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gﬁ;ol?:;eldo:' 2018 In the Democratic Republic of the Congo, cassava (Manihot esculenta Crantz) is a staple crop and

March 27, 2019 important food source. In general, it is highly processed in one way or another before consumption. Fufu Kithabiro

Keywords: is a product of cassava dry fermentation processing. The fermentation is carried out by heterogeneous

Dry Fermentation, microorganisms (typically molds) which soften cassava and makes it pleasant for consumers. Such a dry

Kithabiro Fufu, Rhizopus  fermentation process also typically removes cyanide from the raw cassava. Here we report the quantitative

oryzae, detoxification, and . . . . . . .

cyanide. evaluation of cyanide content in fermented cassava meal samples collected from 21 sites in North Kivu. We carried
out a standardized dry fermentation process with six strains of Rhizopus oryzae and found reduction of cyanide
content down to 10 ppm or even 0 ppm (undetectable). According to traditional practices of cassava consumption,
we find that dry fermentation with R.oryzoe detoxify indeed cassava, rendering it safe for human consumption.
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ce titre, il demeure un élément clé de la lutte contre les

INTRODUCTION probléemes de nutrition qui sévissent dans nos pays malgré
e manioc (Manihot esculenta Crantz) est une source SOn caractére hautement périssable aprés récolte. Il s’avére
importante  de  racines  tubérisées  tropicales Cependant que la consommation de tubercules de manioc
cultivées [DJOULDE, 2004 ; ESSER et al., 1992]. C'est  Sans préparation adéquate peut créer des problemes de
une plante dont le tubercule affiche les plus fortes ~Santé trés sérieux, car ces racines présentent une certaine
teneurs en matiére séche et en amidon peu encombré ~ toxicit¢  liée a la  présence des  composes
de glucides et digestibles avec une faible teneur en ~ €yanogeénes (glucosides  cyanogeéniques, linamarine

matiéres grasses. [DJOULDE, 2004 ; ESSER et al., 1992].  Principalement) qui, sous I'effet d’'une enzyme la linamarase,

Présentant une variabilité intra-spécifique importante, le  S€ transforment en acide cyanhydrique. Cette toxicité est a

manioc constitue de ce fait un aliment essentiellement Iorigine de plusieurs troubles pathologiques, a savoir le goitre

énergétique et source d'énergie diététique pour plus de 500  thyroidien, le crétinisme, la neuropathie tropicale ataxique,
millions de personnes dans le monde [DE CARS, 2008 ; €tc. [ESSER, et al., 1992 ; GRACIA et SHEPERD, 2004 ;

NYABIENDA, 2005 ; YANDJU, 1994]. PEDDY et al., 2006]. Ces facteurs antinutritionnels viennent

s’ajouter a la faible teneur de manioc en protéine, en

vitamines et en sels minéraux. [OKAFOR et al, 2002 ;

(R.D.C), la nouniture principale de la majorité de la  pjoy pE et al.2005 ; NELSON, 2006 ; YANDJU et al.,
population, une denrée stratégique et prioritaire dans leurs 2009]

habitudes alimentaires. Les racines tubéreuses de manioc y

Il est, en Républigue Démocratique du Congo

sont consommées bouillies, frites et méme crues pour les Pour lever cette contrainte, dans tous les milieux
variétés douces, sinon aprés fermentation pour des variétés ~ (ruraux et urbains) ol le manioc est consommeé, les
ameres. populations autochtones ont su mettre au point toute une

série de longs et laborieux traitements et techniques de
transformations empirigues permettant de stabiliser les
produits de manioc et de le débarrasser de sa

La consommation de manioc a été favorisée par le
fait que sa culture est peu colteuse et facile a réaliser d’'une
part et de son apport considérable en énergie d’autre part. A
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toxicité [KOUAKOU et al., 2005 ;
DJOULDE, 2002 ; AMPE et al., 1994].

DJOULDE, 2004 ;

Le probléeme majeur de I'ensemble de ces procédés
traditionnels se situe au niveau de la qualité des différents
aliments obtenus qui est treés fluctuante. Dans le Nord-Kivu,
province de la RDC située au Nord-Est, une des techniques
de détoxication de manioc utilisé est la fermentation séche
qui conduit a la production du Fufu Kithabiro. C’est un
processus fermentaire qui s'effectue spontanément grace au
développement de la microflore épiphyte (microorganismes
du milieu), sans recourir a 'eau comme c’est le cas pour le
rouissage. Il peut conduire a des produits d'une qualité
organoleptique, microbiologique ou toxicologique indésirable.
Les effets de ces transformations devraient toujours étre
évalués afin d’apporter des améliorations aux procédés de
premiéres transformations, fournir un produit de bonne
qualité présentant des caractéristiques technologiques
intéressantes et épargner les consommateurs de I'impact
nocif du cyanure.

