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a double alcoholic and lactic fermentation, due to the presence of yeasts
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Boumkaye, Microorganisms, Traditional and lactic acid bacteria. The aim of this study is to monitor and identify

Beverage, Fermentation the yeasts and lactic acid bacteria present during the fermentation of
Boumkaye. The results showed a predominance of lactic acid bacteria
over yeasts after 10 days of fermentation at room temperature. Lactic
acid bacteria accounted for 17,10° cfu/ml of Boumkaye, while yeast
accounted for 1,10%fu/ml. Lactic acid bacteria identified using the API
50 CH gallery and MALDI-TOF MS are Weissellaconfusa,
Lactobacillusfermentum, Lactococcusgarvieae, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus agilis, and Lactococcus
lactis. For yeasts, the API 20 C-AUX gallery identified
Trichosporonasahii, Candida krusei/inconspicua, Rhodotorulamucilagin
osa, Kodamaeaohmeri, Candida zeylanoides, Geotrichumklebahnii, and
Kloeckera spp. However, the MALDI-TOF MS technique only
identified three yeasts: Pichia kudriavzevii, Kodamaeaohmeri, and
Geotrichumcandidum. It is important to note that these microorganisms
can be used to formulate starters.
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Introduction:-

La preparation de boissons fermentees a partir de mais, de sorgho ou de mil, ou de divers melanges de ces cereales,
est une pratique courante chez les populations autochtones dans de nombreuses regions du monde (Benjamin et al.,
2015 ; Ekundayo, 1969 ; F. Lyumugabe et al., 2012). Ces boissons jouent un réle important dans les cultures locales
et sont souvent liees aux traditions d’hospitalite et de convivialite des peuples(Cisse, 2017 ; Dahouenon-Ahoussi et
al., 2012). C’est notamment le cas en Casamance (region du sud du Senegal), ou une boisson fermentee a base de
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mil appelee Boumkaye est preparee lors des ceremonies traditionnelles. Cette boisson fermentee est produite grace a
I’utilisation de lianes, une plante appartenant a la famille des Fabaceae, du genre Abrus, appelee Abrus pulchellus,
qui lui confererait des vertus therapeutiques(Cisse, 2015, 2020). Cependant, un certain nombre de contraintes
freinent le developpement de ce secteur d’activite. Les caracteristiques organoleptiques irregulieres de cette boisson
la rendent moins attrayante que la biere occidentale. Il est evident que toute amelioration de ces criteres doit
s’appuyer sur la connaissance des processus physiques, chimiques et microbiologiques impliques dans le procede de
fabrication. L’etude de la maturation des boissons a base de mil a montre qu’elles sont associees a une double
fermentation, lactique et alcoolique, confirmee par la presence de bacteries lactiques et de levures (Cisse, 2015,
2017; Coulibaly et al., 2014).Cette etude a pour objectif d'identifier les differentes souches de levures et de bacteries
lactiques presentes dans le Boumkaye. Il s'agira notamment de suivre leur evolution au cours de la maturation de
cette boisson a base de mil, dans le but d'ameliorer le contréle de la fermentation.

Materiel et Methodes:-

Materiel vegetal

Les echantillons analyses proviennent du Boumkaye, une boisson produite au sein du Laboratoire de Microbiologie
Appliquee et de Genie Industriel (MAGI) de I'Ecole Superieure Polytechnique de Dakar.

Methodes:-

Preparation du Boumkaye

Le procede de fabrication se compose de trois etapes majeures et distinctes : d'abord, la production d'un extrait
aqueux par maceration des lianes d'Abrus pulchellus ; ensuite, la preparation de la bouillie de mil et enfin, une
derniere phase de fermentation pour obtenir le Boumkaye.

Extrait aqueux par maceration des lianes d’Abrus pulchellus

Il s'agit d'une etape preliminaire dans la fabrication du Boumkaye. Elle debute par une maceration qui facilite
l'extraction des principes actifs de la plante lors de la trituration. Cette trituration est realisee de maniere repetitive
dans un mortier, ou les lianes sont ecrasees, puis trempees dans de I'eau (Figure 2). L'extrait aqueux obtenu a partir
de la figure 1 est ensuite filtre et utilise dans I'etape suivante.
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Figure 1:- Diagramme d’obtention de l'extrait aqueux des lianes d’ Abrus pulchellus.

