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RESUME

Le Yanyanku et I'Ikpiru, deux ferments traditionnels utilisés respectivement pour la production des
condiments Sonru et Iru, sont des produits de la fermentation spontanée des graines de bissap (Hibiscus
sabdariffa). Cette étude vise a identifier la durée optimale de fermentation et les principaux
microorganismes impliqués dans la fermentation des graines de bissap a I’échelle traditionnelle. La charge
microbienne a été déterminée par les méthodes classiques de dénombrement au cours de la fermentation
en milieu solide. Les Bacillus spp. et les bactéries lactiques (BL) sont les principaux microorganismes
impliqués dans la fermentation, avec une charge significativement prédominante des Bacillus spp. (p <
0,01). La charge en Bacillus spp. et en BL aprés 96 h de fermentation était respectivement de 9,7 Log1o
ufe/g et 3,8 Logio ufe/g pour le Yanyanku et de 9,7 Logio ufc/g et 4,5 Logio ufe/g pour I'Tkpiru. Le pH avait
une tendance a la hausse avec une valeur moyenne de 8,4 a 96 heures, quel que soit 'additif. Aucune
différence significative n’a été notée entre les ferments prélevés de 36 a 96 h de fermentation suggérant
ainsi une durée optimale de 36 h de fermentation. La charge en Bacillus spp. et en BL a 36 h de
fermentation était respectivement de 9,1 et 3,9 Logio ufc/g pour le Yanyanku et de 9,6 et 3,8 Logio ufc/g
pour I'Tkpiru. Des études ultérieures sont nécessaires pour identifier au cours de la fermentation les
espéces des principaux genres dénombrés dans cette étude.
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DYNAMIC OF MALCAVENE BEAN FERMENTATION FOR THE PRODUCTION
OF YANYANKU AND IKPIRU TWO TRADITIONAL STARTER PRODUCED IN
BENIN

ABSTRACT

Yanyanku and ITkpiru, two traditional starters were used to produce respectively Sonru and Iru, two
condiments commonly consumed in Benin. These starters are produced from the spontaneous fermentation
of malcavene beans (Hibiscus sabdariffa). This study aims at identifying the optimal duration of
fermentation and the main microorganisms involved in the fermentation of malcavene beans to produce
Yanyanku and Ikpiru, at traditional scale. Microorganisms’ counts were evaluted using standard
enumeration method during the solid-state fermentation of malcavene beans. Bacillus spp. and lactic acid
bacteria (LAB) were the main microorganisms involved in the fermentation of malcavene bean, with the
Bacillus spp. count significantly (p < 0.01) higher than the LAB count. The Bacillus spp. and LAB counts
after 96 hours of fermentation were 9.7 Logio cfu/g and 3.8 Logio cfu/g respectively for Yanyanku and 9.7
Logio cfu/g and 4.5 Logio cfu/g for Tkpiru. Whatever the starter, the pH had an upward trend with an
average of 8.4 at the end of the fermentation. No significant difference was observed between starter
samples from 36 to 96 hours of fermentation suggesting an optimal duration of 36 hours of fermentation.
The Bacillus spp. and LAB counts at 36 hours of the fermentation were 9.1 and 3.9 Logio cfu/g respectively
for Yanyanku and 9.6 and 3.8 Logio cfu/g for Ikpiru. Furthers studies are needed to identify the species of
the main microorganisms counted in this study during the fermentation.
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INTRODUCTION

