synthese 1 (Article 1)

OBJECTIF

En Afrigue de I'Ouest les matieres premieres anggactelles que les tubercules et les
céréales subissent une fermentation lactique aeamtconsommation. Cette fermentation
lactique assure au produit final des caractérissgpien particulieres d’arébme et de texture,
ainsi qu'une bonne sécurité alimentaire grace auigea organiques produits. Une large
gamme de produits alcoolisés et non-alcoolisés adgénue et constitue la base de
lalimentation des populations. Depuis plusieursnéms des efforts d’amélioration, de
modernisation et de contrdle de la production depreduits ont été entrepris. L'utilisation de
cultures starters de bactéries lactiques au caula ffrmentation est de plus en plus courante.
Un produit sain, de qualité constante et acceptpblet étre ainsi obtenu. Ce document
présente le bilan actuel de la contribution destévexs lactigues dans le processus de
production des produits amylacés et fermentés Afidue de I'Ouest. Des perspectives

d’utilisation des cultures starters de bactérieidaes lyophilisées seront proposées.
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Les bactéries lactiques dans les aliments ou boisso ns amylacés et fermentés
de I'Afrique de I'Ouest : leur utilisation actuelle

RESUME

Les aliments et boissons amylacés fermentés jauwerdle majeur dans I'alimentation des populations
de I'Afriqgue de I'Ouest. Les bactéries lactiquestdes micro-organismes dominants, essentiellement
dans deux groupes de produits amylacés fermeriéss produits amylacés non-alcoolisés et les
boissons alcoolisées. Ces produits sont en graadie produits aprés une fermentation spontanée de
céréales (mil, sorgho, mais) ainsi que de tubesc(ieanioc) et leur qualité est trés variable. Les
principales fonctions des bactéries lactiques cemment la production d’acides organiques et de
composés aromatiques. La stimulation des levuiieidition des micro-organismes pathogénes,
I'amélioration de la qualité nutritionnelle, I'acitié probiotique, I'élaboration de la texture dalithent

et la dégradation des composés toxiques peuvesit &ns observés. Afin d’améliorer et de contrbler
la production des produits amylacés et fermentd$Afidque de I'Ouest, et plus spécialement I'étape
de la fermentation, l'utilisation de cultures stestpurifiées de bactéries lactiques est de plydien
courante.

Mots clés: bactéries lactiques, boissons et aliments aréglaéfrique de I'Ouest, culture starter,

fermentation

Lactic acid bacteria in West African starchy fermen ted foods or beverages :
their current use

SUMMARY

Indigenous fermented starchy foods and beveraggsapiajor role in the diet of African people. The
predominant microorganisms are lactic acid bactenaolved in basically two groups of starchy
fermented products: non-alcoholic starchy prod(fdisds and beverages) and alcoholic beverages.
These products are to a great extent made by spnia fermentation of cereals (millet, sorghum,
maize) as well as roots (cassava) and their quaityighly variable. The functions of lactic acid
bacteria are mainly related to formation of arommpounds. the stimulation of yeasts, improvement
of nutritional value, probiotic effects, inhibitiasf undesired microorganisms, the development ef th
texture and the removal of toxic factors, may dsoobserved. In order to improve and control the
production, especially the fermentation stage, tafrchy fermented foods in West Africa, the
introduction of purified lactic acid bacteria s@rtultures is currently performed.

Keywords Lactic acid bacteria, starchy foods and beveragest Africa, starter culture, fermentation
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1. Introduction

La fermentation lactique peut étre définie commerotédé de fermentation dans lequel
interviennent un groupe de bactéries gram positivm-sporulantes, immobiles, catalase-
négatives, qui croissent sous des conditions abe&ret utilisent les sources de carbones
pour produire de l'acide lactigue comme seul ouemajacide organique. En Afrique de
I'Ouest, la fermentation lactique a été traditidieraent développée pour une large gamme
de matieéres premiéres essentiellement constituéasdbn (plus de 80% de matiére séches)
(Ketiku et Oyenuga, 1970). Ainsi, le manioc et ¢éseales telles que le mais, le sorgho et le
mil sont broyés et fermentés pour obtenir des ptedwon-alcoolisés (pates et bouillies) et
des boissons alcoolisées qui sont connus sougeatif®8 noms dans les différents pays de
I'Afrique de I'Ouest (Odunfa, 1985). Ces alimentsbeissons fermentés, trés populaires,
contribuent a I'alimentation des populations ettgmoduits a I'échelle locale dans les foyers,
les villages et par de petites unités de produdgtoonpératives de femmes).

Des bactéries lactiques, des levures et moisissangsété identifiees comme les
principaux micro-organismes se développant au cdarg& fermentation. Dans nombre de
cas, au départ, aprés lavage de la matiére prenhdrebactéries lactiques sont peu
nombreuses. Elles appartiennent essentiellement games Lactobacillus Leuconostoc
Pediococcust StreptococcugBeuchat, 1995). L’action des bactéries lacticuesours de la
fermentation a été associée tout d’abord a I'ékimm de I'arébme et de la texture du produit
final, mais également a I'obtention d’'un produitnsgrace aux acides organiques produits.
D’autres actions, et non des moindres, sont souagagortées. Par exemple, les propriétés
probiotiques des bactéries lactiques et [linhibbiticdes bactéries pathogénes sont
particulierement importants, dés lors qu'il a ét@nalé que les aliments fermentés
contribuaient a réduire la durée et la sévérité diaghées infantiles (Mensadt al., 1990;
Kimmonset al,, 1999).

Le probleme majeur de I'ensemble de ces procéddgidnnels se situe au niveau de la
gualité des différents aliments obtenus qui ess til@ctuante. En effet, le processus
fermentaire qui s'effectue spontanément grace mala@ement de la microflore épiphyte,
peut conduire a des produits d'une qualité orgatigiee, microbiologique ou toxicologique
indésirable. Pour pallier a ce probléeme, des étuedg de plus en plus consacrées a
lisolement et a lidentification, au cours de larhentation, de bactéries lactiques se
caractérisant par des propriétés physiologiquasétboliques particulieres en vue de leur
utilisation comme des cultures starters (Olaswghoal.,, 1996 ; Agatiet al.,, 1998 ;
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Hounhouigaret al., 1999 ; Sannet al., 2002 ; Kostinelet al., 2005 ; Oguntoyinbo, 2007).
Ces derniéres se définissent comme des préparationsbiennes concentrées, d'au moins un
micro-organisme, qui permettent de réaliser un Imgilcontréle de la fermentation ainsi
gu’une standardisation du procédé de fabricatiariz&pfel, 2002). Le but visé a terme est de
fournir au consommateur un produit sain, de qualiganoleptique constante et acceptable.
Ce document présente une revue de I'utilisationedlet des bactéries lactiques au cours de la
production des produits amylacés et fermentésAfadue de I'Ouest.

2. Origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été isolées des diypes de produits alimentaires (aliments,
boissons) amylacés fermentés de I'Afrique de I'©QUes majeure partie de ces produits est
obtenue aprés fermentation de céréales ou de saglimeentaires, principalement le manioc.
Les produits amylacés Ouest-Africains obtenus afggsentation de la matiere premiere,
laquelle est généralement réalisée par des bactageques, peuvent en principe étre divisés
en deux groupes : les produits non-alcooliséssdbdéssons alcoolisées. Le Tableau 1 indique
le type de produit amylacé fermenté, la matierenpeee, le nom de produit et le pays de
consommation. La plupart de ces produits sont aisteypres une fermentation spontanée ou
inoculation de la matiere premiere avec une patte précédente fermentation, comme
c’est le cas dans la fermentation du manioc pogrdauction de I"agbelima I'*attiéké’ ou

du ‘placali’ et de la fermentation du sorgho paaproduction du ‘pito’ (Ekundayo, 1969 ;
Amoa-Awuaet al., 1996 ; Tokeet al., 2008). Il a été largement démontré que les basté
lactiques provenaient de la matiére premiere oledgironnement (Steinkraus, 1983, 1997 ;
Caplice et Fitzgerald, 1999). Les conditions enwir@mentales, 'adaptation au substrat et

l'utilisation répétée des mémes ustensiles corgrifient a leur sélection.

2.1. Produits non-alcoolisés
2.1.1. Aliments a base de céréales

Les principales céréales utilisées comme matiemmigre au cours des fermentations
lactiques en Afrique de I'Ouest sont : le maissdegho et le mil (Tableau 1). Ces produits
consistent essentiellement en des pates ou purdes bouillies non-alcoolisées.

La pate de maigZea mayp fermentée, I'un des plus populaires aliments acgd et
fermentés, est utilisée au cours de la prépardfiome grande variété de plats comme aliment

de base au Ghana, au Nigéria, au Togo et au Béninjs constituent une proportion
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importante de la ration alimentaire quotidienne (GwAnsaletal., 1980 ; Plahar et Leung,
1982 ; Chavan et Kadam, 1989 ; Olas@bal., 1996). La pate de mais fermentée obtenue
apres une fermentation spontanée se caractérismpaeneur en humidité de 50% et un pH
final de 3,7. Le procédé traditionnel de productemmprend : le lavage et le trempage des
grains de mais (24 h), la mouture, I'hnumidificatahm la pate et la fermentation de la pate (48-
72 h). Le ‘Ogi’ et le ‘mawe’ sont deux produitsdionnels obtenus apres fermentation des
grains de mais au Bénin, Ghana et au Nigéria saist principalement utilisés dans la
préparation de nombreux plats et aliments de camgaé au lait maternel pour les bébés
(Plahar et Leung, 1983 ; Hounhouigatral., 1993a; Iwuoha et Eke, 1996 ; Agetial., 1998).

Le ‘ogi’ est une bouillie préparée par dilution tepéate humide de mais obtenue aprés
trempage et mouture des grains, tandis que le ‘Mawdrésente sous la forme d’'une pate
acide issue de la transformation des grains de ssiToncassés. La microflore de la pate
fermentée de mais pour la production de ‘kenkddnku’, ‘ogi’ ou ‘mawé’ a été largement
étudiée (Tableau 2). Il a été démontré que leséhast lactigues du genieactobacillus
constituaent la majorité de la microflore lactigi&teinkraus, 1983 ; Hounhouigat al.,
1993b ; Johanssoet al., 1995). Les micro-organismes responsables deeraeintation
spontanée du ‘ogi-baba’, une variante du ‘ogi’ abte aprés fermentation du sorgho au
Nigéria, ont été isolés et identifiés. Les résaltaht montré que les bactéries lactiques
présentes dans les grains non fermentés lorstdpd'éitiale du trempage, appartenaient aux
genresLactobacillus et StreptococcugOdunfa et Adeyele, 1985). Dans des stades plus
avances du trempage, cette flore microbienne étaistituée essentiellement par les genres
Lactobacillus Streptococcugt LeuconostocLe ‘banku’, exclusivement obtenu a partir d’'un
mélange de mais ou/et de manioc, est un autre iprimmenté largement consommé au
Ghana dont la fermentation implique principalencig bactéries lactiques et des moisissures
(Owusu-Ansaletal., 1980 ; Beuchat, 1995).

En Afrique de I'Ouest, la majeure partie des bmsilfermentées non-alcoolisées sont
produites a partir du miRennisetunglaucun) (Tableau 1). Ces bouillies sont appelées ‘ben-
saalga’ au Burkina Faso, ‘kunun-zaki’ au NigériegKo’ ou ‘koko sour water’ au Ghana et
‘Gowé’ au Bénin (Efiuvwevwere et Okano, 1995 ; keiJakobsen, 2004 ; Taial., 2006 ;
Viera-Dalodéet al., 2007). Elles sont souvent vendues trés t6t knnaievant les maisons ou

dans la rue et consommeées par la population conetitedgjeuner.
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Tableau 1 : Les principaux aliments ou boissonslacég et fermentés de I'Afrique de I'Ouest

Type de produit Matiere premiere

Nom du produit Pays de consommation

Références

Produits iorn-alcoolisé
Aliments a base de céréales

Chavan et Kadam , 1€8@supoetal., 1996.

Mais ‘kenkey’ Ghana, Nigéria
Mais et/ou manioc ‘banku’ Ghana Owusu-Ansaal., 1980.
Mais ou sorgho ou mil ‘ogi-baba’ Nigéria Odunfa et Adeyele, 1985; Chavan et Kadam, 1989 ;
Iwuoha et Eke, 1996.
Mais ‘ogi’ Bénin, Ghana Plahar et Leung, 1983 ; Agati al,1998.
Mais ‘mawe’ Bénin, Togo Hounhouiga&tal., 1993a, b.
Mil ‘ben-saalga’ Burkina-Faso Toetal., 2006.
Mil ‘kunun-zaki’ Nigéria Efiuvwevwere et Okano, 1995.
Mil ‘koko’ Ghana Lei et Jakobsen, 2004.
Sorgho ‘gowé’ Bénin Viéra-Dalodgt al., 2007.
Sorgho et /ou mil ou mais ‘obiolor’ Nigéria Achl990.
Aliments a base de manioc
Manioc ‘agbelima’ Ghana, Togo, Bénin Amoa-awuaadiolbsen, 1995 ; Amoa-Awatal., 1996 ;
Leietal., 1999.
Manioc ‘attieke’ Cote d’lvoire Assanwetal., 2006 ; Couliretal., 2006 ; Tokatal., 2008.
Manioc ‘fufu’ Nigéria Oyewole et odunfa 1990 ; Qlp®etal., 1996; Sannet al, 2002.
Manioc ‘gari’ Ghana, Bénin, Togo, Collard et Levi, 1959; Collard, 1963 ; Okafor, 1977
Nigéria, Cote d'lvoire, Kaostineketal., 2005; Oguntoyinbo, 2007.
Sierra Leone
Boissons alcoolisées
Mais et/ou sorgho ‘pito’ Nigéria, Ghana Ekundayo, 1969 ; Chavan et Kadars,198
Demuyakor et Ohta, 1991; Iwuoha et Eke, 1996.
Sorgho et/ou manioc ‘burukutu’ Nigéria Chavan et Kadam, 1989.
Sorgho ou mil ‘dolo’ Burkina-Faso Sawadogo-Lingatal., 2007.
Sorgho ‘tchoukoutou’ Bénin Koyods al., 2007.
Sorgho et/ou mais et/ou ‘tchapalo’ Céte d’lvoire Amanét al, 2005 ; Djéetal., 2008.
mil
Sorgho ‘otika’ Nigéria Iwuoha et Eke, 1996.
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Les principales étapes de la fabrication sont legastes : le lavage, le trempage des
grains (premiere étape de la fermentation), le dgeysuivi du tamisage de la farine humide,
la décantation (seconde étape de la fermentattda)ogiisson.

Tou et collaborateurs (2006) ont indiqué qu’au sale la production de ‘ben-saalga’, I'étape
du trempage était principalement dominée par un@detation alcoolique, tandis qu’une
fermentation lactique s’opérait lors de I'étape dizantation. Ces auteurs ont par ailleurs
indiqué que la pate finalement produite avait unfalle (4,0 + 0,4) et que sa microflore était
dominée par des bactéries lactiques, avec un rebpactérie amylolytique/bactérie de 12%.
Au Nigéria, des bactéries lactiques appartenangexue Lactobacillusont été identifiées
comme micro-organismes dominants dans la produdiorkunun-zaki’, une boisson non-
alcoolisée produite a partir du mil et consomméesdan état actif de fermentation aussi bien
par les adultes que les enfants (Efiuvwevwere ein0k1995). Récemment, les principales
souches de bactéries lactiques responsables demaritation du koko, du kunun-zaki et du

gowe ont été identifiees (Tableau 2).

Tableau 2 Les bactéries lactiques isolées au ctmula production d’aliments fermentés a base déates

Nom du produit bactéries lactiques Références
‘kenkey’ Lactobacillus brevi¥&19, Lactobacillus plantaruniK22, Olasupcet al., 1996.
Lactobacillus acidophilugk25 et K27) Lactobacillus
fermentunk35
‘ogi-baba’ Lactobacillus plantarumStreptococcus lactis Odunfa et Adeyele, 1985.
‘ogi’ Lactobacillus plantarum Streinskraus, 1993 ;

Johansoret al, 1995.
Lactobacillus plantarum Ql.actobacillus caseD3, Olasupcetal., 1996.
Lactobacillus pentosu®4, Lactobacillus fermentur®5,
Lactobacillussp. 06
LactobacillusfermentumOgi E1 Agati et al,1998.
Lactobacillus raffinolactisPediococcusp.,Pediococcus Teniolaet al,, 2005.
pentasaceud.actobacillus planrarumLactobacillus suebicys
Lactobacillus brevis

‘mawe’ Lactobacillus fermentuntactobacillus brevis Hounhouigaret al, 1993b.
Lactobacillus fermenturiviw?2 Agatiet al,1998.

‘kunun-zaki’ Lactobacillus plantarunkl, K2 et K3,Lactobacillus Sanniet al., 2002.
fermentunk9

‘koko’ Weissella confusd.actobacillus fermentuntactobacillus Lei et Jakobsen, 2004.

salivarius Pediococus acidilacti¢ciactobacillus
paraplantarum

‘goweé’ LactobacillusfermentumWeissellaconfusa Lactobacillus Viéra-Dalodéetal., 2007.

mucosae
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2.1.2. Produits & base de manioc

Le Manioc Manihot esculentaCrantz) est une culture importante pour laguedledle
potentiel des bactéries lactiques a largement@t@dtré. Depuis des siecles, les populations
de I'Afrique de I'Ouest font subir aux tubercules manioc une fermentation lactique avant
leur consommation, dans le but d’éliminer une geapdrtie des glucosides cyanogénétiques
potentiellement toxiques qu’ils contiennent. Lesingpales étapes du processus de
transformation sont : I'épluchage, le lavage, lgage et la fermentation (2-3 jours). La pate
obtenue peut étre essentiellement utilisée tellellgupour la cuisson d’aliment appelé
‘agbelima’ ou ‘fufu’, déshydratée, séchée, granutémisée et cuite a la vapeur pour obtenir
une semoule de manioc appelée ‘gari’ ou ‘attiék&lbleau 1) (Amoa-Awua et Jakobsen,
1995 ; Amoa-Aweet al., 1996 ; Olasupetal., 1996 ; Leietal., 1999 ; Sannet al., 2002 ;
Tokaetal., 2008). Tous ces aliments se consomment avecséwasauces ou du poisson frit
au petit-déjeuner ou au déjeuner accompagné owdanitres plats. Parmi tous, le ‘gari’ est
I'aliment le plus populaire et le plus consomméAdnque de I'Ouest (Oduret al, 2000). Il
représente essentiellement un aliment énergétigdé ¢al/100 g de gari) avec une forte
teneur en amidon et une faible teneur en lipidestémes, vitamines et sels minéraux
(Spickettet al., 1982). La popularité du ‘gari’ dans les villebaines Ouest-Africaines, ces
derniéres années, a été associé a son faiblesprixpnne stabilité sur de longues périodes de
stockage, son faible volume (par rapport aux aygreduits a base de manioc fermenté€) et sa
facilité de préparation pour la consommation. Sguparité est aussi a lorigine de
nombreuses tentatives de fabrications industrielidertification pour en améliorer la qualité
nutritionnelle a travers 'ajout de soja, d’huile palme et de lait de coco (Treillon, 1992).
Le procédé de fermentation differe considérablendami aliment a l'autre. La fermentation
réalisée dans le cas de I"attieké’, du ‘gari’ aaildagbelima’ s’opére de facon naturelle dans
la pulpe de manioc, tandis que celle du ‘fufu’ éelise lors de 'immersion des tubercules
épluchés et coupés dans des pots contenant de dieaun cours d’eau.La production
d“attiéké’ ou d"agbelima’ implique l'utilisatiord'un inoculum provenant d’'une précédente
fermentation. Au Ghana cet inoculum est appeléléocant ‘kudeme’. Il a été démontré que
la microflore du ‘kudeme’ était constituée majarganent d’especes de bactéries lactiques
(Amoa-Awua et Jakobsen, 1995).

L. plantarum(51%),L. brevis(16%),Leuc mesenteroidegl%) ont été identifiees comme
les principales bactéries lactiques associéedar@gentation de I"agbelima’ (Amoa-Awuet
al., 1996). Récemment, la microflore impliquée daasfdrmentation du manioc pour la

production d"attiéké’ a été étudiée (Couliet al., 2006). Leuc mesenteroidessubsp.
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mesenteroide$20% de I'ensemble des bactéries lactiques) adétéifiée au début de la
fermentation. Dans des stades plus avancés denteriéation, cette espéece a été remplacée
par les espéces, salivarius et L. delbrueckiisubsp.delbrueckii(présentes a 20% et 16%,
respectivement), ainsi qué. fermentumet L. confusus (présentes a 12% et 10%,
respectivement)L. plantarum (81%), Leuc mesenteroide$16%), L. fermentum(15%), L.
brevis (9%), L. caprophilus(5% ), L. lactis (4%), Leuc lactis (3%) etL. bulgaricus(1%) ont

été identifiées comme les especes de bactériaguastimpliquées dans la fermentation du
manioc pour la production de ‘fufu’ au Nigéria (Oyae & odunfa, 1990). Un peu plutard,
les travaux de Olasupo et collaborateurs (1996) pmntnis d’identifié Lactobacillus L.
plantarumF1, F2,L. caseilL3 etL. brevisF4 comme les espéces dominantes au cours de la
production de ‘fufu’.

Alors qu’Okafor (1977) indiguait que le genteuconostocétait le genre de bactérie
lactique le plus fréquemment rencontré au courdadéermentation du manioc pour la
production de ‘gari’, Kostinek et collaborateur9@8, 2007) ainsi qu’Oguntoyinbo (2007)
identifiaient, respectivement,.. plantarum Leuc fallax et L. fermentumainsi queL.

plantarum L. fermentunret Leuc mesenteroidesomme les especes dominantes.

2.2. Boissons alcoolisées

Les plus étudiées des boissons alcoolisées d'Afritpul'Ouest sont les bieres produites a
partir du sorghoorghumbicolor, Sorghunmvulgare, Sorghunguineesg (Steinkraus, 1983 ;
Iwuoha et Eke, 1996). La biére de sorgho est commus divers noms tels que ‘pito’ ou
‘burukutu’ au Ghana et au Nigéria, ‘otika au Nigéridolo’ au Burkina-Faso, ‘tchapalo’ en
Cote d'lvoire et ‘tchoukoutou’ au Bénin (Ekundayb969 ; Chavan et Kadam, 1989 ;
Demuyakor et Ohta, 1991 ; Iwuoha et Eke, 1996 ;&8lmgo-Linganetal., 2007 ; Amanét
al., 2005 ; Kayodéet al., 2007 ; Djéet al., 2008). La production de la biere de sorgho en
Afrique de I'Ouest comprend : le maltage du sordgh@échage, le broyage, la fermentation
lactique, la cuisson, le brassage et la fermemtaticoolique. La biére de sorgho produite en
Afrique de I'Ouest differe de la biere traditionieet’orge en plusieurs points : (i) avant la
cuisson, le moQt est spontanément fermenté pavdeteries lactiques qui donnent un godt
tout a fait acide a la biére finale, (ii) cetterbi@ une consistance assez épaisse en raison d'une
grande quantité d’éléments solides (5-7 %) et eneur en alcool plutdt basse (2-3 % v/v),

(iii) elle est consommée dans un état actif de émaion et a donc une durée de vie limitée
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(Amanéet al, 2005).Lactobacillussp. etLeuc mesenteroidest Lactococcuspp ont été les
principaux micro-organismes identifiés, respectieamlors de la fermentation du sorgho
pour la production de ‘pito’ et ‘burukutu’ au Nig&(Ekundayo, 1969 ; Faparieial., 1973).

Des bactéries lactiques appartenant aux gdraebacilluset Leuconostomnt également
été identifiées au cours de la fermentation dw*@t Ghana (van der Aa Kuhéal., 2001).
Récemment, la flore microbienne dominante au cders¢a transformation du ‘dolo’ et du
‘pito’ sur quatre sites de productions, au Burkifeso et au Ghana a été étudiée (Sawadogo-
Linganietal., 2007). Les résultats ont montré quéermentumétait I'espéce dominante tout

le long du procédé, y compris au cours de l'aadiion. L. delbrueckiissp.delbrueckij L.
delbrueckiissp.bulgaricuset Ped acidilactici ont été aussi détectés mais dans une moindre
mesure. Les principaux micro-organismes impliquéssda fermentation du ‘tchoukoutou’
au Bénin ont été identifiés comme des bactéridglees qui appartiennent exclusivement au

genrelLactobacillus(Kayodéetal., 2007).

3. Role des bactéries lactiques
3.1. Formation de I'ardme et de la saveur

L’analyse bibliographique montre que tres peu deamnx ont été consacrés a I'étude des
composeés aromatiques volatiles des aliments owstmssamylaces et fermentés de I'Afrique
de I'Ouest. L'acétoine et ses dérivés ainsi quéacer composés aromatiques (1-propanol,
acétate d’'isoamyle, acétate d'éthyle, 3-methyl-tabal, acétoine) les principaux composés
volatils identifiés, respectivement, dans la pate wchais fermentée et ‘I'agbelima’,
proviendraient de I'action des bactéries lactiqetegonneraient au produit ses caractéristiques
organoleptiques (Halmtal., 1993 ;Amoa-Awuatal., 1996).

La conversion des sources de carbone en des aoigesiques, alcools et autres
composés d'ardme tels que des esters et des cagaobénylés a été étudiée au cours de la
fermentation lactique pour la production d'alimesitsie boissons fermentés. Les principaux
composes caractéristiques de la saveur de la @d@bemtée de mais ont été identifies comme
étant les acides lactique, acétique, propioniquaustrique (Plahar et Leung, 1982 ; Hadin
al., 1993). Ces auteurs ont aussi montré que leur concentraiait importante dans
I'élaboration du goUt acide et piquant ainsi gaedeptabilité de I'aliment. Ekundayo (1969)
faisait observer que le golt piquant des biére® ‘@t ‘burukutu’ pourrait étre da a l'acide
lactigue produit par les bactéries lactiques pr@&serdans le mo(t de fermentation.
Hounhouigan et collaborateurs (1993a, b) ont inélique I'étape de la fermentation pourrait
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donner au ‘maweé’ son godt caractéristique. Les ngtds organoleptiques dominantes du
‘tchapalo’ produit en Cote d’lvoire ont été récenminétudiées (Djet al., 2008). Les acides
oxalique, citrique, malique, lactique, fumariqugsgipionique ont été détectés durant la phase

de fermentation alcoolique et leur présence pdugtee due a I'action des bactéries lactiques.

3.2. Préservation et innocuité de I'aliment

La fermentation est une méthode de conservationatiegents. Les bactéries lactiques
produisent plusieurs composés antimicrobiens natuee savoir : des acides organiques
(lactique, acétique, formique, phényl-lactique,roégue), le dioxyde de carbone, le peroxyde
d'hydrogéne, le diacétyle, I'éthanol et des baotémes (Messens et De Vuyst, 2002). La
production d'acides organiques au cours de la faiatien entraine une réduction importante
du pH, qui associée a la formation de composésmambbiens détermine la stabilité
microbienne des produits ainsi que la motilité Oestéries pathogénes et d'autres micro-
organismes. Les travaux de Mensah et collaboratél®81) et ceux d’Annan-Prah et
Agyeman (1997) ont suggéreé que la pate de maisfaga pour la production de ‘kenkey’ au
Ghana pourrait constituer une importante barrievetre le développement de bactéries
pathogenes telles qué&scherichia coli, Shigella flexneri Klebsiella pneumoniae et
Staphylococcusaureus Plusieurs travaux ont montré que les acides ajges produits
durant la fermentation du ‘pito’ au Ghana, du ‘tghl@’ en Coéte d’lvoire et du ‘ben-saalga’
au Burkina-Faso, conféraient au produit d’avoir boane stabilité microbienne (Tat al.,
2006 ; Djeetal., 2008). L'action des bactéries lactiques au cderta fermentation contribue
également a I'élimination de composés toxiques cens glucosides cyanogénétiques du
manioc (Holzapfel, 2002). Amoa-Awua et collaborase{i996) ont également rapporté qu'’il
se produisait une détoxification significative duamoc au cours de la production

d*agbélima’ au Ghana.

3.3. Interaction avec d’autres micro-organismes

Dans les aliments ou boissons amylacés et fermdntBAfrique de I'Ouest, les bactéries
lactiques coexistent souvent avec d'autres miqgarosmes. Des exemples de produits
amylacés et fermentés de I'Afrique de I'Ouest, @cdexistence des bactéries lactiques avec
d'autres micro-organismes a été rapportée, somjués dans le Tableau 3. Les bactéries
lactiques et les levures sont les micro-organisduesinants généralement rencontrés dans la

plupart des produits fermentés a base de céréalele enanioc en Afrique de I'Ouest
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(Ekundayo 1969 ; Hounhouigaat al., 1993a ; Leeetal., 1999 ; Oyewole, 2001 ; Kayoads

al., 2007). Le développement des bactéries lactigoesrait étre stimulé par la présence de
composes azotés solubles et de facteurs (vitanBn€0,, pyruvate, propionate, succinate,
acétate) produits par les levures (Nout 1991 ; iLexb Pidoux, 1993). De plus,
I'environnement acide créé par les bactéries laesgfavoriserait la croissance des levures.
Ainsi l'alcool produit par la levure, les acidesquits par les bactéries et I'anaérobiose induite
par la fermentation, permettraient de supprimercheampignons filamenteux et les bactéries
associées a la détérioration des aliments (Memsatl., 1991). Une production de 3,0%
d'alcool et d'acides organiques (lactique, acétifmenique) aprés inoculation de cultures
pures deCandidasp.,Geotrichumcandidumet Lactobacillussp. au cours de la production de
‘pito’ au Nigéria a été démontrée (Ekundayo, 196%ction des levures et des bactéries au
cours de la fermentation du sorgho a permis d’abten‘tchoukoutou’ avec un pH et un goat
caractéristique (Kayodét al., 2007). Oyewole (2001) avait signalé que la sanse de la
soucheL. plantarumavait été considérablement améliorée par la poésde Ckruseiau
cours de la fermentation du manioc pour la produactie ‘fufu’. Au cours de la fermentation
du manioc pour la production d*agbelima’, une adtare deL. plantarumet C. tropicalis
permettait une dégradation plus rapide de la limamaacontrairement a une monoculture

constituée de chacune des souchesdtal, 1999).

