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RESUME:

L’objectif de la présente étude est d’évaluer la qualité hygiénique de Tchaamessibu, une
pate acide obtenue par procédé traditionnel dans la commune de Natitingou au Bénin,
afin d’identifier les potentiels dangers qui pourraient menacer la santé des
consommateurs. Au total, 31 échantillons de cette pate prélevés au hasard auprées des
ménages dans cette zone et 4 échantillons préparés en station ont été analysés. Les
résultats indiquent que les échantillons prélevés dans les ménages présentaient des
niveaux de contamination élevés surtout en ce qui concerne la flore totale (teneurs allant
jusqu’a 5.10 ° ufc/g) ol plus de 95% des échantillons sont non conformes aux critéres
microbiologiques. Par contre, les échantillons en station renferment une flore totale
de 4,97.10° ufc/g. La détection et le dosage de 1’Aflatoxine B1 s’était révélée positive
dans 42% des échantillons prélevés dans les ménages. Ces teneurs se situent en dehors
des criteres relatifs aux produits végétaux et dérivés. Les résultats de cette étude mettent
en évidence une mauvaise qualite hygiénique de cette pate dans les ménages. Il est
nécessaire d’entreprendre des actions d’éducation en matiére de bonnes pratiques
d’hygiéne et des procédés de fabrication au niveau des populations de la zone d’étude.

Mots clés : qualité hygiénique, Tchaamessibu, Natitingou, Aflatoxine B1
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ABSTRACT: Evaluation of the hygienic quality of Tchaamessibu, a sour paste
consumed at Natitingou in northern BENIN
The main objective of this study was to evaluate hygienic quality of Tchaamessibu, an

acid paste produced in Benin and obtained by traditional method in order to identify the
potential hazards that could threaten consumer’s health. A total of 31 random
households’ samples from Natitingou and 4 samples prepared in station were analyzed.
The results indicate that the households samples showed high levels of contamination
especially with regard to the total flora (grades up to 5x10° cfu/g) where more than 95%
of the samples were not compliant contrary to station samples with microbial equal to
4.97x10° cfu/g. The analysis of Aflatoxin B1 was revealed positive with 42% of
samples in households with levels falling outside standards for plant products and
derivatives. The results obtained from this study showed a lack of hygiene observed at
traditional producing affecting the hygienic quality of the dough in the household. It is
necessary to carry out educational activities on good hygiene practices and also on
production of the people in the surveyed area.

Key-words: hygienic quality, Tchaamessibu, Natitingou, Aflatoxin B1.

INTRODUCTION

La salubrité des aliments constitue un probléme de santé publique a I’échelle mondiale.
En effet, les germes pathogénes et les contaminants chimiques présents dans les
aliments font peser de sérieuses menaces sur la santé des consommateurs (Yehouénou et
al., 2010). L’Organisation Mondiale de la Santé a rapporté qu’en 2005, 1,8 million de
personnes dans le monde, sont mortes de maladies diarrhéiques largement attribuables
aux aliments (Buzby et Robert, 2009 ; Newell et al., 2010). Dans les pays industrialisés,
environ un tiers de la population est confrontée chaque année a des maladies d’origines
alimentaire (OMS, 2007). Et pour des maladies telles que le choléra, les salmonelloses,

229



Rev. Microbiol. Ind. San et Environn. Vol 7, N°2, p : 228-244 Malete et al., 2013