Les aliments traditionnels fermentés constituent une partie importante du
régime alimentaire en Afrique (El Sheikha & Montet 2014). De nombreux
condiments, notamment les condiments traditionnels d’origine africaine et
asiatique sont produits a partir de la fermentation des graines riches en
protéines puisque la fermentation de ces graines améliore la valeur nutritive
des condiments et augmente leur digestibilité (Omafuvbe et al, 2004). Cest le
cas des condiments fermentés Dawadawa, Sonru, Iru, Afitin, Nététu,
Soumbala (graines de néré ”Parkia biglobosa” fermentées) (Diawara et al,
1998 ; Azokpota et al, 2006), Soy-dawadawa (graines de soja ”Glycine max’
fermentées) (Dakwa et al, 2005), Tayohounta et Dikouanyouri (graines de
baobab ”Adansonia digitata’ fermentées) (Chadare et al, 2010), Bikalga,
Mbuja, Furundu, dawadawa botso (graines de bissap ”Hibiscus sabdariffa’
fermentées) (Ouaba et al, 2007 ; Yagoub et al, 2004 ; Mohamadou et al,
2007 ; Ibrahim et al, 2011). Alors que le Mbuja, le Bikalga, le Furundu et le
dawadawa botso sont consommés directement comme des condiments
respectivement au Cameroun, au Burkina Faso, au Soudan et au Nigéria
(Yagoub et al., 2004 ; Mohamadou et al, 2007 ; Ouoba et al, 2007 ; Ibrahim
et al, 2011 ; Adamu et al, 2019), le Yanyanku et I'Tkpiru également obtenus
a partir de la fermentation des graines de bissap, sont utilisés comme
ferments traditionnels au Bénin pour la fermentation des graines de néré au
cours de la production de Sonru et d'Iru (Azokpota et al, 2006, 2011 ;
Agbobatinkpo et al, 2011). Ces ferments traditionnels jouent un réle d’agent
ramollissant des graines de néré au cours de la fermentation (Agbobatinkpo
et al, 2012). La plupart de ces produits sont obtenus par fermentation
spontanée avec la participation d’'une diversité de microorganismes. Les
travaux antérieurs menés sur la fermentation des graines protéagineuses
(Graines de néré, soja, baobab, bissap etc.) en condiments ont révélé que les
Bacillus spp. sont les principaux microorganismes isolés dans bon nombre de
ces condiments fermentés (Soumbala, Dawadawa, Sonru, Iru, Afitin, Nététu,
Soy-dawadawa, Mbuja, Bikalga etc.) (Odunfa & Adewuyi, 1985 ; Ouoba et al,
2003 ; Dakwa et al, 2005 ; Azokpota et al, 2006 ; Chadare et al, 2010 ;
Adamu et al, 2019). Les bactéries lactiques ont été également identifiées
dans certains de ces condiments comme le Mbuja, le Tayohounta et le
Dikouanyouri (Mohamadou et al, 2007 ; Chadare et al, 2010). Pour certains
auteurs, ces bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation des
graines (Mohamadou et al, 2007) ; mais pour d’autres, la présence des
bactéries lactiques dans ces condiments résulte de la contamination au cours
du processus de transformation (Chadare et al, 2010). Les graines de bissap
sont également riches en glucides (27,8 g / 100 g de graines) (Yagoub et al,
2004) ; elles pourraient constituer un substrat potentiel pour les bactéries
lactiques. L’objectif de cette étude est de déterminer la microflore responsable
de la fermentation et la durée optimale de fermentation des graines de bissap
permettant de produire du yanyanku et du ikpiru pour servir comme ferment
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artisanal pour la fermentation des graines de néré en Sonru et Iru
respectivement.

MATERIEL ET METHODES
Production de Yanyanku et d’lkpiru

La production d’Ikpiru et de Yanyanku se résume essentiellement en une
cuisson des graines triées et lavées, suivie d’'une fermentation et du pilage des
graines fermentées et enfin du séchage au soleil du produit fini
(Agbabatinkpo et al., 2011).

Production de Yanyanku

Les graines de bissap ont été d’abord cuites dans de I'eau mélangée avec du
filtrat de solution de cendre (500 g de cendre issu du bois de karité /L d’eau),
pendant 1 heure (h). Les graines cuites ont été ensuite égouttées et
répandues dans des paniers couverts, bien emballés avec des sacs de jute et
mis en fermentation en milieu solide a la température ambiante (26-28 °C)
pendant 96 h au cours desquelles des prélévements ont été réalisés a 0, 12,
24, 36, 48, 60, 72 et 96 h. Huit (08) paniers d’échantillons de graines
fermentées ont été ainsi produits correspondant aux différentes heures de
prélévement. Les graines fermentées ont été pilées et séchées au soleil.

Production d Ikpiru

Les graines de bissap ont été d’abord cuites avec les feuilles, la tige et les
racines de Boerhavia erecta dans de I'eau pendant 1 heure (Agbobatinkpo et
al, 2011). Les graines cuites ont été ensuite égouttées et répandues avec les
racines de B. erecta dans huit (8) calebasses. Les calebasses contenant les
graines ont été couvertes avec des sacs de jute et mises en fermentation a la
température ambiante (26 -28°C) pendant 96 heures avec des prélévements
réalisés a 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 et 96 h. Les graines fermentées ont été
pilées et séchées au soleil.

Les différents essais de production des deux (2) ferments traditionnels ont été
réalisés en deux répétitions a deux différentes occasions. La microflore
impliquée dans la fermentation des graines de bissap pour la production des
deux (2) ferments traditionnels a été déterminée aux différentes heures de
suivi de fermentation.