3.4. Influence sur la valeur nutritionnelle

L’action des bactéries lactiques au cours de ladatation a aussi un impact sur la valeur
nutritionnelle des produits fermentés de I'Afrigde I'Ouest, a travers la réduction de facteurs
antinutritionnels qui affectent la biodisponibilities minéraux. Récemment, les travaux de
Kayodé et collaborateurs (2007) ont montré queapétde fermentation contribuait a une
réduction significative de la teneur en phytates@urs de la production de ‘tchoukoutou’. La
réduction de la teneure en phytates (approximaever5%) observée, serait due a I'action
des bactéries lactiques et 8accharomyceserevisiag(ajouté comme ferment au cours de la
fermentation). Parallelement a ces modificationse uneilleure solubilité du fer a été
observée, et une corrélation entre la solubilitdediet celle des phytates a été établie R
0,85). A la fin du processus de production du ‘saatga’, des réductions de 75% et 83% des

teneurs en phytates et raffinose ont été respeatimeobservées (Taat al, 2006).
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Tableau 3 : Association entre les bactéries laegpt d’autres micro-organismes dans les alimento@sons amylacés et fermentés de I'Afrique Qeidist

Type de produit Nom du produit Micro-organisme$ Références

Produis non-alcoolisé
Aliments a base de céréales

‘banku’ BA®, Levures , moisissures Beuchat, 1983.
‘ogi-baba’ BA, Debaryomycehansenij Candidakrusei Akinrele, 1970.
‘ogi’ BA, CorynebacteriumAerobacter Candidamycoderma Saccharomyces Sannietal., 2002.
cerevisiag Rhodoturula CephalosporiumFusarium Aspergillus Penicillium
‘kunun-zaki’ BA, Saccharomyces cerevisiae Efiuvwevwere et Okano, 1995.
‘gowé’ BA, Kluyveromycesnarxianuset Pichiaanomala Viéra-Dalodéetal., 2007.
‘obiolor’ BA, Bacillusspp., levures Achi, 1990.
Aliments a base de manioc
‘agbelima’ BA, Candidatropicalis Amoa-Awua et Jakobsen, 1995.
BA, Bacillusspp. Lei etal., 1999.
‘attiéké’ BA, Bacillusspp., levures, moisissures Assanvoetal., 2006.
BA, Candida tropicalis Coulinetal., 2006.
‘gari’ BA, Corynebacteriunspp. ,Geotrichumcandidum Collard et Levi, 1959 ;
Collard, 1963.
Boissons alcoolisées
‘pito’ BA, Candidasp., Geotrichumcandidum Ekundayo, 1969.
‘burukutu’ BA, Candidaspp., Saccharomyceserevisiae Chavan et Kadam, 1989.
‘tchoukoutou’ BA,Saccharomyceserevisiae Koyodéetal., 2007.

? les micro-organismes autres que les bactérigs|lmst identifiés au cours de la fermentation

PBA : bactéries lactiques
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3.5. Influence sur la structure de la matrice alimetaire

L’analyse bibliographique montre que trés peu deanx ont été consacrés a I'étude de
I'impact de la fermentation sur la structure desdpiits amylacés et fermentés de I'Afrique de
I'Ouest. Les bactéries lactiques hétéro-fermergageraient probablement responsables du
gonflement et de la structure poreuse du ‘mawe’l@dmais d’'une production de gaz (gO
(Nago et Hounhouigan, 1990). Cette structure perelis ‘mawe’ est souhaitable, car elle
facilite la désintégration des particules au calesla préparation d'un autre produit dérivé
I*aklui’ (bouillie parsemée de grumeaux). La femtation du manioc pour la production
d*agbelima’ permettrait au produit d’avoir a laisoson golt et sa texture caractéristique
(Amoa-Awua et Jakobsen, 1995).

3.6. Propriétés probiotiques

En 2001, un comité d’experts de I'Organisation Nesions Unies pour I'alimentation et
I’Agriculture (Food and Agricultural OrganizatioRAO) et de I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) définissait les probiotiques commendieso-organismes vivants, qui, lorsqu’ils
sont consommeés en quantité suffisante dans I'aiatien, ont un effet bénéfique sur la santé
de I'néte (FAO/WHO, 2001). Cette derniere défimticomprend les hoétes tant humains
gu'animaux et ne se limite plus aux activités deniaroflore colique, mais concerne aussi
d’autres parties du corps et certains parametresuimologiques. L'aptitude a étre actif dans
le site d’action visé et a apporter un réel béméfiour le consommateur détermine donc la
véritable efficacité d’'un probiotique. Les souchde bactéries lactiques probiotiques
proviennent des aliments et appartiennent prineipaht aux genredactobacillus et
Bifidobacterium Les effets bénéfigues de ces souches probiotiquesla santé du
consommateur, notamment I'amélioration de la digestlu lactose, I'équilibration de la
microflore intestinale, la prévention ou le racaossement de la durée de la diarrhée
(notamment les diarrhées provoquées par le rowveu par Clostridium difficile, la
diminution du risque d’allergie alimentaire, lanstilation et la modulation du systeme
immunitaire, I'amélioration de la maladie inflammiaé intestinale et la prévention du cancer
n’'ont toutefois été démontrées que pour un nombrgél de souches. Ces effets sur la santé
peuvent s’expliquer par des mécanismes tels quaimes activités microbiennes spécifiques
(production de certaines enzymes ou facteurs dissamce), des interactions microbiennes
(production de peroxyde d’hydrogene, acides orgasqet peptides antibactériens), des

interactions avec I'épithélium intestinal (concumce pour les récepteurs situés sur
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I'épithélium intestinal) et des interactions avecslystéme immunitaire. Si certains de ces
effets sur la santé sont déja largement étabkstcés ne le sont pas du tout encore (De Vuyst
et al, 2004). Ainsi, les perspectives d'utilisation geeduits amylacés et fermentés comme
source de probiotiques sont immenses en AfriquéQigest. Malheureusement, trés peu
d’études ont jusqu’a présent montré des preuves effet probiotique lié a I'ingestion des
aliments fermentés Ouest-Africains. Une seule éaudaalysé I'impact de I'utilisation de la
bouillie de mil appelée ‘koko’ associée a I'admirasion d’antibiotiques sur la diarrhée
infantile au Ghana (Leet al., 2006). Les résultats ont montré que I'adminisira du
traitement n’avait aucun effet sur la fréquence sldies et la durée de la diarrhée les cing
premiers jours. Cependant, une légére amélioratiété notée au bout de deux semaines chez
les enfants traités (bouillie + antibiotiques) caitement & ceux qui n’ont pas recu la bouillie
ou les antibiotiques. Ces auteurs concluaient gukoko’ associé aux antibiotiques jouerait
un réle important dans la prévention des diarreégmstro-entérites aigués chez les enfants et

gu'il pourrait aider a réduire la diarrhée persista

4. Utilisation des bactéries lactigues comme cultes starters
4.1. Définition et critéres de sélection

Les cultures starters peuvent étre définies comras préparations microbiennes
concentrées constituées de un ou plusieurs migaasmes viables, se caractérisant par des
propriétés physiologiques et métaboliques particedi et capables d’induire les changements
désirés dans le substrat (Holzapfel, 1997). L'ticdion de cultures starters de bactéries
lactiques au cours de la fermentation doit teningte des criteres d'amélioration du procédé
de transformation et de la qualité des produitsasets: (i) une accélération des activités
métaboliques (acidification ou production d'alcodfj) I'amélioration et le contréle du
processus de fermentation, (iii) la formation dasactéristiques organoleptiques désirées, (iv)
une amélioration de la sécurité et la réductios désques hygiéniques et toxicologiques
(Holzapfel, 1997). Selon ce dernier, la sélecti@s douches doit aussi tenir compte des
interactions possibles dans des cultures mixtedewlecomportement dans des conditions
définies et sur la matiére premiere. Toujours sédoméme auteur, d’'autres facteurs peuvent
aussi intervenir, notamment : (i) la compétitivitg,viabilité et la survie, (ii) 'antagonisme
avec les agents pathogenes et la flore microbiderdgtérioration, (iii) le taux de production
d'acide ou d'alcool, (iv) les modifications orgaqilques, (v) les métabolites primaires de la
fermentation, (vi) la dégradation des facteursrantitionnels, (vii) la détoxification, (viii) les
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propriétés probiotiques. En ce qui concerne ledyite amylacés et fermentés de I'Afrique de
I'Ouest, une importance a été accordée a la sefedes bactéries lactiques sur la base de
leurs propriétés fonctionnelles a savoir : I'acgévamylolytique (production di-amylase), la
production de bactériocines et de peroxyde d’hyeineg I'utilisation de sucres indigestibles
(raffinose, stachyose), la réduction des compogéaagenes et la réduction rapide du pH
(dés les premiéres heures de la fermentation) (Sztrad., 2002 ; Kostineket al., 2005 ;
Oguntoyinbo, 2007). Parmi toutes, I'activité amyt@ue est frequemment choisie comme le
principal critere de sélection de la souche (Olasapal., 1996 ; Agatiet al., 1998 ;
Hounhouiganet al., 1999 ; Sanniet al., 2002). La capacité d'une bactérie lactique
amylolytique, sur une matiere premiere amylacéam&liorer la disponibilité des sources
d'énergie pour les autres bactéries lactiques nopedytiques, a contribuer a une rapide
diminution du pH et a fournir des propriétés rhéaloes deésirées au produit, sont les

principales raisons qui militent en faveur de ceixh

4.2. Avantages

Depuis plusieurs années les efforts d’amélioratinmodernisation et de controle de la
production de la majeure partie des aliments ogdamis amylacés et fermentés de I'Afrique
de I'Ouest, étaient portés sur les aspects techimples (mécanisation, conditionnement et
stockage du produit fini) et nutritionnels (ajow protéines et vitamines) (Adeniji et Potter,
1978 ; Owusu-Ansalket al., 1980 ; Plahar et Leung, 1983). Actuellement,fé&mentations
spontanées sont de plus en plus remplacées paordereux essais d’inoculation avec des
starters de micro-organismes (bactéries lactiqikes éevures). Les exemples de produits
amylacés et fermentés de I'Afrique de I'Ouest oa deuches de bactéries lactiques ont été
isolées et, par la suite utilisées avec succes emuitures starters (associées a d’autres
micro-organismes ou non) au cours de la fermemasont indiqués dans le Tableau 4. Ces
essais ont montré des changements notables aessiabi cours de la fermentation qu’au
niveau du produit fini, comparés a ceux réalisésloienus selon le procédé traditionnel. La
réduction du temps de fermentation, I'inhibitionsdenicro-organismes pathogénes et
'obtention d’'un produit de qualité organoleptiqaeceptable et reproductible sont les
changements majeurs souvent obtenus. Par exengpigiésOuattara et collaborateurs (2009)
viennent de montré que I'inoculation de la farireerdil enrichie d’arachide avec la souche
amylolytiqueL. plantarumA6, au cours de la préparation de ‘ben-saalgaBaukina-Faso,

oy

permet d’obtenir une bouillie de haute densité gétjue, de consistance liquide et de qualité
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constante. Pour ces auteurs, l'utilisation des lbesiiainsi obtenues permettrait d’améliorer
les apports en énergie et nutriments essentielsenfzmts pendant la période de sevrage.
L’utilisation d’'une culture starter permet dansnkemble de réaliser un meilleur contréle de
la fermentation et une standardisation du proceddéalrication. Ainsi un produit sain, de
qualité organoleptigue constante et acceptable p@énat fourni au consommateur. Les
possibilités de relancer I'agriculture par la tfansation locale des produits vivriers, de
répondre a l'alimentation urbaine en favorisantdarniture de produits traditionnels ainsi
que la création potentielle d'emplois et la gémematle revenus, sont entre autres des

avantages socio-économiques a ne pas négliger.

4.3. Préparation et conservation

La majeure partie des bactéries lactiques utilissmsme cultures starters dans les
produits fermentés de I'Afrique de I'Ouest est adlmite au cours de la fermentation sous la
forme d’'une suspension fraiche de cellules (TabBauEn général, I'inoculum est obtenu
apres 24h de croissance (bouillon Man Rogosa Skiarpg colonie isolée sur milieu gélosé,
suivi d’'une centrifugation et d’'une dilution danseusolution salée stérile pour obtenir la
concentration voulue. La conservation de ces sissp@s microbiennes, dans un état actif, sur
de longues périodes est une étape cruciale poupraigue uniforme de la fermentation.
Malheureusement, trés peu d’études ont jusqu’a@ptégalisé des essais de conservation des
micro-organismes utilisés comme cultures startens Adrique de I'Ouest. Okafor et
collaborateurs (1999) ont étudié la survie, seuleaucombinaison, de. coryneformis L.
delbrueckiiet Saccharomycesp., isolés au cours de la production de ‘gauit,des substrats
amylacés déshydratés (igname, manioc, taro, raj’yjgcomme support de conservation de
ces micro-organismesAprés 16 semaines de stockage, 75% a 85% des origasismes
avaient survécu dans l'igname, le taro et le man@uis que 40% a 65% avaient survécu
dans le riz et le ‘gari’. Le stockage a basse teatpée (4°C) des souches dans l'igname, le
manioc et le taro n‘améliorait pas la survie cantraent a un stockage a température
ambiante. Cependant des améliorations de 10% et &9% viabilité des souches étaient
obtenues, respectivement, pour un stockage a 4i€ldaiz et le ‘gari’.
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Table 4 : Les souches utilisées comme culturetessaglans les aliments ou boissons amylacés eefeéémde I'Afrique de I'Ouest

Type de produit Nom du produit Micro-organisme$ Préparation du starter Changement nbtés Références

Produit nor-alcoolisé
Aliments a base de céréales

‘kenkey’ LactobacillusfermentunLB-11 poudre lyophilisée 1), (2), (3) Annabtal., 2003.
‘ogi’ L. acidophilusDK77 etL. pentosuDK99 4), (5), (12) Olukoyatal., 1994.
‘mawe’ Lactobacillus fergnrzr\;}gmu Lactobacillus susperéglmggamhe de (6), (10) Hounhouigaetal., 1999.
. , Lactobacillusplantarum6.1 ou suspension fraiche de .
ben-saalga Lactobacillus plantaruni\6 cellules (7). (8). (9) Songré-Ouattaet al, 2009
Boisson & base de céréales
. 4 Lactobacillusfermenturm025 et suspension fraiche de - .
gowe KluyveromycesnarxianusY815 cellules (1), A1) Viera-Dalodétal., 2008.
Aliments a base de manioc
Lactobacillusplantarum Lactobacillus suspension fraiche de
‘agbelima’ brevis Lactobacillusfermentunet P cellules (4), 11)° Amoa-Awuaetal., 2005.
Leuconostoenesentroides
fufu’ Lactobacillus plantarum F#t suspension fraiche de 4), (12) Ogunbanwcetal., 2004.
LactobacillusbrevisOG1 P cellules
Lactobacillus plantarunsL14, SL19 (13) Sobowale et Oyewole, 2008.
‘gari’ Lactobacillus _delbrucku Lactobacillus suspension fraiche de (1), (13), (14), (15) Okafoet al, 1998 a, b
coryneformiset Saccharomycesp. cellules
Boisson alcoolisée
Dito’ Lactobacillus plantarum et suspension fraiche de (1), (6), (11) Oriietal.. 2003
P Saccharomyces cerevisiae cellules T J "

? Les bactéries lactiques et d’autres micro-orgaesm

® Comparé au procédé traditionnel de fabricatiom{éertation spontanée) ou au produit obtenu pardedaié traditionnel

¢ Lorsque la pate de manioc fermentée est additededa pate de mais fermentée

(1) réduction du temps de fermentation, (2) impaegproduction d’acides lactique, (3) croissaraygde de la flore lactique, (4) inhibition de migganismes pathogénes, (5)
réduction de la durée et de I'intensité de la tiéerinfantile, (6) meilleur control du procédé deduction, (7) acidification rapide, (8) importatitgdrolyse partielle de I'amidon, (9)
produit de qualité constante, (10) produit de géalbnstante et moins apprécié, (11) caractériesiquganoleptiques acceptables, (12) amélioratiota étabilité du produit, (13)
bonne appréciation du produit, (14) réduction ingate des composés cyanogenes, (15) amélioratitantdeeure en lysine.
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4.4. Perspectives

La suppression du stade de préparation de l'inocwonstituerait un réel progrés pour les
unités de production locales, dans la mesure @s giburraient disposer de suspensions
bactériennes concentrées suffisamment actives @oerajoutées directement a la matiére
premiere en lieu et place du levain traditionnes. [ius, pour qu'une suspension concentrée
de bactéries lactiques puisse étre utilisee dimeeté dans le processus de fabrication, il est
essentiel que le peuplement et l'activité de cigpension soient non seulement trés élevés
mais également tres stables dans le temps. Il adémontré que des techniques de
déshydratation telles que la lyophilisation perewtide conserver la viabilité et I'activité des
souches de bactéries lactiques sur de longuesdeéride conservation (Champaggtel.,
1991 ; King et su, 1993). Dans une étude réalisé®émégal, Totté et collaborateurs (2005)
ont étudié la possibilité de réaliser la fermentatcontrélée du mil pour la production de
‘céré’, ‘ciakri’ et ‘arraw’ a I'aide d’'une bactériactique lyophilisée. Les résultats de I'étude
ont permis I'élaboration d'un guide pour l'utiliga du starter lyophilisé en vue de
'amélioration des produits fermentés traditionrielsase de mil au Sénégal. Par ailleurs, ces
auteurs ont aussi indiqué que I'utilisation deecétictérie lyophilisée était une alternative trés
efficace, d'une grande commodité d’emploi et d’'wutcréduit (moins de 5% du prix de
revient) pour les unités de production localestilisation de bactéries lactiques lyophilisées
au cours de production de produits fermentés eimqédrde I'Ouest pourrait étre envisagée
afin de dissocier I'étape de leur préparation die cke leur utilisation.

5. Conclusion

Les bactéries lactiques sont les micro-organisn@sirtants retrouvés au cours de la
fermentation de la majeure partie des alimentsassbns amylacés fermentés de I'Afrique
de I'Ouest. Leurs principales fonctions comprennkntproduction d’'acides organiques,
d’alcool et de composés aromatiques ainsi que @autffets tels que la stimulation des
levures, [linhibition des micro-organismes pathcggen 'amélioration de la qualité
nutritionnelle, les propriétés probiotiques, I'éadtion de la texture de l'aliment et la
dégradation des composés toxiques. Afin d’améliaerde contrbler le processus de
production et particuliérement I'étape de la fertagan, des cultures starters sont de plus en
plus utilisées. Cependant, la plupart de ces msdtstarters sont introduites au cours de la

fermentation sous la forme de suspensions bacté&sefraiches difficiles a conserver sur de
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longues périodes. Pour pallier a ce probleme,lisation de cultures starters lyophilisées,

actives et stables au cours de leur stockage, gabétre envisagée.
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Synthese 2

OBJECTIF

Des bactéries lactiques des genreactobacillus Weissella et Leuconostocont été
précédemment isolées au cours de la fermentatiomahioc pour la production de ‘gari’
(Kostineket al, 2005). Nous nous intéresserons ici au gevieessellaLes bactéries lactiques
appartenant au genieissellasont isolées de sources trés diverses et ontdonmg été
considérées comme appartenant au géeweconostoclLes récentes avancées en biologie
moléculaire ont permis de clarifier la phylogénes dactéries regroupées au sein du genre
Weissella Leurs roles dans la production de substancesantibiennes ainsi que dans la
formation de I'arébme et de la texture de certainsdpits alimentaires expliquent l'intérét
grandissant qui leur est accordé. Cette mini-repiésente une mise a jour des données
disponibles en ce qui concerne leur taxonomie, fenitat, leurs caractéristiques générales,
caractéres structuraux et propriétés fonctionnedessi que leur production et conservation.

Des exemples de leurs utilisations comme cultusesess seront fournis.
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Les bactéries lactiques : le genre  Weissella

Résumé

Cette mini-revue présente une mise a jour des dasngeér les bactéries lactiques du genre
Weissella en ce qui concerne leur taxonomie, leur habigatrs caractéristiques générales,
caractéres structuraux et propriétés fonctionnetassi que leur conservation et production.
Des exemples d'utilisations actuelles de ces biastétomme cultures starters dans les

aliments ainsi que comme probiotiques, sont fournis

Mots clés : Bactéries lactique¥/eissella acides organiques, culture starter, fermentation,

composés aromatiques.

Lactic acid bacteria : the Weissella genus

Abstract

This review presents up to date comprehensive dataut Weissella relative to their
taxonomy, habitat, general characteristics, stratttharacteristics and functional properties
as well as their production and conservation. Sexamples of their current use as starter

cultures in food and as probiotics are indicated.

Keywords : Lactic acid bacterislyeissella organic acids, starter culture, fermentationpaao

compounds.
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1. Introduction

Les especes de bactéries lactiques appartenanerae \Yeissellasont constituées de
courts bacilles se présentant par paires ou coahawes, anaérobies facultatives, catalases
négatives, hétéro-fermentaires strictes. En se nbasar les méthodes traditionnelles
d’identification des souches (caractérisation plygrique, méthodes physico-chimiques), les
bactéries du genr@V/eissellaont longtemps été considérées comme appartenageme
LeuconostocLes bactéries du genteeuconostooou Weissellase différencient des autres
bacilles hétéro-fermentaires par la présence dalaaine et/ou une sérine dans le pont
interpeptidique du peptidoglycane (Colliesal., 1993). Cependant, il est plus difficile de
faire la différence entre les bactéries du gemmeconostoet celles du genré/eissella Les
récentes avancées en biologie moléculaire ont gedmiclarifier la phylogénie des bactéries
regroupées au sein du gehveissellaCollinsetal., 1993).

Les espéces du genr@/eissella sont des micro-organismes qu’'on trouve dans
'environnement, généralement dans les végétaupair de cet environnement naturel, ils
peuvent étre disséminés dans différents produisleelait cru, les produits viandeux et le
sucre de canne (Sametdisal, 2000 ; Bjorkrothet al, 2002). Des especes du geweissella
ont également été isolées du sol, des eaux uséeks doue de machines utilisées dans
l'industrie laitiere, dans les plantes des réga#sertiques, ainsi que de la bouche, des feces et
de l'intestin de I'homme et des animaux (Holzapfetan Wyk 1982 ; Kandlezt al., 1983 ;
Bjorkroth et al, 2002). Certaines especesWeissellaont été occasionnellement isolées de
prélevements soumis a des laboratoires de badgigokt de plusieurs hémocultures (Olano
etal., 2001). Dans la trés grande majorité des casdeshes d&Veissellasp. sont associées
a d'autres bactéries et/ou sont isolées chez diensasouffrant de pathologies chroniques et
sont généralement considérées comme non pathogenes.

Leurs roles dans la production de substances amtibiennes ainsi que dans la formation de
'arbme et de la texture de certains produits atitaees, expliquent I'intérét grandissant qui

leur est accordé.

2. Taxonomie

Des études phylogénétiques, basées sur les séquigrRNr 16S et 23S, ont montré
gue les espéces du gerreuconostocsont hétérogénes et peuvent étre divisées en trois
groupes : un groupe comprendmuc paramesenteroidesin groupe formé pdreuc oeni

(actuellement reclassé dans le ger@enococcus et un groupe rassemblarteuc
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mesenteroidegespéce type du genre) ainsi que les autres espRceenreLeuconostoc
(Martinez-Murcia et Collins 1990 ; Martinez-Murciet al, 1993). Ces études révélaient
également que cing espéeces hétéro-fermentairesedre factobacillus (L. confusus L.
halotolerans L. kandleri L. minor et L. viridescen} étaient apparentées heuc
paramesenteroide€n 1993, Collinset al. réalisent une étude taxonomique sur des souches
bactériennes ressemblant a desiconostocsp. et isolées de saucissons secs fabriqués en
Grece. L'étude des séquences des ARNr 16S perndasker ces souches dans le groupe
constitué parlLeuc paramesenteroideset les cing especes de lactobacilles hétéro-
fermentaires. En se basant sur les résultats deélewle et sur les résultats des études
antérieures, Collinget al. transférent I'ensemble de ces espéces dans Meawowenre
Weissellaet ils proposent la création de six nouvelles espdV. confusa W. halotolerans

W. kandleri W. minor, W. viridescenset W. paramesenteroidg¢gour reclassdr. confususL.
halotolerans L. kandleri L. minor, L. viridescenset Leuc paramesenteroideainsi que la
création d'une nouvelle espéedd. (hellenicd pour les souches isolées de saucissons grecs.
Ultérieurement, six nouvelles espédéscibaria, W. ghanensisW. kimchii, W. koreensisW.

soli et W. thailandensisont été placées dans le geWeissella Ces six taxons ont été inclus
dans le genr&Veissellasur la base des résultats des homologies ADN-ADiNIeséquencage
des ARNr 16S. En 2004, Ennahar et Cai montrent\Wueibaria et W. kimchii constituent

une unique espece, qui en fonction des reglesidet@y doit étre appeléd/. cibaria. Ainsi, il

y a actuellement 12 espéces dans le géfeissellaW. cibaria, W. confusa W. ghanensisW.
halotolerans W. hellenicg W. kandleri W. koreensisW. minor, W. paramesenteroidedn.

soli, W. thailandensisW. viridescens

3. Origine et habitat

Les bactéries lactiques appartenant au gélessellasont isolées de sources tres
diverses. Nous nous intéresserons ici aux soudwées dans les produits alimentaires.
Différentes especes dé/eissellaont été isolées des végétaux frais, végétaux adufs
céréaliers fermentés, produits carnés et charestainsi que des poissons fermentés et
produits laitiers comme indiqué dans le TableaulL'&spece W. paramesenteroidegst
abondante dans les végétaux frais et semble jauedla dans les premieres phases de la
fermentation des ensilageA. halotolerans W. hellenicaet W. viridescenssont couramment
isolées de viandes séchées ou fumées ou de prattuitharcuterie comme les saucissons
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secs.W. viridescengpeut étre responsable d'un verdissement des psochrinés (Samelist

al., 1998). Ce verdissement résulte de la produdbaciérienne d'eau oxygénée et d'une
exposition a I'oxygéne de l'air qui provoquent ogdation de la myoglobine. Un peu plus
récemment, les especds cibaria, W. confusa W. viridescenset W. paramesenteroidesnt

éte isolées du lait cru appelé ‘iben’ au Maroc (@ylari etal., 2008).

Tableau : Exemples d'especes Weisselli isoléesdans les produits alimentai

Especes Origine Références

Weissellecibaria ‘plaa-Som’ (poissons fermentés rentrant Srionnualet al, 2007
dans la préparation de repas), Thailande

Weissellgparamesenteroides gari (semoule de manioc fermentée),  Kostineketal., 2005, 2007
manioc fermenté, Bénin, Kenya

Weissellaconfusa ‘gowé’(boisson non alcoolisée a base deviéra-Dalodéetal, 2007
sorgho fermentée), Bénin
‘koko’ (bouillie de millet fermentée), Lei et Jakobsen 2004
Ghana Mortazavietal., 2007
Lait de brebis, Iran Matharaetal., 2004
‘kule naoto’ (lait fermenté), Kenya Bjorhrothetal., 2002
cannes a sucre, de jus de carottes
Weissellaghanensis feves de cacao fermentées, Ghana Ceainail, 2007 ;
De Bruyneetal., 2008
Weissellahailandensis plaa-Som (poissons fermentés rentrant Tanasupawadtal., 2000
dans la préparation de repas), Thailande
Weissellaviridescens jambon, charcuteries Milbourne, 1983
Weissell&koreensis kimchi (plat de légumes fermentés a baseeeetal., 2002
de chou, radis, navet ou concombres),
Corée

4. Caractéristiques générales

Les especes du gernveeissellasont constituées de courts bacilles ou de cocdtdsaou
des coques ovoides, a Gram positif, se présergamiadiére isolée ou groupés par deux ou en
courtes chaines, non sporulés, immobiles, catal@gmtive V. paramesenteroidepeut
produire une pseudo-catalase lorsqu'elle est éatisur un milieu pauvre en glucose),
oxydase négative. Ce sont des bactéries hétérmiftames strictes ; elles fermentent les
hexoses (voie hétéro-fermentaire de la 6-phosphoghte déshydrogénase/phosphocétolase)
en acide lactique, acide acétique ou éthanol etydm de carbone et dégradent les pentoses
(voie hétéro-fermentaire de la glycéraldéhyde-3sphate / pyruvate kinase / lactate
déshydrogénase) en acide acétique et en acidguactCes bactéries produisent du dioxyde
de carbone lors de la fermentation du glucose egldaonate. Ce sont également des
bactéries anaérobies facultatives, chimio-orgapbies, capables de croitre a 15°C et ayant

des exigences nutritionnelles complexes. A=ssellasp. ont une bonne croissance sur un
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bouillon MRS (Man Rogosa Sharp) et les coloniesobés sur milieu MRS gélosé sont
rondes, |[égerement convexes, a contour régulierjypsantes et leur diamétre est inférieur a

1mm.

5. Caractéres structuraux

L’examen d'une bactérie lactique met en évidenceabties essentielles : la paroi
cellulaire, la membrane cytoplasmique, le cytopkastas ribosomes et I'appareil nucléaire
(chromosome et plasmide). L'analyse de ces compmaidaires est devenue un instrument
essentiel pour la classification et I'identificatides bactéries. Nous nous intéresserons ici a la
composition de I'enveloppe cellulaire des bactéaetiques du genréd/eissella

5.1 La paroi cellulaire

C’est une enveloppe de 20 a 40 nm d’épaisseur,gadi@ a I'eau, aux sels minéraux et
aux métabolites, qui conféere a chaque bactérieosaef caractéristique et sa résistance
mécanique. Elle est principalement constituée g¢igmglycane ou de muréine (Figure 1). Le
peptidoglycane forme autour de la cellule un fenailles plus ou moins serrées qui entoure
la bactérie a la maniere d'un sac. Ce réseau pgiase de chaines de glycanes reliées entre
elles par des chainons peptidiques. Les chainopsidgpies sont constitués d'unités
tétrapeptidiques reliées entre elles par des pantsrpeptidiques. La structure du
peptidoglycane est importante pour la taxonomieldeséries a Gram positif et notamment
desWeissella Les bactéries du genteeuconostomu Weissellase différencient des autres
bacilles hétéro-fermentaires par la présence dalaaine et/ou une sérine dans le pont
interpeptidique du peptidoglycane (Colliesal., 1993). La paroi cellulaire comporte aussi
d’autres constituants : acides gras cellulairea gPb6), enzymes impliquées dans la synthése

du peptidoglycane, acides téchoiques, acides tphotques, protéines, polysaccharides, etc.

5.2 La membrane cytoplasmique

C’est une enveloppe souple de 7 a 9 nm immédiateatjacente a la face interne de la
paroi dont elle se distingue par un espace pénptage clair. Elle contient principalement
des phospholipides (30 a 40 %) et des protéinesa(80 %). Elle isole le cytoplasme du
milieu extérieur, et constitue une barriere hydalmh et osmotique. L'eau et les petites
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molécules hydrophiles diffusent librement, tandie des plus grosses molécules hydrophiles
la franchissent par I'intermédiaire de transpogquiotéiques (ou perméases). Outre son role
de barriére, la membrane exerce de multiples fonstgrace aux nombreuses enzymes qui lui
sont associées : enzymes des chaines respirafmrescases, ATPases, phosphotransférases,
enzymes impliquées dans la synthése de la paméspili, etc. Elle joue donc un role de
régulateur dans le métabolisme de la cellule (Ye=&§b3).

