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LISTE PROTOCOLAIRE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS DE LA
FACULTE DES SCIENCES DE L’UNIVERSITE DE YAOUNDE I

ANNEE ACADEMIQUE 2021/2022
(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 31 OCTOBRE 2022

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO ANGUE Monique, Maitre de Conférences
Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Florentine Marie Chantal,

Maitre de Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR :

AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (39)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS

1 BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste

2 BOUDJEKO Thaddée Professeur En poste

3 FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste

4 FOKOU Elie Professeur En poste

5 KANSCI Germain Professeur En poste

6 MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de

Département

OBEN Julius ENYONG Professeur En poste

9 ACHU Merci BIH Maitre de Conférences | En poste

10 ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences | En poste

11 AZANTSA KINGUE Gabin Boris Maitre de Conférences | En poste

12 BELINGA née NDOYE FOE F. M. C. Maitre de Conférences | Chef DAF / FS

13 DJUIDJE NGOUNOUE Marceline Maitre de Conférences | En poste

14 EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences | En poste

15 EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences | En poste

16 KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences | En poste

17 MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Doyen FS/UDs

18 NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences | En poste

19 NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences | En poste

20 NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences | En poste

21 NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences | En poste




22 TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de Conférences | En poste
23 AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
24 BEBEE Fadimatou Chargé de Cours En poste
25 BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie Chargé de Cours En poste
26 DAKOLE DABOY Charles Charge de Cours En poste
27 DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Charge de Cours En poste
28 DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargeé de Cours En poste
29 FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
30 KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargeé de Cours En poste
31 LUNGA Paul KEILAH Charge de Cours En poste
32 MANANGA Marlyse Joséphine Charge de Cours En poste
33 MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargé de Cours En poste
34 OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste
35 Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 PECHANGOU NSANGOU Sylvain Charge de Cours En poste
37 WILFRIED ANGIE Abia Charge de Cours En poste
38 FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Assistant En poste
39 MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle | Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (51)

1 AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS
BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de
2 Département
3 DIMO Théophile Professeur En Poste
4 DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
5 DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste
;| ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur \[/)'(‘;;en EMSB/UY ]
7 FOMENA Abraham Professeur En Poste
8 KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
9 NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
10 NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
11 NOLA Moise Professeur En poste
12 TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de
: service
TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr/MINS
13 ANTE
14 ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
15 BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | En poste
16 DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste




JATSA BOUKENG Hermine épse

Maitre de Conférences

En Poste

17 MEGAPTCHE
18 LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maitre de Conférences | En poste
19 MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences | En poste
20 MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences | En poste
21 MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En Poste
22 NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste
23 NGUEMBOK Maitre de Conférences | En poste
24 TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste
25 ALENE Désirée Chantal Charge de Cours En poste
26 ATSAMO Albert Donatien Charge de Cours En poste
27 BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Charge de Cours En poste
28 BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
29 DONFACK Mireille Chargé de Cours En poste
30 ETEME ENAMA Serge Charge de Cours En poste
31 FEUGANG YOUMSSI Francgois Charge de Cours En poste
32 GONWOUO NONO Legrand Charge de Cours En poste
33 GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargé de Cours En poste
34 KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
35 KOGA MANG DOBARA Charge de Cours En poste
36 LEME BANOCK Lucie Charge de Cours En poste
37 MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
38 EApEZC(;HHIoEL)J?\ANg ACK Mireille Flaure Chargé de Cours En poste
39 MOUNGANG Luciane Marlyse Charge de Cours En poste
40 MVEYO NDANKEU Yves Patrick Charge de Cours En poste
41 NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Charge de Cours En poste
42 NJUA Clarisse Yafi Chargé de Cours Chef Division Ute
Bamenda
43 NOAH EWOQTI Olive Vivien Chargé de Cours En poste
44 TADU Zephyrin Charge de Cours En poste
45 TAMSA ARFAO Antoine Charge de Cours En poste
46 YEDE Chargé de Cours En poste
47 YOUNOUSSA LAME Charge de Cours En poste
48 AMBADA NDZENGUE Georgia Elna Assistante En poste
49 FOKAM Alvine Christelle Epse KEGNE | Assistante En poste
50 MAPON NSANGOU Indou Assistant En poste
51 NWANE Philippe Bienvenu Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1