Détermination de la microflore impliquée dans la fermentation pour la
production des ferments traditionnels

La préparation de la dilution mére (DM) et des dilutions décimales
successives (DDS) des échantillons de Yanyanku et Ikpiru a été faite suivant
la méthode de dilution décimale standard. Les germes aérobies mésophiles
(GAM) ont été cultivés sur le milieu Plate Count Agar (Oxoid, CM0463,
Basingstoke, Hampshire, England) et incubés a 30 °C pendant 72 heures. Les
bactéries lactiques (BL) ont été dénombrées sur le milieu de Man Rogosa and
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Sharpe (OXOID, CM 0361, England) et incubées en anaérobiose a 30 °C
pendant 72 heures. Les spores et la forme végétative des Bacillus spp. ont été
cultivées sur le milieu Dextrose Tryptone Agar (DTA, Oxoid CM 0075,
England), incubées a 37 °C pendant 48 heures. Les dilutions décimales pour
le dénombrement des spores de Bacillus spp., ont été réalisées a partir de 5
mL de la DM, chauffée a 80 °C pendant 10 minutes. Les pH du Yanyanku, du
Ikpiru et des filtrats de cendre ont été déterminés par la méthode de Nout et
al. (1989).

Analyses statistiques

Les courbes de tendance ont été établies avec les données microbiologiques au
moyen du tableur Excel. Une analyse de variance a été effectuée avec le
logiciel Statistica 7 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA) pour comparer les
moyennes de la charge des microorganismes a différentes heures de
fermentation. Une analyse en composante principale a été également
effectuée pour visualiser les relations entre les produits prélévés a différentes
heures de la fermentation et les variables.

RESULTATS

FEvolution de Ila flore microbienne au cours de la fermentation des graines de
bissap

Les Figure 1a, Figure 1b et Figure 1c montrent respectivement 1’évolution des
germes aérobies mésophiles (GAM), des Bacillus spp. et des bactéries
lactiques (BL) au cours de la fermentation des graines de bissap en Yanyanku
et Ikpiru. La charge en GAM du Yanyanku et du Ikpiru s’est accrue avec le
temps de fermentation, passant d'une valeur de 4,6 Logio (UFC/g) au début de
la fermentation (0 h) a 9,8 Logio (UFC/g) en fin de fermentation (96 h).
Aucune différence significative (P > 0,05) n’a été notée entre la charge en
GAM des échantillons (Ikpiru et yanyanku) de 36 h a 96 h de fermentation.
Les valeurs du pH avaient une tendance a la hausse (de 6,8 & 8,4) du début
de la fermentation (0 h) jusqu’a la fin de la fermentation (96 h); tandis que,
les charges en Bacillus spp. et en BL des ferments traditionnels avaient la
méme tendance mais seulement de 0 a 60 h de fermentation. La charge en
Bacillus spp. d’'Tkpiru et de Yanyanku était respectivement de 4,2 et 3,9 Logio
(UFC/g) au début de la fermentation et 9,7 Logio (UFC/g) pour Ikpiru et 10,1
Logio (UFC/g) pour Yanyanku a 60 heures. Au-dela de 60 heures, une légére
baisse de la charge en Bacillus spp. a été notée. Cependant, la charge en
Bacillus spp. des échantillons de Ikpiru de 36 h a 96 h de fermentation était
statistiquement identique (p > 0,05). Quant aux échantillons de Yanyanku, a
I'exception des échantillons de 48, 72 et 96 h, une différence significative (p <
0,05) a été observée entre les échantillons des autres heures de fermentation
(0, 12, 24, 36 et 60 h). Une tendance a la hause a été également observée
pour les BL, qui ont atteint la valeur maximale de 5,2 Logio (UFC/g) pour
I'Tkpiru et de 4,9 Logio (UFC/g) pour le Yanyanku aprés 60 h de fermentation

174



Dynamique de la fermentation des graines de bissap

ou le pH moyen était de 'ordre de 8. Au dela du pH 8, le nombre de BL des
deux ferments traditionnels avait diminué et atteint une valeur moyenne de
4,4 Logio (UFC/g). La charge en BL des échantillons de Yanyanku prélévés de
36 4 96 h était statistiquement identique (P > 0,05), de méme que ceux de
Ikpiru prélévés de 48 a 96 h.