les shigelloses, etc., ce sont les pays en développement qui en paie le lourd tribut (OMS,
2007; Yéhouenou et al., 2012). D’autres préoccupations sont nées de la contamination
des aliments par les moisissures, notamment 1’Aspergillus flavus qui, dans certaines
conditions, secrete des toxines (aflatoxines) a pouvoir hépatotoxique et hépatogéne,
avec des risques de cancer primitif du foie (AFSSA, 2006). Il a été clairement établi que
la sécurité alimentaire est intimement liée a la qualité et a la salubrité des aliments
(Panisset et Doucet, 2003). C’est ainsi que le plan d’action élaboré lors du Sommet
Mondial sur I’ Alimentation de 1996 reconnait que la sécurité alimentaire ne peut exister
que si toutes les populations ont les moyens d’accéder physiquement et
économiquement a des produits alimentaires suffisants, sains et nourrissants (OMS,
2003). L’alimentation, indispensable pour le bien-étre économique de chaque ménage,
joue un role déterminant dans la réduction de la pauvreté, la croissance économique et
le développement & long terme. D’une maniére générale, les habitudes alimentaires ont
considérablement évolué dans le monde et de nouvelles techniques de production des
aliments se sont développées en conséquence. Toutefois, la précarité des ressources
alimentaires et les pesanteurs socio-économiques dans certaines régions du Bénin ne
permettent pas de rendre plus perceptibles ces progres réalisés dans les biotechnologies
alimentaires. Les pratiques traditionnelles séculaires persistent et méritent d’étre
examinées au regard des innovations technologiques et des problemes de
contaminations microbiennes et mycologiques. La présente étude est consacrée a I’une
de ces pratiques a travers la pate acide « Tchaamessibu » largement consommeée dans le
département de 1’Atacora. L’objectif est d’évaluer la qualité hygiénique de cette péte,

appréciée par les populations de la commune de Natitingou.
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MATERIEL ET METHODES

Zone d’étude

L'étude a été réalisée a Natitingou (Nord-ouest du Bénin) (figure 1) dans le département
de I’ Atacora et plus précisément dans les arrondissements de Béré et de Popériakou en
2009-2010. Natitingou est située a 545 km de Cotonou, Capitale économique de la
République du Bénin (Mairie de Natitingou, 2004).
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a : Carte du Bénin montrant la situation b : Carte de la Commune de Natitingou
géographique de Natitingou

Figure 1 : Cartes présentant la zone d’étude (Sources : Mairie de Natitingou,
2004 ; Association Bénin Tata Somba, 2012)
Technologie de production de la pate
Repas local considéré chez le peuple Otammari en général comme un remede car il
permettrait a I’organisme d’éliminer tous les déchets, la technologie de fabrication de

Tchaamessibu varie selon les ménages et la matiere utilisée (mil, le sorgho, le mais, ou
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le fonio). La préparation originelle comprend les opérations suivantes (figure 2):
mouture des grains en farine, le tamisage, chauffage de ’eau, délayage a I’eau froide
d’une partie de la farine, mélange eau chaude et mout, cuisson de la bouillie, formation
de la pate (solidification par ajout de farine), mise en boite, bol, calebasse ou pot en

argile et mise en maturation (12 a 48 heures).

C : Etape 3 D : Etape 4 E: Etape 5

/3

I F:Etape6 G : Etape 7 H: Etape 8 | : Etape 9 J : Etape 10

K: Etape 11

Figure 2 : Etapes de production en station de Tchaamessibu a base mais, de jus de

tamarin et de baobab (Malete, 2010).
A= fruits de tamarin trempés dans de l’eau avant utilisation ; B= Jus de tamarin aprés
trempage, trituration et filtration; C= Tamisage de la farine de baobab avant
utilisation ; D= Tamisage de la farine de mais avant préparation de la pate ; E=
Préparation de la pate; F= Préparation de la pate (suite) ; G = Pate cuite ; H= Pate
dans un bocal en terre cuite; I= Conditionnement de la pate dans des bocaux ; J=
Conditionnement de la pate dans un bol en aluminium; K= Pate en incubation
conditionnée dans différents bocaux
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Echantillonnage

Les prélevements ont été effectués a Natitingou dans les départements de Béré et de
Péporiakou chez des ménageres choisies au hasard et a 1I’Unité Béninoise de
Technologie Alimentaire (UBETA) de la Direction de 1’ Alimentation et de la Nutrition
Appliquée du Beénin. Au total, 31 échantillons de 200 g de pate dans 31 ménages et 4
échantillons en station (UBETA) ont été prélevés de facon aseptique suivant les
méthodes standards (ICMSF, 1986). Les échantillons de Tchaamessibu ont été
acheminés au laboratoire a une température variant entre 4 et 8°C, dans une glaciére
munie de carboglaces congelés, les prélevements sont immédiatement analysés au

laboratoire.