Figure 2:- Lianes d’Abrus pulchellus avant (a) et apres (b) trituration-trempage et extrait aqueux (c¢)(Cisse et al.,
2016).

Preparation et phase de fermentation

La farine de mil est mise en pate dans un ratio de 10 kg / 20 L au cours d’une premiere phase de cuisson : c’est
I’empattage qui dure 25 a 30 minutes et amene la pate a une temperature maximale de 75°C. L’eau utilisee au cours
de cette phase est I’eau de maceration. La deuxieme phase de cuisson est amorcee apres ajout de 25 litres d’extrait
des lianes d’Abrus pulchellus(figure 3). La cuisson est realisee a 95°C pendant 40 minutes et permet d’obtenir apres
refroidissement un « Boumkaye brut » qui peut étre consomme. Cependant, ce produit intermediaire asubiune
fermentation a la temperature ambiante pendant 4 a 10 jours pour donner le « Boumkaye » proprement-dit (Figure
4).
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Figure 3:- Diagramme de fabrication du Boumkaye.

Figure 4:- La boisson«Boumkaye»

Suivi des levures et bacteries lactiques

L'objectif de cette partie est de suivre 'evolution des levures et des bacteries lactiques presentes dans le Boumkaye,
depuis TO (juste apres la production) jusqu'a T6 (10 jours apres la production). Des prelevements periodiques(0 h, 4
h, 23 h, 27 h, 47 h, 149 h et 215 h) ont ete effectues sur le Boumkaye en fermentation a temperature ambiante. Pour
chaque prelevement, 10 ml de Boumkaye sont melanges avec de I'eau peptonee tamponnee afin d'obtenir une
dilution de 10™. Une serie de dilutions en cascade allant de 10" a 10™est ensuite realisee. Un millilitre de chaque
dilution choisie est ensemence en profondeur dans une boite de Petri, puis recouvert de milieu gelose Man, Rogosa
et Sharpe (MRS) pour les bacteries lactiques, et de milieu Sabouraud au chloramphenicol pour les levures. Les
boites sont bien agitees pour faciliter la dispersion de la suspension. Apres 72 heures d'incubation a 30°C, les
colonies sont denombrees.

Identification des bacteries lactiques

Les caracteristiques microbiologiques et biochimiques des bacteries lactiques ont ete determinees a l'aide de
methodes d'identification classiques : observation de la morphologie, examen a 1'etat frais, coloration de Gram, tests
de catalase et d'oxydase, recherche du type respiratoire et fermentaire, culture en bouillon MRS avec des
concentrations croissantes en NaCl, et utilisation des kits de tests de la galerie API 50 CH (BioMerieux, France). Le
profil biochimique ainsi obtenu a ete compare a la base de donnees de la cle d'identification API 50 CHL Medium
BioMerieux SA, a la reference(SNEATH & HOLT, 1986), ainsi qu'au site web BacDive (Bacterial Diversity).
L'identification a ete completee par la technologie moderne MALDI-TOF MS. Cette methode consiste a deposer
directement la colonie bacterienne sous forme d'un fin frottis sur la surface d'une plaque metallique, appelee cible,
puis a la recouvrir d'une matrice appropriee. Jusqu'a 96 souches peuvent étre etudiees simultanement avec le
systeme Bruker, et jusqu'a 384 avec le systeme Shimadzu. La cible est ensuite introduite dans le systeme MALDI-
TOF MS, et en moins de 2 minutes, le premier spectre de masse est produit et analyse. Par comparaison avec la base
de donnees, le logiciel informatique propose l'identification la plus probable. Les scores d’identification vont de 1 a
3representants respectivementuneidentificationimpossible (score <1), une faible identification (1< score < 2), une
bonne identification (2 < score < 3)et une excellente identification (score > 3).
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Identification des levures

L'identification des levures se fait sur des colonies obtenues apres denombrement sur un milieu gelose. Elles sont

isolees et purifiees par re-isolement sur un milieu gelose SABOURAUD contenant du chloramphenicol, puis

incubees a 30 °C pendant 72 heures. Les colonies pures sont ensuite soumises aux tests suivants : orientation et
identification.