La présente étude a pour objectif d’évaluer le taux
de cyanure dans les cossettes de manioc vendues sur les
marchés de quelques sites du Nord-Kivu et dans le manioc

fermenté sous l'action de starter a base de Rhyzopus
oryzae.

MATERIEL ET METHODES

Matériel

Le matériel utilisé pour cette étude est constitué des
échantillons de cossettes (Fufu) de manioc produit par des
méthodes traditionnelles de fermentation seche. Ce matériel
est collecté dans 21 sites situés le long de la route nationale
Il au Nord-Kivu allant de Goma a Kasindi. Ces sites ont été
choisis de maniéere raisonnée parce qu’ils représentent les
zones de production les plus importantes en nombre de
productrices de cossettes de manioc fermentés consommées
dans la région.

Méthodes

a. Récolte des échantillons de manioc fermentés

La méthode d’échantillonnage adoptée est la récolte
des cossettes de manioc séchées exposées pour vente dans
les marchés de 21 sites retenus au Nord-Kivu, suivant un
choix aléatoire.

Les échantillons sont prélevés dans les conditions
aseptiques a l'aide des gants stériles et les sachets en
plastique avec fermeture hermétique puis placés dans une
boite isotherme avec accumulateurs de froid pour leur
conservation jusqu’aux laboratoires ou ils ont été analysés.

Les échantillons ont été acheminés au laboratoire de
I'Institut Supérieur Pédagogique de la Gombe a Kinshasa
(ISP Gombe) pour lisolement et la détermination des
moisissures participant & la fermentation du manioc dans les
différentes localités et celui du Programme National de
Nutrition (PRONANUT) pour le dosage des cyanures.

b. Isolement et identification des souches

Des souches des moisissures étaient isolées par
culture des raclures de la farine de manioc sur gélose de
Sabouraud au dextrose (4%) et sur gélose a I'extrait de malt.

Nous avons procédé par grattage de taches de
différentes couleurs résultant de la croissance des
moisissures sur les cosettes de manioc fermentés a l'aide
d’'une spatule désinfectée a I'alcool éthylique 75% ou d’'une
anse de platine flambée [YANDJU, 1994].

Les spores ainsi obtenues étaient directement
ensemencées dans le bouillon de Sabouraud glucosé a 4%.

Aprés agitation, cette suspension était incubée
pendant 6 a 18 heures a la température ambiante [VANPEE
et al.,, 1966 ; BOURDON et MARCHAL, 1973 ; MERCK,
1973 ; YANDJU, 1994].

Aprés 48 heures d’'incubation, des moisissures ayant
suffisamment poussé ont été repiquées sur milieu agar de
Sabouraud glucosé et sur gélose a extrait de malt. Les
colonies ont été observées régulierement aprés chaque 24h
au microscope des apparition de la premiére tache, jusqu’au
vieillissement de la culture en 7 jours au plus. Pour les
identifier, nous nous sommes servis de la clé de RAPER et
FENNEL décrite par MOREAU [1974]. Les souches
identifiées, étaient conservées sur gélose de Sabouraud
glucosé a 4°C au frigo.

¢. Réalisation de la fermentation séche de manioc a
partir des souches de moisissures identifiées

Les racines tubéreuses fraiches de manioc étaient
épluchées, nettoyées et désinfectées. Elles étaient
badigeonnées séparément avec les différentes souches de
moisissures dans des conditions aseptiques. Chaque lot est
par la suite recouvert des feuilles de bananier (Musa sp.) et
renforcés par des sacs de polyéthylene préalablement
désinfectées, habituellement utilisées dans la technologie
traditionnelle. Ces racines tubéreuses subissent une
fermentation a l'air libre et se ramollissent sous I'action des
souches ensemencées. Cette action est favorisée par
’humidité résultant de la transpiration de ces tubercules.
Aprés 3 a 5 jours de fermentation au laboratoire, les cossettes
de manioc ramollis ont été séchées a I'air libre

d. Sélection des souches fongiques performantes

Aprés identification des souches, nous avons
procédé a I'évaluation du degré de ramollissement du manioc
au cours de la fermentation en exercant une pression sur le
manioc a I'aide d’'un pénétrométre. Les souches ayant ramolli
le manioc avec des propriétés organoleptiques
caractéristiques du Fufu Kithabiro traditionnel ont été
sélectionnées et utilisées dans les essais de fermentation en
remplacement des raclures traditionnelles. [YANDJU, 2007 ;
MASIKA ,2007]

En plus de leur performance sur le ramollissement,
les échantillons de manioc obtenus de ces fermentations
dirigées étaient soumis au dosage des cyanures pour
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déterminer les souches qui participent a la détoxication du
manioc par [|'élimination des cyanures dans le manioc
fermenté.