Ei- i -

PRI TR
SBEEE 448484/ 444

PIARRY
81884

& Phaspholipide

Membrane cyloplasmique

( t D Protéines structurales et enzymatiques

W Protéine liant les pénicillings (PLP ou PBP pour penicillin binding protein)

[ Peptidoglycane

.i Acide lipotéchoique
L]

Imuide- iéchoique

Figure 1Schéma de la paroi d'une bactérie a Gram p

5.3 Les lipides membranaires

5.3.1 Les phospholipides

Ce sont les constituants majeurs de la membramaplegimique (30-40% de la masse). lls

sont essentiellement formés d'un glycérol lié admides gras et a un groupement phosphate
(glycérophospholipides). Les phospholipides différdes uns des autres par le type d'acides
gras rattachés au glycérol. Généralement, un des algdes gras est saturé et l'autre ne I'est

63



IntroductionSynthése 2

pas. lls different aussi par différents groupemesiteniques qui peuvent se rattacher au
groupement phosphate. La portion glycérol et phatgpke la molécule est dite hydrophile
(qui aime l'eau) alors que les acides gras sontopyabes (qui n'aime pas I'eau). Les plus
importants des glycérophospholipides sont : la phasdylcholine (PC), la
phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphatidylgé(irS), le phosphatidylinositol (PI), le
phosphatidylglycérol (PG), diphosphatidylglycér@RG). le PG (80-94% du total des
phospholipides) et le DPG (5-9%) ont été identiiéexme les principaux phospholipides de
la membrane cellulaire d&. paramesenteroideBSM 20288 (Limonetetal., 2004).

5.3.2 Les acides gras

c o
OO /“\/\/\/j
g l
I N,

[ ST e P
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@\ L

Figure 2 : Les principaux acides gras cellulaires
des bactéries lactiques du genre
LeuconostaWeissella (a) acide palmitique,

(b) acide palmitoléique, (c) acide stéarique, (d)
acide oléique, (e) acide linoléique, (f) acide

linolénique.
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Un acide gras est une molécule formée d'une chd@nearbones liés a des hydrogenes
(hydrocarbure) terminée par un groupement acideQB)0 Les acides gras sont dits saturés
lorsque les liaisons entre les carbones sont sg1(pkes de doubles liaisons) et monoinsaturés
ou polyinsaturés lorsqu’ils comportent respectivetneine ou plusieurs doubles liaisons.
L’étude des profils d’acides gras de membrane le@lu par chromatographie en phase
gazeuse permet de différencier les espabkesvirididescens W. paramesenteroidesw.
hellenicad’autres espéces non-identifiablesvileisselladans la viande (Sameks$al., 1998).
Les principaux acides gras de la membrane des rimctdactigues du genre
LeuconostotWeissellaont été identifies. Ce sont principalement degslexcigras saturés
[acides palmitique (C16:0), stéarique (C18:0)], miosaturés [acides palmitoléique (C16:1),
oléique (C18:1)] et polyinsaturés [acides linol&@(C18:2), linolénique (C18:3)] (Figure 2)
(Samelisetal., 1998 ; Coulibalyetal, 2009).

6. Propriétés fonctionnelles

La production de métabolites et la dégradationaitames substances par les bactéries du
genreWeissella sont des propriétés qui permettent d’amélioregualité et la stabilité des

produits alimentaires.

6.1 Dégradation des facteurs antinutritionnels
6.1.1 Les oligosaccharides

Les céréales et plus spécialement les légumeseometnt des oligosaccharides tels que le
raffinose et le stachyose qui peuvent causer daaldhces, diarrhées et indigestion chez
’'homme. Ces oligosaccharides ne sont pas totalemerpas du tout éliminés durant les
étapes de production de l'aliment (germinationmnpage, fermentation) ou la cuisson. Les
liaisonsa-D-galactosidiques peuvent étre hydrolysées pau-galactosidases produites par
les bactéries lactiques du genieissella(Milliere et al. , 1989). Des études récentes ont
montré que seules les souches appartenant auxsgeueonostoVeissellaisolées au cours
de la fermentation du manioc, pouvaient a la fdidisar le raffinose et le stachyose
contrairement aux espéckeactobacillusplantarum L. pentosuset L. fermentumKostineket
al., 2007).
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6.1.2 Les glucosides cyanogénétiques

La linamarine et la lotaustraline sont les glycesidyanogénétiques du manidtafihot
esculentaCrantz). L’hydrolyse de ceux-ci par la linamarasedogene du manioc libere
I'acide cyanhydrique (HCN) dont la toxicité a langent été démontrée. Plusieurs travaux ont
été menés dans le souci de trouver des solutions muire la quantité de composés
cyanogenes a des teneurs acceptables. Il a éténténgue la quantité de linamarase
endogene du manioc ainsi que les étapes de tramaion traditionnelles (broyage, pressage,
cuisson, séchage) étaient insuffisantes pour péenetne dégradation compléte des
glycosides cyanogénétiques (Ikediobi et Onyike )9B2ar ailleurs, il a été observé par les
mémes auteurs, que l'ajout de linamarase exogaaatda fermentation permettait de réduire
la toxicité des aliments et enfin, il a déja été min évidence que certains microorganismes
(levures, bactéries, champignons) étaient capatideslégrader la linamarine (Ikediobi et
Onyike1982 ; Okafor et Ejiofor 1986, 1990). La limarase est ung-glucosidase qui a son
optimum d'activité a pH 5,5 — 6 et qui est détraife2°C (Bourdouetal., 1980). Des travaux
récents ont montré que les souckiégparamesenteroidelsC18, LC11 isolées au cours de la
fermentation du manioc exprimaient une actipiglucosidase (Kostine&tal., 2007). Ainsi,
l'inoculation du manioc avec une souche Weissella possédant une activité linamarase,
devrait permettre d'améliorer les performances dithlyse de la linamarine et de la

lotaustraline durant la fermentation et diminu@rsala toxicité des aliments obtenus.

6.2 Activité antimicrobienne

La production d’acides lactique et acétique parblastéries du genr@/eissella(hétéro-
fermentaires strictes) entraine une réduction metdh pH (< 4.2) et constitue un facteur
important d’innocuité et de stabilité de I'alimg@aplice et Fitzgerald 1999). Sous leur forme
dissociée, ces acides organiques traversent passivda membrane cytoplasmique et, pour
de fortes concentrations d’acides, le milieu inttldaire peut acidifier a un point tel que les
fonctions cellulaires sont inhibées et le potentielmembrane annul€aboet al., 2002).
Ainsi, l'accumulation d'acides organiques est dieetent inhibitrice pour les micro-
organismes nuisibles qui présentent un seuil basédistance aux changements de pH
intracellulaire. D’autre part, en condition acida,compétitivité des bactéries lactiques se
trouve améliorée, étant donné leur plus grandeadot& aux bas pH extra et intracellulaires.
Les effets antimicrobiens dus a l'acidification dulieu revétent donc une importance

capitale dans le processus de conservation desrgbrfermentés.
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Plusieurs travaux ont aussi indiqué la productian les bactéries du genWeissella
d’autres métabolites qui auraient des caractergémianobiens : le peroxyde d’hydrogéne et
les bactériocines (Holzapfel 1997 ; Paludan-Muk¢ral., 2002 ; Kostineket al., 2007 ;
Srionnualet al., 2007). Le peroxyde d’hydrogene est, depuis emgis, reconnu comme un
puissant agent antimicrobien grace a son effetébaite direct. Plusieurs études ont été
menées sur les bactériocines produites sur lesérest lactiques. Par exemple, les
bactériocines produites par les bactéries lactigliesgenrelLeuconostocsont de petits
peptides non modifiés, thermostables, appartenintiasse lla des bactériocines et capables
d’inhiber en plus des bactéries lactiques, diffegsrbactéries a Gram positif, notamment des
Clostridium Bacillusainsi que différentes souchesldsteria monocytogeneEnnahasetal.,
2000). Il semblerait que l'activité bactéricideeduise au niveau de la membrane cellulaire
(Schillinger et Holzapfel 1990). Malheureusemeat,chractérisation des bactériocines des
Weissellademeure encore rare ou incompléte. Srionnual letbavateurs (2007) viennent de
mettre en évidence chez la soudhe cibaria 110 isolée du ‘plaa-som’ de Thailande, la
production de la weissellicin 110, peptide de faipbids moléculaire (3.5 Da), thermostable
et qui contient 27 acides aminés dans sa séquerteeniihale. La weissellicin 110 n’a
aucune similarité avec les autres bactériocinesnwes) inhibe les bactéries lactiques
d’'espéces proches mais n'a aucun effet cobtmmonocytogened| est a noter cependant,
gu’il existe trés peu d'applications développées dmctériocines dans l'alimentation

humaine.

6.3 Production de composés aromatiques

Les composés volatils tels que l'acétate, I'étharlel diacétyle et I'acétaldéhyde
contribuent a I'élaboration des caractéristiquesmpoleptiques de certains produits fermentés
(kéfir, yaourt, beurre). Le dioxyde de carbone dboe a I'élaboration de la texture lisse du
babeurre. Tous ces composés sont des produitsdedugilisation des hydrates de carbone et
du citrate par les bactéries lactigues hétéro-fataies (Vedamuthu 1994). Des travaux
récents ont montré que les souckiégparamesenteroidelsC18, LC11 isolées au cours de la
fermentation du manioc possédaient une faible ia&tiNpolytique (activités phosphatase
alcaline, estérase, estérase lipase et lipase)pgirimaient aucune activité protéase (activités
trypsine et a-chymotrypsine) (Kostineket al., 2007). Cependant, ces méme souches
exprimaient de fortes activités peptidases telles:ges activités leucine arylamidase, valine
arylamidase et cystéine arylamidase. Des startefsadtéries lactiques possédant une faible
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activité protéinase et une forte activité peptidesetribuent a réduire I'amertume du lait et a

améliorer sa texture (Aroetal., 1990).

6.4 Production de polysaccharides

Les bactéries lactiques élaborent et excretent idgamdieu de culture des polysaccharides
tels que les dextranes (exopolysaccharides). Lé&atex est un homopolysaccharide qui est
produit traditionnellement par croissance des b@stédu genrd_euconostocen présence
d'un donneur, le saccharose, et d'un accepteurogppr (qui contient des résidusD-
glucosyle). D’autres bactéries lactiques appartemar genredVeissella Lactobacillus et
Streptococcuspeuvent aussi produire des dextranes (Cerning )19Bécemment, les
structures des dextranes produites \paconfusaE392 ont été comparées a celles produites
parLeuc citreumE.492 ef_euc mesenteroideB512F. La souch®. confusaE392 montrait
une meilleure croissance et une meilleure prodnat®dextranes que les deux autres souches
(Maina et al., 2008). Les dextranes produites pdrconfusaE392 comportaient moins de
résidus a-D-glucosyle que celles produites par les deuxeausouches. Les dextranes
produites par les bactéries lactiques utiliséess danfabrication de divers laits fermentés

jouent un réle essentiel dans le comportement do@plie et la texture de ces produits laitiers.

7. Production et conservation

Actuellement, Les bactéries lactiques du gehlveissella sont produites de fagon
commerciale, sous une forme concentrée, congeldgophilisée. L'activité biologique des
bactéries lactigues commercialisées est fortem@nertlante de la température de stockage :
plus la température est basse, meilleure est Iseceation et plus longue est la durée de vie
de la suspension bactérienne. Ainsi sous la fororeyelée elles sont conservées, a une
température inférieure ou égale a -40°C alors soes la forme lyophilisée, une conservation
a une température de stockage de 4°C est couranapgliqué. La production de suspensions
bactériennes lyophilisées constitue donc une altimen intéressante a la production de
suspensions bactériennes congelées puisqu’elleigneplune température de conservation
plus élevée, donc moins colteuse. De plus, lesmedude produit distribué sont beaucoup
plus faibles, ce qui génere des économies au nideatransport. Pratiquement, le mode
habituel de production et de conservation des hastdactiques concentrées lyophilisées

comporte trois étapes : (i) une étape de fermemigteérmettant la multiplication des bactéries
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dans un milieu de culture, (ii) la concentratiors th@ctéries multipliées a I'étape (i) et (iii) la

lyophilisation.

7.1 La fermentation

Elle est réalisée en culture discontinue et a angérature régulée. Le pH est régulé, par
addition de neutralisant, & une valeur généraleroemiprise entre 5,5 et 7,0, selon I'espece
considérée. Lorsqu’'un niveau élevé de populatioctéonne est atteint (de %@ 10°
cellules par mL), le milieu de culture est refroaiune température comprise entre 4°C et

15°C, afin de ralentir les activités métaboliques.

7.2 La concentration

La biomasse obtenue a la fin de la fermentatiorelestite concentrée par centrifugation
ou par filtration tangentielle. Cette étape deracpdure permet de séparer partiellement les
cellules du milieu de culture, également appeléemiffermenté ou surnageant de fin de
culture. Les cellules concentrées sont reprises den milieu de conditionnement adapté
servant a protéger les bactéries contre les effleisimageables des traitements de
conservation ultérieurs. Ce milieu de protectioh agspelé milieu de cryoprotection. Il est
composé d'une partie du milieu fermenté, qui n'e@sts totalement éliminé par la
centrifugation, et de molécules de protection cqergettent une meilleure préservation de la
viabilité cellulaire. Les molécules de protectiatées dans la littérature sont nombreuses ; il
s’agit de mono- ou de disaccharides, de polymétespolyols, d’acides organiques ou de
leurs sels, d’acides aminés ou de leurs sels, atéipes et de vitamines (Champagteal,
1991).

7.3 La lyophilisation

Elle se définit comme une opération de déshydmtaii basse température qui consiste a
éliminer par sublimation la majeure partie de I'eantenue dans un produit. Elle occupe
cependant une place originale au regard des tashwide déshydratation puisqu’elle permet
d’obtenir des suspensions bactériennes concenttéekaute qualité dont la viabilité et
'activité sont en général bien conservées sur algues périodes. La transition de la
suspension bactérienne de I'état congelé a I'éemhybraté, en l'absence d'une forte

proportion d’eau, réduit les possibilités de dépplEment des réactions d’altérations. Un
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autre avantage technologiqgue majeur de la lyopiidia repose sur la capacité de la
suspension bactérienne lyophilisée a se réhydratstantanément. La technique de
lyophilisation fait appel & deux opérations qui gat un réle d’égale importance : la
congélation et la sublimation. La congélation a senlement pour objet de préserver les
propriétés et la fraicheur de la suspension bactée traitée et d’éviter son altération
chimique, mais intervient également lors de I'étdpesublimation. En effet, la congélation
entraine la formation de cristaux de glace dorgublimation communique au produit une
structure poreuse qui facilite la réhydratation. foame et les dimensions des cristaux de
glace affectent la vitesse de séchage et par ta BucoUlt de I'opération. La couche poreuse
qui se forme & la surface du produit en cours dssideation agit comme une barriere a la
pénétration vers lintérieur de la chaleur, en mé&emaps qu’'a I'évacuation de la vapeur
d’eau ; cette résistance est particulierement nérdorsque les pores sont trés fins, résultant
de la formation de tres petits cristaux de glacaue part, la forme et les dimensions des
cristaux de glace influencent la texture de la saspn bactérienne déshydratée. Par ailleurs,
la formation de cristaux de glace au cours de tétation ou la facilité de réhydratation des
suspensions cellulaires lyophilisées pourrait, geBpement, entrainer des changements dans
la perméabilité cellulaire des souches lyophiliséesours de la réhydratation ou les rendre
particulierement sensibles aux phénomenes d’oxydatii cours de leur stockage (Breneain
al., 1986 ; Simatostal. 1994).

8. Exemples d'utilisations

Les perspectives d’utilisation des bactéries laetgydu genr&Veissellacomme source de
probiotiques sont immenses en raison de leur intéat de leur bonne adhésion a la
mugqueuse intestinale ainsi que leur bonne statgliténilieu acide. Récemment, une rapide
baisse de la teneur en isoflavones glycosilées gusine augmentation de l'activitp-
glucosidase et de la teneur en isoflavones agly;ane été observées apres l'inoculation du
lait de soja avec une culture mixte Seeptococcusfantarius12 etWeissellasp. 4 (Churet
al., 2008). L'utilisation du lait de soja fermenté&siiobtenu pourrait permettre une réduction
des risques de ménopause, de cancer du sein,dBatzivasculaires et d’ostéoporose. Des
études ont démontré la possibilité d’utilisationsdbeiches d&V. cibaria, isolées de la salive
des enfants, comme probiotique dans la cavité teicta’lhomme (Kanget al, 2006). Les
résultats ont démontré que ces souches pouvaikitein) aussi bien in vivo qu’in vitro, la

production de composés soufrés volatiles respoesald la mauvaise haleine.
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De récentes utilisations de souches \deissellacomme cultures starters dans la
production des aliments ont été rapportées. Lesrigtés mécaniques de pates a pizza ont été
évaluées, avant et aprés leurs inoculations avestanter de micro-organismes a activités
protéolytiques I(. sakei T56, W. paramesenteroide#51, Candida krusei G271) ou non-
protéolytiques (. sakei T58, W. paramesenteroide#58, SaccharomyceserevisiaeT22)
(Pepeet al., 2003). Une meilleure viscoélasticité et une haeike fermeté ont été obtenues
avec le starter de micro-organismes a activité$éptgtigues. Des souches #¢é cibaria,
productrices d’exopolysaccharides ont été utilis&s monoculture ou en cultures mixtes,
comme starters au cours de la production de pdioisa(et al., 2008 ; Schawlet al., 2008).
Leur utilisation comme source de prébiotiques, lbesla production de pains sans gluten,

pourrait étre envisagée.

9. Conclusion

Les bactéries lactiques du gehmveissellaont un rdéle d’épuration microbienne en raisonale |
production d’acides lactique et acétique, de petexyhydrogéne, ainsi que par la synthese
de bactériocines. Elles permettent aussi I'amdimma de la qualité organoleptique,
nutritionnelle ainsi que la texture des alimenttravers la synthése ou la dégradation de
composeés. Toutes ces propriétés favorisent leilisatibns récentes comme cultures starters

dans la production des aliments.
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Obijectifs du travail

OBJECTIFS DU TRAVAIL

Les bactéries lactiques constituent I'un des phygartants groupes de micro-organismes
impliqués dans la transformation des aliments,giypadement en raison de leurs réles établis
dans le développement de la saveur et la présenvdés aliments. En Afrique, la plupart des
aliments traditionnels amylacés sont fermentés taean consommation et il a été largement
démontré que les bactéries lactiques représentiadidre microbienne la plus importante
impliquée dans cette étape. Parmi ceux-ci, le "game semoule de maniodénihot
esculenta, Cranjzfermentée et déshydratée, constitue le princgamhent de base des
populations de I'Afrique de I'Ouest. La popularid@ ce produit dans les villes urbaines
Ouest-Africaines a été associée a son faible salipngue durée de conservation ainsi que sa
facilité de stockage et de préparation. Cepend@antfermentation du manioc pour la
production de ‘gari’ se fait encore de facon spoéeéaet a I'échelle familiale. Le résultat de
tout ceci, entre autres, est généralement assoare foduit fini de qualité hygiénique non
satisfaisante et variable. Ainsi, de nombreux &fant été entrepris dans le but d’isoler et
sélectionner des bactéries lactigues ayant lestésistiques technologiques désirées en vue
de leur utilisation comme starter au cours de lmé&ntation du manioc pour la production de
‘gari’. L'utilisation d’'une culture starter de ba&cies lactiques pourrait contribuer a une
standardisation du procédé de production ainsi fobdention d’'un ‘gari’ sain et de qualité
organoleptique constante. Par ailleurs, la prémeraes cultures starters représente une
opération délicate et colteuse pour les unitésrddugtion Ouest-Africaines de ‘gari’. En
effet, elle constitue une charge importante en stisgements (laboratoires, cuves de
fermentation) et en main d’ceuvre spécialisée. lisatiion des cultures starters déshydratées,
directement dans la pulpe de manioc pourrait &ixésagée et constituerait une alternative
d'une grande commodité d’emploi. Ce travail s'iisclans le cadre de la sélection d'un
starter de bactéries lactiques lyophilisées poufetmentation du manioc en vue de la
production de ‘gari’.

Dans ce contexte, 139 souches de bactéries opré&tédemment isolées au cours de la
fermentation du manioc en Afrique du Sud, en Allgneg au Bénin ainsi qu'au Kenya
(Kostinek et al., 2005). Les especdsactobacillus plantarum Leuconostocfallax et L.
fermentunreprésentaient la majeure partie de la floredaeti Les résultats de cette étude ont
également indiqué la présence des esplecerevis Leuc pseudomesenteroidesWeissella
paramesenteroideau cours de la fermentation. Parmi ces souchds, @antarum 3 L.
pentosus 2 W. paramesenteroides2 L. fermemtumet 1 Leuc mesenteroidesssp.
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mesenteroidesnt finalement été sélectionnées pour la prodoaion starter pour le ‘gari’
sur la base de leurs propriétés biochimiques (Kektet al., 2007). Toutes ces souches
montraient une acidification rapide et pouvaiemdoire des bactériocines et/ou du peroxyde
d’hydrogéne. Tandis qu’aucune activiteamylase n’était détectée, la plupart des souches
exprimaient une forte activitp-glucosidase. Seules quelques-unes parmi ellesnexient

une activité tannase. En général, les souches dte geuconostocou Weissellaétaient
capables d'utiliser le stachyose et le raffinosetirement aux autres souches.

La premiére partie de notre étude consistera ewalli@tion de la technique de
lyophilisation comme méthode de déshydratation payoroduction d’un starter de bactéries
lactiques pour la fermentation du manioc en vudadproduction de ‘gari’. Une premiere
sélection des 16 souches de bactéries lactiquasggegera opérée sur la base de leur taux de
survie apres un test acceéléré de déshydratatiosldtobtenu a la fin de la lyophilisation ainsi
gue leur capacité a utiliser une source de carb@uaivoir d’acidification) apres la
lyophilisation g@rticle 2). Une deuxiéme sélection sera opérée sur ladmseur stabilité au
cours du stockage sous la forme lyophilisticle 3).

La stabilité des starters de bactéries lactiquesacams de leur stockage sous la forme
déshydratée est un facteur trés important pourdsage industriel (Thonagtal., 1989). De
ce fait la technique de déshydratation utilisée étse a méme de garantir une bonne stabilité
des cultures dans le temps en termes de viahild&etivité fonctionnelle. La lyophilisation a
été couramment utilisée a cette fin, mais cetténieeie entraine des effets secondaires
indésirables, tels que la perte de viabilité calhal et d’activité au cours du stockage. Dans la
seconde partie de notre étude, nous analyserom@nsemécanismes a l'origine de la perte de
viabilité et du manque de stabilité au cours delksige des souches lyophilisées. Il avait été
suggéré que la perte de viabilité au cours du smeldes bactéries lyophilisées était due a
I'oxydation des lipides membranaires. Nous essayedapprofondir nos connaissances sur
les phénomenes d’oxydation des lipides membranavesours du stockage des bactéries
lyophilisées. Cette étude sera menée sur 'unesdashes sélectionnées dans la premiéere
partie de notre étude. Pour ce faire, nous étodsefinfluence des conditions de stockage
sur la viabilité (survie, activité d’acidificatior@t les lipides membranaires d’une souche
lyophilisée pendant 90 jours, afin de pouvoir étabhe possible relation entre I'oxydation
des lipides et la perte de viabilité cellulaieaticle 4). Au cours de la méme période de
stockage, I'impact de composés protecteurs teldaegpueryoprotecteurs et/ou des antioxydants
sur la viabilité de la souche lyophilisée sera é®aldans le but de pouvoir établir ou

confirmer une possible relation entre I'oxydatiasdipides et la perte de viabilité cellulaire
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d'une part, et entre I'oxydation des lipides etplerte de l'intégrité cellulaire d’autre part
(article 5). Enfin, nous analyserons les changements daperfaéabilité membranaire de la
méme souche, quelques heures aprés la lyophilisatians le souci de trouver une
explication a la perte de viabilité de la souchephilisée durant les premiéres heures du

stockagedrticle 6).
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Article 2

OBJECTIF

16 souches de bactéries lactiqued, atobacillusplantarum 3 L. pentosus 2 Weissella
paramesenteroide L. fermemtumet 1 Leuconostognesenteroidessp.mesenteroidesnt

été precédemment isolées et sélectionnées poupdaugiion d’'un starter pour le ‘gari’ sur
base de leurs propriétés biochimiques (Kostieedl., 2005, 2007). Toutes ces souches ont
montré une acidification rapide du milieu de cudtfwine forte activit@-glucosidase et étaient
capables d'utiliser le raffinose. Certaines partt@sepouvaient produire des bactériocines et
du peroxyde d’hydrogéne, montraient une activithése et pouvaient utiliser le stachyose.
L'objectif dans ce travail sera d’évaluer la lydgdtion comme méthode de séchage pour
I'élaboration d’un starter de bactéries lactiquessee de la production de ‘gari’. La présente
étude constitue la premiere étape de la sélectimoresistera en I'évaluation de la capacité
des 16 souches de bactéries lactiques a résitdyaphilisation. Trois criteres de sélection
ont été définis : (i) la capacité a survivre apradest de déshydratation dans une solution de
glycérol de concentration croissante suivi d'unqoage par des marqueurs fluorescents, (ii)
un taux de survie et une concentration celluldiegés apres la lyophilisation, (iii) la capacité
et la vitesse d'utilisation d’une source de carb@peuvoir d'acidification) par la souche

lyophilisée.
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Production of freeze-died lactic acid bacteria star ter culture for cassava

fermentation into gari

Abstract

Sixteen lactic acid bacteria, eighactobacillusplantarum threel. pentosus 2 Weissella
paramesenteroides two L. fermemtum and one Leumnostoc mesenteroides ssp.
mesenteroidesvere previously isolated from cassava fermentasiod selected on the basis
of their biochemical properties with a view to stileg appropriate starter cultures during
cassava fermentation faari production. In this study, the potential of thgse-selected
strains as suitable freeze-dried cultures was at@du Their ability to tolerate the freeze-
drying process was assessed by dehydration incamgllysolution of increasing concentration,
followed by staining with two fluorescent markerepndamine 123 and propydium iodide.
Twelve strains that recovered more than 50% of thepulation value after visualisation on
an epi-fluorescent microscope were produced in arebctor and freeze-dried. The
technological characteristics identified after tfieeze-drying process, were a high cell
concentration or high survival rate. The ability tbe freeze-dried strains to recover their
acidification activity was evaluated through theedmination of the pH, titratable acidity (%
lactic acid/g Dry Weight) and cell count over 24t MRS broth. Ultimately, thetrainsL.
plantarumVE36, G2/25L. fermentumG2/10 andV. paramesenteroidesC11 were selected

to be developed as freeze-dried starter cultumegaio production.

Keywords: freeze-dryinggari, lactic acid bacteria, fermentation, starter a@fcassava,

developing countries, fermented food
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INTRODUCTION

CassavaNlanihot esculent&Crantz) is an important food crop for millions @éople in
developing countries. In West Africa, it is traditally processed into a range of products
with various local names. One of the most poputads derived from fermented cassava is
gari, consumed by nearly 200 million people in Westigsfr(Okafor and Ejiofor, 1990). Its
cheapness, longer shelf-life, lower bulk (compangith other cassava products) and ease of
preparation for consumption account for its inciegopularity in the urban areas. The
traditional production ofari includes: peeling, grating, fermentation at ambtemperature
and pressing, sieving and roasting (‘garificatiorit)is now fairly well accepted that the
flavour, quality, hygiene and safety géri result from the fermentative activities of lactic
acid bacteria (LAB) and yeasts during the fermemtastage. Various investigations on the
microbiology of cassava fermentation fgari production have been done. The dominant
LAB belongs toLactobacillus plantarum(the most predominant specief)actobacillus
fermentumand Leuconostoc/WeiselléKostinek et al., 2005; Oguntoyinbo, 2007; Okafor,
1977). Unfortunately, most of West Africa’s fermeatfoods and beverages, includimari,
are produced at household level or on a small indliscale and therefore tend to be of
varying quality and stability. Thus, the use of r@garation containing a large number of
variable microorganisms is recommended, as thisldviead to a rapid acidification of the
product and inhibit the growth of spoilage and pg#nic bacteria (Holzapfel, 2002), as well
as to a product with consistent quality.

The industrial use of LAB starter cultures in theod industry depends on the
concentration and preservation technologies uséd;hware required to guarantee the long-
term delivery of stable cultures in terms of viapiland functional activity (Carvalho et al.,
2002). The freeze-drying process has commonly biged for this purpose. The dehydration
of LAB imposes environmental stress on the badteedls, such as freezing, drying, long-
term exposure to low-water activities and rehyaratiMicrobial survival during this process
depends on many factors, including the intrinsisistance traits of the strains, initial
concentration of microorganisms, growth conditiodisjing medium and protective agents,
freezing rate, storage conditions (temperaturepgfinere, relative humidity) and rehydration
conditions (Andersen et al., 1999; Carvalho et24lQ2; Desmons et al., 1998; Morgan et al,.
2006). To date, relatively few LAB have been isetatrom starchy fermented foods in Africa
and used as starter cultures. Guiraud et al. (19G8)jraud and Raimbault (1993) and
Kimaryo et al. (2000) mentioned the use of the atytic L. plantarumas a starter culture

during cassava fermentation fagyari and kivunde respectively. Okafor et al. (1998)
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inoculatedL. coryneformisand Saccharomycesp. as a starter culture in cassava mash for
gari production. The survival of these microorganismasvstudied when placed alone or
mixed in different carriers (Okafor, 1999). As fgari, while the occurrence of the LAB
starter culture was frequently reported, no defaileformation was available on their
production in the dried state.

Previously, eightL. plantarum threeL. pentosustwo W. paramesenteroideswo L.
fermemtumand oneL. mesenteroidessp. mesenteroidestrains had been isolated during
cassava fermentation and they were then pre-sdlaststarter cultures fgari production on
the basis of suitable technological characterisfm®duction ofa-amylase,-glucosidase,
tannase, antimicrobials, and fermentation of rafm and/or stachyose) and their ability to
ferment cassava (based on the acidification rategleassava fermentation) (Kostinek et al.,
2007). The aim of this study was to evaluate themtal of these pre-selected strains for use
as suitable freeze-dried starter cultures durirgs@aa fermentation fagari production. For
this purpose, the ability of the 16 strains to rale the freeze-drying process was first
assessed by dehydration in a glycerol solutionnafeasing concentration, followed by
staining with fluorescent markers. The ability d¢fetsurviving strains (more than 50%
survival rate) to provide a freeze-dried powderhvat high cell concentration (survival rate)
and to grow on MRS broth after dehydration (rapflidication, high growth) was evaluated.
This study formed part of an EU project aimed gbnowving the quality and nutritional value

of gari through the use of starter cultures and fortifaatvith soybean and coconut milk.