Analyses microbiologiques

Les dilutions des échantillons de pate étudiés variaient entre 10 et 107. Le diluant
utilisé est 1’eau peptonée tamponnée de pH égal a 7,0+ 0,2. Les principaux milieux
sélectifs utilisés pour l'isolement et le dénombrement des différentes espéces sont
décrits dans le tableau I.

Tableau I: Milieux sélectifs utilisés pour I’isolement et le dénombrement des

germes.

Milieux de culture T°C Temps Reférence méthode
(heures)

Flore totale Plate Count Agar 30°C 72 NF EN I1SO 6222 1999

Coliformes Violet Red Bile Agar 30°C o4 h ISO 4832 : 1992 (F)

totaux

Coliformes | \/i0 ot Red Bile Agar ~ 44°C 24 ISO 4832+ 1992 (F)

fécaux

E. coli Rapid E. coli 44°C 24 NF ISO 16649-2

Clostridium Trypticase Sulfite o NF, 1985. ISO 6461 — 2

) 37°C 48

spp Neomycine

S. aureus Baird Parker 37°C 48 ISO 6888-1 : 1999 (F).

Levures et | Sabouraud Dextrose 25°C 120 ISO 7954 :1987 (F)
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moisissures Agar

+ chloramphénicol

Eau peptonée o NF EN ISO 6579
salmonella tamponnée - 3r°C 18 (2002)
sp* Rappaport-Vassiliadis  41,5°C 24

Hektoen 37 24

Salmonella-Shigella 37 24

Analyses physico-chimiques de la pate

Les parametres physico-chimiques recherchés sont le pH, 1’acidité titrable, la teneur en
eau et la teneur (inférieure ou supeérieure a 5 ppb) en aflatoxine B1. Le pH et I’acidité
titrable ont été déterminés suivant la methode modifiée de Nout (1989). Nous avons
utilisé un pH-métre InoLab (WTW séries 730) préalablement étalonné avec des
solutions tampons de pH=7 et pH=4 a la température ambiante. La mesure a été
effectuée sur une suspension aqueuse constituée de 10 g d’échantillon et 20 ml d’eau
distillée. Pour la mesure de 1’acidité titrable, nous avons ajouté 70 ml d’eau distillée et
deux a trois gouttes de phénolphtaléine a 1% au mélange ayant servi a la mesure du pH.
Aprés homogénéisation, 1’acidité titrable a été déterminée par titration avec du H2SO4
0,1 N.

La détection et le dosage de I’aflatoxine B1 a été faite par chromatographie en
couche mince suivant la méthode décrite par Kamkar (2006) avec des modifications et
avec 5ppb d’aflatoxine B1 comme standard. Soixante-quinze grammes de la pate ont été
pesés et broyés au moyen d’un moulinex. Le broyat récupéré avec 250 ml du mélange
méthanol-eau a été agite a grande vitesse pendant 30 mn puis filtré. 125 ml du filtrat ont
été recueillis auquel ont été ajoutés 50 ml de dichlorométhane. Ce dernier, ajouté a
I’acétone, a constitué un solvant de migration pour les molécules d’aflatoxines qui
seront visualisées en UV a 360 nm sur support chromatographique tapissé de silice.
Analyse statistique

Les résultats d’analyses microbiologiques, obtenus de trois essais indépendants,
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ont été traités grace au logiciel SAS (1989) qui a permis de faire les analyses de
variance (ANOVA) pour la comparaison des moyennes. Le niveau de signification
retenu est de 5% (p <0,05).

RESULTATS ET DISCUSSIONS
Quialité microbiologique des échantillons de pate

L’analyse microbiologique des échantillons de Tchaamessibu préparé en station
a 'UBETA a montré que la qualité microbiologique des échantillons était dans
I’ensemble satisfaisante. Ainsi, la flore aérobie mésophile dénombrée (4,97.10% ufc/g)
était conforme aux normes. Les levures et moisissures, les coliformes totaux, les
coliformes fécaux, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium spp et
Salmonella sp étaient absents dans tous les échantillons préparés en station.