AMBANG Zachée

Professeur

Chef Division/UYII

2

DJOCGOUE Pierre Frangois

Professeur

En poste




MBOLO Marie Professeur En poste
MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de
5 Departement
6 ZAPFACK Louis Professeur En poste
7 ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences | En poste
8 BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences | En poste
9 MALA Armand William Maitre de Conférences | En poste
10 MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | DAAC/UDIa
11 NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences | CE / MINRESI
12 NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences | En poste
13 NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences | CT/MINRESI
14 ONANA Jean Michel Maitre de Conférences | En poste
15 TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences | En poste
16 TSOATA Esaie Maitre de Conférences | En poste
17 DJEUANI Astride Carole Charge de Cours En poste
18 GOMANDVJE Christelle Chargeé de Cours En poste
19 GONMADGE CHRISTELLE Chargé de Cours En poste
20 MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
21 MAHBOU SOMO TOUKAM Gabriel Charge de Cours En poste
22 NGALLE Hermine BILLE Charge de Cours En poste
23 NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
24 NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
25 NSOM ZAMBO EPSE PIAL Annie Chargé de Cours En Détachement /
Claude UNESCO MALI
26 GODSWILL NTSOMBOH NTSEFONG | Chargé de Cours En poste
27 KABELONG BANAHO Louis-Paul- Charge de Cours
En poste
Roger
28 KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste
29 LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste
30 LIKENG-LI-NGUE Benoit C Charge de Cours En poste
31 TAEDOUNG Evariste Hermann Charge de Cours En poste
32 TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste
33 MANGA NDJAGA Jude Assistant En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (31)
1 AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de
Département
2 Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur Re(?teur
Univ.Ngaoundere
3 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge

deMiss.PR




4 NANSEU Njiki Charles Peguy Professeur En poste

5 NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI

6 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.
Bamenda

7 NENWA Justin Professeur En poste

8 NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN,F,S univ.
Ngaoudéré

9 NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB

10 ACAYANKA Elie Maitre de Conférences | En poste

11 EMADACK Alphonse Maitre de Conférences | En poste

12 KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences | En poste

13 KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences | En poste

14 KENNE DEDZO Gustave Maitre de Conférences | En poste

15 KONG SAKEO Maitre de Conférences | En poste

16 MBEY Jean Aime Maitre de Conférences | En poste

17 NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences | En poste

18 NEBAH Née NDOSIRI Bridget NDOYE | Maitre de Conférences | CT/ MINPROFF

19 NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences | En poste

20 NJOYA Dayirou Maitre de Conférences | En poste

21 NYAMEN Linda Dyorisse Maitre de Conférences | En poste

22 PABOUDAM GBAMBIE AWAWOU Maitre de Conférences | En poste

23 TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de Conférences | En poste

24 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours Chef Service/ ENS
Bertoua

25 CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste

26 KOUOTOU DAOUDA Charge de Cours En poste

27 MAKON Thomas Beauregard Charge de Cours En poste

28 NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

29 NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste

30 PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste

31 SIEWE Jean Mermoz Charge de Cours En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (38)

DONGO Etienne Professeur Vice-

1 Doyen/FSE/UYI

2 MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste

3 NGOUELA Silvere Augustin Professeur gzzgffement UDS

4 NYASSE Barthélemy Professeur En poste
Directeur/

PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur MINESUP/ Chef de
5 Département




6 WANDJI Jean Professeur En poste

. - . Vice-Doyen /
7 Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences DPSAA
8 AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences | En poste
9 EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences | En poste
10 FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences | En poste
11 FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences | En poste
12 KAMTO Eutrophe Le Doux Maitre de Conférences | En poste
13 KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences | En poste
14 KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences | En poste
15 KOUAM Jacques Maitre de Conférences | En poste
16 MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences | En poste
17 MVOT AKAK Carine Maitre de Conférences | En poste

o N ) Chef de cellule

18 NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences MINRES]
19 NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences | C.E.A/ MINESUP
20 NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences | DAAC/Uté Bertoua
21 NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences | En poste
22 TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences | En poste
23 TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences | En poste
24 TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences | Doyen /FS/ UYI
25 YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences | En poste
26 ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences | En poste
27 NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
28 NGOMO Orléans Charge de Cours En poste
29 OUAHOUO WACHE Blandine M. Charge de Cours En poste
30 SIELINOU TEDJON Valérie Charge de Cours En poste
31 MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste
32 TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste
33 TSAMO TONTSA Armelle Charge de Cours En poste
34 TSEMEUGNE Joseph Charge de Cours En poste
35 MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En poste
36 NONO NONO Eric Carly Assistant En poste
37 OUETE NANTCHOUANG Judith Laure | Assistante En poste
38 TSAFFACK Maurice Assistant En poste