MATERIALS AND METHODS
Microorganisms and preparation of the seed bank

The LAB L. plantarumG2/11, G2/25, G3/29, VE20, VE36, VE65b, VE82 arab(, L.
pentosuss5/18, Lb61 and Lb68). paramesenteroiddsC11 and LC18L. fermentunG2/10
and G3/5, and.euc mesenteroidessp. mesenteroide&KMROG2 used in this study were
provided by the Federal Research Centre for Nairjtinstitute of Hygiene and Toxicology
(Karlsruhe, Germany). Each strain was inoculateBlRS broth and incubated at 30°C for 18
h. The cells obtained after centrifugation (250020 min) were maintained in 50% (v/v)
glycerol and frozen at -80°C.

Assessment of ability to tolerate dehydration usinghe fluorescence technique
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The ability of the strains to tolerate the freezghty process was assessed by counting
dead and viable cells under an epi-fluorescentoseope after dehydration with a glycerol
solution of increasing concentration and staininthvluorescent markers. Two fluorescent
dead/live markers, 1.25 mM rhodamine 123 and 1.R5 pnopydium iodide, were used to
stain cells, following the method described by Sowd Thonart (2003). Some 50 pl of each
seed bank was inoculated in 150 ml MRS broth ardhbated at 30°C for 17 h. The cell
pellets obtained after centrifugation (25@020 min) were re-suspended in 1 ml peptone salt
water (final concentration P0cfu/ml) and dehydrated in a graded glycerol sohtas
described here; 1 ml of 90% (w/w) glycerol was atltte the cell suspension, homogenised
and allowed to stand for 15 min at room temperatline same procedure was repeated four
times and the cell suspension obtained was coratedtby centrifugation at 3508%or 3
min. Cell suspension without glycerol was usedhasdontrol. Epi-fluorescence examination
was made after staining 50 ul of the obtained sigdpension with 5 pul of each marker for 5
min in the dark. After centrifugation at 3509%or 30 s, cell suspensions were observed twice
and re-suspended in 100 pl or 200 pl of peptortensder for dehydrated cells or the control,
respectively. Counts and visualisation were cargaetiusing a transmitted light microscope
(Axioscop2.mot, ZEISS) equipped with an epi-fluaes system that had a HAL 100
halogen illuminator for transmitted-light illuminah. The exciting filter was set at 560 nm
and 480 nm, and the barrier filter at 631 nm and @@, for propydium iodide and rhodamine
123, respectively. Dehydration and staining wendgpeed in duplicate for each strain. The
number of dead or viable cells was calculated hyntiag cells at 100xnagnification under
the microscope during epi-fluorescence. Two realingre carried out for each sample and
the average number of cells (dead and viable) eawrded.

Production and freeze-drying
Development of inocula

Flasks containing 300 ml MRS medium were inoculdtedh 50 pl of the seed bank. The
flasks were incubated on a rotary shaker at 30C7&nrpm for 15 h. Flasks of 1 | containing
MRS medium were inoculated from the inocula of 8@l0and incubated in a rotary shaker at
30°C and 75 rpm for 10h.

Fermentation in a 20 L bioreactor
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A 20 | bioreactor (16 | effective volume) was intated from a flask of 1 L that had been
previously prepared (see inocula section, abovg)tafion was performed at a speed of 80
rpm to keep the fermentation broth homogeneous.td@imperature and pH were set to 37°C
or 30°C and 7.0 or 6.0 with 4N KOH fdr. plantarum and L. pentosusstrains orW.
paramesenteroided.. fermentumand L. mesenteroidestrains, respectively. No control of
oxygen concentration was performed during the fetateon. All fermentation was done in

duplicate and the average values recorded.

Concentration, treatment and freeze-drying

The culture was stopped after 17 h during the estd{ionary stage, cooled down to 4°C
by the circulation of cold water in the double jatkf the bioreactor and then concentrated 20
times by centrifugation (300@x 30 min). The cell suspension was supplemented 286
(w/w) and 5% (w/w) maltodextrin as protective compds. The cells were freeze-dried in a
Low freeze-drier (Leybold, Belgium) with a standgmebgram by increasing the temperature
gradually from -45°C to 25°C at 0.9 mbar press&@ lf), followed by 15 h at 0.15 mbar.
Freeze-dried powders were stored in aluminium gaitkets which were vacuum-sealed and

then stored at -20°C until further analysis.

Analytical methods
Dry cell weight and water activity determinations

The dry cell weights of the dried powders were deieed at the end of freeze-drying
after drying at 105°C until constant weight wasieebd. The water activities (pof the
glycerol solution and dried samples after freeagrdyr were measured with a Novasina

(Novasina, Pfaffikon, Switzerland) water activitytar.

Survival

The viable counts were obtained using the platencoethod after 48 h at 30°C with
MRS-agar medium (pH 7.0 or 6.0 fdr. plantarum and L. pentosusstrains or W.
paramesenteroides. fermentumandL. mesenteroidestrains, respectively). The percentage
survival after staining with the fluorescent dea@/Imarkers (rhodamine 123 and propydium
iodide) was calculated as follows: Survival (%) B0%N ¢/N,;, where N; is the proportion of
viable cells after dehydration in a glycerol sajatiand N; is the proportion of viable cells
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before dehydration in a glycerol solution. The mmtipn of viable cells was determined by
the ratio between green cells and green cells tedsl.

The percentage survival of the strains after theeZe-drying process was expressed as
follows: Survival (%) = N/N; x100, where bis the CFU/g DW at the end of freeze-drying
and N is the CFU/g DW before freeze-drying (at the ehdamtrifugation).

Acidification activity

Acidification was carried out at 30°C in 150 ml MR®&th (pH 7) inoculated with 1% of
10’ cfulg DW of the freeze-dried sample. The pH artdltttratable acidity (% lactic acid/g
DW) were determined in duplicate after 8, 16 andh24ising the AOAC method (1997).
Some 10 ml of distilled water was homogenised ithml of the inoculated broth, and the
pH was measured. The titratable acidity was obthinetitration with 0.1 N NaOH, using 1%
phenolphthalein as the indicator. Cell counts wayined after 16 h culture using the plate

count method.

Data analysis

The pH and titratable acidity after 16 h culturerevexpressed as change in ptpid) and
titratable acidity ALA) compared with those obtained immediately afteeze-drying. The
production in the bioreactor was done in duplicddata were compared using Tukey’'s
honestly significant difference (Statistica 8.0atSoft Inc., 2007). The level of significance

was determined & < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Assessment of desiccation tolerance of lactic adidcteria

The ability of the 16 strains to tolerate the fieelzying process was assessed by counting
dead and viable cells under an epi-fluorescent artmpe after dehydration in a glycerol
solution of increasing concentration (from 1ml tmlp and staining with two fluorescent
markers (rhodamine 123 and propydium iodide). Th&vas measured after each addition of
glycerol, respectively (Figure 1). An increase ipcgrol concentration was associated with a
decrease in thg,drom 0.8 to 0.3. The impact of the decrease inahen the viability of the
strains was studied after staining with the fluoezg markers and was compared with that of

the control (cells without dehydration).
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Figure 1. Interrelationships between the water activity) @nd
glycerol concentration. Values are means + standaxdation

(SD,n = 4).

Figure 2 A, B, C shows the result of the visual@aunder an epi-fluorescent microscope
for L. plantarumVE36, L. fermentumG3/5 orL. pentosusG5/18. With the two fluorescent
markers, living cells appeared green because #m@yet to accumulate the rhodamine 123
(positively charged) in the cytoplasm (negativehai@ed). It is now well established that a
bacterial cell with an intact energy state is meliahlly active, and therefore viable. The
dead cells appeared red because their damagedasytop membrane left propydium iodide,
which was fixed on the nucleic acids. Propydiumidedand rhodaminel23 are most
commonly used as indicators for cell death or ceith compromised membrane and cells
with an intact membrane (i.e., membrane potentia§pectively (Rault et al., 2008; Sow and
Thonart, 2003). The change in thg ia the environment of the bacteria had a significa
effect on their viability, and this varied from osgain to another, as shown in Table 1. Most
of the strains (12 out of 16) survived or recovemsare than 50% of their population value,
whereas four straind_( plantarum G3/29, Lb50,L. pentosusG5/18, Lb68) had very low
survival rates €10%). In an earlier study, Poirier et al. (1997gdisa progressive water
activity decrease in a water-glycerol solutiondsttthe mechanical resistance of the cell wall
for L. plantarum and Leuc mesenteroidesSow and Thonart (2003) indicated a loss of
viability of 40-100% for LAB after 7 days of dehydion in a water glycerol solution with an

ay of 0.17. As the freeze-drying process imposesxqo®ure to low-water activities on the
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bacterial cells, we decided to select the straiitls more than 50% survival for production in
the bioreactor. The results obtained and reporéed are only approximate, since the final a
of the water glycerol solution in our study (0.3xsvhigher than that obtained generally for
freeze-dried lactic acid powders (0.1 -0.2) (CHetied Cheftel, 1980). However, the
dehydration technique, followed by staining witbdiescent markers, remains a fast method

for screening and predicting the desiccation toleeaof LAB (Sow and Thonart, 2003).

Table 1. The survival after dehydration in a glypdesolution of increasing concentration and

staining with the fluorescent markérs

Strains Proportion of viable cells (N° Survival (%)

before dehydration  After dehydration

L. plantarumVES82 0.98 £ 0.03 0.50 £ 0.08 51.1+89a
L. plantarumVE 65b 0.99 +0.01 0.51 +0.08 51.2+47a
L. plantarum VE 20 1.00+0.01 0.81 +0.08 81.0+9.6 bc
L. plantarumVE 36 1.00 £ 0.05 0.71+0.05 71.0+55¢
L. plantarumG2/11 0.98 +0.01 0.80 + 0.05 81.8+6.2ch
L. plantarumG2/25 0.97 +£0.01 0.91 + 0.05 93.1+50b
L. plantarumG3/29 0.98 +0.03 0.17 £ 0.07 17.1+55d
L. plantarumLb50 1.00 £0.02 0.10+0.04 10.2+44d
L. pentosuss5/18 0.98 +0.02 0.07 £ 0.02 6.7+2.1d
L. pentosud.b61 0.99+0.01 0.60 £ 0.05 60.3+5.4 ac
L. pentosud.b68 1.00 £0.02 0.14+£0.03 140+35d
W. paramesenteroidesC11 0.99 £ 0.02 0.72 £0.06 73.0£6.7c
W. paramesenteroiddsC18 0.99+0.01 0.70 £ 0.02 705+3.0¢c
Leuc mesenteroidessp. mesentroidédMROG2 0.99+0.01 0.50 + 0.07 50.2+75a
L. fermentunG3/5 0.99 £ 0.02 0.54 + 0.06 54.6+6.6a
L. fermentunG2/10 0.96 + 0.02 0.78 +£0.03 82.0+x39c

Within the same column, means followed by differktters are significantly differe® < 0.05 (Tukey HSD
test,n = 4)

# rhodamine 123 and propydium iodide

® N, represents the ratio between green cells and gedn+ red cells. Green cells, cells with rhodaeni 23 or

viable cells; red cells, cells with propydium iodidr damaged cells.

95



Expérimentation et préséinn des résultatérticle 2

Before dehydration After dehydration

Figure 2. Epi-fluorescent microscope visualisation Lofplantarum VE36

(A), L. fermentumG3/5 (B) orL. pentosusG5/18 (C) before and after
dehydration in a glycerol solution of increasingicentration, followed by
staining with two fluorescent markers: rhodamineXg8en cells) and

propydium iodide (red cells).
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Survival of lactic acid bacteria after freeze-dryirg

The 12 selected strains were produced in the hitogaconcentrated 20 times by
centrifugation, supplemented with cryoprotectabté fnaltodextrin, 2% glycerol) and freeze-
dried. Table 2 shows the viable counts during tteegss and the survival after the freeze-
drying process. Freeze-drying proved effective ¢hieving high viable cells (> £ The
preservation of microorganisms by freeze-drying l@esn mentioned in relation to preserving
high cell suspension that contains more thahcells/ml (Miyamoto-Shinohara et al., 2000).
Various survival rates were obtained immediatetgrahe freeze-dryind.. plantarumandL.
pentosusstrains survived or recovered more than 32% oir thepulation value, whereas
LeuconostocWeissellaandL. fermentunrstrains had a low biomass yield (<16%). Our rasult
accord with those reported by Vedamuthu (1994) Wdwnd that low survival rates after
freeze-drying were obtained witheuconostocstrains compared witH.actococcus or
Lactobacillusstrains in the same conditions. Freezing and drinom the frozen state caused
a decrease in viability (Castro et al., 1997). Téifect was less evident in the strains
plantarum VE36, G2/25 and.. pentosus.B61, probably because of the elimination of the
most sensitive part of the cell population durihg freezing stage. At the end of freeze-
drying, the rate of dry matter in the lyophilizeowxlers was nearly 95% (Table 2), with an a
of 0.1 (data not shown). Béal and Corrieu (1994) khibashi et al. (1985) showed that the
stability of dried LAB during storage was bettertlre 0.1-0.2 @ zone, with a dry-matter rate
of almost 96%. The strairls plantarumVE36, G2/25 and.. pentosud.b61 could constitute
a starter culture, or are of interest in cassamadatation because of their ability to provide a

freeze-dried powder with a high cell concentration.

Acidification activity

To evaluate the ability of the freeze-dried straiosrecover their acidification activity
after dehydration, the pH and titratable acidity [@étic acid/g DW) were measured and
determined over 24 h on MRS broth, respectivelgufé 3 A, B, C shows the pH and
titratable acidity forL. plantarumVE36, W. paramesenteroidesC11 andL. pentosud._b61,

respectively.
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Table 2. Viable count during production, surviviieafreez-dryina and moisture content of the dried sarnr

Strains Moisture content of Cell count (cfu/g DW) Survival (%)
the dried powder (%)
before freeze-drying After freeze-drying
L. plantarumVE82 43+05a 1.8 x 167 6.7 x 16* 37.2+5.0ac
L. plantarumVE 65b 51+03a 1.5 x 16" 6.2 x 18° 41.3+45a
L. plantarum VE 20 50+0.7a 2.0 x 1032 9.2 x 18! 46.8+29a
L. plantarumVE 36 56+0.2a 7.2 x 16* 6.9 x 16" 97.3+7.2b
L. plantarumG2/11 53+0.7a 1.7 x 16 7.6 x 18° 445+19a
L. plantarumG2/25 56+0.1a 8.1 x 1d° 6.5 x 18° 79.9+1.3b
L. pentosud b61 55+03a 4.6 x 10° 3.5 x 18° 76.7+6.5b
W. paramesenteroidesC11 48+0.2a 2.6 x 13° 4.9 x 10 18.0+2.4c¢c
W. paramesenteroidesC18 53+0.7a 1.5 x 16° 2.1 x 167 142+39¢c
Leuc mesenteroidessp. mesentroidégMROG?2 50+0.7a 1.4 x 16° 1.9 x 162 13.9+4.2¢c
L. fermentunG3/5 42+05a 3.5 x14° 3.8x108 11.3+16¢C
L. fermentunG2/10 51+06a 5.6 x 162 6.9 x 16" 12.7+3.0c

Within the same column, means followed by diffedetiers are sianificantly differelP < 0.05 (Tukey HSD tesn = 4)
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Figure 3. The pH (&) and titratable acidity (% lactic
acid/g DW) Q) of freeze-dried.. plantarumVE36 (A),
W. paramesenteroide&C11 (B) or andL. pentosus
Lb61 (C). Values are presented as means +r5b4)).

The pH and the titratable acidity decreased antkased as the incubation time increased,
respectively. After the 16 h incubation period, € and the titratable acidity were compared
with those obtained immediately after freeze-dryamgl expressed as a change in ppH)
and acidification activityALA) (Table 3).
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The change in pH and titratable acidity after 16¢ubation were significantly higher for
MRS broth inoculated witlh. plantarumVE36, G2/25 and.. fermentumG2/10 strains than
for those inoculated with the other straiis € 0.05). For example, the change in pH or
titratable acidity for MRS broth inoculated with plantarum G2/25was 1.2- and 1.7-fold
higher, respectively, than that inoculated wlithpentosusLb61. After the 16 h incubation
period, the cell count was significantly higher fMRS broth inoculated with thé.
plantarumVE36, G2/25 and.. fermentumG2/10 strains than for those inoculated with the
other strainsR < 0.05) (Table 3).

Table 3. The change in pHAgH) or titratable acidityA lactic acid) and the viable count after 16 h
incubation in MRS broth

Strains ApH® ALAP Cell count
(cfu/g DW)
L. plantarumVES82 2.84 £0.06 ac 1.05+0.16 a 5.1 x f&
L. plantarumVE 65b 2.90 £ 0.11 abc 0.85+ 0.03 ace 2.5%10
L. plantarum VE 20 2.92 £0.24 abc 1.03+0.18 ae 4.3 %0
L. plantarumVE 36 3.43 +0.07 bed 1.82+0.12b 8.5 % ad
L. plantarumG2/11 254+0.04 a 0.44 + 0.06 ce 1.6 %10
L. plantarumG2/25 3.20+0.23¢c 2.24+0.07b 6.1 K0
L. pentosus.b61 257+0.14 a 0.23+0.04 ce 2.3 %40
W. paramesenteroiddsC11 271+0.17a 0.77 £ 0.14 ace 4.3%40
W. paramesenteroiddsC18 2.86+0.08 a 0.72 £ 0.09 ace 3.2%40
Leuc mesenteroidessp. mesentroidédMIROG2 261+0.13a 1.01 £ 0.07 ae 2.3%4a0
L. fermentunG3/5 2.72+0.06 a 0.56 +0.05 e 4.4 % 60
L. fermentunG2/10 3.84+0.05d 151+0.10b 1.1 R &0

Within the same column, means followed by differkatters are significantly differei® < 0.05
(Tukey HSD testn = 4)

#values compared with those obtained immediatelgr dfeeze-drying. Initially, the pH value of
MRS broth was 7.5.

® values compared with those obtained immediatelgr &feeze-drying. Initially, the titratable
acidity of MRS broth was approximately 1.06 % lacicid/g DW ( = 12).

An important characteristic for potential startérams is their ability to acidify their
environment rapidly, as the acid production andabempanying decrease in pH are known
to extend the lag phase of sensitive organism$ydimgy food-borne pathogens (Smulders et
al., 1986). Leroy and De Vuyst (2004) reported tihat direct addition of a selected starter
culture to raw materials resulted in dominanceh®y lhest-adapted strains. We conclude that

the strainsL. plantarum VE36, G2/25 and.. fermentumG2/10 could constitute starter
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cultures or are of interest in cassava fermentdignause of their rapid acidification and high
growth in MRS broth after dehydration.

CONCLUSION

In this study, the potential of 16 pre-selected LAB use as suitable freeze-dried starter
cultures during cassava fermentation fpari production was assessed. Thgains, L.
plantarumVE36, G2/25 and.. pentosud.b61 were selected on the basis of their high cell
concentration and high survival rate after freemgnd). The strainsL. plantarum VE36,
G2/25 andL. fermentumG2/10 were shown to be capable of a rapid acatiftc and high
growth in MRS broth after the dehydration procdssaddition, the straing. plantarum
VE36 andW. paramesenteroidesC11 was previously selected on the basis of thibility
over 2 months at 4°C in their dried state (Yao let 2008). All these strains was shown
previously to be capable of fermenting the indidp@st sugars stachyose and raffinose
(Kostinek et al., 2007). They also showed preswepbiacteriocin activity and two of these
presumptive bacteriocin-producing strains plantarum VE36 andL. fermentumG2/10)
were able to produce hydrogen peroxide. Ultimattdg, straind.. plantarumVE36, G2/25,

L. fermentumG2/10 andW. paramesenteroides«C11 were selected for development as
starter cultures and are currently being evaluagder alone or in combination, in soy-palm

oil cassava mash fermentation gari production in Bénin.
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OBJECTIF

16 souches de bactéries lactiqued, atobacillusplantarum 3 L. pentosus 2 Weissella
paramesenteroide L. fermemtumet 1 Leuconostoenesenteroidessp.mesenteroidesnt

été précédemment isolées et sélectionnées poupdmgiion d’'un starter pour le ‘gari’ sur
base de leurs propriétés biochimiques (Kostieelal., 2005, 2007). Toutes ces souches
montraient une acidification rapide du milieu ddtuwe, une forte activit@-glucosidase et
étaient capables d'utiliser le raffinose. Certaingasmi elles pouvaient produire des
bactériocines et du peroxyde d’hydrogene, monttaigre activité tannase et pouvaient
utiliser le stachyose. L'objectif dans ce travadras d’évaluer la lyophilisation comme
méthode de séchage pour 'élaboration d’'un staltebactéries lactiques pour la production
de ‘gari’. Dans une premiére sélection, les 16 Bescavaient été soumises a un test de
déshydratation dans une solution de glycérol decexnation croissante suivi de leur
marquage avec des marqueurs fluorescanmticle 2). 12 souches avaient obtenu plus de 50%
de taux de survie et ont été produites en fermenteis lyophilisées. Parmi toutes, les
souchesL. plantarum VE36, G2/25 etlL. pentosusLb61 ont obtenu des concentrations
cellulaires et taux de survie les plus élevés apgtape de lyophilisation. Les souches
lyophiliséesL. plantarumVE36, G2/25 el. fermentumG2/10 ont montré une capacité de
croissance plus élevée et un taux d’acidificatibus papide sur un milieu MRS comparé aux
résultats obtenus pour les autres souches. Lanpeéétude constitue la seconde étape de la
sélection et consistera en I'évaluation de la Btéldes 12 souches lyophilisées au cours du
stockage, a travers l'utilisation de tests de sigekaccélérés. Les estimations de taux de
survie lors du stockage des souches a des tempyadievées seront comparées a celles
obtenues apres 60 jours de stockage a basse teompgrtC). La sélection des souches sera

réalisée sur la base du meilleur taux de survieoaws du stockage.
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Survival rate analysis of freeze-dried lactic acid bacteria using the Arrhenius

and z-value models

Abstract

Survival rate of five freeze-dried bacteria speciemctobacillus plantarumLactobacillus
pentosus Weisella paramesenteroides Leuconostoc mesenteroideend Lactobacillus
fermentum was described in terms of reaction rate constéidtor k) and temperature
sensitivity of rate constants (z og)EThe freeze-dried strains were stored under vacat
55°C, 37°C and 4°C for 168 h, 17 days and 2 morgkpectively. D value decreasedkor
increased with an increase of the storage temperdtither z value or the inactivation energy
(Es) of the reaction was not significantly differeptX 0.05) for all the strains, suggesting that
thermal inactivation of the freeze-dried lactic cadbacteria may occur by the same
mechanism. Therefore, it was possible to compate constants of survival for the freeze-

dried strains studied.

Keywords : survival rate, z value, decimal reduttiime, activation energy, lactic acid

bacteria, storage stability, starter culture, mauikecal models.
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INTRODUCTION

Mathematical modelling techniques are commonly useg@redict inactivation of spoilage
bacteria and food borne pathogeths§). More recently, attention has been paid to thee bi
kinetics of beneficial food grade microorganismsghs as lactic acid bacteria. The z-value
model was used to estimate the effect of temperatm biological parameters of
Lactobacillus pentosusIGLACO1 (6). In this model heat resistance is described by tw
parametersD andz. D is the time needed to reduce viable numbertibfipld or one log unit

at a specified temperature, ands the temperature change needed to bring abtenfald
change in D. There is another method to describahtrmal inactivation of microbes which
is based on chemical reaction kinetics. The modehlly used to describe the temperature
dependence of the rate constant of inactivatidms(the Arrhenius equation in which the key
parameter is the activation energy)(BJsing Arrhenius model, it was shown that stapidit
low temperature of a freeze-dried lactic acid b@atmay be quantitatively predicted on the
results of short-term degradation studies at heghpieratured, 5). Furthermore, the physico-
chemical state of freeze-dried bacteria was welletated to temperatur@)( It is now well
established that the shelf life of freeze-driedtunals is highly dependent on the storage
temperature. The stability of a lactic starter dgrstorage is a very important factor for its
industrial use. Consequently, the z-value and Avidee models are useful aids in the
evaluation of freeze-dried cultures stability dgrstorage. It is possible for the predictions of
the models to be similar, but comparison of the el®thas never been done for freeze-dried
lactic cultures. Hence, the objectives of this gtueere to characterize and compare the
kinetic predictions of the models for 12 freeze=drlactic acid bacteria stored under vacuum
and held at 55, 37 and 4°C. This work constitutee@ndary screening of these preselected
strains as suitable starter in the production oficAh fermented food such as gari.
Previously, these strains were isolated duringféinmentation of fortified bitter cassava and

selected as the basis for suitable technologicatadteristics and ability to ferment cassava
(4).

MATERIALS AND METHODS

Micro-organisms and cultivation

Strains used throughout this study were lactic dwadteria obtained from the Federal
Research Centre for Nutrition, Institute of Hygiearel Toxicology, Karlsruhe, Germany. The
bacterial strains were bactobacillus plantarum(VE 82, VE 65b, VE 20, VE 36, G2/11,
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G2/25), Lactobacillus pentosusLb 61, 2 Weissella paramesenteroiddtC11, LC18),
Leuconostoc mesenteroides sppesenteroidesKkenya M Rog 2 and 2.actobacillus
fermentum (G3/5, G2/10). The cell pellets obtained after 1h MRS broths were
resuspended in 5 ml (50% v/v) glycerol and frozet8@°C.

Production and freeze-drying

Fermentation studies were carried out in a 20 lkdaictor (Biolafite, Saint Germain en Laye,
France) with 16L working volume. The bioreactor wiasculated (6.0%, v/v) with a 12 h
culture. Cells were freeze-dried in a Low freezerd(Leybold, Belgium) with a standard
programme by increasing the temperature graduadiy £45°C to 25°C at 0.9 mbar pressure
(30 h) followed by 15h at 0.15 mbar.

Thermal treatment

Freeze-dried cultures were stored in aluminium f@itkets which were vacuum-sealed for
accelerated storage test at 55°C and 37°C. At 58a@ples were removed at 4 h intervals
from 4 to 168h of exposure; at 37°C after 48 hrirdakfrom 48 to 408 h of exposure. Freeze-
dried samples were also stored at 4°C to deterthieenumber of survivors each 15 days
during 2 months. Percent survival after 60 daysagt® at 4°C was calculated as 10R:ANo.

At the end of freeze-drying, water content was aBoti+ 1.60 % with water activity of about
(aw) 0.09 = 0.01 for all the freeze-dried samples.SEhevo parameters were stable as all the

samples were stored under vacuum.

Kinetics parameters

For an irreversible first-order reaction at a cansttemperature, the time dependant kinetic
parameter can be expressed adxhalue as followed:

LogN =LogNo — (1/D) t Q)

The z-value represents a temperature range between \Bhictiue changes ten-folds and can
be calculated from the D values as shown below:

Log D, = -1/z (T~ T1) + Log Dy (2)

The time dependant kinetic parameter can also peesged ak, which is inversely related to
the decimal reduction time (D) as followed:

k=2.303/D (3)

The rate constant of temperature can be descripétebArrhenius model:
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Logk/ ko = - Ex/ (RT) (4)

Statistical analysis

Productions in bioreactor were done in duplicatd eell counts were repeated twice. The
Kruskal-Wallis test for ANOVA was carried out usirtge software STATISTICA 7.1
(StatSoft Inc., France, 2005) taking 5% as leveighificance.

RESULTS AND DISCUSSION

The stability of the freeze-dried cultures largelgpended on the storage temperature.
Accelerated stability testing using the Arrheniusl a-value relationships is often employed
for stability parameters identification as a fuonti of temperature. At each storage
temperature, linear regressions were conducted.dgio (cfu/g) survivors vs. storage time
according to Egs. (1).
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Figure 1. Thermal mortality curves of freeze-drladtic acid bacteridb. plantarumVE36
(A), Lb. fermentumG3/5 (B), W. paramesenteroidetC11 (B), L. mesenteroides ssp.
mesenteroide&enya M Rog 2 (D) ath4°C, A 37°C,m 55°C. Each point represents the

mean of tree (at least) and four (to the maximuones.
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Table 1: Decimal reduction tim®J or rate constank] for freeze-dried lactic acid bacteria from 4
to 55°C?