Le Rhizopus oryzae s’étant distingué dans la
fermentation a été sélectionnée comme starter pour la
fermentation dirigée.

Ainsi, six souches de moisissures R. oryzae isolées
de différents sites précités ont été repiquées six fois sur le
manioc agé de 12 mois.

e. Dosage des cyanures dans les farines de manioc
fermentés

Pour le dosage de cyanure, tous les échantillons de
cossettes de manioc ont été réduits en farine au laboratoire.
Le dosage de cyanures dans les échantillons de farines de
manioc fermentés a été réalisé par la méthode colorimétrique
dite picrate ou de BRADBURY [1999].

La technique consiste a peser 100 mg de chaque
échantillon de farine de manioc fermenté et a les placer dans
un flacon avec bouchon a vis contenant le tampon linamarase
provenant de I'Université Officielle d’Australie. On y attache
une pieéce de papier picrate jaune pendant a I'ouverture du
flacon. Chaque flacon recoit en plus 0,5 ml d’eau distillée
avant d’étre hermétiquement fermée. Aprés 24h d’'incubation,
le papier picrate est récupéré puis comparé a un tableau
d’étalons colorés pour lire la valeur correspondante en ppm
de cyanure.

RESULTAT ET DISCUSSIONS

Identification des souches des moisissures isolées
de Fufu Kithabiro (manioc de fermentation séche)

Les différentes souches de moisissures identifiées
sur les cossettes provenant des différents marchés du Nord-
Kivu sont reprises dans le Tableau 1.

Tableau 1| Caractérisation des souches de moisissures isoles

B4 (24-31), BS (1-26)
L (16-17), L (15)

Souches Caractéres morphologiques Caractéres culturales Observations
B1 (1-27) Sporange globuleux rempli spores Colonies filamenteuses avec | Mucor sp

B2 (1-15) Hyphes non cloizonnés sporange noire visibles M. mucedo
B3 (1-19)

L (1-15); M (1-5)
M1 (1-4); M2 (1-4)
N1 (1-7); N2 (1-7)

- Filaments pelucheux
Absence de septa

L [6-T), N (8)

M (8-11), (13-14]

K1 (39-40) - Présence de stolons et rhizoides Colonies  blanches deviennent | Rhizopus oruzas
K2 (1-6) ; M (14) - Sporanges larges et noirs noires en vieillissant

N3 (1-12)

K4 (32)

K5 (39-40) - Présence de septa Colonies extensives en gazon | Aspergillus amsteladont
K6 (1-6) ; M3(14) - Colonies d'abord petites, globuleuses | jaune verdatre pale

L1(1-15); M4 (1-5) d'aspect cotonneux; devenant ensuite

M5 (1-4) ; M6 (1-4) jaune ocre a aspect feutre

N4 (1-T); N3 (1-7) Conidies minuscules produites sur

N6 (1-12) stipmates dressées en grappes demi

K4 (32) circulaires

D|2,3,4,6,9,11,13)

K1 (41-43) - Présence de mycélium & septa souvent | Colonies blanches avec 3 wues | Penicillium sp
M (16); N (15) incolore devenant fuligineuses

K3 (28] -Forme de conidies portées par des

K4 (33) rameaux verticillés

D20(7,26,27,33,35)K7(1-6) - Aire conidienne vert jaune ou olive,

- Croissance assez rapide et extensive

Mycéllium incolore, téte sporifére | Aspergillus flavus
susphérigue portant des conidies

globuleuses

D22 - Croissance faible au moins extensive

- Aire conidienne noire

noire au vieillissement

- Coloration blanche au début puis jaune

Mycéllium incolore, téte sporifere
sphérique

Aspergillus niger

Il ressort du Tableau 1 que les genres Aspergillus,
Mucor et Rhizopus sont les plus prédominants sur tous les 21
sites visités au Nord-Kivu.