Les Bacillus spp. et les BL ont été tous présents au cours de la fermentation
avec une charge en Bacillus spp. significativement plus élevée (p < 0,01). Les
charges en Bacillus spp. et en BL en fin de fermentation (96 h) étaient
respectivement de 9,7 Logio UFC/g et 3,8 Logio UFC/g pour le Yanyanku et de
9,7 Logio UFC/g et de 4,5 Logio UFC/g pour I'lkpiru.
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Figure la. Evolution des GAM au cours de la fermentation des graines de bissap pour
la production de Yanyanku et d’Tkpiru
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Figure 1b. Evolution des Bacillus spp. et du pH au cours de la fermentation des
graines de bissap pour la production de Yanyanku et d’'Tkpiru
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Figure lc. Evolution des BL au cours de la fermentation des graines de bissap pour la
production de Yanyanku et d’'Tkpiru

Relations entre les paramétres étudiés a différentes heures de fermentation

Une Analyse en Composante Principale (ACP) a été réalisée entre les
produits a différentes heures de fermentation et la microflore impliquée dans
la fermentation. Considérant les résultats de TACP (Figures 2a et 2b), les
deux premiers axes concentrent 98,51% des informations liées aux variables
d’Tkpiru et de Yanyanku. La charge en GAM, en Bacillus spp. et en BL des
ferments était mieux représentée sur le 1¢* axe avec les valeurs de coefficient
de corrélations fortes qui étaient de (0,96 -0,98) pour I'Tkpiru et de (0,92 —
0,99) pour le Yanyanku. Quant au pH, il était corrélé avec les deux axes.

Considérant les variables étudiées et les produits a différentes heures de
fermentation, les échantillons des ferments ont été groupés en trois (3)
différentes classes (Figures 2a (Ikpiru) et 2b (Yanyanku)). Les produits au
début de la fermentation (0 h) formaient la premiére classe, ceux de 12 et 24
h constituaient la deuxiéme classe et enfin les produits de 36 a 96 h de
fermentation composaient la troisieme classe. Les différentes variables
étudiées se trouvaient dans la troisiéme classe (figures 2a et 2b), exprimant
ainsi que la valeur du pH et de la charge en microorganismes était
significativement plus importante aux différentes heures de fermentation de
cette classe par rapport aux deux premiéres classes.
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Biplot (axes F1 et F2: 98,51 %)
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Figure 2a. Relation entre les échantillons d’Tkpiru prélévés a différentes heures de
fermentation

et les variables (charge microbiologique et pH)

Légende -

Oh-ikp : échantillon prélevé au début de la fermentation des graines pour la production d’ikpiru

12h-ikp, 24h-ikp, 48h-ikp, 60h-ikp, 72-ikp et 96-ikp: échantillons prélevés respectivement a 12 h, 24 h, 36
h, 48 h, 60 h, 72 h et 96 h de la FMS des graines pour la production d’ikpiru.

GAM: Germes aérobies mésophiles; Bact lact : Bactéries lactiques; Bacil: Bacillus spp.

yku : Yanyanku; GAM: Germes aérobies mésophiles; Bacil : Bacillus spp.; Bact lact : Bactéries lactiques
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Biplot (axes F1 et F2 : 98,15 %)
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Figure 2b. Relation entre les échantillons de Yanyanku prélévés a différentes heures
de fermentation et les variables (Charge microbiologique et pH)

Légende -

yku : Yanyanku ; GAM : Germes aérobies mésophiles ; Bacil : Bacillus spp.; Bact lact : Bactéries lactiques

Selon les résultats de 'ACP réalisée, les échantillons d’Ikpiru prélevés au
début de la fermentation étaient différents des échantillons prélevés a
d’autres heures de fermentation, tandis que les échantillons d’Ikpiru prélevés
a 12 et 24 heures de fermentation étaient semblables, ceci exprime qu’il n’y
avait pas de différence significative entre la charge en GAM, Bacillus spp. et
en bactérie lactique et le pH des échantillons prélévés a 12 et 24 heures de
fermentation. De méme, il n’existait pas de différence significative entre les
échantillons d’Tkpiru prélevés a 36, 48, 60, 72 et 96 heures de fermentation en
ce qui concerne leur pH et leurs charges en GAM, Bacillus spp. et en bactéries
lactiques. Ainsi I'Tkpiru obtenu apreés 36 h de fermentation n’est pas différent
en considérant la charge en microorganismes et le pH de celui obtenu apres
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96 h de fermentation; or les valeurs des parameétres a 36 h sont
significativement supérieures a celles des échantillons de 24 h. Ceci suggere
une durée optimale de 36 h de fermentation des graines de bissap. Le méme
résultat était obtenu avec les échantillons de Yanyanku aux différentes
heures de fermentation (Figure 2b).