Strains Storage temperature (°C) D (h) r?
4 2060 0.82
Lb. plantarumVE 82 37 98 0.78
55 8 0.91
4 1229 0.85
Lb. plantarumVE 65b 37 92 0.83
55 10 0.86
4 4803 0.85
Lb. plantarumVE 20 37 180 0.90
55 13 0.99
4 25527 0.98
Lb. plantarumVE 36 37 262 0.93
55 10 0.97
4 2348 0.82
Lb. plantarumG2/11 37 82 0.83
55 8 0.86
4 3752 0.84
Lb. plantarumG2/25 37 99 0.92
55 10 0.93
4 2724 0.92
Lb. pentosud.b 61 37 65 0.80
55 6 0.84
4 55534 0.85
W. paramesenteroidelsC11 37 303 0.97
55 27 0.90
4 3685 0.96
W. paramesenteroidelsC18 37 325 0.81
55 43 0.93
4 2106 0.87
L. mesenteroidessp mesenteroideKenya M Rog 2 37 62 0.95
55 7 0.88
4 1577 0.87
Lb. fermentumG3/5 37 23 0.88
55 2 0.92
4 4507 0.87
Lb. fermentunG2/10 37 132 0.81
55 13 0.90

# Results are the mean of three to four determinatio

For all the strains studied, cell survival curvegsent a log linear relation between the
number of colony forming units and incubation tirkegure 1 shows thermal mortality curves
of freeze-dried lactic acid bacteriab. plantarum VE36, Lb. fermentum G3/5, W.

paramesenteroidesC 11 andL. mesenteroidessp. mesenteroidekenya M Rog2, at
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different temperatures. Similar plots were obtaif@dthe others strains at the same storage
temperature. As storage temperature increasesalmprof cultures also increases during
storage. Kinetic parameter D @& calculated from Eqgs. (1) or Eqgs. (3) respectivelse
summarized in Table 1. D values decreaseki alues increased with an increase in storage
temperature demonstrating an increase in mortatityigher temperatures. Low survival for
freeze-dried lactic acid bacteria at higher stori@geperature has been recognized by several
researchers9( 10). These results basically confirm the literaturat do suggest different

temperature-mortality plots as a function of thraist

Storage temperature (°C)
4

U 24 34 a4 54 64 Figure 2: Determination of decimal reduction

100000+ L L L L L temperature oz (A) or Arrhenius activation
10000 energy or g (B) of freeze-dried lactic acid
1000 bacteria: A Lb. plantarum VE36, o Lb.
g/ 100 fermentum G3/5, ¢ W. paramesenteroides
: . LC11 and =m L. mesenteroides ssp.
10 @ mesenteroideKenya M Rog 2. Each point
1 2 represents the mean of tree (at least) and four

(to the maximum) counts.
UT (kY x1c®

3.0 3.2 34 3.6 3.8

1 1 1 1

Logiok
N
1
erm O
¢ HBO

o>

We plotted Logp D (h) vs. their corresponding storage temperatfmeall the strains. Figure
2A shows the Log D (h) vs. storage temperatures (°C) from 4 to 5&5ICfreeze-dried_b.
plantarum VE36, Lb. fermentumG3/5, W. paramesenteroideEC11 andL. mesenteroides
spp mesenteroidekenya M Rog 2. Similar plots were obtained for ththers strainsz
values was calculated according to Egs. (2) fors@hins. Arrhenius plots are shown in

Figure 2B relating the rate constdnto the reciprocal absolute temperature of freezdd
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Lb. plantarumVE36, Lb. fermentumG3/5,W. paramesenteroiddsC11 andL. mesenteroides
spp mesenteroideKenya M Rog 2. Arrhenius activation energy,)(f the thermal
inactivation was calculated from Eqgs. (4) for d@tams. Similar plots were obtained for the
others strains. Arrhenius activation energy) (&f the thermal inactivation was calculated
from Egs. (4) for all strains. Most of the z-valu@verage z-value = 20.2°C = 3.4) of E
obtained (average,E 9.1 Kcal mof + 1.5) are not significantly differenp & 0.05) as shown
in Table 2.

Table 2 : z- or E,- value for thermal treatment of freeze-dried kaettid bacteria from 4 to 55°C

(results are the mean of three to four determinajio

Strains zvalue (°C¥* Ea (Kal mol* )*
Lb. plantarumVE 82 215+05a 83+04a
Lb. plantarumVE 65b 249+08a 7.2 £05a
Lb. plantarumVE 20 20.2+0.8a 88+04a
Lb. plantarumVE 36 15.2+0.334 11.8+0.7 &
Lb. plantarumG2/11 209+09a 85+0.6a
Lb. plantarumG2/25 19.8+06a 9.0+0.8a
Lb. pentosud b 61 19.3+0.7a 93+12a
W. paramesenteroidelsC11 15.3+0.7 4 11.7+0.7 &
W. paramesenteroidesC18 26.9+0.74&°2 6.6 +0.9d 2
L. mesenteroidessp mesenteroideKenya M Rog 2 208+09a 8.6+05a
Lb. fermentunG3/5 17804 a 10.0x0.7a
Lb. fermentuntG2/10 20.2x05a 8.8+0.9a

The Kruskal-Wallis test yieldeB-values as showrip = 0.005;**p = 0.001
Values with the same letter in the same colummatesignificantly differentfg> 0.05).

Letters with the same subscript in the same colararsignificantly differentg< 0.05).

The z or activation energy ( values of the thermal inactivation are interd4eth both
representing temperature sensitive parameterdetamstant?). In a previous work, authors
showed average sensitivity (in order of 20 kcal)rtoltemperature variation of two freeze-
dried Lactococcus lactiSLT6NT and SLT6T strains stored from 4 to 37%40D)( By taking
into account of this, it could be suggested thatrttal inactivation of freeze-dried lactic acid
bacteria may occur by the same mechanism. Viabiitythe freeze-dried strains was
determined after 60 days at 4°C as shown in Figurglost of the freeze-dried strains had
stability of approximately 40% after 60 days. Hoegvhigh viable counts were obtained for
the freeze-driedV. paramesenteroidesC 11 (89.6 %) and.b. plantarumVE 36 (94.9%)
strains. While temperature-dependence indicatar activation energy @ values were

somewhat similar, the rate kinetic parameters (Dk aralues), particularly at 4°C, were
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different between two straind/. paramesenteroidesC 11, Lb. plantarumVE 36 and the
others. Higher D-value is associated clearly witicréased stability during storage at a
constant temperature. We can conclude thatplantarumVE36 andW. paramesenteroides
LC11 strains could constitute starters or are aérest in cassava fermentation for gari
production. These results demonstrated that theluevor Arrhenius models could be used to

predict storage stability of freeze-dried lacticddzacteria at various temperatures.

100

80 1

60 -

% survival

40 -

20 1

Figure 3: Survival of freeze-dried lactic acid s after 60

days storage at 4°C.
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Article 4

OBJECTIF

16 souches de bactéries lactiques ont été précéeeimisolées et sélectionnées pour la
production d'un starter pour le ‘gari’. Dans l'ogptie de produire un starter de bactéries
lactiques lyophilisées, ces souches ont été évaldaes la premiéere partie de notre étude sur
base dedrticles 2 et3) : (i) leur capacité a survivre apres le test krééde déshydratation,
(i) un taux de survie élevé aprées la lyophilisafiqiii) leur capacité et leur vitesse
d’utilisation d’'une source de carbone (pouvoir dd#ecation) apres la lyophilisation, (iv) leur
stabilité au cours du stockage sous forme déstgelrdies souchdsactobacillusplantarum
VE36, G2/25,L. fermentumG2/10 etWeissellaparamesenteroidesC11 ont finalement été
retenues pour le développement d’une culture stpar la production de ‘gari’. L'autre fait
marquant de la précédente étude a été la pertatamp® de viabilité (50%) observée chez la
plupart des souches, apres 60 jours de stockag€ &rticle 3). L'objectif dans la seconde
partie de notre travail, sera d'essayer de compeendrtains mécanismes a l'origine de la
perte de stabilité des souches lyophilisées auscdur stockage. Parmi ces meécanismes,
I'oxydation des lipides membranaires des bactéidepuis longtemps retenu l'attention des
chercheurs. Nous essaierons ici, de fournir degltaés expérimentaux en vue d’appuyer
I'hypothése selon laquelle, il existerait une relat entre l'oxydation des lipides
membranaires et la perte de viabilité cellulairedoupouvoir d’acidification d’'une bactérie
lyophilisée au cours du stockage. Pour ce faii@fllience des conditions de stockage
(température, humidité, aération) sur la viabiliegépouvoir d’acidification et la composition
en acides gras cellulaires de la souche lyophilégaramesenteroidesC11, ont été
évalués pendant 90 jours.
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Impact of polyunsaturated fatty acid degradation on survival and acidification

activity of freeze-dried Weissella paramesenteroides LC11 during storage

Abstract

The impact of polyunsaturated fatty acid (PUFA) rdelgtion on the survival and
acidification activity of freeze-driedVeissellaparamesenteroidesC11 was investigated
over 90 days storage at 4 or 20°C in vacuum-sealadinium foil or glass tubes with two
water activities (@ = 0.11 or 0.23). Colony counts, acidification ity (% lactic acid/g),
linoleic/palmitic (18:2/16:0) or linolenic/palmiti¢18:3/16:0) ratio by gas chromatography
and 18:2 or 18:3 oxylipins by Reversed Phase-HighfdPmance Liquid Chromatography
were determined. The viable cells, acidificatiortivaty and 18:2/16:0 or 18:3/16:0 ratio
decreased as the storage time increased. The alyracidification activity and 18:2/16:0 or
18:3/16:0 ratio were greatest for the freeze-dsiedin held in vacuum-sealed aluminium foil
at 4°C. The 18:2/16:0 or 18:3/16:0 ratio decreass worrelated with the accumulation of
18:2 or 18:3 oxylipins during storage in glass sikddydroperoxy PUFAs, hydroxy PUFAs,
divinyl ether PUFAs and oxo PUFAs were the mainligxys identified. A large decrease in
the 18:2/16:0 or 18:3/16ratio and a rapid accumulation of oxylipins durgtgrage might be
enough to cause high cell death and loss of metabotivity. These results provide further
experimental support for the hypothesis that liedation and survival or activity of freeze-

dried bacteria might be related.

Keywords Lactic acid bacteridipid oxidation" Oxylipins" Polyunsaturated fatty acid

Viability
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Introduction

Lactic acid bacteria for food industry are commofnBeze-dried for long term storage. It is
now well established that factors such as temperamtmosphere, exposure to light and
relative humidity affect the stability of freezeiatt bacteria during storage. These factors
alone or in combination might lead to unacceptdbgh loss of viable cells and/or activity
(acid-producing capacity) due to deteriorative ciloam reactions. The storage of
Lactobacillusbulgaricusand Streptococcushermophilusin glass vials sealed under vacuum
or nitrogen gas was found to be superior to stomagar (Bozoglu et al. 1987). The survival
of Lb. bulgaricus was greatest at 11% relative humidity @Hand 5°C compared with
storage at 59% R4 and 20°C (Castro et al. 1995). The acidificatiactivity in S
thermophiluswas higher during storage at 5°C or under nitroggmpared with storage at
30°C or in air, respectively (Andersen et al. 1999higher percentage of survival was noted
for both S. thermophilusandLb. acidophilusstored at 4°C than at 25°C (Wang et al. 2004).
Membrane lipid oxidation was suggested as the catisell death during storage. Castro et
al. (1995, 1996) found damage to the cell membrdumeng the storage ofactobacillus
bulgaricus in the presence of air, high relative humidity amgh storage temperature.
Dimmick and Heckly (1961) found a strong similariigtween loss of viability and increase
in free-radical concentration during the storag&eifratia marcescendlarshall et al. (1974)
supported the hypothesis that reactions betwedroogk compounds and cellular components
are a major cause of mortality during the storagdried micro-organisms.

To date, no paper, however, has clearly identifieel cellular fatty acids which are
oxidized during the storage of freeze-dried baatektipids in living organisms, particularly
the polyunsaturated fatty acids (PUFAS) of cell heanes, are described as being extremely
susceptible to oxidative stress (Halliwell and @ar1993). Under oxidative conditions,
molecular oxygen was introduced into linoleic ()88d linolenic (18:3) acids, leading to the
formation of the corresponding hydroperoxy PUFAgdroperoxy octadecadienoic acid
(HPOD) and hydroperoxy octadecatrienoic acid (HPONawar 1996). Linoleic and
linolenic hydroperoxides are very unstable and degmmse to form secondary products
collectively termed “oxylipins”: hydroxy PUFAs, diwl ether PUFAs and Oxo PUFAs
(Nawar 1996; Laine et al. 2006). In order to gaiarenknowledge about the relationship
between lipid oxidation and the viability or activiof freeze-dried bacteria\Weissella
paramesenteroidewas stored at 4 or 20°C in vacuum-sealed aluminfimiinor glass tubes

with a, = 0.11 or 0.23. The cell concentration, acidifi@atactivity and linoleic/palmitic
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(18:2/16:0) or linolenic/palmitic (18:3/16:0) ratmere determined over a 90-day storage
period. The accumulation of derived-oxylipins ofdieic and linolenic acids during the
storage of the dried strain in glass tubes wasfalkmved. PreviouslyW. paramesenteroides
LC11 had been isolated during cassava fermentaimmhwas selected as a suitable starter
culture for gari production (Kostinek et al. 206@stinek et al. 2007; Yao et al. 2008).

Materials and Methods
Microorganism

The lactic acid bacterisV. paramesenteroidelsC11 was provided by the Federal Research
Centre for Nutrition, Institute of Hygiene and Toalogy (Karlsruhe, Germany). The strain
was inoculated in MRS broth and incubated at 300C 18h. Cells obtained after
centrifugation (2500 ¢ 20 min) were maintained in 50% (v/v) glycerol dnakzen at -80°C.

Productions and storage

The strain was grown in 500 | bioreactor containbgrS medium for 18h and then
concentrated 20 times by centrifugation. Cells wieeze-dried in a Low freeze-drier
(Leybold, Belgium) with a standard program by irasiag the temperature gradually from -
45°C to 25°C at 0.9 mbar pressure (30 h) followed Bh at 0.15 mbar. Freeze-dried powders
of about 2 £0.5 g were stored in 20 ml glass tubes 90 days at 4 and 20°C in desiccators
over the following saturated salt solutions of d¢ans water activities (g: LICL (0.11),
CH3;COOK (0.23). Control samples, at each temperatwere stored in aluminium foil

packets which were vacuum-sealed.

Water content and activity determinations

The water content (g 40/100 g Dry Weight) of the freeze-dried samples datermined
after drying at 105°C until constant weight. Wadetivities of the dried samples after freeze-
drying and the saturated salt solutions were medsand confirmed with a Novasina

(Novasina, Pfaffikon, Switzerland) water activityetar, respectively.

Survival and acidification activity

The viable counts were obtained by plate count otetfter 48 h. Acidification was carried
out at 30°C in 150 ml MRS broth inoculated with 1#610° cfu mi* of the freeze-dried
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sample. The total titratable acidity (% lactic dgi®W) was determinate after 18h, according
to the AOAC method (1997).

Analysis of cellular fatty acids

Total lipids were extracted overnight from driedl€€lg) with ethanol-ether (3:1v/v) mixture
according to an adaptation of the method of It@let(1969). Ethanol/ether extracts were
pooled, filtered, and then evaporated and condeutrander reduced pression at 35°C. Fatty
acid methyl esters (FAME) were prepared from theceatrate with 14% (w/w) solution of
boron trifluoride in methanol as reagent (Sigmal&iis, Missouri, USA). After heating at
70°C in a water bath for 90 min, 0.5 ml of satudd«#aCl, 0.2 ml of sulfuric acid (10%) and
0.5 ml of n-hexane were added. The methylated fatigs were extracted from the upper
phase after decanting by means of a Pasteur-pigette chromatographic analysis of the
methyl esters was carried out on a HP 6890 (HewWlatkard) gas chromatograph equipped
with a flame ionization detector at 250°C. A capyl column (10 m long., 0.25 mm diam.,
0.25 pm film) was used. Helium was used as cag&s (2.4 ml/min) and the injection
volume was 1 pul. Injection was done at 250°C intlegs mode for 1 min. The oven
temperature was held at 50°C for 1 min, increase®@’C/min to 150°C, and then from
150°C to 240°C at 4°C/min with a final hold of 10nmat 240°C. FAME were identified by
comparing their retention times with standard niesu FAME MIX 47885U (Supelco,
Bellefonte, USA). The fatty acid relative conteft)(was estimated as a percentage of the
total peak area using a DP 700 integrator (Spettyaics). The percentage of each fatty acid
was normalized by expressing it as a ratio of thrcgntage of palmitic (16:0) acid for two
reasons: (i) 16:0 had the highest percentage cbatanost points compared with other fatty
acids; and (i) 16:0 did not change significantlyridg storage. All the chemicals used were
analytical grade and supplied by Sigma-Aldrich (8gldorf, Germany).

Analysis of oxylipins

Total oxylipins profiling during storage was anagsin three replicates and as described
previously by Laine et al. (2006). For the exti@ctof free oxylipins, (6Z, 9Z, B, 13S)-13-
hydroxy-6, 9, 11-octadecatrienoic acid (LarodameRChemicals, Malmo, Sweden) was used
as an internal standard and about 2 g of frozeremahtwas added to 20 ml of extraction
medium [isohexane: 2-propanol, 3:2 (v/v)with 0.082%w/v) BHT]. For the extraction of
esterified oxylipins, triricinoleate was used asirternal standard and about 0.5 g of frozen

127



Expérimentation et présemtatiles résultatérticle 4

material was added to 20 ml of extraction mediumthk first step, oxylipins were purified by
Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatbgré@RP-HPLC). This was performed
on an EC250/2 Nucleosil 120-5 C18 column (250 mmglp 2.1 mm diam., 5um film;

Macherey & Nagel, Easton, PA). Straight-phase HR&Cseparation of hydroperoxy fatty
acids, hydroxy fatty acids, and keto fatty acidswarformed on a Zorbax Rx-SIL column
(150mm long., 2.1 mm diam., 5um long; Agilent tealogies, USA) with n-hexane: 2-
propanol: acetic acid (100: 1: 0.1, v/v) as a sui\vaystem at a flow rate of 0.2 ml/min. The
injection volume was 25 pul. For detection of thaltoperoxy and hydroxy fatty acids, the

absorbance was recorded at 234 and 270 nm, resgigcti

Data analysis

Productions in bioreactor were done in duplicatataDnvere compared by Turkey’'s honestly
significant difference (Statistica 7.1, StatSoft.[n2005). The level of significance was
determined aP < 0.05.

Results
Change in survival and acidification activity dwestorage

Lactic acid bacteridV. paramesenteroidewas produced in the bioreactor, freeze-dried and
held at 4 or 20°C in vacuum-sealed aluminium foigtass tubes with,a= 0.11 or 0.23 for

90 days. It was found that, regardless of packaginde or storage temperatures, the survival
and acidification activity of the freeze-dried stralecreased as the storage time increased
(Fig. 1a,b). However, after the 90 day storagéopem significantly higher viable population
and acidification activity were noted in the frealteed powder held at 4°C or under vacuum
than at 20°C or in glass tubes, respectivély<(0.05) (Table 1). For example, the viable
population of the freeze-dried strain held in vaousealed aluminium foil or glass tubes with
ay = 0.23 was reduced from an initial population c*80*" cfu/g to 8.0*18* or 4.4*1¢
cfu/g with a survival percentage of 92.8% or ldemt0.1% after 90 days at 4°C, respectively.
After 90 days at 20°C in the same conditions, tiable population was about 6.4*t@r
5.3*10' cfu/g with a survival of 74.8% or less than 0.01%spectively. Similarly,
acidification activity of the freeze-dried straieltl in vacuum-sealed aluminium foil or glass
tubes with @ = 0.23, reflected by a decrease of 24% or 60% af@0-day storage period at
20°C, was also lower than that obtained at 4°C (b4%4%), respectively (Fig.1a,b; Table

1). In addition, the viability and acidificationtadty were significantly higher for the freeze-
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dried strain in glass tubes withh & 0.11 compared with those obtained in glass twb#sa,

= 0.23 P < 0.05). At the end of freeze-drying, the watenteat of freeze-dried sample was
3.6 £ 0.6 g HO/100 g DW with @ 0.09 + 0.01. After the 90-day storage period, water
content for samples stored at 4 or 20°C in glaBsdwith @ = 0.23 was significantly higher
(approximately 0.6-fold) than that of samples siareglass tube and,a 0.11 P < 0.05). As
expected, water content for samples stored undrruwa did not change significantly during
storage (Table 1)(> 0.05).
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Fig.1 The survival and acidification activity ok&ze-driedV. paramesenteroideduring 90

days at (a) 4°C or (b) 20°C. Values are presergadeans + standard deviation (3G 4).
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Table 1 Survival, acidification activity of freezieied W. paramesenteroidesnd water content of
dried samples after 90—day storage

Storage Container Moisture Survival acidification activity
Tem(gg;awfe content (%) cfulg (%)° % lactic acid/g (%)
Vacuum-sealed 5 o, ; a 8.0*10" 92.8 £5.0° 0.7 £0.06 86.4+ 6.3
aluminium foil
4 glasstubes g 5\ g o» 45410 534477 06+001  745+10
with a, = 0.11
glasstube g 4406 4.4410 <0.1° 0.5+0.04 66.2 £5.2
with a, = 0.23
Vacuum-sealed 5 5, g 6.4410%  74.8+4.7 0.6 + 0.04 76.2+5.8
aluminium foil
20 glasstubes 74, g 8.9*10° 10.8+ 0.9 0.6 +0.08 725+ 4.8
with a, = 0.11
glasstubes =145, g 5.3*10 <0.01° 0.3+0.02 30.7+238
with a, = 0.23

Values not sharing the same superscript letterinvitartical line are significantly differeft < 0.05
(Tukey HSD testn = 4)

% Percentage compared with those obtained immediafédy freeze-drying. Initially, freeze-dried
sample with a water content of 3.6 gQ4100 g Dry Weight contained 8.6*f0cfu/g of W.
paramesenteroidi and had 0.8 % lactic acid/

3.2 Change in polyunsaturated fatty acids dueaage

Six cellular fatty acids, namely palmitic (16:0glmitoleic (16:1), stearic (18:0), oleic (18:1),
linoleic (18:2) and linolenic (18:3) acids, wereeidified (Table 2). The percentage of 16:0
remained high and did not change significantly miyrstorage, as described earlier under
Materials and Methods. Therefore, the percentafjfgemther fatty acids were expressed as a
ratio between each fatty acid and the 16:0. 16:0/183:0/16:0 and 18:1/16:0 ratios did not
change significantly during storage (data not sHo(#h > 0.05). The main modification
observed, was a decrease in the 18:2/16:0 and 16803tatio (Fig. 2a,b). However, a
significantly higher 18:2/16:0 and 18:3/16:0 ratias noted for the freeze-dried strain held at
4°C than at 20°C (Table 2P < 0.05). For example, at the end of freeze-dryitegg18:2/16:0
and 18:3/16:0 ratios were 0.02 and 0.10, respdygtiddter the 90-day storage period in glass
tubes with @ = 0.11 or 0.23, the 18:2/16:0 ratio decreased filoenoriginal value by 24% or
48%, with a ratio reduction of only 0.005 or 0.0194°C (Fig. 2a, b; Table 2) compared with
a larger decrease from the original value by 33%3% with a ratio reduction of 0.001 or
0.013 at 20°C, respectively.
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Table 2 Fatty acids and linoleic/palmitic (18:2/16:0) ordlenic/ palmitic (18:3/16:0) ratios after 90—dstprage

Storage temperature (°C)

4 20
Container
Vacuum-sealed  glasstubes glass tubes Vacuum-sealed  glass tubes glass tubes
aluminium foil with a, = 0.11 with a, =0.23 aluminium foil with a, =0.11 with a, = 0.23
Fatty acid (s) Percentage of total
16:0 51.8+1.3 526 +1.6 542+1.9 53015 3.45:24 533+1.6
16:1 73103 8.6+0.6 9.1+0.9 7.6+04 70.& 79+1.5
18:0 8.4+05 9.3+0.4 9.5+0.7 99+1.1 923& 9.8+0.5
18:1 26.5+2.1 26.0£1.2 248+1.2 23.7+2.1 7.422.1 278 +2.3
18:2 09+0.1 0.6+0.1 0.4+£0.0 0.9+0.2 06 0.3+0.1
18:3 52+0.2 27+0.4 2.0+0.3 5.0+0.2 232 0.9+0.1
X 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
100 x Ratid
18:2/16:0 17 1.2 0.8 1.7 11 0.6
18:3/16:0 9.9 5.1 3.7 9.4 4.2 1.7
Percentage of initial ratfo
18:2/16:0 99.3+53 755+5.8 51.5+3.7 97.7+5.% 67.3+6.8 37.2+5.6
18:3/16:0 945+1% 50.2 +3.8 385+4.9 89.8+0.8 41.9+2.3 18.0+2.2

Values not sharing the same superscript letterinvitbrizontal line are significantly differe®< 0.05 (Tukey HSD test,

n=4)

® Percentage of total fatty acids content

® Values represent ratio between each fatty acidfamg@almitic acid (16:0)

“Percentage compared with those obtained immediaftely freeze-drying. Initially, 18:2/16:0 and 1&:8:0 acid ratios

were 0.02 and 0.10, respectively.
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The 18:3/16:0 ratio decreased from the originaligdly 50% or 61% with a ratio reduction of
only 0.05 or 0.07 at 4°C (Fig. 2a,b; Table 2) compawith a larger decrease from the
original value by 58% or 82% with a ratio reductioh 0.06 or 0.09 at 20°C, respectively.
The 18:2/16:0 or 18:3/16:0 ratio in glass tubeswait = 0.23 was approximately 0.5- or 0.7-
fold higher than that observed in glass tubes wajtk 0.11, respectively. The 18:2/16:0 and
18:3/16:0 ratios for the freeze-dried strain heldvacuum-sealed aluminium foil did not
change significantly after the 90-day storage ka4 or 20°CR > 0.05).
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Fig. 2 The linoleic/ palmitic (18:2/16:0) and limolic/ palmitic (18:3/16:0) ratio of freeze-dried
W. paramesenteroideguring 90 days at (a) 4°C or (b) 20°C. Values aes@nted as means *
SD (h = 4) and represent the ratio between each faitlyaa the palmitic (16:0) acid.
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Oxylipins profiling during storage

Free (unesterified) and esterified oxylipins wenalgsed during the storage of freeze-dried
W. paramesenteroides glass tubes with,a= 0.11 or 0.23. During storage at=a 0.11, the

main oxylipins identified were esterified hydropeyd®UFAs and hydroxy PUFAs as shown
in Fig. 3.
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Fig. 3 Esterified oxylipin of freeze-driedl. paramesenteroideduring 90
days in glass tubes with,a 0.11 at 4°C (white bars) or 20°C (black bars)

Bars are presented as means = 8B 8). Me: esterified, DW: dry weight

13-hydroperoxy-linoleic acid (13-HPOD-Me) accumakatransiently between the 30th and
60th day of storage at 4 or 20°C (from about 124mpmol/g DW to 14 or 15 pmol/g DW,
respectively). During the same time and under #meesstorage temperatures, 9-hydroperoxy-
linoleic acid (9-HPOD-Me) showed the same transstdumulation as that observed for the
13-HPOD-Me (from about 20 or 17 pmol/g DW to 302& pmol/g DW, respectively). 13-

and 9-hydroxy-linoleic acid (13- and 9-HOD-Me) slemivthe same transient accumulation as
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that observed for the 13- and 9-HPOD-Me. Duringaie in glass tubes with, & 0.23,
esterified and free oxylipins were detected.
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Fig. 4 Free (a) and esterified (b) oxylipin of freedried W.
paramesenteroideduring 90 days in glass tubes with=a0.23 at 4°C
(white bars) or 20°C (black barBars are presented as means = 8D (
= 3). Me: esterified, DW: dry weight
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The main free oxylipins identified were 13-HPOD,-lygiroperoxy-linolenic acid (13-
HPOT), 13-HOD and 13-hydroxy-linolenic acid (13-HQ&s shown in Fig. 4a. 13-HPOD
and 13-HPOT accumulated transiently between thie 83t 60th day of storage at 4 or 20°C.
13-HOD and 13-HOT decreased between the 60th attdd2(y of storage at 4 or 20°C (from
about 22 or 28 pmol/g DW to 14 or 12 pmol/g DW &man about 26 or O pmol/g DW to 0 or
0 pmol/g DW, respectively). With regard to estedfioxylipins, we detected 13-HPOD-Me,
divinyl ether PUFAs (colnelenic acid, CnA-Me) ankooPUFAs (keto linolenic acid, KOT-
Me), as shown in Fig. 4b. 13-HPOD-Me and CnA-Meuacalated transiently between the
30th and 60th day of storage at 4 or 20°C. Becaweseould not separate the 9- and 13-
derivatives of KOT-Me, we expressed the amountshassum of both compounds. 13/9-
KOT-Me increased from day 30 and remained at tbelltill the end of our study. 13/9-
KOT-Me increased from about 67 or 192 pmol/g DW1#b or 289 pmol/g DW during
storage at 4 or 20°C, respectively.

Discussion

Freeze-driedV. paramesenteroidesas stored at 4 or 20°C in vacuum-sealed alumirfiim

or glass tubes with,a= 0.11 or 0.23. Viable count and acidificationidty were used as a
measure of viability. Significant alterations inallle cell and acidification activity of the
freeze-dried strain were observed during the seopegiod. The results are consistent with the
conclusions reached by Fayed et al. (1986) who sHaavdecrease in viable count and acid
producing activity of freeze-dried lactic acid b&x@ during storage. However, after the 90-
day storage period, a higher viable population @ndification activity were noted for freeze-
dried W. paramesenteroidelkeld at 4°C or in glass tubes with a 0.11 than at 20°C or in
glass tubes with,a= 0.23, respectively. A better percentage of salviof freeze-dried
bacteria during storage at low temperature had bepaorted previously (Champagne et al.
1996; Wang et al. 2004). The choice of optimal watsmtent during storage is crucial for the
stability of dried cultures. The effect of temperat and water activity on acidification
activity or survival was in agreement with resufeported by other authors who had
investigated different freeze-dried strains (Castral. 1995; Andersen et al. 1999; Haglal.
2007). Ishibashi et al. (1985) and Béal and Cor(i94) showed that the stability of dried
lactic acid bacteria in storage was better in tie(2 @ zone with a dry matter rate of almost
96%. The effect of visible light and/or air on thervival and acidification activity of the

freeze-dried strain was demonstrated in the comtaobple. Better survival percentages and
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acidification activity were obtained after the S@ydstorage period for freeze-dried.
paramesenteroidestored under vacuum and in the dark. It is now vesliablished that
storage under vacuum or inert gases gives beteéilist of freeze-dried cultures compared
with aeration conditions (Andersen et al. 1999)y@®en radicals can damage cell membrane
phospholipids (Sigler et al. 1999).

Cellular fatty acids ofW. paramesenteroidewere palmitic, palmitoleic, stearic, oleic,
linoleic and linolenic acids. All these acids hadeb identified previously in cellular
membrane of lactic acid bacteria (S@w al. 2005) and freeze-dried acetic acid bacteria
(Ndoye et al. 2007). The main modifications obsdrire cellular fatty acid composition of
freeze-driedW. paramesenteroidesluring storage in glass tubes were a decreaséen t
18:2/16:0 and 18:3/16:0 ratios. Lower 18:2/16:0 d&3/16:0 ratios were found foiV.
paramesenteroideafter the 90-day storage period at 20°C in glabges with @ = 0.23. A
full comparison of the data from the present studth those from previous studies is
difficult; Cyclopropane (Cyclo 19:0) and 18:1 or ¢iy 19:0 were unsaturated fatty acids
identified, rather than 18:@ 18:3 (Castro et al. 1996; Shoug et al. 2008heOsources of
discrepancy between our results and some datailit¢nature arise from the different drying
methods or the use of protective agents (Teixeieh €996).