Pour les échantillons prélevés dans les deux arrondissements, Béré et
Poperiakou, nous avons relevé des contaminations élevées en ce qui concerne la flore
totale qui, avec des valeurs allant de 3.10° & 10° ufc/g, avait dépassé les critéres
microbiologiques, dans la majorité des cas (Tableau Il). Les contaminations par les
coliformes totaux et fécaux avaient été notées dans certains échantillons avec des
valeurs qui sont au-dela des critéres microbiologiques prescrits. Escherichia coli, les
spores de Clostridium sulfito-réducteurs, Salmonella spp et Staphylococcus aureus
étaient absents dans les echantillons analyses. Les levures et moisissures ont été d’une
facon significative présente dans tous les échantillons. Une comparaison des résultats
obtenus pour ces échantillons prélevés dans les deux arrondissements en fonction des
ferments et des ceréales utilisés pour leur production est resumee dans les tableaux 111
et V.
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Tableau Il : Comparaison des valeurs moyennes des différents parameétres entre
arrondissements
BERE PEPORIAKOU

rrondissement

Moyenne ES Moyenne ES
(ufc/ml) (ufc/ml)
Flore totale 13,29.10° a 4,197.10°  0,94.10% b 4,62.10°
Levures 6,03.10° a 2,56.10°  0,01.10° a 2,82.10°
Moisissures 452,11.10°a 44554.10° 732,00.10%a 490,96. 10°
Coliformes totaux ~ 79509  a 602,08 1057,14 a 663,46

Les moyennes de la méme ligne suivies des lettres différentes, different significativement
au seuil de 5%. ES : Erreur standard

Tableau 111 : Comparaison entre ferments des différents parameétres recherchés
dans les échantillons de pate.

rments Ancienne péte Baobab
Moyenne ES Moyenne ES
Parametres (ufc/ml)

Flore totale 8,53.10° a 3,58.10° 2,23.10° a 10,75.10°
Levures 3,80.10% a 2,14.10° 0,04.10° a 6,43.10°
Moisissures 285,25.10°a  182,34.10° 410,66.10°a  547,03.10°
Coliformes 848,76 a 482,40 1800,00 a 144722
totaux

Les moyennes de la méme ligne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes au seuil de 5% ES : Erreur Standard
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Tableau 1V : Comparaison des valeurs moyennes des différents paramétres entre

céréales.
aréales Mais Mais-mil Mil

Moyenne ES Moyenne ES Moyenne ES
Paramet
Flore totale  16,15.10°a  4,52.10° 1,80.10%b 7,57.10® 0,32.10°b 0,32.10°
Levures 7,32.10%a 2,81.10° 0,03.10%a 4,71.10° 0,01.10%°a 3,04.10°
Moisissures 222,71. 10° 467,04.10° 2043,20. 10°® 781,52. 383,33. 504,47,

a a 10° 10%a 10°
Coliformes 579,75 a 651,52 0,00 a 1090,20 1683,33a 703,72

totaux

Les moyennes de la méme ligne suivies des lettres différentes, different significativement
au seuil de 5%. ES : Erreur standard

L’analyse de ces tableaux révéle que le Tchaamessibu prélevé sur le terrain est
fortement contaminé non seulement par les bactéries, mais aussi par les moisissures
probablement du genre Aspergillus et subséquemment par 1’aflatoxine B1. En effet, la
charge microbienne du Tchaamessibu des deux arrondissements prospectés en flore
totale excede la limite (5.105 ufc/ml) qu’imposent les criteres microbiologiques des
produits végétaux et dérivés de 1’ Association Francaise de Normalisation rapportée par
Guiraud et Galzy (1980). Cette forte contamination pourrait étre liée au manque
d’hygiéne de production ou des équipements utilises lors de la fabrication de cet
aliment, a la mauvaise qualité microbiologique de 1’eau utilisée pour le lavage des
ustensiles, ou a des problémes de conditionnement avant consommation. Par ailleurs, les
pates sont diversement contaminées : la charge microbienne moyenne des échantillons
de pate prélevés dans I’arrondissement de Bére (13,29.108 ufc/ml) est significativement
plus élevée (p<0,05) que celle de I’arrondissement de Péporiakou (0,94.108 ufc/ml).
La qualité microbiologique des échantillons prélevés sur le terrain n’est pas satisfaisante
dans I’ensemble. Sur 31 échantillons, 30 ne sont pas conformes aux criteres. Les