6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22)

1 ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef

) FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGAMINESUP

3 NDOUNDAM Réne Maitre de Conférences | En poste

4 TSOPZE Norbert Maitre de Conférences | En poste

Vi




5 ABESSOLO ALO’O Gislain Charge de Cours En poste
AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de
6 Departement
7 DJAM Xaviera YOUH — KIMBI Chargé de Cours En Poste
8 DOMGA KOMGUEM Rodrigue Charge de Cours En poste
9 EBELE Serge Alain Charge de Cours En poste
10 HAMZA Adamou Charge de Cours En poste
11 JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste
12 KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste
13 MELATAGIA YONTA Paulin Charge de Cours En poste
14 MONTHE DJIADEU Valery M. Charge de Cours En poste
15 OLE OLE Daniel Claude Delort Chargeé de Cours [E)g;;fugbi?g\),:lzt
16 TAPAMO Hyppolite Chargeé de Cours En poste
17 BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
18 EKODECK Stéphane Gaél Raymond Assistant En poste
19 MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste
20 MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
21 NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste
22 NZEKON NZEKO’O Armel Jacques Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (31)
1 AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef e
Département
Inspecteur
2 EMVUDU WONO Yves S. Professeur MINESUP
3 KIANPI Maurice Maitre de Conférences | En poste
4 MBANG Joseph Maitre de Conférences | En poste
5 MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences | En poste
6 MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de Conférences | En poste
Chef service des
NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences | programmes &
7 Diplomes/FS/UYI
8 TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences | En poste
TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS
9 Rwanda
10 TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences | En poste
. . Chef Cellule
1 AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours MINPLAMAT
12 BOGSO ANTOINE MARIE Chargé de Cours En poste
13 CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
14 DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

vii




15 DOUANLA YONTA Herman Charge de Cours En poste
16 KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
17 MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18 MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
19 NGUEFACK Bernard Charge de Cours En poste
20 NIMPA PEFOUKEU Romain Charge de Cours En poste
21 OGADOA AMASSAYOGA Chargé de Cours En poste
22 POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
23 TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste
24 TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Charge de Cours En poste
25 BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
26 FOKAM Jean Marcel Assistant En poste
27 LOUMNGAM KAMGA Victor Assistant En poste
28 MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
29 MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
30 MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
31 TENKEU JEUFACK Yannick Léa Assistant En poste
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (22)

ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de
1 Département

NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur VICE-DOYEN/
2 DSSE
3 NWAGA Dieudonné M. Professeur En poste
4 ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences | En poste
5 BOUGNOM Blaise Pascal Maitre de Conférences | En poste
6 BOYOMO ONANA Maitre de Conférences | En poste

KOUITC.H.EU MABEKU Epse KOUAM Maitre de Conférences | En poste
7 Laure Brigitte
8 RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences | En poste
9 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences | En poste

En position

BODA Maurice Chargé de Cours d’absence
10 irréguliere
11 ESSONO Damien Marie Chargé de Cours En poste
12 ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
13 LAMYE Glory MOH Charge de Cours En poste
14 MEYIN A EBONG Solange Charge de Cours En poste
15 NJIKI BIKOT Jacky Chargé de Cours En poste
16 NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En poste

TAMATCHO KWEYANG Blandine Chargé de Cours

L. En poste

17 Pulchérie

viii




18 TCHIKOUA Roger Charge de Cours En poste

19 | TOBOLBAI Richard Chargé de Cours En poste

20 MONI NDEDI Esther Del Florence Assistante En poste

21 NKOUE TONG Abraham Assistant En poste

22 SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste

9. DEPARTEMENT DE PHYSIQUE(PHY) (43)

1 BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste

2 DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM Professeur En poste

3 EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vlce-Rect,eulr. Jte
Ngaoundereé

4 ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste

5 NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste

6 NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste

7 NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Cr,]ef e
Département

8 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste

9 NOUAYOU Robert Professeur En poste

10 PEMHA Elkana Professeur En poste
Chef de centre/

11 SAIDOU Professeur IRGM/MINRES]

12 TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FS Univ/Bda

13 TCHAWOUA Clément Professeur En poste

14 WOAFO Paul Professeur En poste

15 ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste

16 BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences | DG/HYDRO Mekin

17 BODO Bertrand Maitre de Conférences | En poste

18 ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Maitre de Conférences | En poste