The significant increase in 18@ 18:3 hydroperoxides was closely correlated with
18:2/16:0 or 18:3/16:0 ratio decrease during s®mfgfreeze-driedV. paramesenteroideis
glass tubes. These results are consistent witltdhelusions reached by Krasowska et al.
(2002), who showed that linoleic and linolenic akidiroperoxides play a major role in lipid
peroxidation. In summary, we observed four différddnetics of oxylipin appearance during
storage. (i) Hydroperoxy fatty acids: they accurtaulmansiently during storage peaking on
the 60th day. Afterwards, they might have decompimde hydroxy and oxo PUFAs.
Hydroperoxy fatty acids were rapidly converted rhaimto the corresponding hydroxy
PUFAs. (ii) Hydroxy PUFAs: they showed the samedrant accumulation as that of the
hydroperoxides PUFAs. It is unclear as to what thegame after degradation. (iii) Divinyl
ether PUFAs: they accumulated transiently duringasfe peaking at the 60th day and might
have decomposed into their corresponding oxo fatigs. (iv) Oxo PUFASs: they start to
accumulate from day 30. Whether they were furthegraded remains unclear as they did
seem to be rather stable, their amounts havingedtélye same during the storage. As to
whether the 18:2/16:0 and 18:3/16#yradations differed under the two humidity candi,
the following remarks can be made. At=0.23 there was a large decline in the 18:2/98:0

18:3/16:0 ratio which was correlated with an ineeea unesterified and esterified oxylipins:

136



Expérimentation et pmits¢ion des résultatérticle 4

KOT-Me accumulated rapidly and 13-HPOD (i.e. 13-HFQr 13-HOD (i.e. 13-HOT)
accumulated and levelled off during storage. Intiast, only 13- or 9-HPOD-Me (i. e. 13- or
9-HOD-Me) were detected at & 0.11. The differences could be attributed t@Substantial
hydrolysis of cellular lipids during storage at migpumidity, resulting in free fatty acid
production; (ii) a faster decrease in the 18:3/XT@&ti; and (iii)) a faster decomposition of the
9-hydroperoxides. In a previous study Zhang e{2007) showed that, an unsaturated fatty
acid compound with more double bounds (and/or gatpd double bonds) would be more
readily oxidized. The absence of 13-HOT and 13-HR@®observed at 20°C in glass tubes
with a, = 0.23 might be related to a high rate of oxidatigiving rise to more significant
changes. Hydroperoxides are thermally unstableprdposing into numerous secondary
products (Nawar 1996). A large decrease in the/18:@ or 18:3/16:Catio and a rapid
accumulation of linoleic or linolenic acids oxyli during storage of freeze-driéd.
paramesenteroidegt 20°C in glass tubes with & 0.23 might be enough to cause higher cell
death and/or loss of metabolic activity. Our reswaibnfirm the importance that needs to be
attached to the control of temperature, atmosphateresidual moisture content of freeze-

dried cultures in order to optimize survival anthaty during storage.
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Article 5

OBJECTIF

Dans l'objectif d’essayer de comprendre certainganésmes a l'origine de la perte de
stabilité des souches lyophilisées au cours du kagem; Ila souche Weissella
paramesenteroidesC11, précédemment sélectionnée pour le développeriune culture
starter pour la production de ‘gararticles 2 et 3, a été soumise a différentes conditions de
stockage (température, aération, humidité) pen@@njours (article 4). Des pertes de la
viabilité cellulaire et du pouvoir d’acidificatioainsi que des baisses dans les rapports acide
linoléique (C18 :2)/acide palmitique (C16:0) etdcilinolénique (C18:3)/acide palmitique
(C16:0) ont été observées au cours du stockage.mdilieure stabilité (viabilité cellulaire,
pouvoir d’acidification) ainsi que des rapports @1816:0 et C18:3/C16:0 plus élevés ont
été obtenus pour les échantillons stockés a basggétature et en I'absence d’oxygene (i.e.
humidité). Une accumulation de produits primairesdé&gradation des acides linoléigue et
linolénique a été observée pour les échantilloosksts en présence d’oxygene et d’humidité.
A lissue de cette étude, une corrélation a étBliétantre la perte de viabilité cellulaire ou du
pouvoir d'acidification et la dégradation des asidgras polyinsaturés. L’objectif de la
présente étude est de pouvoir confirmer les rédsutta la précédente étude d’'une part, et
d’établir une possible relation entre I'oxydatioesdipides et la perte de l'intégrité cellulaire
de la souche d’autre part. L'impact de composétepteurs tels que les cryoprotecteurs et/ou
des antioxydants sur la viabilité cellulaire, l&gtité cellulaire et la dégradation des lipides de
la souche lyophiliséaN. paramesenteroidesC11, ont été évalués pendant 90 jours de
stockage, dans des conditions renouvelables diagrat d’humidité. Aprés le $8'° jour de
stockage, les acides gras membranaires totaux quesiceux de la fraction polaire ont

€également été analysés.
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Effect of protective compounds on the survival, ele ctrolyte leakage and lipid

degradation of freeze-dried Weissella paramesenteroides LC11 during storage

Abstract

The effect of cryoprotectants (maltodextrin+glyder@and cryoprotectants+antioxidant
[ascorbic acid and/or Butylated hydroxytoluene (BHmixtures on the survival, electrolyte
leakage and lipid degradation of freeze-drikkissellaparamesenteroide$C11 during
storage was investigated and compared with théteo€ontrol (cells without additives) over a
90-day storage period at 4 or 20°C in glass tub#k water activity (@) of 0.23. The
survival, electrolyte leakage and lipid degradatiwere evaluated through colony counts,
electrical conductivity and thiobarbituric acid cése substances (TBARS) content,
respectively. The fatty acids composition was aeieed by gas chromatography, in both the
total lipid extract and the polar lipid fractiomdacompared with that of the control after the
90-day storage period. As the storage proceedededses in leakage value and TBARS
content, as well as a decrease in viability, wdrseoved. After 90 days storage, the major
fatty acids found in both the total lipid extraatdathe polar lipid fraction were palmitic
(16:0), palmitoleic (16:1), stearic (18:0), oleit8(1), linoleic (18:2) and linolenic (18:3)
acids. The survival, leakage value, TBARS conteat £3:2/16:0 or 18:3/16:0 ratio were the
greatest for the protected strain held at 4°C. Leith the cryoprotectants+BHT mixture
showed the highest percentage of survival and 18:@/or 18:3/16:0 ratio in both lipid
extracts, as well as the lowest leakage value @8RS content after the 90-day storage
period. Drying cells with the cryoprotectants+BHTxtare considerably slowed down polar
lipid degradation and loss of membrane integrigsufting in improved viability during

storage.

Key words: Antioxidant, Cryoprotectants, Electrely{¢#akage, Lactic acid bacterlapid

oxidation, Starter culture
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Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) for the food industryeacommonly freeze-dried for long-term
storage. It is now well established that technatameters such as freezing conditions,
rehydration conditions and the presence of pratectompounds affect cell survival [27].
Many other factors, such as temperature, atmosplepesure to light and relative humidity,
affect the stability of freeze-dried bacteria dgristorage. These factors alone or in
combination might lead to an unacceptably high loss/iable cells due to deteriorative
chemical reactions. Membrane lipid oxidation waggasted as the cause of cell death during
the storage ofactobacillusbulgaricusin the presence of air, high relative humidity dmgh
storage temperature [2, 3]. Oxygen radicals cowdhage the polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) of cell membrane phospholipids [6]. Recgntl relationship between loss of
viability and change in linoleic/palmitic (18:2/D0§:or linolenic/palmitic (18:3/16:0) ratio of
freeze-dried LAB during storage were reported [b]. 2 was previously reported that free
radical chain reaction, which took place during RSfexidation, might lead to the formation
of lipid hydroperoxydes which might be decomposedmnany secondary products, such as
malonic dialdehyde (MDA) [16]. MDA has been idemd as the product of PUFAs
oxidation that reacts with thiobarbituric acid (TB# produce red species collectively termed
‘thiobarbituric acid reactive substances’ (TBARS3Y]. Apart from chemical damage, cell
membranes were also prone to physical damage: ekangohospholipids composition had
been related to an increase in membrane permegalafitecting membrane integrity [22].
Thus, UV-absorbing materials, membrane lipids amts imight have leaked from the cells
during rehydration [10]. Previously, Martes al. [15] used conductimetry to evaluate the
performance of freeze-driddactobacillusdelbrueckii ssp.bulgaricusduring rehydration in
milk.

Membrane lipid degradation could be minimized bgventive measures, such as the use
of antioxidants. Butylated hydroxytoluene (BHT) aadcorbic acid are currently used to
control lipid oxidation in the food industry. Altbgh BHT functions by interfering with the
free radical mechanism, ascorbic acid and its dévgs function as antioxidants by
protecting double bounds and scavenging oxygen [keiraetal. [21] found that ascorbic
acid and monosodium glutamate provided signifigantection toLactobacillusdelbrueckii
ssp.bulgaricuswhen stored at 4°C. Another form of additives Wydased to protect LAB
during drying and storage are cryoprotectants. Gdreeficial effect of the addition of glycerol

and maltodextrin either alone [4, 18] or in comlitima [5] has been clearly associated with
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high viability after freeze-drying rather than iaesed stability during storage. In such a case,
the incorporation of an appropriate cryoprotectamisoxidant mixture could protect the
dried bacteria against the degradation that coultlioduring storage. To the best of our
knowledge, no work has been reported that estasitiie effect of cryoprotectants (glycerol,
maltodextrin) in combination with antioxidants (edmc acid, BHT) on the viability,
electrolyte leakage and lipid degradation of dbedteria during storage.

We have previously shown that the survival of feedredW. paramesenteroidesC11
was the greatest during storage in aluminium g®b{ed under vacuum) or in glass tubes with
water activity (@) of 0.11 compared with storage in glass tubes @sgiabes with,a= 0.23,
respectively [25]. The aim of this work was to stutle effect of cryoprotectants (glycerol,
maltodextrin), alone or in combination with antidants (BHT and/or ascorbic acidh the
viability, electrolyte leakage and lipid degradatiof W. paramesenteroidestored at 4 or
20°C in glass tubes with,a 0.23. The electrolyte leakage and lipid degriadawere studied
by measuring the electrical conductivity duringyetation and TBARS content, respectively.
The effect of the mixtures after 90 days storag¢henl8:2/16:0 or 18:3/16:0 ratio in both the
total lipid extract and the polar lipid fraction svdetermined and compared with that of the
control. Previously, W. paramesenteroidesLC11 had been isolated during cassava
fermentation and was selected as a suitable starteire for gari production [12, 13, 26].

Materials and Methods
Microorganism

The LAB W. paramesenteroidekC11 was provided by the Federal Research Centre fo
Nutrition, Institute of Hygiene and Toxicology (Hsmuhe, Germany). The strain was
inoculated in MRS broth and incubated at 30°C #®rh1 Cells obtained after centrifugation
(2500>g, 20 min) were maintained in 50% (v/v) glycerol dnaken at -80°C.

Productions, treatment and storage

The strain was grown in a 500 | bioreactor contggriMRS medium for 18 h, concentrated 20
times by centrifugation, and then the following mbes were added: (PC), cryoprotectants
(maltodextrin [50 mg/g]+glycerol [20 mg/g]); (PCAgryoprotectants+ascorbic acid [0.2
mg/g]; (PCB), cryoprotectants+BHT [0.075 mg/g]; @&&), cryoprotectants+ascorbic acid
[0.2 mg/g]+BHT [0.075 mg/g]). Cell suspensions witih protective compounds were used as

the control (P). The cell suspensions were fregmsldin a Low freeze-drier (Leybold,
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Belgium) as described by Yaal. [25]. Freeze-dried powders of about 2 +0.5 g wstoeed
in 20 ml glass tubes for 90 days at 4 and 20°C idesiccator over potassium acetate
(CH3COOK) as a saturated salt solution wigh=a0.23.

Dry cell weight and water activity

The dry cell weight was determined after dryingaiconvection oven (105°C) until constant
weight and the results were the mean of four detertions. g of the saturated salt solution

was confirmed using a Novasina (Novasina, Pfaffjkdwitzerland) water activity meter.

Survival

The viable counts were obtained using the platencmethod after 48 h at 30°C. Percentage
survival was calculated as 100 x N/MWhere N is the CFU/g DW at a given time anglidN
the CFU/g DW at the end of freeze-drying.

Electrolyte leakage

For the analysis, 0.5 g of powder was soaked irli M)l water (10 ml) for 4 h at room
temperature. The electrical conductivity (ms/grdW) of the solution was measured using a
ProfiLine Multi 197i (WTW GmbH, Weilheim, Germanyyonductivity meter. Total
conductivity was obtained after autoclaving the ga® at 112°C for 20 min. The results

were expressed as percentage of total conductivity.

Lipid oxidation

Lipid oxidation was estimated as TBARS contentioiwing the method described by Raharjo
et al. [17], and modified as described here. Freeze-ds@udples (1 g of powder), 25 ul of 3
mM BHT and 40 ml of 5% (w/v) aqueous trichloroacedcid (TCA) were homogenized in a
blender for 1 min. The supernatant obtained ageatrdugation (2500xg, 10 min) was filtered
into a 50 ml volumetric flask. The volume of thiréite was adjusted to 50 ml with 5% (w/v)
TCA. A 2 ml portion of the filtrate was mixed withml of 80 mM TBA at 96°C in a water
bath for 60 min. The samples were then put onacgtdp the reaction. After cooling, 150 pl
of 37% HCI and 2 mih-butanol were added. The TBA-MDA complex was extddrom the
upper phase after decanting, using a Pasteur-pj@ettl the absorbance was recorded at 530
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nm. The TBARS content was expressed as mg eq. MDAgusing an extinction coefficient
of 1.48 x 16 M cmi* [20].

Total lipids extraction and fractionation

The total lipids were extracted overnight from driells (1g) with an ethanol-ether (3:1 v/v)
mixture, as described by Yab al. [25]. Ethanol/ether extracts were pooled, filteagd then
evaporated and concentrated under reduced preas®®°C. The polar lipid fraction was
obtained from the total lipid extract, using theetane precipitation method described by
Vandanaetal. [23] and modified as follows: total lipid extrasts dissolved in 2 ml acetone,
mixed for 1 min, and left on ice 1 h; the acetoagel, containing non-polar lipids, was
decanted; and then the same procedure was repbatedtimes and acetone was removed
under reduced pressure at 35°C. Thereafter, thioreeensoluble precipitate, enriched in
phospholipids, was dried under vacuum. The phogpldoéxtract (polar lipid fraction) was

dissolved in an ethanol-ether (3:1v/v) mixture #meh stored at -80°C until further analysis.

Analysis of fatty acids

The fatty acids composition, in both the total digxtract and the polar lipid fraction, was
determined after the 90-day storage period. Fatity methyl esters (FAME) were prepared
from the lipid extracts and identified using a g&somatographic analysis as described by
Yao etal. [25]. The fatty acid relative content (%) was estied as a percentage of the total
peak area. The percentage of linoleic (18:2) andlénic (18:3) acids were normalized by

expressing it as a ratio of the percentage of pielifii6:0) acid [25].

Data analysis

Production in the bioreactor was done in duplichteorder to estimate the impact of storage
conditions on the electrolyte leakage or lipid @tidn (TBARS content), only the newly
released electrolyte or produced MDA-TBA complexsuaken into account and expressed in
relative terms as (E€ECy)/g or (MDA-MDA)/g DW, where EG or MDA, and EG or
MDA represent electrical conductivity or TBARS contahthe end of freeze-drying and at
each storage time, respectively. The data were acedpusing Tukey’s honestly significant
difference (Statistica 7.1, StatSoft Inc., 2009)e Tevel of significance was determinedPat
0.05.
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Results
The effect of the protective compounds on survival

The LAB W. paramesenteroidesas produced in a bioreactor, added with differainttures
as protective compounds, then freeze-dried anddteldor 20°C in glass tubes witha 0.23
for 90 days. The effects of the cryoprotectants It@daxtrin+glycerol) and
cryoprotectants+antioxidant (ascorbic acid and/etyBted hydroxytoluene (BHT)) mixtures
on the survival were compared with those of therobifcells without protective compounds).
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Fig.1. The effect of protective compounds on the survofalreeze-
driedW. paramesenteroidestored for 90 days in a glass tube with a
= 0.23. P, control; PC, cells with cryoprotectants
(maltodextrin+glycerol); PCA, cells with cryoprotants+ascorbic
acid; PCB, cells with cryoprotectants+BHT; PCAB,li€ewith
cryoprotectants+ascorbic acid+BHT. Values are pmiteskas means +

standard deviation (S, = 4).
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Table 1 The effect of protective compounds on the suryighdctrolyte leakage, TBARS content of freezediv\é paramesenteroidesnd water

content of dried samples after 90—day storage

Storage Treatment Moisture Survival Electrolyte leakage TBARS
Temperature content (%) ~cfu/g DW (%)° Electrical conductivity (%) ° (mg/kg DW)’

(°C) (ms/cm g DW)

P 11.4+0.6  4.4%10 <0.1% 98.0 £ 3.0 13.9+0% 20+0.4

PC 123+03  4.1%40 0.8+0.2 81.3+4.6 135+1% 21+0.3

4 PCA 122+0.8  2.7710° 3.7+0.6 726+1.4 13.4+2%F 40+0.7

PCB 12.7+03 2.6%10" 48.1+ 4.5 709+ 3.2 75+0.9 0.8+0.%F

PCAB 12.4+0F  3.2¢10" 39.4+3.3 69.3+3.9 95+1.2 42+09

= 11.2+03  5.3*10 <0.01% 101.9+5.2 32.2+2% 2.8+0.6

PC 125+04 45410 <0.01° 83.5+3.0 226+29 2.8+0.5°

20 PCA 123+0.8 1.9.0 <0.03? 785+ 4.7 28.8+3.% 6.1+0.9

PCB 125+08  1.1*10" 20.2+ 4.6 75.3+ 4.0 9.7+0.8 1.4 +0.3¢

PCAB 11.8+0.8  1.0710" 122 +15 76.4+1.9 20.4+ 3% 6.3+1.1°

cfu, unit forming colonies

*a-d Values not sharing the same superscript letinin vertical line are significantly differeft < 0.05 (Tukey HSD tesh = 4)

& P, control; PC, cryoprotectants (maltodextrin+ghpte PCA, cryoprotectants+ascorbic acid; PCB, prptectants+BHT; PCAB,
cryoprotectants+ascorbic acid+BHT

® Percentage compared with those obtained aftererdezng. Initially, P, PC, PCA, PCB or PCAB withvaater content of 3.6, 4.3, 4.0, 3.9 or 3.7 g
H,0/100 g DW contained 8.6*1 5.6*10", 7.7*10", 6.0*10" or 9.0*13" cfu/g of W. paramesenteroidesespectively

“Values compared with those obtained after freegagr Initially the electrical conductivity for BBC, PCA, PCB or PCAB was 80.2, 66.2, 67.9, 67.2
or 67.5 ms/cm g DW and represented 84.3, 83.1, 8.9 or 84.7% of total electrolyte (after 20 ratrl12°C), respectively

dvalues compared with initial values. TBARS valuetat end of freeze-drying for P, PC, PCA, PCB 0ABGvas 0.07, 0.09, 0.08, 0.09 or 0.12 mg/kg
DW, respectively
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It was found that, regardless of storage tempezatand treatments, the survival of the treated
strain decreased as the storage time increased IFidHowever, after the 90-day storage
period, a significantly higher viable population svaoted in dried samples held at 4°C,
compared with those stored at 20 < 0.05) (Table 1). Survival rates were signifidgant
higher for PCB compared with those of PC, PCA orABCafter 90 days storage. For
example, the viable population for PCB was redufeenh an initial population of 6.0 x 1b
cfu/g to 2.6 x 18" or 1.1 x 16" cfu/g with a survival of 48% or 20% after 90 days4°C or
20°C, respectively. After 90 days at 4°C or 20° survival rates for PC and PCA were
statistically the same and did not differ signifidg from that of the controlR > 0.05).
Among the mixtures tested, the one that resultedarhighest survival was the association of
cryoprotectants with BHT. At the end of freeze-dgyi the water content for P, PC, PCA,
PCB or PCAB was 3.6 £ 0.6, 4.3 +0.4,4.0 £ 0.3,80.50r 3.9 + 0.5 g #0/100 g DW with

ay = 0.09 = 0.01, respectively. After the 90-day agm period at 4°C and 20°C, the water
content did not differ significantly among the sdespf > 0.05) (Table 1).

The effect of the protective compounds on electeolgakage

The electrolyte leakage for both treated samplekstha control increased with the storage
time (Fig. 2). Decreases in membrane integrity wayserved, and this was reflected in the
increased amount of electrolyte leaking from thk aering rehydration. However, after the
90-day storage period, a significantly lower leakaglue was noted in dried samples held at
4°C or with BHT, compared with those stored at 2@iCthe other protective compounds
(cryoprotectants, ascorbic acid), respectivély<(0.05) (Table 1). For example, the leakage
value for PCB increased from the original value/§% with an electrical conductivity of
only 70.9 ms/cm g at 4°C, compared with a largeraase from the original value by 9.7%
with an electrical conductivity of 75.3 ms/cm g 20°C after 90 days at 4°C or 20°C,
respectively (Fig. 2, Table 1). After the 90-dagrage period at 4 or 20°C, the leakage value
for PCB was approximately 6% or 22% lower than tblathe control, respectively. In the
same conditions, the leakage value for PC and P€@re wtatistically the same and did not
differ significantly from that of the controP(> 0.05). The lowest leakage value after 90 days

storage was obtained with the cryoprotectants+BHiure.
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Fig.2. The effect of protective compounds on the elegteoleakage of
freeze-driedV. paramesenteroidestored for 90 days in a glass tube with
a,=0.23. P, control; PC, cells with cryoprotectants
(maltodextrin+glycerol); PCA, cells with cryoprotants+ascorbic acid;
PCB, cells with cryoprotectants+BHT; PCAB, cells ttwi
cryoprotectants+ascorbic acid+BHT. The electrolyemkage values
represent the difference compared with initial ealu Values are

presented as means S 4).

The effect of the protective compounds on lipiddation

The effect of the four mixtures on lipid oxidatigfBARS content) during the storage of
freeze-driedW. paramesenteroidess shown in Fig. 3 and Table 1. The TBARS content
increased during the storage period; however,dahel lof lipid oxidation for samples stored at

4°C or PCB mixture was significantly lower compareith those stored at 20°C or the other
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samples (P, PCA, PCAB), respectiveR € 0.05). After the 90-day storage period at 4 or
20°C, the TBARS content for PCB was approximateBf4 or 1.4% lower than that of the
control, respectively. On the contrary, the TBARStent for PCA and PCAB were 2.0% or
3.4% and 2.2% or 3.6% higher than that of the cbntespectively (Table 1). The TBARS
content did not change significantly between PC #red control P > 0.05). The highest
protection against lipid oxidation during storagaswobtained with the cryoprotectants+BHT

mixture.
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Fig.3. The effect of protective compounds on the TBARStent of freeze-
dried W. paramesenteroidestored for 90 days in a glass tube with=a
0.23. P, control; PC, cells with cryoprotectantsalmdextrin+glycerol);
PCA, cells with cryoprotectants+ascorbic acid; PCBells with
cryoprotectants+BHT; PCAB, cells with cryoprotedstascorbic
acid+BHT. The TBARS values represent the differecoenpared with

initial values. Values are present as means +r5b4).
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The effect of the cryoprotectants+BHT mixture ottyfacids composition

The protective effect of the cryoprotectants+BHTxtmie on the fatty acids composition of
the total lipid extract and the polar lipid fractizvas compared to that of the control after the
90-day storage period (Table 2, Table 3). In bdté total lipid extract and polar lipid
fraction, the major fatty acids found were palmitit6:0), oleic (18:1), stearic (18:0),
palmitoleic (16:1), linolenic (18:3) and linoleit&:2) acids. The percentage of 16:0 remained
high and did not change significantly during steaas described earlier under Materials and
Methods. Therefore, the percentages of the othigrdaids were expressed as a ratio between
each fatty acid and the 16:0. The 16:1/16:0, 18:0/land 18:1/16:0 ratios did not change
significantly during the storage period (data roiwn).

Table Zz The effect of the cryoprotectants+BHT mixture oattyf acids

composition of the total lipid extract after 90—dagrage

Storage temperature (°C)

4 20
P PCB P PCB
Fatty acid (s)  Percentage of tctal
16:0 542+1.9 54.3+0.5 53.3+1.6 540+1.1
16:1 9.1+0.9 52+0.3 7915 5117
18:0 9.5+0.7 122+1.4 9.8+0.5 12.0+1.3
18:1 24.8+1.2 22.5+0.8 27.8+2.3 249+1.1
18:2 0.4+0.0 21+04 0.3+0.1 1.6+0.6
18:3 20+0.3 3.7+0.7 09+0.1 2304
X 100.0 100.0 100.0 100.0
100 x Ratid
18:2/16:0 0.8 3.9 0.6 2.9
18:3/16:0 3.7 6.9 1.7 4.2
Percentage of initial ratfo
18:2/16:0 51.5+3.7 83.2+4.7 37.2+56 61.9+6.4
18:3/16:0 385+4.9 73.8+35 18.0x2.%F 450+5.2

P, control; PCB, cells with cryoprotectants+BHT

Palmitic (16:0), palmitoleic (16:1), stearic (18:@leic (18:1), linoleic (18:2), and
linolenic (18:3) acids

*a-c Values not sharing the same superscript lettéhin horizontal line are
significantly differentP < 0.05 (Tukey HSD tesh = 4)

@ Percentage of total fatty acids content

® Values represent ratio between each fatty acidtamd6:0

“Percentage compared with those obtained afterdrdgzng. Initially, 18:2/16:0 and
18:3/16:0 acid ratios for P or PCB were 0.02 ardd @r 0.05 and 0.10, respectively
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Table 2 The effect of cryoprotectants+BHT mixture on fadtyids composition of

the polar lipid fraction after 90—day storage

Storage temperature (°C)

4 20
P PCB P PCB
Fatty acid (s)  Percentage of tctal
16:0 51.1+23 536+1.1 543+1.0 53.0+1.0
16:1 95+14 6.3+£0.8 8.4+0.9 65+1.1
18:0 11.5+1.1 11.3+£0.9 11.8+0.8 125+0.9
18:1 26.6+2.1 236+1.2 24.7+1.7 25.1+0.8
18:2 0.6+0.2 22+0.7 0.4+0.1 1.1+0.2
18:3 1.1+0.3 28+04 0.7+£0.2 1.8+05
X 100.0 100.0 100.0 100.0
100 x Ratid
18:2/16:0 1.2 4.2 0.7 2.0
18:3/16:0 2.2 5.3 1.2 3.3
Percentage of initial ratfo
18:2/16:0 44.6 + 5.6 82.6 +5.8 24.1+50 40.0+ 3.9
18:3/16:0 274+ 1.7 61.7 £ 2.8 150+ 3.2 38.7 4.4

P, control; PCB, cells with cryoprotectants+BHT

Palmitic (16:0), palmitoleic (16:1), stearic (18:@)eic (18:1), linoleic (18:2), and linolenic
(18:3) acids.

*ad yalues not sharing the same superscript lettehinvihorizontal line are significantly
differentP < 0.05 (Tukey HSD tesh = 4)

@ Percentage of total fatty acids content

® Values represent ratio between each fatty acidlzd6:0

¢ Percentage compared with those obtained after drdegng. Initially, 18:2/16:0 and
18:3/16:0 acid ratios for P or PCB were 0.03 afi® @r 0.06 and 0.09, respectively

The main modification observed, was a decreaseeri8:2/16:0 and 18:3/16:0 ratio (data not
shown). After the 90-day storage period, the 1&2/-nd 18:3/16:0 ratios for samples stored
at 4°C were significantly higher than for thoserstbat 20°C R < 0.05) (Table 2, Table 3).
For example, the 18:3/16:0 ratio in the total ligixkract or the polar lipid fraction of PCB
decreased from the original value by 26% or 55% wiratio reduction of only 0.03 or 0.04
at 4°C compared with the larger decrease from tiggnal value by 38% or 61% with a ratio
reduction of 0.06 at 20°C, respectively. After 98@ysl at 4 or 20°C, the 18:2/16:0 and
18:3/16:0 ratios in the total lipid extract of P@&re 32% or 25% and 35% or 27% higher
than those of the control, respectively.
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Similarly, the 18:2/16:0 and 18:3/16:0 ratios i fholar lipid fraction of PCB were 38% or
16% and 34% or 24% higher than those of the cantespectively. After the 90-day storage
period, the cryoprotectants, cryoprotectants+ascodrid and cryoprotectants+ascorbic
acid+BHT mixtures showed lower 18:2/16:0 or 18:3D1Gtio in both the total lipid extract
and polar lipid fraction and there was no signtficdifference from those of the control (data

not shown).

Discussion

The effect of cryoprotectants (maltodextrin+glyder@and cryoprotectants+antioxidant
(ascorbic acid and/or BHT) mixtures on the viapjlitelectrolyte leakage and lipid
degradation (TBARS content) of freeze-driédparamesenteroidestored in glass tubes was
investigated and compared with that of the conBanificant alterations in the viable cell of
the protected strain, but lower than that of thatad, were observed during the storage
period. However, differences in the viability oktprotected strain were observed, indicating
different protective abilities of the mixtures usd@dhe cryoprotectants+BHT mixture was the
best protectant after 90 days storage at 4 and,2§ihig a cell viability of about 48% and
20% compared with 0.1% and 0.01% for the contesdpectively. Our results showed that the
storage temperature and moisture were criticalrpaters affecting the survival of the strain.
A better percentage of survival of freeze-driedtéaa during storage at low temperatures
[24] and in the 0.1-0.2,azone with a dry-matter rate of almost 96% [11] baen reported
previously. Our results also showed that neitherdtyoprotectants mixture nor the control
significantly improved survival during storage. dbaly et al. [5] demonstrated that
Lactobacillusplantarum CWBI-B534 cell recoveries ranged from 97% aftexefre-drying,
using a 5% maltodextrin+ 2% glycerol mixture. Ihisw well established that cryoprotectants
are almost indispensable when freezing and dryirggaorganisms, but the contribution of
these compounds to the stability of dried microargias during storage has been discussed
[7]. After the 90-day storage period, cellular yadicids in both the total lipid extract and the
polar lipid fraction ofW. paramesenteroidewere palmitic (16:0), palmitoleic (16:1), stearic
(18:0), oleic (18:1), linoleic (18:2) and linolen{d8:3) acids. All these acids had been
identified previously in the cellular membrane oédze-dried LAB [5]. As the storage
proceeded, increases in leakage value and TBARSembrwere observed, with a
corresponding decrease in viable cell.
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However, lowest TBARS content and leakage valueyas as highest percentage survival
and 18:2/16:0 or 18:3/16:0 ratio in the polar lifridction of PCB, were obtained after 90°C
days at 20°C. These results suggest that the aiggants+BHT mixture could increase
oxidative tolerance by reducing membrane lipid dgenarhe protection bestowed by the
cryoprotectants+BHT mixture could derive from aatean between the peroxy or oxy-free
radicals and the antioxidant (BHT). It was repottieak antioxidants scavenge chain-carrying
peroxyl radicals, and reduce the formation of tidicals that increase membrane leakage [1].
After 90 days at 20°C, while TBARS content for PGAPCAB (sample containing ascorbic
acid) was approximately 3.4% or 3.6% higher thaat tbf the control, the amount of
electrolytes leaking from the cell during rehydoatiwas 3.5% or 11.8% lower than that of the
control, respectively. This could be because ascaabid was much more susceptible to
degradation than BHT during storage. Our resulésiarcomplete agreement with those of
Hayashiet al. (1985) [8] who reported that ascorbic acid-proteiixtures of low moisture
content stored in aerobic conditions became reqiltieg from an amino-carbonyl reaction of
oxidized ascorbic acid. Furthermore, the signif@aand specificity of the TBA reaction has
been previously discussed [14]. A full comparisdrithe data from the present study with
those from previous studies is difficult. Some sesrof discrepancy between our results and
the data in the literature arise from the differemtroorganisms and storage conditions, as
well as from the nature and concentrations of gtote compounds used [4, 21].