e Observation macroscopique : Cette etape permet de decrire ’aspect des colonies obtenues sur un milieu
solide. La couleur et la forme des colonies a I’ceil nu ont ete observees apres ensemencement des souches sur
lemilieu PDA (Potato Dextrose Agar).

e Observation microscopique : Cette observation concerne la forme des levures au microscope optique ainsi que
leur mode de reproduction.

e Identification avec la galerie API 20 C AUX :Le profil biochimique des levures a ete determinepar
ensemencement des isolats dans la galerie API 20 C AUX. L’identification a ete completee par la methode
MALDI TOF MS, selon la technique decrite pour les bacteries lactiques.

Resultats:-

Suivi des bacteries lactiques et des levures

Le suivi a ete realise par denombrement des bacteries lactiques sur milieu MRS et des levures sur milieu
SABOURAUD apres chaque prelevement. Les resultats montrent que les bacteries lactiques atteignent 1,7.108
UFC/ml dans I’echantillon de Boumkaye, tandis que les levures sont presentes a hauteur de 1.10®8 UFC/ml dans le
méme echantillon. Cesresultatssont resumes dans la figure 5 ci-dessous.
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Figure 5:- Suivi des bacteries lactiques et levures du Boumkaye(courbe).
Identification des bacteries lactiques

Les boites utilisees pour le denombrement des bacteries lactiques sur milieu MRS ont permis de selectionner huit
colonies potentiellement distinctes, nommees Bll a Bl7, et identifiees apres purification. Toutes les colonies
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purifiees sont blanches, de taille moyenne, et sont des bacilles Gram +, catalase -, & 1'exception de Bl 1 et Bl 7qui
sont des Cocci. Toutes les souches sont heterofermentaires, sauf Bl 3, Bl 4 et Bl 6. Les resultats de la galerie API 50
CH montrent que tous les isolats fermentent le ribose, le galactose, le glucose, le fructose, le N-acetylglucosamineet
le maltose, I’esculine est aussi hydrolysee. Seule la souche Bl 1 est incapable de fermenter le lactose. La souche Bl 5
se distingue par sa capacite unique a fermenter le L-arabinose, le methyl-o-D-glucopyranoside (MDG) et le
potassium-5-cetogluconate, tout en etant la seule a ne pas fermenter le gentiobiose, le mannose et le D-cellobiose.
Aucune des bacteries n'est capable de fermenter 24 des 49 substrats constituant la galerie. Ces differences
metaboliques observees confirment la diversite des isolats.L utilisation de la cle d’identification des bacteries
lactiques de la galerie API 50 CH, combinee aux informations du Bergey's Manual of SystematicBacteriology et a la
base de donnees BacDive sur la diversite bacterienne, nous a permis d’identifier ces souches. Les resultats de cette
identification sont presentes dans le tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1:- Noms des bacteries lactiques identifiees par API 50 CH.

Numero de la souche | Nom des souches correspondantes Pourcentage
d’identificationavec
la galerie)

Bl1 Weissellaconfusa (100%)

Bl 2 Lactobacillus fermentum (91,8%)

B13 Lactococcus garvieae (91,8%)

Bl 4 Lactobacillus plantarum (100%)

Bl 5 Lactobacillus brevis (100%)

Bl 6 Lactobacillus agilis (100%)

B17 Lactococcus lactis (89,8%)

Identification des levures

Les isolements effectues sur milieu Sabouraud au chloramphenicol ont permis d’obtenir treize colonies de levures
potentiellement differentes, nommees Lv1l a Lv12. L’etude de la morphologie des colonies sur le milieu Sabouraud a
revele des similitudes entre les souches Lvl, Lv2, Lv5 et Lv6 ; entre Lv7 et Lvl1 ; ainsi qu’entre Lv9 et Lv10. Ces
resultats, confirmes par la methode d’ensemencement par piqiire centrale sur milieu PDA, illustree a la figure 6, ont
permis de reduire le nombre d’especes a identifier de 13 a 7. L’observation au microscope optique montre des
cellules arrondies, isolees ou en chaines, ainsi que des cellules en phase de bourgeonnement (figure 7).