Dosage des cyanures dans les farines de manioc
vendus dans les marchés du Nord KIVU

Les résultats des analyses effectuées au laboratoire
de PRONANUT (Programme National de Nutrition) a
Kinshasa sont repris dans le Tableau 2.

On remarque que dans les maniocs récoltés dans 4
sites (Butembo, Lubero, Maboya et Mavivi) I'élimination des
cyanures était totale, et dans plus de la moitié de sites les
maniocs récoltés contenaient 5 a 10 ppm de cyanures, alors

que dans les quatre autres sites en I'occurrence Musienene,
Mutwanga, Rutshuru et Kitsumbiro les valeurs obtenues
étaient seulement a la limite de toxicité (20 ppm) selon la
méthode de BRADBURY [1999]. Ces résultats montrent que
la technique de fermentation seche utilisée au Nord Kivu
contribue également a la réduction des taux des cyanures
dans le manioc bien que la fermentation se fasse sans eau.

Le dosage des cyanures dans le manioc aprés
fermentation par différentes souches de moisissures a révélé
des disparités dans les aptitudes des souches qui ont ramolli

le manioc et aussi contribué a la détoxication du manioc
pendant la fermentation (Tableau 2).
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Tableau 2| Taux de cyanure en ppm dans les échantillons de manioc fermenté au Nord-Kivu

N? 1Origine de I"échantillon | Taux de cvanure [N° Origine de I"échantillon | Taux de cyvanure
&N ppm en PP

ALTTNGUPA 10 12. |LUBERO O

2. |BEWI VILLE 5 13. |[LUME 10

i, |BUTEMEBO ] 14, MWMABOYA 0

4. |[GOMA L 5 15, IMANGINA 5

5. |GOMA 2 5 16,  [MAVIVI 0

6. [KABASHA 5 17. |MBAU 5

7. [KALAU 10 18. MUKULYA 1 3

B JKAYNA 5 19, PMUEULYA 2 10

9. |[KITSUMBIRO 20 20, MUSIENENMNE 20

10, [KTWANIA 10 21 MUTWAMNGA 20

11. [KYANTSAEBA 5 22, |[RUTSHURU 20

Tableau 3| Dosage des cyanures au cours de la fermentation seche du manioc par les moisissures

Taux de cyanure en Propriétés
mg/100g organoleptiques Aréme
Nom de l'espéce ] ] % de Coloration du |caractéristique du
Manioc| Manioc
réduction| manioc fermenté a| Fufu kithabiro
frais |fermenté
la surface

Mucor mucedo 20 1p Blanc neige Conforme
Rhizopus nigricans 35 15 57,2 Blanc neige Conforme
Rhizopus oryzae 30 0 100 Blanc grisatre Conforme
Aspergillus flavus 25 10 60 Vert bleu Conforme

A. niger 15 5 66,7 Noir Conforme

A. amstelodoni 15 5 66,7 Vert clair Conforme

A. fumigatus 10 5 50 Bleuatre Conforme
Témoin (ferment tradit)] 30 10 57 Multicolor Conforme
Témoin mamioc stérile| 10 5 50 Blanc Sans

Ces résultats indiquent que les maniocs fermentés
par les souches de Rhizopus oryzae (100% de réduction) et
de Aspergillus amsteladomi (75% de réduction) étaient les
plus détoxifiés par réduction de la teneur en cyanure de fagon
remarquable alors que les souches de Mucor mucedo et de
Rhizopus nigricans bien qu’ayant ramolli le manioc avec des
propriétés organoleptiques caractéristiques du fufu
traditionnel, n’ont pas contribué a la détoxification totale du
manioc (Tableau 3). Les résultats obtenus par DJOULDE et
ses collaborateurs sur le screening enzymatique des souches
de Rhizopus oryzae et de Lactobacillus plantarum ont permis
d’identifier la béta-glucosidase chez ces microorganismes et
de réduire a 95 % des cyanures en fermentation humide
dirigée [DJOULDE et al. 2005]. Ceci confirme cette réduction
spectaculaire obtenue en fermentation seche (a l'air libre)

sous l'action de I'humidité du milieu a la place de I'eau de
rouissage.

En fermentation séche, le ramollissement du manioc
et l'élaboration des déterminants organoleptiques
caractéristiques du fufu traditionnels tels que démontré par
YANDJU [1994] et DJOULDE [2002, 2005] sont I'ceuvre des
activitts métaboliques des microorganismes fermenteurs
utilisés comme starters dans la fermentation naturelle.

Evaluation du taux de cyanures dans le manioc
fermenté par la souche de Rhizopus oryzea en
fermentation séche dirigée.