We could suggest that a large reduction in the/18:Q or 18:3/16:0 ratio in the polar
lipid fraction of W. paramesenteroideafter 90 days storage at 20°C might contributéheo
greater TBARS content and derive partly from pdilsid degradation. It is possible that the
breakdown of polar lipids as a consequence of lipidation with the accumulation of MDA
might lead to the loss of membrane integrity. Lof§snembrane structure might therefore
result in electrolyte leakage and, ultimately, osd of viability. This hypothesis is in
agreement with previous studies, as Castra. [2] have shown that the decline in viability
during the storage of freeze-drikeattobacilli could be attributed to further membrane damage
by oxidation, and as proposed by Selmer-Oksigad. [18]. In addition, Borsos-Motovina and
Blake [1] showed that electrolyte leakage couldaeneasure of the loss of membrane
integrity from membrane damage. Altogether, thailtesfrom the present study and those
from our previous work on PUFAs degradation durstgrage of the freeze-drieW.
paramesenteroideg®, 25] are in agreement with the motion that meanb lipid degradation
and survival of freeze-dried bacteria might beteslaA rapid decrease in viability tended to

occur during the early storage period, while changelBARS content and leakage value of
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the dried strain were found to increase with tildechanical damage, linked to intracellular
ice formation and recrystallization during freezingight affect the integrity of the cell
structure [9]. Solutes might leak from injured sethore rapidly during rehydration because
the membrane could be mechanically ruptured byd#teydration treatment or because the
permeability of an intact membrane could be altefienl make this distinction, changes in
membrane permeability &V. paramesenteroideafter freeze-drying need to be assessed. In
addition, further research is needed to identig/ pblar lipids which are oxidized or degraded

during the storage of freeze-dried strain.
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Article 6

OBJECTIF

Dans I'objectif d’essayé de comprendre certainsamisme a I'origine de la perte de stabilité
des souches lyophilisées au cours du stockageulzhsbVeissellgparamesenteroidesC11,
précédemment sélectionnée pour le développemene dulture starter pour la production de
‘gari’ (articles 2 et 3, a été soumise a différentes conditions de sipektempérature,
aération, humidité) pendant 90 jo(ssticle 4). A I'issue de cette étude, une corrélation a été
établie entre la perte de viabilité cellulaire aumbuvoir d’acidification et la dégradation des
acides gras polyinsaturés. Dans I'optique de cowgirces résultats, 'impact de composés
protecteurs tels que les cryoprotecteurs et/ouadéexydants (acide ascorbique et/ou butyle
hydroxytoluene) sur la viabilité cellulaire, I'irggté cellulaire et la dégradation des lipides de
la souche lyophiliséaN. paramesenteroidesC11, ont été évalués pendant 90 jours de
stockage drticle 5). Les échantillons ont été stockés dans des tahegerre eux-mémes
stockés a une activité d’eau de 0.23 et entrepaséC ou 20°C. Aprés le §8° jour de
stockage, les acides gras membranaires totaux quesiceux de la fraction polaire ont
également été analysés. La présence des cryopateat du butyle hydroxytoluene avait
considérablement réduit la dégradation des liptieka fraction polaire au cours du stockage
de la souch&V. paramesenteroidelsC11. Il s’en était suivi une meilleure intégritéllulaire

et une meilleure viabilité cellulaire. Une possibétation entre I'oxydation des acides gras
polyinsaturés, plus précisément ceux de la fragtiolaire des lipides, et la perte de viabilité
cellulaire au cours du stockage des souches lyispbd, a pu étre confirmée. Des corrélations
entre, 'oxydation des acides gras polyinsaturésadieaction polaire des lipides et la perte
d’intégrité cellulaire au cours du stockage d’umtpla perte d’intégrité cellulaire et la perte
de viabilité cellulaire d’autre part, ont été établ Nous avons cependant noté que la perte de
viabilité cellulaire survenait dés les premierearbe du stockage, que la souche soit protégée
ou non. L'objectif de la présente étude est d'esisag comprendre certains mécanismes a
I'origine de la perte de viabilité cellulaire dutdaes premiéres heures du stockage. Pour ce
faire, les changements dans la perméabilité cekulale la souche lyophiliséan.
paramesenteroidesC11 ont été étudiés, a travers les déterminatihnsombre de cellules
viables et de la conductivit¢ d’'une solution deydfhtation dont on a fait varier la
température, la concentration en sels, proton®miposés protecteurs (glycérol, saccharose,

maltodextrine, glutamate monosodique).
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Changes in membrane permeability during rehydration of freeze-dried

Weissella paramesenteroides LC11

Abstract

The objective of this study was to assess changesmdambrane permeability during
rehydration of freeze-driedlV. paramesenteroidekC11. Viability was assessed using the
electrical conductivity measurement (ms/crmfg weight) and the plate count method (cfu/g
dry weight). The symptoms of injury included anrgmse in the electrolyte leakage during
the first 4 h of rehydration in Milli Q water anddacrease in the survival rate, suggesting an
increase in membrane permeability during dehydnathn increase in the temperature, NaCl
or monosodium glutamate concentration and a deergas! concentration resulted in an
increase in the electrolyte leakage and a declieabe survival rate. However, a decrease in
the electrolyte leakage was observed with incregagigcerol, sucrose or maltodextrin and
resulted in the maintenance of cell viability. Reggion analysis showed that, overall, there
was a good correlation between the survival ratk elactrolyte leakage (R> 0.90). These
results indicate that the dehydration of bacterighinincrease both the incidence of cell
rupture during rehydration and the membrane peritigatfl the rehydrated strain. Change in
membrane permeability might lead to electrolytekégge during rehydration and, ultimately,
cell death. The electrolyte leakage assay, a gamntkinexpensive method, could be used to

evaluate dried bacteria resistance to dehydration.

Keywords: electrolyte leakage, lactic acid bactdrigeze-drying, membrane integrity, starter

culture, viability
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Introduction

Freeze drying is commonly used to produce concemtriactic acid bacteria (LAB) starter
cultures for the food industry. After dehydrati@me population of microorganisms might be
killed, another population might survive (non-irgd), and a third might be sub-lethally
injured. It is now generally agreed that the cell membiiartae component most commonly
affected after a sub-lethal injury. Leakage of ¢k membrane was indirectly evident by an
increase in cellular components such as enzymes UWWébsorbing materials in the
surrounding medium after rehydration of dried gadisby an increase in the cells’ sensitivity
to chemicals such as NaCl, oxgall and lysozyme However, the effect of water loss on the
structure of membrane is not well understood. Sttrectural studies have indicated that a
substantial alteration of membrane structure ocicudsiedLactobacillusacidophilusandLb.
helveticus® °>To define these changes precisely, it would besssrg to determine the nature
of the metabolic lesion induced immediately aftex tiehydration process, and to control such
changes through the use of additives. Most stysieormed to determine the efficiency of
conservation methods are based on the survivabfdieeze-dried bacteria. These methods,
however, do not provide information about the meliablly damaged bacteria. Cell viability
can also be determined by measuring the electrachémharacteristics of the culture
medium, which are related to both the number and thetabolic activity of the
microorganisms in a sampl@Change in conductance was used to evaluate therpenice

of freeze-driedLb. delbrueckii ssp.bulgaricus and LAB in milk® ’ Such measurements,
however, have never been performed in combinatigh the survival rate to assess the
change in membrane permeability during rehydradioineeze-dried LAB. Solutes might leak
from injured cells more rapidly during rehydratidrecause the membrane has been
mechanically ruptured by the dehydration treatnwnbecause the permeability of an intact
membrane has been altered. To make this distindtieneffects of the pH, temperature, NaCl
or glycerol concentration, and sucrose, maltodexdrimonosodium glutamate concentration
on the electrolyte leakage or survival during refyidn of the freeze-driedWw.
paramesenteroidesvere investigated. PreviouslyV. paramesenteroide$C11 had been
isolated during cassava fermentation and was selem$ a suitable starter culture for gari

production® °

Materials & methods

Microorganism
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The LAB W. paramesenteroideEC11 was provided by the Federal Research Centre fo
Nutrition, Institute of Hygiene and Toxicology (Hswmuhe, Germany) and produced as
described previously. The strain was inoculateRS broth and incubated at 30°C for 18h.
Cells obtained after centrifugation (2508, 20 min) were maintained in 50% (v/v) glycerol

and frozen at -80°C.

Production and freeze-drying

The strain was grown in a 20 | bioreactor contgimitiRS medium for 18 h, concentrated 20
times by centrifugation, and then freeze-dried iroa freeze-drier (Leybold, Belgium) with
a standard program by increasing the temperat@@ugily from -45°C to 25°C at 0.9 mbar
pressure (30 h) followed by 15h at 0.15 mbar.

Experimental procedure

In order to determine the time course of electmlgakage during rehydration, 0.5 g of the
dried sample (original concentration about 4.8%Xu/g dry weight) was soaked in 10 ml
Milli Q water for 8 h at room temperature. Samplese sampled every 2 h and analyzed for
conductivity and viability. For the next steps bétexperimental procedure 0.5 g was soaked
in 10 ml Milli Q water for 2h, and then transferredo 10 ml Milli Q water for 4 h that had
been obtained according to the designed paramétes. effect of each parameter was
evaluated through conductivity and viable count®einations in 20 ml total Milli Q water
after 6 h (total experimental time) at room tempee The effect of temperature was studied
from 20°C to 40°C at 5°C intervals. The effect &f was studied in a 10 ml buffer solution
(0.1 M KH,PO, solution adjusted with 0.1 N NaOH) at pH 5.8, @&, 7.0 and 7.4. The
effect of glycerol, NaCl, sucrose, maltodextrinmeonosodium glutamate concentration was
studied at 5, 15, 20, 30 and 40 g/I. All the expemnts were carried out aseptically 20 h after

the freeze-drying process.

Analyses

The electrical conductivity (ms/cm/g DW) of the widn was measured using a ProfiLine
Multi 1971 (WTW GmbH, Weilheim, Germany) conductivimeter. Total conductivity was
obtained after autoclaving the samples at 112°Q@omin. The viable counts were obtained
using the plate count method after 48 h at 30°Q WRS-agar medium (pH 6.0). The dry
cell weight was determined after drying at 105°@lwonstant weight.
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Data analysis

The percentage leakage was calculated using the (BG-EC)/ECowrEG)%100. The
percentage leakage was expressed as percentagelotlectrolytes after autoclaving the
samples for this reason; after autoclaving, we exfi@t cells die, that means at first stage a
decrease of the cells’ membrane electrochemicanpat to zero, which will result in a
transient decrease of the total conductivity (dealls) and ultimately to a full leakage of
intracellular metabolites to the medium compareth&oinitial conductivity (i. e. experimental
conductivity) (cells alive). The percentage surl/was calculated as Ng¥100. A regression
analysis was made between the percentage leakabe¢hanpercentage survival, and the
goodness-of-fit was confirmed by thé. Rroductions in the bioreactor were done in dajpdic
and the analyses were repeated twice 4). The data were compared using Tukey’s hoyestl
significant difference (Statistica 7.1, StatSoft.|r2005). The level of significance was set at
P < 0.05.

Results and discussion

The leakage of electrolytes from the freeze-drid paramesenteroidedacteria during

rehydration in Milli Q water was a function of tinjeigure 1).
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Figure 1. Electrolyte leakagem) and survival 1) during rehydration of freeze-drieW.
paramesenteroides Milli Q water. Values are presented as meantatdard deviation (Sh

= 4). Mean values with a different letter for egmdrameter are significantly different (Tukey
HSD tesi P < 0.05)
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During the rehydration period, the percentage lgakacreased significantly between the 2nd
and 4th hour (from about 8% to 14% of total eldgtes) and then remained fairly constant
up to 8 h P < 0.05). The viable population of the freeze-dridhin was reduced from an
initial population of 4.8x18 cfu DW (viable count at the end of freeze-drying)1.8x106°

cfu DW with a percentage survivaf 36 = 5.4% after 4 h of rehydration. There wagoad
correlation between the electrolyte leakage andiwir as shown by the R> 0.9) of the
regression analysis. Our work suggests that 4 h amasppropriate time for an accurate
measurement of electrolyte leakage from dried csiisce beyond this time there was no
further increase in electrolytes efflux. In thisywahe method became less time-consuming
for routine work. The increase in the percentag&dge indicated that changes in membrane
permeability of the dried strain might be inducedtive dehydration treatment. It is possible
that loss of membrane structure could lead to mllte leakage during rehydration and,
ultimately, cell death. Our findings accord witle ttonclusion reached by others authors who
showed that membrane damage was a catalydtbofacidophilus death during drying.
Because of an increase in cell rupture as a redulehydration treatment the freeze-dried
cells were incubated for 2 h before experimentse Tgercentage leakage increased
significantly from 20°C to 40°C by 13% of total elmlytes, with a decrease in viable
population of about 32% (Figure 2AP € 0.05). An increase in the percentage leakagd, wi
an increase in the rehydration temperature, woatdioif the integrity of the membrane was
altered. An increase in NaCl or glycerol conceindreg (from 5 g/l to 40 g/l) was associated
with a decrease in osmotic pressure from -3.6 & P& or from -3.2 to -5.3 Pa, respectively
(data not shown). The osmotic pressure data giveroaly approximate, since they do not
take into consideration those of the dried powddre percentage leakage increased with
increasing NaCl concentration and could indicate #tectrolytes efflux might be imposed by
the osmotic gradient (Figure 2B). While an increas&aCl concentration was associated
with a decrease in viability, that of glycerol red in the maintenance of cell viability or a
better viability (Figure 2C). For example, 7% leg&aand 40% survival rate were achieved
with 40 g/l glycerol, compared with 81% leakage &84 survival rate with 40 g/l NaCl, after
4 h of rehydration. The sensitivity of the freezeéed W. paramesenteroidet® an increase in
NaCl concentration could also indicate damage tbneembrane components. It is possible
that the presence of glycerol makes the bactereahbmane less permeable and therefore it

might improve the viability.
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Figure 2. Effect of temperature (A) and NaCl (B) glycerol (C) concentration on electrolyte
leakage &) and survival 1) during rehydration of freeze-driédl. paramesenteroide&/alues are
presented as means + SB £ 4). Mean values with a different letter for eguwrameter are
significantly different (Tukey HSD tes®, < 0.05).
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Figure 3A or figure 3B shows that the percentagédge decreased as the concentration of
sucrose or maltodextrin increased (from 5g/l t@A)) respectively. At 40 g/l concentration, a
higher percentage survival and a lower percentagkage were obtained with maltodextrin
(48% and 1%, respectively), followed by sucrosef4dnd 4%, respectively). These results
are consistent with those obtained above on tleeedf an increase in glycerol concentration.
In contrast, an increase in monosodium glutamateemaration resulted in an increase in the
percentage leakage and a decrease in viabilityarsame range of concentratigmgure 3C).
Sucrose, maltodextrin and monosodium glutamate @®monly used as protective
compounds in the freeze-drying proc&ss? Our results suggest that increasing the number
of OH groups in the rehydration solution might make membrane less permeable to
electrolytes and could improve or maintain the Mh possibly by protecting membrane
phospholipids. These results accord with thosertegdy other authors, who have shown
that the direct interaction between sucrose and bon@me might contribute to the protective
effects of sucrose on the dried cellsLof bulgaricus'* It has been suggested that OH groups
of sugar and/or polyalcohol could replace water andld interact with phospholipids to
maintain membrane integrity.In addition, it has been reported that most irjuzells could

be repaired in the presence of a selective ddefhe percentage leakage or survival
increased or decreased with decreasifigdhcentration in the solution, respectively (Fgur
4). For example, the percentage leakage increagefficantly from pH 6.6 to 7.4 by 13% of
total electrolytes with a decrease in the viabl@ybation of about 5% R < 0.05). The
dehydration stress could increase the rate of yaskifusion across the phospholipid bilayer.
In cell membranes, Kand N& are believed to be transported across the plasenabmane by

an ionic pump which transports’ Knto the cell and Naout of it, in both cases, against its
electrochemical gradient. This results in a difference in chemical potentaross the
membrane, which represents a delicate balancelects® permeability and concentration
gradients. An increase in membrane permeabilityhiiignd to a decrease in electrical charge
across the membrane and, ultimately, cell deatkerAdtively, an increase in electrolyte
leakage would occur if the activity or the efficognof the transport system had been altered.
Whether or not these changes are related to thezdrdrying process remains to be

established.
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Figure 3. Effect of sucrose (A), maltodextrin (Bjdamonosodium glutamate (C) concentration on
electrolyte leakagem) and survival ) during rehydration of freeze-drialf. paramesenteroides
Values are presented as means *= 6B 4). Mean values with a different letter for egelrameter
are significantly different (Tukey HSD te$t,< 0.05).
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Figure 4. Effect of external pH on electrolyte lagk @) and survival 1) during rehydration of
freeze-driedW. paramesenteroides Milli Q water. Values are presented as mear&Dt(n = 4).
Mean values with a different letter for each paremare significantly different (Tukey HSD tef,
< 0.05)
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CONCLUSIONS DES RESULTATS

16 souches de bactéries lactiquega8tobacillusplantarum 3 L. pentosus2 Weissella
paramesenteroide L. fermemtumet 1 Leumnostocmesenteroidessp.mesenteroidesnt
précédemment été isolées et sélectionnées pourotbugiion d’un starter pour le ‘gari’
(Kostineketal. 2007).

Dans la premiére partie de notre étude, notre itravaonsisté en I'évaluation de la
technique de lyophilisation comme méthode potdatidéé séchage pour la production d’'un
starter de bactéries lactiques déshydratées payauié(articles 2 et 3.

Une premiere sélection a été faite sur la base ddt&es érticle 2) : (i) la capacité a
survivre apres le test accéléré de déshydratafionun taux de survie élevé apres la
lyophilisation, (iii) la capacité et la vitesse tilisation d’'une source de carbone (pouvoir
d’acidification) par la souche lyophilisée. De eettude, nous pouvons retenir que 12
souches (sur 16 au total) ont obtenu plus de 50% e de survie apres le test accéléré de
déshydratation et ont été produites en fermentaeis Igophilisées. Parmi toutes, les souches
L. plantarumVE36, G2/25 eL. pentosud_b61 ont obtenu des concentrations cellulaires et
taux de survies les plus élevées apres I'étapgajghilisation. Les souches lyophilisées
plantarumVE36, G2/25 eL. fermentumG2/10 ont montré une capacité de croissance plus
élevée et un taux d’acidification plus rapide samulieu MRS comparé aux résultats obtenus
pour les autres souches.

Dans une deuxiéme sélection, la stabilité au cdurstockage des 12 souches lyophilisées
a eté évaluéeafticle 3). Les souches lyophilisées et conservées dansatd®ts sous vide
ont été stockées a différentes températures (47GC &t 55°C). Des échantillons ont été
prélevés a des intervalles de temps bien définigs [@odétermination de la survie cellulaire.
Les estimations de survie obtenues lors du stockigesouches a 37°C et 55°C ont été
comparées aux taux de survie obtenus apres 60 jeustockage a 4°C. De cette étude il
ressort deux remarques importantes : (i) la teniperale stockage influencait la survie des
souches, (ii) les estimations de taux de survie dlr stockage des souches aux températures
élevées ont été confirmées par les valeurs de esumbtenues lors du stockage a basse
température, (iii) la plupart des souches perdgerd de 50% de leur viabilité apres 60 jours
de stockage a 4°C. Les souch#&s paramesenteroide&C11 etL. plantarum VE36 ont
obtenu les taux de survie les plus élevés (9094&4, Yespectivement) apres 60 jours de

stockage a 4°C.
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Il avait été démontré précédemment que les southgdantarum VE36, G2/25,L.
pentosusLb61, L. fermentumG2/10 etW. paramesenteroidekC11 pouvaient utiliser des
sucres indigestibles (stachyose, raffinose) etiegrune activité bactériocine (Kostinek
al. 2007). Les souchds plantarumVE36 etL. fermentumG2/10 pouvaient en plus produire
du peroxyde d'hydrogéne.

En tenant compte de tout ce qui précéde, les seuchglantarum VE36, G2/25,L.
fermentum G2/10 et W. paramesenteroided C11 ont finalement été retenues pour le
développement d'une culture starter et sont aaomht évaluées, séparément ou en
combinaison, au cours de la fermentation de lagpdg manioc pour la production de ‘gari’
enrichi d’huile de palme et de soja au Bénin.

L’une des conclusions importantes de I'étude préota érticle 3) était que la plupart
des souches avaient une survie d’environ 40% d&fr¢surs de stockage a 4°C. L’'un des nos
objectifs dans la seconde partie de notre étudma été de comprendre certains mécanismes
a l'origine de la perte de viabilité et du manqeesthbilité en fonction du temps des souches

lyophilisées.

Dans la seconde partie de notre étude, nous avons dssayé d’approfondir nos
connaissances sur les phénoménes d'oxydation gefedi membranaires au cours du
stockage des bactéries lactiques lyophiligéetcles 4 et §. L’influence des conditions de
stockage (température, humidité, aération) sundhikté (survie, pouvoir d’acidification) et
les acides gras membranaires de la souche lyoghlis paramesenteroidekC11, a été
évaluée pendant 90 jours de stockémicle 5). Les échantillons ont été stockés dans des
sachets en aluminium fermés sous vide ou dansubles £n verre eux-mémes stockés a deux
activités d’eau différentes (0.11 et 0.23) et gpuses a 4°C ou 20°C. Un dosage des produits
primaires de dégradation des acides gras polyireataydroperoxydes des acides linoléique
et linolénique), pour les échantillons stockés dassonditions d’aération, a été aussi réalisé.
Des pertes notables de viabilité cellulaire et dwvoir d’acidification ont été observées
pendant le stockage. Concomitamment a ces modiifitatdes baisses dans les rapports acide
linoléique (C18 : 2)/acide palmitique (C16:0) etdaclinolénique (C18:3)/acide palmitique
(C16:0) ont aussi été observées. Cependant, apr@@T® jour de stockage, une meilleure
viabilité cellulaire, un meilleur pouvoir d’acidéfation ainsi que des rapports C18:2/C16:0 et
C18:3/C16:0 plus élevés ont été obtenus pour leanditlons stockés a basse température et
en I'absence d’'oxygéne (i.e. humidité). Pour Idsaétillons stockés en présence d’oxygene

et d’humidité, nous avons observé une apparitiomptaelle et une accumulation de produits
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primaires de dégradation des acides linoléiquaelénique. Les vitesses d’apparition ou de
disparition et d’accumulation de ces composés mtaitautant plus grandes qu’étaient
élevées la température et/ou '’humidité pendastdekage. Ces résultats nous suggerent des
corrélations possibles entre : (i) les conditioasstbckage et la perte de viabilité cellulaire ou
la perte du pouvoir d’acidification, (ii) les cotidns de stockage et la baisse du rapport
C18:2/C16:0 ou C18:3/C16:0, (iii) la baisse du @ppC18:2/C16:0 ou C18:3/C16:0 et
'accumulation des hydroperoxydes des acides liqo& ou linolénique, (iv) la perte de
viabilité cellulaire ou du pouvoir d’acidificatioret la dégradation des acides gras
polyinsaturés.

Dans le souci de confirmer les résultats obtenus d& précédente étude, I'influence de
composeés protecteurs sur la viabilité cellulaifietdgrité cellulaire et la dégradation des
lipides de la souche lyophilis&#. paramesenteroidesC11, a été évaluée pendant 90 jours
de stockagea(ticle 5). Aprées le Qﬁmejour de stockage, les acides gras membranairasgxot
ainsi que ceux de la fraction polaire ont égalenégéhetudiés. La dégradation des lipides a été
évaluée par le biais du dosage des composés séwsnda dégradation des acides gras
polyinsaturés (les substances réagissant avedd'dhiobarbiturique). L'intégrité cellulaire a
été évaluée a l'aide d’une détermination des sobstioniques dissoutes aprés réhydratation
de I'échantillon. Les échantillons ont été stoatéss des tubes en verre eux-mémes stockeés a
une activité d’eau de 0.23 et entreposés a 4°CQO3C.2Les composés protecteurs étaient
comme ci-aprés désignés : cryoprotecteurs (glycétomaltodextrine) et/ou antioxydants
[acid ascorbique et/ou butyle hydroxytoluene (BHT@s résultats ont été comparés a ceux
obtenus avec le contréle (cellules lyophiliséesssemmposés protecteurs). Des pertes de
viabilité cellulaire ainsi que des augmentationdadleoncentration des produits secondaires
de dégradation des acides gras polyinsaturés etuegances ioniques dissoutes, ont été
observées au cours du stockage. Ces changemenehaent des les premieres heures du
stockage et ont été observés pour tous les édbastilToutefois, aprés le 98 jour de
stockage, une meilleure viabilité cellulaire airgie de plus faibles concentrations en
substances ioniques dissoutes et de composéssaatgavec I'acide thiobarbiturique, ont été
observées pour les échantillons stockés a 4°Cditi@thés de cryoprotecteurs+BHT. Pour
les mémes échantillons et pour la méme périoderafgsorts C18:2/C16:0 et C18:3/C16:0
plus élevés, aussi bien pour les lipides totauxaguex de la fraction polaire, ont été observés.
De cette étude nous pouvons conclure que la présées cryoprotecteurs et du BHT a
considérablement réduit la dégradation des liptieka fraction polaire au cours du stockage

de la souch&V. paramesenteroidelsC11. Il s’en est suivi une meilleure intégritélgkaire et
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une meilleure viabilité cellulaire. Ces résultatais indiquent a nouveau une possible relation
entre I'oxydation des acides gras polyinsaturéss précisément ceux de la fraction polaire
des lipides, et la perte de viabilité cellulaire @urs du stockage des souches lyophilisées.
Ces résultats nous suggerent aussi des corrélgtassibles entre : (i) 'oxydation des acides
gras polyinsaturés de la fraction polaire des épidt la perte d’intégrité cellulaire au cours du
stockage, (ii) la perte d’'intégrité cellulaire atderte de viabilité cellulaire.

Nous avons cependant noté que la perte de viabéditélaire survenait dés les premiéres
heures du stockage, que la souche soit protégéeroluDans la derniére partie de notre étude,
nous avons essayé de trouver une explication arla ple viabilité les premiéres heures du
stockage. Pour ce faire, les changements dans rlaépbilité cellulaire au cours de la
réhydratation de la souche lyophilisdé paramesenteroidesC11, ont été évaluésrticle
6). L'intégrité cellulaire a été évaluée a travees béterminations du nombre de cellules
viables et de la conductivité¢ d’'une solution deydf¥atation dont on a fait varier la
température, la concentration en sels, proton®miposés protecteurs (glycérol, saccharose,
maltodextrine, glutamate monosodique). Toutes lgm®rences ont été réalisées 20h apres
I'opération de séchage. Une baisse du nombre ddeslViables et une augmentation de la
concentration en substances ioniques dissoutesgténbbservées durant les 4 premiéres
heures de la réhydratation dans de I'eau Milli @eldugmentation de la température et de la
concentration en sels (NaCl) ou en glutamate maligee, ainsi qu’'une baisse de la
concentration en protons entrainaient une augmentae la concentration en substances
iloniques dissoutes et une baisse du nombre ddeseiliables. Cependant, une augmentation
de la concentration en glycérol, sucrose et makiothe entrainaient une diminution de la
concentration en substances ioniques dissoutes gtaintien de la viabilité cellulaire. Ces
résultats nous indiquent qu’il pourrait se produwme@e rupture cellulaire durant la
déshydratation. Une corrélation entre la perteidbité cellulaire et les changements dans la
perméabilité membranaire de la souche a été faite.
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Discussion générale et perspectives

Les cultures starters de bactéries lactiques initesl au cours de la fermentation du
manioc dans I'Afriqgue de I'Ouest contribuent a l@ioration de la qualité des produits
fermentés obtenus tel que le ‘gari’. Malheureusamkeurs utilisations par les unités de
production locales demeurent encore inexistantdsnéent ainsi la production du ‘gari’ a
une plus grande échelle. Aussi, cette these sitndans le cadre de la sélection d’'un starter
de bactéries lactiques lyophilisées pour la ferat@r du manioc en vue de la production de
‘gari’. Pour ce faire, certains aspects mériteétréd® mieux cernés tels que :

e L’intérét de l'utilisation d’'une culture starter dmactéries lactiques lyophilisées pour

la production de ‘gari’,

* Les caractéristiques d’'une culture starter de bastdactiques lyophilisées pour la

production de ‘gari’,

» Les précautions a prendre au cours de la consenvadés cultures starters lyophilisées

pour la production de ‘gari’.
Au cours de cette discussion, nous évaluerons comnnugre etude permet de répondre a ces
préoccupations. Enfin, les limites de notre étudeorst évoquées et quelques pistes de

recherches seront apportées.

L’intérét de Il'utilisation d’'une culture starter de bactéries lactiques lyophilisées pour la

production de ‘gari’

En Afrique, la plupart des aliments traditionnedstsfermentés avant leur consommation.
Parmi ceux-ci, le ‘gari’, une semoule de manioarfentée, représente 'aliment de base le
plus populaire en Afrique de I'Ouest. La populamte ce produit dans les villes urbaines
Ouest Africaines a été associée a son faible saligngue durée de conservation ainsi que sa
facilité de stockage et de préparation. A linstler la majorité des produits traditionnels
africains, I'étape de la fermentation au coursadprbduction du ‘gari’ se fait encore de facon
spontanée et le produit final se caractérise parqualité hygiénique et organoleptique non
satisfaisante et variable. L'inoculation du mana@c un starter de bactéries lactiques se
caractérisant par des propriétés technologiquesoppes permettrait d’assurer la maitrise
de la fermentation.