Figure 6:- Morphologie des colonies par piqire centrale sur PDA apres 5 jours a 30 °C.
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Figure 7:- Levures au microscope optique Gx40.

Les resultats de la galerie API 20 C-AUX montrent que toutes les souches assimilent le glucose. Seule la souche Lv
12 est incapable d’assimiler le glycerol. La souche Lv 1 est la seule qui utilise le lactose. Aucune de ces souches
n’est capabled’assimiler 1’inositol. La comparaison des resultats avec la cle d’identification de la galerie Api 20 C
AUX a permis d’identifier les souches qui sont inscrites dans le Tableau 2ci-apres.

Tableau 2:- Noms des levures identifiees par API 20 C-Aux.

Nom des souches correspondantes
Lvl Trichosporonashii
Lv3 Candida krusei/inconspicua
Lv4 Rhodotorulamucilaginosa 2
Lv7 Kodameaohmeri
Lv8 Candida zeylanoides
Lv 10 Geotrichumklebahnii
Lv 12 Kloeckerassp

Identification de tous les isolats par la technologie MALDI-TOF MS

L’identification des bacteries lactiques par la technologie MALDI-TOF MS confirme bien celle utilisee par la
galerie API 50 CH avec de bons scores. Toutefois, cette technologie n’a pu identifier que trois souches de levures
que sont Lv 3, Lv 7 et Lv 10. Les resultats de cette identification sont presentes dans le tableau Illsuivant.

Tableau 3:- Principaux isolats du Boumkaye identifies par MALDI-TOF MS.

ID de I’echantillon Organisme (meilleurcandidat) Score
Valeur
Bl 1 (standard) Weissellaconfusa 2.11
Bl 2 (standard) Weissellaconfusa 2.16
Bl 3 (standard) Pediococcuspentosaccus 1.95
Bl 4 (standard) Lactobacillus plantarum 2.18
B1 5 (standard) Levilactobacillusbrevis 2.17
Bl 7 (standard) Weissellacibaria 2.05
LV 3 (standard) Pichiakudriavzevii 2.09
Lv 7 (standard) Kodameaohmeri 1.86
Lv 10 (standard) Geotrichumcandidum 2.14
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Discussion:-

Les resultats du denombrement (figure 5) montrent que les bacteries lactiques initient la fermentation et sont
majoritaires par rapport aux levures apres 10 jours de fermentation (17.10°UFC /ml pour les bacteries lactiqueset
10°UFC/ml pour les levures. Ces resultats confirment ceux obtenus precedemment par CISSE 2020 avec une
presence de levures de 55.10° 4 150.10°UFC/ml et des bacteries lactiques de 120.10° a 170.10°UFC/ml (CISSE,
2020). Ces resultats sont aussi conformes avec ceux de la boisson burkinabe a base de mil le zoom-koom ou la flore
lactique varie entre moins delOUFC/ml et 1.10"UFC/ml et les levures entre 8,2.103UFC/m1 et 2,3.10°UFC/ml )
(RAZAAK, 2014). 1l en est de méme pour le poto-poto, une pate fermentee de mais du Congo avec une flore
lactique qui varie entre 1,8.101°UFC/m1 et 1,3.10“UFC/m1 et les levures entre 3,2.10" UFC/ml & 4.10°
UFC/ml(Louembe et al., 2005). Par contre, pour 1’ikagage, une biere produite au Rwanda et le tchapalo en Cote
d’Ivoire, les levures constituent la microflore dominante avec respectivement 10,15.10° UFC/ml et 1,9.10°UFC/ml
(Aka & N’guessan, 2008). Les levures et les bacteries lactiques pourraient étre apportees par 1’environnement, les
matieres premieres (la farine de mil, les lianes d’Abrus, 1’eau) et le materiel de travail. L’association de ces deux
types de microorganismes est retrouvee dans la fermentation spontanee de beaucoup de cereales (Aka & N’guessan,
2008; Coulibaly et al., 2014).