DISCUSSION

Au cours de la fermentation des graines de bissap, les Bacillus spp. comme les
BL étaient tous presents mais avec une prédominance des Bacillus spp en fin
de fermentation. Mohamadou et al (2008) ont rapporté la présence des
Bacillus spp. et des BL durant la fermentation des graines de bissap en
Mbuja, un produit similaire consommé sous forme de condiment au
Cameroun. Ces auteurs ont également rapporté que les BL (5,12 Log UFC/g)
ont prédominé avant la fermentation des graines cuites par rapport aux
Bacillus spp. (3,07 Log UFC/g). Cependant, selon ces auteurs, les Bacillus
spp. (9,88 Logio UFC/g) étaient plus importants que les BL (7,43 Logio UFC/g)
en fin de fermentation. La fermentation des graines de bissap a été conduite
spontanément par les microorganismes endogénes des graines. En effet, la
fermentation spontanée résulte généralement d’'une activité concurrentielle
de plusieurs genres de microorganismes (Chelule, 2010).

Plusieurs autres auteurs ont rapporté la prédominance du genre Bacillus
spp. dans les condiments fermentés & base de graines de bissap (Ouoba et al,
2007 ; Yagoub & Mohammed, 2008 ; Adamu et al., 2019), mais ces auteurs
n‘ont pas mentionné la présence des BL au cours de la fermentation.
Généralement les Bacillus spp. notamment les Bacillus subtilis ont été
identifiés comme étant les microorganismes responsables des fermentations
alcalines dont les principaux substrats sont des matiéres végétales ou
animales riches en protéines (Ndir et al, 1997 ; Ouoba et al, 2003a ;
Azokpota et al, 2007). Les graines de bissap étant riches en protéines
(Mahgoub & Elbashir, 2009), la présence des BL en nombre aussi élevé au
cours de la fermentation de ces graines pour la production d’Ikpiru et de
Yanyanku était inattendue. En effet, la cuisson des graines avant la
fermentation est une étape sélective pour les bactéries qui ont la capacité de
se sporuler comme les Bacillus spp. (Ouoba et al, 2008a). Cependant,
certains genres de BL comme les Enterococcus spp. bien que n’ayant pas la
capacité de se sporuler, résistent aux fortes températures (Houben et
Tjeendsma-van Bokhoven, 2004). Il a été rapporté que les espéces de
Pediococcus spp. résistent également aux fortes températures (Annous et al.,
1999). La cuisson des graines de bissap pendant 1 heure a 95 — 98°C, est
probablement insuffisante pour détruire toutes les especes de BL présentes
sur les graines non cuites. Des espéces d’ Enterococcus spp. et de Pediococcus
spp. ont été identifiés au cours de la fermentation des graines de néré et de
bissap cuites (Quoba et al., 2010).
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La catégorisation et la variabilité intra-classe révélées par l'analyse en
Composante Principale (ACP) réalisée entre les produits a différentes heures
de fermentation et les parameétres microbiologiques étudiés supportaient les
résultats antérieurs selon lesquels la durée de fermentation en milieu solide
des graines de bissap pour produire le Yanyanku et I'Ikpiru varie d’une
productrice & une autre et selon les localités (Agbobatinkpo et al, 2011). En
effet, les différentes classes obtenues suite a l'analyse en Composante
Principale (ACP) exprime que les starters de 12 h et 24 h de fermentation
sont identiques en charge en microorganismes de méme que la valeur du pH;
et que les starters prélévés a partir de 36 h jusqu’a 96 h de fermentation sont
également identiques. Cependant les échantillons de 36 h sont plus riches en
Bacillus spp. que ceux issus de 24 h de fermenation. Au regard des résultats
obtenus a l'issue du présent travail, on peut proposer une durée de 36 h pour
la fermentation spontanée en milieu solide des graines de bissap a
température ambiante (26-28°C) pour la production du Yanynku et du Ikpiru.

CONCLUSION

Les Bacillus spp. et les Dbactéries lactiques sont les principaux
microorganismes impliqués dans la fermentation en milieu solide des graines
de bissap pour la production de Yanyanku et d’Ikpiru, mais la charge en
Bacillus spp. était majoritaire et une durée de 36 h était suffisante pour
obtenir un starter de qualité microbiologique acceptable. Le Yanyanku et
I'Tkpiru étant un stock de microorganismes, spécifiquement de Bacillus spp.
des études ultérieures sont nécessaires pour identifier les différentes espéces
de Bacillus spp. a différentes heures de fermenations.
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