Dans l'optique de réaliser un meilleur contréleuee standardisation des procédés de
production des produits fermentés, plusieurs espéeebactéries lactiques ont été isolées et

identifiées comme principaux micro-organismes igupdis dans la fermentation du manioc en
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Afrique (Okafor, 1977 ; Guirau@t al., 1993 ; Amoa-Awueet al., 1996 ; Olasupcet al.,
1996 ; Kostineket al., 2005, 2007). Certaines d’entre elles ont étiiséds comme cultures
starters au cours d’essais expérimentaux poumkdugtion d’'aliments fermentés. Une souche
amylolytique delLactobacillusplantarumA®6 a été utilisée comme culture starter au coers d
la fermentation du manioc pour la production deri‘get ‘kivunde’ (Guiraudet al., 1993 ;
Guiraudetal., 1995 ; Kimarycetal., 2000). Les résultats obtenus ont montré que settiche
pourrait jouer un role significatif dans le dévglement des qualités organoleptiques ainsi
gue dans la conservation et la standardisationrodugt obtenu, grace aux quantités élevees
d’acide lactique produites et a la baisse rapidptuwui en résulte. Une amélioration notable
dans la détoxification du manioc au cours de ladpetion de ‘kivunde’ a été également
observée. Des souches de bactéries lactiques @ssamil non a d’autres micro-organismes
ont été utilisées en cultures mixtes au cours dertaentation du manioc pour la production
de ‘fufu’, ‘agbelima’ et ‘gari’ (Okaforet al., 1998 a, b ; Ogunbanwet al., 2004 ; Amoa-
Awuaetal., 2005 ; Sobowale et Oyewole, 2008). Dans I'endemime réduction du temps de
fermentation, une inhibition des micro-organismesthpgénes, une standardisation du
procédé de fabrication ainsi qu’'un produit de dqaadirganoleptique constante et acceptable,
ont été obtenus.

Malgré l'efficacité démontrée, I'utilisation desltures starters de bactéries lactiques par
les unités de production locales demeure encoseasiia@ate. Outre les considérations d’ordres
economiques, la disponibilité de la culture staestrla raison majeure avancée. En Afrique
de I'Ouest, la préparation des cultures startersaéries lactiques destinées a la production
de produits fermentés tels que le ‘gari’, est upération délicate et colteuse. Elle constitue
pour les unités de production locales une chargmitante en investissements (laboratoire,
matériel, cuves de fermentation) et en main-d'cegpgzialisée. De plus, cette préparation
des starters n'est pas sans aléas. Aussi biemdel ¢ I'entretien des souches au laboratoire,
gu’au stade de la préparation proprement dite aitiest des contaminations diverses peuvent
se produire, qui peuvent avoir pour résultat un vaeu développement des bactéries et
eventuellement des fabrications défectueuses. Igadé de I'Ouest pourrait s’'inspirer de
'exemple de I'Europe, ou [l'utilisation des inocaois concentrés déshydratés simplifie
beaucoup la tache des utilisateurs, favorise litima d'une meilleure régularité des
fabrications et permet de réaliser I'ensemencendeict de la matiére premiére. Cette
technique d’ensemencement direct avec des fermententrés déshydratés est trés répandue
dans les industries utilisatrices des bactéridgjiaes. Des cultures starters sont utilisées, sous

une forme lyophilisée ou congelée pour la consemate développement de I'ardme, la
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formation et la conservation de la couleur des pitedcarnés a longue durée de fabrication
(charcuterie, produits de salaison crus).

Dans le cas du ‘gari’, notre étude a permis lacsi@le des souchds. plantarumVE36,
G2/25,L. fermentumG2/10 etWeissellaparamesenteroidesC11, précédemment isolées et
sélectionnées au cours de la fermentation du mamiocvue de leur utilisation comme
cultures starters lyophiliséearficles 2 et 3 (Tableau 1). Les 4 souches lyophilisées ont été
évaluées, séparément ou en combinaison, au codssfdamentation de la pulpe de manioc
pour la production de ‘gari’ enrichi d’huile de psd et de soja au Bénin (Egounietyal.,
2008). Les résultats obtenus ont été comparés & @btenus avec la pulpe de manioc
(contréle). Un ‘gari’ fortifié de qualité organolégue satisfaisante et constante a pu étre
obtenu aprés 8 a 12h de fermentation de la pateatéoc additionnée de starter lyophilisé,
contrairement a un ‘gari’ de qualité variable obtesmpres 24h de fermentation pour le
contréle. L’inoculation des cultures starters lyitipbes, directement dans la pate de manioc,
est une alternative d’'une grande commaodité d’emgiia’'un colt acceptable pour les unités
de production locales (environ 18% du prix de me)jigui a permis le démarrage a Ouédo
(Bénin) d’'un atelier pilote de fabrication de ‘gagnrichi (Egounlety, 2007). La suppression
du stade de préparation du starter constitueraréahprogrés pour les unités de production
Ouest-Africaines de ‘gari’, dans la mesure ou elpesirraient disposer de suspensions
bactériennes concentrées suffisamment actives @ierajoutées directement a la pate de
manioc en lieu et place du levain traditionnel.rh&ioration de la qualité du ‘gari’ dans les
unités de production locales pourrait ainsi congibau développement du secteur agro-

industriel de la sous-région Ouest-Africaine.

Les caractéristiques d'une culture starter de bactées lactiques lyophilisées pour la

production de ‘gari’

Comme nous nous sommes précédemment interrogébingé@rét de rechercher une
culture starter lyophilisée pour la production dari’, nous pouvons nous interroger a présent
sur les caractéristiques que devrait avoir unteeter. Dans le cas du ‘gari’, pour lequel on
recherche principalement une préparation microl@esnffisamment active pendant une
période assez longue pour assurer une réductida @meur en facteurs antinutritionnels et
une acidification importante ainsi qu’'une inhibitides micro-organismes indésirables, nous

pouvons définir un ensemble de criteres que devpé#senter le starter utilisé :
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Tableau 1 : Les caractéristiques technologiques @roduction des 4 souches de bactéries lacteplestionnées

Caractéristiques Souches

L. plantarumVE36 L. plantarumG2/25  W.paramesenteroidelsC11 L. fermentunts2/10

Technologique$

Acidification
pH < 5,3 aprés 6h + + - +
pH < 3,9 aprés 48h - + - -
Production de kD, + - + +
Production de bactériocines + - + +
activité B-glucosidase + + + -
Utilisation de sucres indigestibles
raffinose + + + +
stachyose - - + -
Activité tannase - - - +
Activité a-amylase - - - -
Productior?
Résistance a la déshydratation (% survie) 71,6+ 5, 93,1+5,0 73,0+ 6,7 82,0+3,9
Rendement de productién
teneur en humidité (%) 56+0,2 56+0,1 4,820, 51+0,6
concentration cellulaire 6,9 x 10 6,5 x 1d° 4,9 x 102 6,9 x 14"
taux de survie (%) 97,3+7,2 79,9+1,.3 18,0+2,4 12,7+ 3,0
Activité acidifiante®
changement en acidité lactique (%) 1,8 2,2 0,7 15
concentration cellulaire 8,5 x40 6,1 x 14 3,2 x 16 1,1 x 18
Stabilité au cours du stockage (% de survie) 97,6 £2,7 357+1,6 94,1+35 58,5+5,9

(+) positif, (-) négatif

Les valeurs représentent la moyenne de 4 dételiomsat écart type
@Selon Kostineletal., (2005, 2007)

® Selon cette étude (articles 2 et 3)

¢ Apres la lyophilisation

4 Aprés 16h de culture sur milieux MRS

®Apreés 60 jours de stockage a 4°C
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(1) Criteres technologiques

- développement rapide afin de s'imposer sur le d@peEment de la microflore
naturelle et surtout sur celui des micro-organismeésgsirables

- diminution rapide du pH

- production de bactériocines et de peroxyde d’hyeineg

- réduction des facteurs antinutritionnels majeursnédimioc

- capacité a métaboliser 'amidon (principale souteearbone disponible)

(2) Criteres de production

résistance a la déshydratation
- rendement en biomasse

- activité acidifiante

- haute concentration cellulaire

- stabilité au cours du stockage

Notre étude a permis la sélection des souchesépaindaient le mieux a ces différents
criteres. Le Tableau 1 nous présente les caraigées technologiques des 4 souches
sélectionnées, telles que précédemment indiquéekgsdineket al. (2005, 2007). La durée
de conservation des produits est augmentée grdaepeésence d’'acide lactique, et dans
certains cas d'acide acétique, et limite considérabnt le développement des micro-
organismes indésirables ou pathogénes par leupsi§tés antiseptiques reconnues, ainsi que
par la diminution du pH. Pour que l'action stalstrice soit efficace, il faut que
I'acidification soit rapide et que dés les premseheures de la fermentation, le pH s’abaisse
en dessous de 4,0 (Raimbault, 1995). Si l'acidifocainitiale n’est pas assez rapide, certains
germes pathogenes ou indésirables peuvent se géeelpartiellement, se maintenir et faire
dévier ou évoluer ultérieurement le produit, peidarconservation. L’'action inhibitrice des
bactéries lactiques sur les micro-organismes inaldlsis ou pathogénes se manifeste aussi a
travers leur capacité a accumuler du peroxyde ddg@he et des bactériocines. La majeure
partie des souches sélectionnées dans notre éstidmmable de réaliser une acidification
rapide de la matiére premiere et de produire dedébacines ainsi que du peroxyde
d’hydrogéne.

L'importance de la capacité des bactéries lactiggeseduire la teneur en facteurs
antinutritionnels majeurs susceptibles de limit@edeptabilité et I'utilisation du manioc, n’est
plus a démontrer. La majeure partie des souchestg#inées dans notre étude est capable

d’exprimer une activité§3-glucosidase (Tableau 1). L'activifg¢glucosidase ou linamarase
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exprimée par les bactéries lactiques contribuerdihydrolyse de la linamarine, principal
composant des substances cyanogénétiques contdanssle manioc (Okafoet Ejiofor,
1990 ; Guiraudet al., 1992). Ainsi l'inoculation de la pate de maniacec des bactéries
lactiques exprimant une activiféglucosidase devrait permettre d’améliorer lesqreminces
d’hydrolyse de la linamarine durant la fermentategrdiminuer la toxicité du ‘gari’ obtenu.
Par ailleurs, la capacité de telles bactéries|gertile raffinose et/ou le stachyose ainsi qu'a
produire une activité tannase pourrait, respectar@nfournir d’autres sources d’hydrates de
carbone et améliorer la disponibilité des protéshesnanioc.

Compte tenu de la forte teneur en amidon (80%Yya&gses de manioc, il est souhaitable
gue les bactéries lactigues de la culture stad@ms capables d’exprimer une activité
amylase, afin d’améliorer la dépolymérisation darlidon en des structures plus simples
facilement métabolisables en acide lactique. Undleuee digestibilité de I'amidon ainsi
gu’un produit fini ayant une forte valeur énergégéqgoourrait ainsi étre obtenu. Etant donné
gu’aucune des souches sélectionnées dans notme tuseut exprimer d’activiigamylase,
cette fonction pourrait étre réalisée par les asgdaendogenes du tubercule de manioc. Les
travaux de Jansest al. (1981) ont montré que la dépolymérisation desémdes d’amidon
pourrait aussi survenir au cours de la cuissongdu’*qui provoque I'éclatement des grains
d’amidon et la rupture des chaines constitutivess naassi accélére considérablement
'activité des amylases endogénes du tubercules.friibutefois, les bactéries lactiques
pourraient exprimer d’autres amylases (amyloglwasse) bien que l'activite-amylase soit
l'activité amylolytique la plus souvent rapportéand la littérature (Chamet al., 1983 ;
Scheirlincketal., 1989 ; Guirauetal., 1991)

Tout ce qui précéde ne signifie pas que la dématifin, I'acidification rapide de la
matiere premiere, I'inhibition des micro-organisniedésirables et la capacité a métaboliser
I'amidon soient le fait des seules bactéries laets] ni méme qu’elles soient indispensables a
ces différentes activités. Cependant, le fait desebossedent ces capacités milite en faveur de
leur présence dans les techniques de transformdticgari’.

La sélection des bactéries lactiques pour un ensen@ent direct dans la matiere
premiere doit se faire non seulement en fonctioledes caractéristiques technologiques mais
également en fonction de certaines caractéristidjaggoduction. Le Tableau 1 nous présente
les caractéristiques de production des 4 souchlestisinées. La capacité des bactéries
lactiques a survivre a un traitement de consemaist une caractéristique importante dés lors
gue les techniques de déshydratation telles quéydphilisation pourraient altérer la

membrane cytoplasmique des souches et causer, tt,cdes perturbations de l'activité
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meétabolique qui leur seraient souvent fatales (Beeit Rapoport, 1987). La résistance des
bactéries lactiques a la lyophilisation est vagagtlon les genres et les espéeces et peut étre
évaluée a l'aide de techniques rapides de déslayunatqui permettent de prédire le
comportement des souches lors de I'étape ultér@eisechage (Font de Valdetzal., 1986).
Dans notre étude, les 4 souches sélectionnées enbnin taux de viabilité de plus de 70%
apres un test de déshydratation dans une solutigitydérol de concentration croissante suivi
d’'un marquage avec des marqueurs fluorescartislé 2).

Le rendement en biomasse des bactéries est qlant'an des premiers critéres qui doit
étre pris en compte dans leur sélection. En effae souche, méme technologiquement
intéressante, ne présente guére dintérét si edlepaut pas étre produite en quantité
importante. De plus, d’'un point de vue économiduest important de produire des souches
donnant un maximum de biomasse en un minimum dpgse@®e rendement correspond dans
notre étude au rapport entre la quantité de csllvigbles obtenue apres la lyophilisation et
celle obtenue avant la lyophilisatioariicle 2). Les rendements en biomasse obtenus aprées la
lyophilisation pour les souchds. plantarum VE36 et G2/25 sont significativement plus
élevés (plus de 80%) que ceux obtenus pour leshesié. paramesenteroidesC11 etL.
fermentum G2/10 (environ 12%) comme le montre le tableauefl,cela malgré des
concentrations cellulaires élevées et pratiquendemntiques.

La mesure du nombre de cellules viables (viabilid¢)l'aptitude d’'une suspension
bactérienne concentrée a produire rapidement a@ed€alactique a partir d'une source de
carbone (activité acidifiante), permettent d’appésa ‘qualité’. L'activité acidifiante des
cultures starters de bactéries lactiques est ugreriqui conditionne les caractéristiques
organoleptiques du ‘gari’ ainsi que son aptituda aonservation. Cette activité dépend a la
fois du nombre de cellules bactériennes présatdas I'unité de volume de la suspension
ainsi que de leurs état physiologique, ce derntantélui-méme fonction de nombreux
facteurs liés a I'espéce ou méme a la souche lpEmdér;, aux conditions de culture et
traitements éventuels subis par les cellules, cottanemontré les travaux de Champagne et
Gagne (1987). L’activité acidifiante (acidité lapte, concentration cellulaire) des souches
sélectionnées dans notre étude a été évaluée Hjirete culture sur milieu MRS et comparée
a celle obtenue immédiatement apres la lyophibsaarticle 2). Nous avons recherché a
nous rapprocher le plus possible de I'ensemencenéatisé dans les unités de production
locales (concentration de I'inoculum, températuiecdbation). D’'une fagon générale, nous
avons observé une plus grande vitesse d’acidificdtirs de I'incubation du milieu de culture

avec les souchds plantarumVE36, G2/25 et.. fermentumG2/10. Ainsi I'inoculation de la
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pate de manioc avec ces souches permettrait d&assur‘gari’ une bonne innocuité et une
bonne stabilité durant son stockage.

La stabilité des souches au cours de leur stoclegayésente un enjeu économique majeur
dans l'industrie agro-alimentaire. En effet, powrfuge suspension concentrée de bactéries
lactiques puisse étre utilisée directement au cdarka fabrication des produits alimentaires,
il est essentiel que le peuplement et l'activitécege suspension soient non seulement trés
élevés mais aussi tres stables dans le temps. % [a conservation des suspensions
bactériennes actives pendant des périodes assprepermet de dissocier leur préparation
de leur utilisation. La stabilité des bactériegitaes lyophilisées, au cours de leur stockage,
peut étre évaluée a l'aide de test de dégradatimélérée. Il fait appel a des données
expérimentales qui décrivent la perte de viabdiéé souches a des températures élevées. Les
résultats obtenus sont ensuite utilisés pour esteade comportement des souches a une
température de conservation plus basse pendantiunée de conservation déterminée. En
général, dans notre étude, les estimations de dausurvie obtenues lors du stockage des
souches a 37°C et 55°C ont été confirmées pardiesirs de survie obtenues aprés 60 jours a
4°C (article 3). Les résultats des travaux d’Ishibashal. (1985) ont aussi démontré que le
test accéléré de stockage était un bon outil déigirén de la stabilité des bactéries lactiques
lyophilisées pendant de longues périodes de steckag

Les poudres de bactéries lactiques lyophiliséescgéhnées dans notre étude, en raison
de leur richesse en cellules (voisine ou supériauk@%g) et de leur bonne stabilité aprés 60
jours de stockage a 4°C (en moyenne 29% de pene@b#ite) (articles 2 et 3 (Tableau 1),
offrent aux unités de production de ‘gari’ des [lm#gds nouvelles de transformation du
manioc. Avec de telles suspensions bactériennest désormais possible de mettre en ceuvre
des ensemencements 10 a 100 fois plus grands gyebtenus avec I'inoculum traditionnel.
Une dominance de la flore bactérienne additionnél pate de manioc ainsi qu’'une
accélération importante de la fermentation, peuaerdi étre obtenus. Cela a été démontré au
cours de la fermentation du manioc avec les soulglophilisées,L. plantarumG2/25 etl.
fermentumG2/10, sélectionnées dans notre étude (Hateth, 2008). En effet, l'utilisation de
ces souches lyophilisées a des concentrations H&°1WFC/Kg au cours de la fermentation
(unité formant colonies/g), a entrainé un dévelopg® 10 a 100 fois plus important du
nombre de bactéries lactiques par rapport a cdbgerwé pour la pate sans inoculum
lyophilisé.
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Les précautions a prendre au cours de la conservati des cultures starters lyophilisées

pour la production de ‘gari’

Les propos qui précedent mettent en lumiere lesilpitiges offertes par I'utilisation, dans
les unités de production de ‘gari’, de suspensimdbactéries lactiques lyophilisées. Il est
désormais possible d'utiliser directement au codes la fermentation du manioc, des
suspensions bactériennes suffisamment actives stegtibles d'étre conservées sur de
longues périodes. Un ‘gari’ sain, de qualité camstaet acceptable ainsi qu'une
standardisation du procédé de fabrication peuvemdi &tre obtenus. Cependant, un tel
résultat ne peut étre obtenu qu’en respectantigestaconditions, dont nous montrerons
I'intérét dans ce qui va suivre.

La lyophilisation est une opération de déshydratatui consiste a éliminer la majeure
partie de I'eau contenue dans le produit. Commes Windique le tableau 1, les valeurs de
teneur en humidité des poudres lyophilisées soribdidre de 5% en moyenne a la fin de la
lyophilisation. Elles traduisent une bonne condulte la lyophilisation qui aboutit a des
suspensions bactériennes peu hydratées et stabhelam le stockage. En effet, il a été
démontré qu’une faible teneur en humidité (de Ferde 4-5%) des suspensions bactériennes
concentrées, réduisait les possibilités de dévelognt de réactions d’altération et autorisait
une conservation a long terme des poudres lyopbhaigMarin et René, 2000). Néanmoins,
des pertes de viabilité et d’activité significagvent été signalées au cours du stockage des
bactéries lactiques lyophilisées (Faygdl., 1986). Des dommages cellulaires importants tels
gue les modifications de la solubilité de certaipastéines, dans la perméabilité cellulaire ou
de la molécules d’ADN, pourraient étre a l'origide cette situation (Becker et Rapoport,
1987 ; Livenseet al., 1994). Cependant, les faibles teneurs en huénidié#s suspensions
bactériennes lyophilisées, nous aménent a pensercqtie instabilité serait due a une
altération de type chimique plutét que biochimiqGette hypothese est en accord avec les
observations de nombreux auteurs qui ont étudiéfliénce de facteurs tels que la
température, I'exposition a la lumiére, a 'humédigt a I'air sur la survie et/ou le pouvoir
d’acidification des bactéries lactiques lyophilséBozogluet al. (1995) ont observé que les
pertes de viabilité au cours du stockagel.dbulgaricus et Streptococcushermophilusen
présence d’air et d’humidité étaient plus imporanque celles observées en I'absence d’air.
Un peu plus tard, Castetal. (1995) ont observé un meilleur taux de survid daulgaricus
au cours du stockage a une faible humidité rela(l/&#%) et a 4°C, contrairement,

respectivement, a un stockage a une humidité velaievée (59%) et a 20°C. De pl&s,
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thermophilusa montré des taux d’acidification significativerh@tus faibles au cours de son
stockage a 20°C ou en présence d’air, que ceuxassau cours de son stockage a 5°C ou
en I'absence d'air (Andersest al., 1996). Les informations obtenues a partir deétades
ainsi que de bien d’autres encore, ont été utdisFevue de définir des conditions adéquates
de stockage ; un stockage a I'abri de la lumieee/)'@ir ainsi qu'a une basse température
améliore la stabilité des bactéries lactiques Iyig@ies. Fort de tous ces constats et aprées
avoir observé que la présence d’antioxydants amadllita survie cellulaire, Castret al.
(1995, 1996) ont suggeéré que l'instabilité des draes lactiques lyophilisées au cours du
stockage pourrait étre due a des phénomenes d'oegd®’autres auteurs avaient également
suppose, indirectement, que la mortalité cellulatrédes phénomeénes d’oxydation cellulaire
pouvaient étre liés. Dimmick et Heckly (1961) ou rstaall et al. (1974) avaient indiqué,
respectivement, que l'interaction entre les compas@bonylés et les composants cellulaires
ou 'augmentation de la concentration cellulaireraticaux libres, coincidait avec la perte de
viabilité cellulaire des bactéries lyophiliséescaurs de leur stockage. Notre étude a permis
d’identifier précisément les constituants cellidair impliqués dans ces phénoménes
d’'oxydations membranairesaricles 4 et 5. Une baisse des rapports acide linoléique
(C18:2)/acide palmitique (C16:0) et acide linoléreq(C18:3)/acide palmitique (C16:0) ainsi
gue l'accumulation des produits primaires de déaiad du C18:2 ou C18:3 ont été
observées au cours du stockage de la souche ligg@aW. paramesenteroidesC11 dans des
conditions d'aération, en présence d’'une humiditéne température élevéesticle 4). Ces
résultats viennent d’étre confirmés par ceux de liGaly et al (2009) qui indiquent
également des baisses des rapports C18:2/C16:0 1813/C16:0 chez les souches
lyophiliséesL. plantarum CWBI-B534 et Leuconostocmesenteroidessp. mesenteroides
Kenya MRog2, au cours de leur stockage dans leseamé&uonditions. Tout comme ces
auteurs, nous en avons déduit que l'oxydation dm@dea gras membranaires, et plus
particulierement celle des acides gras polyinsafuréntribuerait a une instabilité (perte de
viabilité cellulaire et/ou activité) des souchesghiilisées au cours de leur stockage. Cette
instabilité serait justifiée, des lors que ce sdeai acides gras de la fraction polaire des Ipide
membranaires qui seraient oxydés, comme nous l&awbservé dans notre étudeticle 5).
Nous avons supposé a cette occasion, que la dégradas acides gras polyinsaturés de la
fraction polaire des lipides entrainerait des pbdtions dans la perméabilité cellulaire, qui
elle-méme conduirait a la perte de viabilité celitd et/ou du pouvoir d’acidification de la
soucheW. paramesenteroidelsC11. Cette hypothese est en accord avec cel\adeGinkel

et Sevanian (1994) et de Liverstal. (1994), qui ont indiqué que tout changement aean
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des phospholipides, constituants majoritaires dealetion lipidique polaire de la membrane
cellulaire, affecterait la perméabilité de cettenikre et conduirait a la mort cellulaire. Par
ailleurs, la grande sensibilité a I'oxydation de&las gras polyinsaturés de la fraction polaire
a éeté confirmée lorsque nous avons comparé I'eiela présence de composés protecteurs
(cryoprotecteurs + antioxydants) sur la viabilititégrité cellulaire, I'oxydation des lipides
ainsi que I'évolution du rapport C18:2/C16:0 ou @31816:0 de la souche lyophilisé#!.
paramesenteroide&C11. Nous avons pu observer une meilleure vigbitiellulaire, une
réduction de la perte d’intégrité cellulaire et laexydation des lipides ainsi qu’un rapport
C18:2/C16:0 ou C18:3/C16:0 plus élevé.

Nos résultats ont apporté des preuves expérimental hypothéses précédemment
formulées et selon lesquelles : (i) I'expositio’ar, & une forte humidité ainsi qu'a une
température élevée influencerait la stabilité dastdries lactiques lyophilisées au cours de
leur stockage, (i) la perte de viabilité celluagt/ou du pouvoir d’acidification des bactéries
lactiques lyophilisées seraient liées. De plusgdlisfirment I'importance que revét le controle
des conditions de stockage des cultures startephiljsées en vue de leur utilisation pour la

production de ‘gari’ dans I'Afrique de I'Ouest.

Limites de I'étude et perspectives de recherches

Il est important de rappeler que notre étude sfinstans un objectif plus large de
'amélioration de la qualité du ‘gari’. En conséque, si elle montre d’'un point de vue
pratigue que la standardisation du procédé de cfon de ‘gari’ est possible, grace a
I'utilisation des cultures starters lyophilisées,candition d’'appliquer des conditions de
stockage adéquates, il faudra cependant dansueéigndre les essais d’inoculations dans
d’autres unités de production de la sous région sGA&icaine afin de vérifier la
reproductibilité des résultats.

D'une fagcon générale il n'existe pas encore de ucedt starters lyophilisées
commercialisées pour la production de ‘gari’ enidude de I'Ouest. Des études sont donc
nécessaires pour définir les potentialités deligatiion d’une culture starter lyophilisée en
tenant compte, dans chaque pays, des indicateuperdermance tels que : (i) la longue
tradition et I'acceptation générale de la ferméaataspontanée, (ii) le rapport colt/bénéfice,
ainsi que (iii) 'amélioration des conditions d’hgge et de salubrité.

La production de ‘gari’ s’intéegre de plus en pluang I'espace économique Ouest-

Africain. Pour répondre a la demande urbaine, iliésels s’organisent et des groupements de
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transformation naissent, tels que celui de Ouedmi(® cité plus haut. Dans ce contexte le
‘gari’ doit étre considéré comme un fait social lilb C'est-a-dire qu'il faut désormais
s'intéresser non seulement au produit fini maidedgant au processus d’approvisionnement
des matieres premiéres (tubercules de manioc)ranaformation de la matiere premiere, a la
distribution, a la vente et a la consommation damsontexte économique et social donng,
mais susceptible d’évolution. A cet égard, (i) sdidnalyse des pratiques de production et de
vente du ‘gari’, et des stratégies familiales, deuges ou locales (pays de la sous région
Ouest-Africaine) qui les sous entendent, ainsi die I'étude des motivations des
consommateurs urbains et de leurs besoins permeettiéenvisager des essais de
transpositions a I'’échelle semi-industrielle enat@ncompte des besoins des transformatrices,
des vendeurs et autres intermédiaires de la filggne'.

D’un point de vue fondamental, notre étude a perda@sconfirmer I'importance du
contréle des conditions de stockage au cours deofsservation des cultures starters
lyophilisées. Nous avons apporté des supports empBtaux a I'hypothese selon laquelle les
phénomenes d’oxydations membranaires et la pert@addité cellulaire et/ou du pouvoir
d’acidification des bactéries lyophilisées au cadesleur stockage, étaient liés. Nous avons
alors suggéré que cette instabilité pourrait étre alix changements qui affectaient I'intégrité
cellulaire, a la suite de I'oxydation des acideasgmembranaires des lipides de la fraction
polaire. L'identification de ces derniers ainsi di@ude de I'impact de tels changements sur
leurs structures, aideraient a une meilleure cohgmgion des phénomeénes d’oxydation
membranaires. Cependant, cette hypothése seuleumeip suffire a expliquer la baisse de
viabilité cellulaire et/ou du pouvoir d’acidificam des les premiéres heures du stockage de la
soucheW. paramesenteroideEC11. Deux constatations nous amenent a pensercefie
situation pourrait s’expliquer par I'apparition deodifications au niveau de la perméabilité
cellulaire de la souch@/. paramesenteroidea la suite de la lyophilisatiomuticle 6) : d’'une
part, 'augmentation de la concentration en selglatamate monosodique, de la température
ainsi qu’'une diminution de la concentration en pnst dans le milieu de réhydratation
entraineraient une augmentation de la concentraiorolutés dissouts et une réduction du
nombre de cellules viables ; d’autre part, 'augtagon de la concentration en glycérol,
maltodextrine ou saccharose entrainerait une rigsiude la concentration en solutés dissouts
et un pourcentage plus élevé de cellules vivamesplus, les résultats d’autres travaux ont
indiqué des changements dans la perméabilité situature de la membrane cellulaire, ainsi

gue la perte du matériel génétique et des prot@nesours de la réhydratation des bactéries
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lyophilisées (Sinskey et Silverman, 1970 ; Brenmdral., 1986 ; Teixeiraet al., 1995 ;
Selmer-Olseret al., 1999 ; Santivarangkret al., 2007). Pour pallier a ces inconvénients des
méthodes de protection ont été envisagées. L'gffetecteur de certains sucres sur la
structure de la membrane cellulaire au cours dieshydratation est maintenant bien connu
(Oldenhofet al., 2005). Il a été par exemple démontré que, dasscdnditions de stress, la
présence du saccharose permettait de réduire lesgements dans la structure des
phospholipides que pouvait entrainer la déshydoatgivan den Bogaartt al., 2007). En
revanche, I'action des composés protecteurs siégtéts énergétiques et physiologiques de la
cellule bactérienne restent encore mal connus.ud&tde la force motrice des protons
(potentiel électrochimique) et I'analyse en cytarneétle flux ou microscopie électronique de
la membrane cellulaire, ainsi que I'analyse en spa®@trie infrarouge de la fraction polaire
des lipides membranaires, avant ou aprés la lysplibn et en présence de différentes

concentrations de glycérol, maltodextrine ou sacg®pourraient étre envisagees.
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Annexe 1

(1) Tubercules de mani

(2) Epluchaa (3) Lavaar

(6) Garification et cuissc (7) Gari cui

Annexes 1 : Les principales étapes de la produttaaiitionnelle de ‘gari’
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Annexe 2

Annexe 2: Stockage des poudres lyophiliséesWagssella
paramesenteroidesC11 ; (A) dans des sachets en aluminium
fermés sous vide, (B) a une activité d'eau de ®R& une
température de 20°C, (C) a une activité d’'eau dé 6t a une
température de 4°C.
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