Les differences observees sur les galeries du point de vue metabolique confirment la diversite des souches
identifiees.Les bacteries lactiques identifiees sont retrouvees dans de nombreuses boissons fermentees
traditionnelles (Lyumugabe, 2013). C’est I’exemple dulkigage au Rwanda (L. Lyumugabe et al.,, 2010), du
Tchoukoutou au Benin(A. Kayode et al., 2005; A. P. P. Kayode et al., 2007), du Bilibili ou Amgba au Tchad
(Maoura et al., 2005), du Burkutu au Nigeria et au Ghana (Blandino et al., 2003; Van der et al., 2001), du Pito au
Ghana (Sefa-Dedeh&Sanni, 1999), du Dolo au Burkina Fasso(Sawadogo-Lingani et al., 2008), du Doro ou Chibuku
au Zimbawe et du Faffiren Afrique du Sud(F. Lyumugabe et al., 2012).

Les variations des especes retrouvees dans ces boissons pourraient étre liees a la methode d’identification utilisee ou
aux ingredients et ustensiles employes lors de leur preparation.

L'action des bacteries lactiques pendant la fermentation est d’abord associee a 1’elaboration de 1’ardme et de la
texture du produit final, ainsi qu'a la securite alimentaire grace aux acidesorganiques qu'elles produisent. D'autres
effets, tout aussi importants, sont souvent mentionnes, tels que les proprietes probiotiques des bacteries lactiques et
leur capacite a inhiber les bacteries pathogenes (Yao et al., 2009). Elles acidifient le milieu, ce qui favorise
egalement le developpement des levures. Concernant ces dernieres, differents genres ont ete identifies dans les
boissons a base de cereales, et ces genres varient d une boisson a I’autre. Ces variations pourraient egalement étre
dues a la methode d’identification utilisee ou aux ingredients et ustensiles employes. Les levures realisent la
fermentation alcoolique, qui constitue la derniere etape du processus de production de cette biere traditionnelle,
determinant ainsi de maniere preponderante les caracteristiques du produit fini (Coulibaly et al., 2014).

L’interét cenologique des levures non-Saccharomyces a suscite ces dernieres annees de nombreux travaux et debats.
Leur impact a souvent ete considere comme negatif, mais leurs aptitudes technologiques, leur capacite a augmenter
la complexite du produit final, a excreter des enzymes d’interét et a produire des ardmes fermentaires sont autant de
potentiels (Zott, 2009). Elles sont beaucoup plus presentes en debut de fermentation, ou elles initient le processus
avant de ceder la place a S. cerevisiae. Il a ete demontre que les especes non-Saccharomyces representaient 95 % des
isolats & 0 heure de fermentation, mais seulement 5 % des isolats a 4 heures de fermentation(Coulibaly et al.,
2014).Outre les alcools superieurs et les esters, les resultats montrent que les levures non-Saccharomyces peuvent
influencer la production de nombreux metabolites, notamment le glycerol, les acides gras a chaine moyenne, les
thiols, les terpenes, les Cl13-norisoprenoides et les mannoproteines(Valera, 2016).Les profils sensoriels peuvent
egalement étre tres diversifies, et des differences significatives sont souvent observees par rapport a une
fermentation realisee uniquement avec S. cerevisiae(Gobert, 2019).La lenteur de la fermentation du Boumkaye
pourrait s'expliquer par la presence de levures ne faisant pas partie du genre Saccharomyces.

Conclusion:-

L’objectif de ces travaux etait de caracteriser les microorganismes presents dans le Boumkaye en suivant 1’evolution
de la flore lactique et levurienne, ainsi que de proceder a leur identification.Le suivi de la flore du Boumkaye au
cours de la fermentation a revele une predominance des bacteries lactiques apres 10 jours de fermentation a
temperature ambiante. Les souches identifiees dans cette etude se retrouvent egalement dans la plupart des boissons
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traditionnelles a base de cereales. Cependant, bien que 1’identification a 'aide des galeries API 50 CH, API 20 C-
AUX, et par la technologie MALDI-TOF MS montre certaines similitudes entre les isolats, des differences
significatives apparaissent au niveau des genres et des especes, ce qui limite la fiabilite de ces techniques. II serait
donc pertinent de proceder a une identification moleculaire des souches pour lesquelles les resultats des galeries ne
concordent pas avec ceux obtenus par la technologice MALDI-TOF MS. L’exploitation des resultats obtenus pourrait
étre benefique pour ameliorer la production du Boumkaye.
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