parameétres les plus mis en cause sont la flore totale, les coliformes fécaux, les
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microcoques qui étaient présentes en abondance, les levures et moisissures. Concernant
la flore totale, les valeurs maximales admises par les criteres microbiologiques sont de
3.105 ufc/ml, alors que les valeurs obtenues par les analyses sont de 1’ordre de 108.
Cette situation peut s’expliquer par une contamination massive du produit par les
productrices révélant un probléme d’hygiene. Elle peut aussi provenir d’une mauvaise
conservation du produit qui loin d’étre gardé dans des enceintes réfrigérées est laissé a
I’air ambiant sans protection rigoureuse. Il peut s’agir également d’une conséquence de
la fermentation du produit qui a donné lieu a une prolifération importante des
microorganismes. Ici la pratique d’ensemencement de la pate, a travers le matériel, le
manipulateur et I’environnement, peut étre une véritable source de contamination.
S’agissant des coliformes totaux, 1’ensemble des échantillons affiche des teneurs
acceptables sauf quatre qui présentent des valeurs en dehors de celles recommandées.
Les valeurs enregistrées sur les levures et moisissures font état d’une invasion massive
de la pate par ces germes. Cet état de chose serait dd a une forte contamination tant a la
récolte qu’au stockage des matieres premicres ayant servi a la préparation de ces pates.
Il peut également s’agir du résultat d’une défaillance dans la conservation des produits
ce qui serait a 1’origine de prolifération des levures. Etant donné que les moisissures
affectionnent les milieux légerement acides, elles trouvent dans les pates acides un
milieu favorable a leur développement. Concernant les autres parameétres, les coliformes
fécaux, les salmonelles, les anaérobies sulfito-réducteurs, ils n’ont pas été détectés dans

un gramme ou 25 g du produit selon le cas.

D’une maniére générale, la comparaison avec les résultats des essais en station
(@ PUBETA), révéle clairement de I’influence de ’hygi¢ne dans la contamination des
pates prélevées sur le terrain. En effet les valeurs révélées par I’analyse des résultats

des pates produites en station sont toutes conformes aux normes. Il apparait donc que
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les mauvaises performances enregistrées au niveau des préparations de terrain sont
fortement dues aux mauvaises conditions de préparation surtout pendant la période
d’incubation de la pate qui dure environ 24 heures. Ces résultats confirment les
conclusions d’Ahissou (1987) qui mettent en cause le défaut d’hygiéne dans les
préparations traditionnelles. Les résultats de Houenou (2007) qui contredisent les
conclusions de Domnanag et al. (1989) au sujet de la contamination des aliments par les
moisissures, corroborent avec ceux trouvés en station, preuve que lorsque les conditions
d’hygiéne sont respectées, le risque de contamination est moindre.

Le type de ferment utilisé n’influence pas la contamination par la flore totale de
maniere significative (p>0,05). En revanche, le niveau de contamination est plus élevé
pour le mais que pour le mil ou quand les deux céréales sont associées (p<0,05). Pour
les autres parameétres, il n’y a pas de différence significative. Le niveau de la flore
totale semble donc plus élevé dans la farine de mais que celle des autres céréales. Selon
AFSSA (2006), le mais subit des attaques microbiennes depuis le champ avec
ultérieurement une intensification surtout lorsque les conditions de stockage sont
défectueuses. Par ailleurs une différence concernant la charge en flore totale a été notée
en fonction des localités. Ainsi les échantillons provenant de Béré sont plus contaminés
que ceux de Popériakou (p<0,05). Mais pour les autres paramétres, il n’y a pas de
différence significative. Cette observation laisse supposer que certaines familles

appliquent mieux les normes sur I’hygi¢ne alimentaire que d’autres.