L'utilisation de souches de R.oryzae comme starter
en fermentation séche a permis de réduire jusqu’'a 100% le
taux de cyanures dans le manioc fermenté a I'air libre.
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Ces souches ayant été ramenées sur terrain a Beni,
apres fermentation en série par D3 (sériel), D4(série2),
D6(série3), D9 séried), D11(série 5), D12(série 6) et Témoin
FND (Série trad.) les dosages des cyanures résiduels dans
les farines de manioc ont montré que la réduction du taux de
cyanures a augmenté a chaque repiquage du starter.
Pendant que le témoin de fermentation non dirigée contenait
des taux élevés de cyanures par rapport au premier
(50ppm/100g) et au deuxieme (20 ppm/100g) repiquage, les
farines de manioc fermenté par le starter ont toutes les taux
conforme au seuil acceptable.

Tableau 4] Moyenne de Taux de cyanures en ppm dans le fufu de six

fermentations dirigées

ere Qeme 3eme 4eme  Béme  Geme
D3 5 10 5 10 5 0
D4 10 5 10 10 10 5
D6 5 10 5 5 10 5
D9 5 5 10 10 10 5
D11 0 10 10 5 5 10
D12 5 10 10 10 5 5
Trad. 50 20 20 10 10 10

Les résultats du Tableau 4 montrent que I'utilisation
d’'un microferment pour démarrer la fermentation du manioc
peut contribuer a 'amélioration de la détoxication du manioc
fermenté et ainsi garantir la qualité sanitaire des produits du
manioc.

Ces séries de repiquage de linoculum serait
favorable a la synthése et I'activation des linamarases et leur
intensification au cours de la fermentation.

En effet, Djoulde et al. [2005], dans ses études sur
I'effet de la fermentation sur les composés cyanogéniques du
manioc, a obtenu par streaming des microorganismes
ramolissant le manioc environ 47 bactéries lactiques et des
moisissures qui posseédent la beta glucosidase, principal
enzyme qui permet la détoxication du manioc au cours de la
fermentation humide. Bien que le fufu kithabiro soit produit
par fermentation sans eau, le r6le des moisissures a
'occurrence le Rhizopus Oryzae en fermentation contrélée
vient d’étre confirmé par cette technique de fermentation.

CONCLUSION

Le manioc, surtout la variété amere, est produit en
abondance en R.D.C. Il doit subir des traitements de
détoxication avant sa consommation a cause de la présence
de cyanure dans sa chair. De tous ces traitements, la
technique de fermentation séche est la plus pratiquée au
Nord et au Sud-Kivu, a I'Est de la République Démocratique
du Congo. Cette technique de fermentation sans eau est
'ceuvre des microorganismes divers notamment les
bactéries, les levures et les moisissures parmi lesquelles
le Rhizopus oryzae.

Les essais de fermentation du manioc en utilisant le
R. oryzae comme starter, ont permis daméliorer la
détoxication du manioc et d’obtenir des réductions de
cyanure dans la farine de manioc consommé dans cette
partie de la R.D.C.

RESUME

Le Fufu Kithabiro est un produit de fermentation de
manioc sans recours a I’eau. Cette fermentation est réalisée sous
I’action des microorganismes hétérogénes, en 1’occurrence les
moisissures, capables de ramollir le manioc en élaborant des
propriétés organoleptiques caractéristiques le rendant agréable pour
les consommateurs. En République Démocratique du Congo, le
manioc (Manihot esculenta Crantz) est le principal aliment de base
pour la majorité de la population. Cependant, la présence des
cyanures et la vulnérabilité a la récolte exigent la transformation du
manioc en des produits dérivés différents dont le Fufu Kithabiro,
ainsi appelé dans la partie Est du pays. L’évaluation de la teneur en
cyanures dans les échantillons de farine de manioc fermenté
collectés dans 21 sites au Nord Kivu a permis de constater des
faibles teneurs en cyanures dans la farine de manioc allant de 0 a10
ppm. L’utilisation de six souches de Rhizopus oryzae comme starter
de la fermentation dirigée a montré une absence quasi-totale des
cyanures dans la farine de manioc fermenté. Conformément aux
normes de la consommation du manioc, la fermentation sans eau
par des souches de R. oryzae testée a permis d’améliorer le
rendement de la détoxication du manioc en fermentation séche.

Mots Clés

Fermentation seche, Fufu Kithabiro, Rhizopus oryzae, détoxification, cyanure.
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