Quialité physico-chimique des échantillons de péte
Les échantillons de pate prélevés a Natitingou avaient un pH variant entre 3,89
et 4,25 avec une moyenne de 4,04+0,11 confirmant le goQt acidulé du produit. L’acidité

titrable de ces échantillons variait entre 0,54 et 0,67% d’acide lactique avec une

239



Rev. Microbiol. Ind. San et Environn. Vol 7, N°2, p : 228-244 Malete et al., 2013

moyenne de 0,60 +£0,04%. La teneur en eau était de 74,5+0,99. Pour les échantillons
produits en station a ’'UBETA, les valeurs de ces différents parameétres étaient de
73,89+0,59, 0,25+0,07 et 4,00+£0,05 respectivement pour la teneur en eau, ’acidité
titrable et le pH. Les valeurs du pH sont similaires & celles obtenues par Yehouessi
(1993), Hounhouigan et al. (1993) et Jansen (1990) sur le mawe qui est aussi un produit
fermenté obtenu a base d’une céréale, le mais. Elles sont aussi similaires a celles
obtenues par Fandohan et al. (2005) sur le mawe dont la durée de fermentation est de 24
heures, contraires aux valeurs obtenues pour le mawe au jour zéro (pH= 5,90) et le
mawe dont la durée de fermentation est de 72 heures du méme auteur. Les travaux de
Korthals (1976) ont également révélé les mémes résultats. En revanche pour I’acidité
titrable, les valeurs de Yéhouessi (1993) pour le mawe sont plus élevées et oscillent
autour de 0,95. Les teneurs en eau des pates étaient supérieures a la moyenne révélée
par FAO (1970) au sujet des pates traditionnelles de mais et de sorgho ; ce qui expose
les pates étudiées a la contamination microbienne. Ces différents résultats donnent la
preuve que cette pate est vraiment acide et donc défavorable au développement des
bactéries pathogenes avec une teneur en eau favorable au développement des germes
d’altération. Ainsi, la mauvaise conservation de ce produit peut permettre une
multiplication exagérée des germes. Il revient donc d’assurer une bonne conservation de
ces pates pour maintenir leur qualité originale et prolonger ainsi leur durée de salubrité.
En ce qui concerne la contamination par I’aflatoxine B1, les résultats obtenus ont révélé
des taux de contamination élevés dans 13 échantillons sur les 31 prélevés a Natitingou,
soit un taux de non-conformité d’environ 42%. Les taux sont supérieurs a 5 ppb, ce qui
cadre avec les études de I’OMS (2007) ou les teneurs trouvées dans le mais et produits
dérivés sont parfois de I’ordre de 116 ppb au Bénin. On peut aussi noter que les cas de

contamination par les aflatoxines sont plus fréquents dans les formules de pate utilisant
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le mais (Fandohan et al., 2005). Cela est une conséquence de la propension de cette
céréale a la contamination mycotoxique. Les valeurs du pH proches de 4 révelent un
aspect positif au niveau de la salubrité du produit puisque les germes pathogenes
recherchés sont absents dans tous les echantillons investigues ; Ce qui serait encore plus
rassurant si un traitement thermique intervenait. Toutefois, la présence de mycotoxines
reste un danger parce que le pH influence peu leur destruction. Les actions d’éducation

et de sensibilisation qui devraient étre entreprises doivent en tenir compte.

CONCLUSION

Cette étude aura permis d’avoir des informations sur le Tchaamessibu, sa
consommation, les conditions de préparation, 1’intérét socio-économique de méme que
I’aspect sanitaire. De ce point de vue, les analyses révelent de sérieuses situations de
contaminations par la flore non pathogéne de méme que la présence dans 13 cas sur 31
de la flore fongique générant des toxines. La recherche des paramétres physico-
chimiques, a présenté des valeurs de pH proches de 4. Ceci est un aspect positif au
niveau de la salubrité du produit surtout si un chauffage devrait intervenir avant
consommation. D’une maniére générale, la situation est donc de nature a menacer 1a
santé du consommateur et peut étre considérée comme un probléme de santé publique
vu le nombre de plus en plus important de personnes consommant la pate dans la zone
d’étude. Il importe que des actions de sensibilisation et d’éducation soient engagées en
direction des populations cibles. Ces actions doivent porter sur les bonnes pratiques
d’hygiene et de fabrication a présenter sous des formes simples et compréhensibles par

les populations.
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