19 EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences | En poste

20 FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences | En poste

21 HONA Jacques Maitre de Conférences | En poste

22 MBINACK Clément Maitre de Conférences | En poste

23 MBONO SAMBA Yves Christian U. Maitre de Conférences | En poste

24 NDOP Joseph Maitre de Conférences | En poste

25 SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences | En poste

26 SIMO Elie Maitre de Conférences | En poste

27 VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences | En poste

28 WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences | Directeur/ENS/UYI

29 ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste

30 CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste

31 EDONGUE Hervais Charge de Cours En poste




32 . . Chef Cell.
FOUEDJIO David Chargé de Cours MINADER
33 MELTI’I Joelle Larissa Chargeé de Cours En poste
34 MVOGO Alain Chargé de Cours En poste
3 WOULACHE Rosalie Laure Chargé de Cours Abse.nte depuis
Janvier 2022
36 AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie Charge de Cours En poste
37 DJIOTANG TCHOTCHOU Lucie Chargé de Cours En poste
Angennes
38 OTTOU ABE Martin Thierry Chargé de Cours En poste
39 TEYOU NGOUPOU Atriel Charge de Cours En poste
40 KAMENI NEMATCHOUA Modeste Assistant En poste
41 LAMARA Maurice Assistant En poste
42 NGA ONGODO Dieudonné Assistant En poste
43 WANDJI NYAMSI William Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (42)
1 BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / Uds
2 FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
NDAM NGOUPAYOQOU Jules-Remy Professeur En poste
NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de
4 Département
5 NGOS Il Simon Professeur En poste
6 NKOUMBOU Charles Professeur En poste
7 NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
8 ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences | Vice-Doyen / DRC
9 BISSO Dieudonné Maitre de Conférences D|recteur/Pr01et’
Barrage Memveele
10 EKOMANE Emile Maitre de Conférences | En poste
11 . - , Sec.
FUH Calistus Gentry Maitre de Conférences D Etat/MINMIDT
12 GANNO Sylvestre Maitre de Conférences | En poste
Chef
GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences | Département/Uté
13 Maroua
14 MOUNDI Amidou Maitre de Conférences | CT/ MINIMDT
15 NGO BIDJECK Louise Marie Maitre de Conférences | En poste
16 NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences | CEA/MINRESI
17 NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences | En poste
18 NYECK Bruno Maitre de Conférences | En poste




Chef service

ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences | Maintenance & du

19 Matériel/UYII
TCHAKOUNTE J. épse NUMBEM Maitre de Conférences | C1o-cell/

20 MINRESI

21 TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences | En poste

22 TEMGA Jean Pierre Maitre de Conférences | En poste

23 YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences | Chef Div. /MINTP

24 70’0 ZAME Philémon Maitre de Conférences | DG/ART

25 ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

26 BEKOA Etienne Charge de Cours En poste

27 ELISE SABABA Charge de Cours En poste

28 ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

29 EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

30 MAMDEM TAMTO Lionelle Estelle Chargé de Cours En poste

31 MBESSE CECILE OLIVE Charge de Cours En poste

32 MBIDA YEM Charge de Cours En poste

33 METANG Victor Chargé de Cours En poste
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RESUME

La présence des moisissures et la mauvaise fermentation sont des parameétres qui
influencent la qualité marchande et sanitaire des feves de cacao. De la fermentation au
stockage, les moisissures peuvent se développer sur les feves, altérant ainsi leur qualité. Par
ailleurs la durée de fermentation relativement longue conduit les cacaoculteurs a ne pas la
respecter modifiant ainsi les qualités organoleptiques. Face a cette double préoccupation,
I’exploitation des microorganismes intervenant dans la production des féves de cacao a été
explorée dans le cadre d’une lutte biologique. La recherche de bactéries lactiques (BL) inhibant
la croissance des moisissures et celle des levures capables de réduire la durée de fermentation
a eté entreprise dans le but de mettre au point un starter. Pour cela, 28 BL isolées des
fermentations de cacao ont été testées pour leurs activités antifongiques vis-a-vis de 10
moisissures du genre Aspergillus et Penicillium, principaux contaminants des feves de cacao.
Par ailleurs, 29 isolats de levures provenant du méme milieu ont également été testés pour leur
vitesse de production d’éthanol. Les isolats de BL et de levures présentant les meilleures
activités ont été identifiés sur le plan génomique et les familles de molécules produites par les
bactéries lactiques inhibant la croissance des moisissures ont été recherchées. Un isolat de
chacun des genres microbiens les plus actifs a été retenu pour la mise au point d’un starter et
cette coculture testée durant la fermentation des feves de cacao. Des 28 isolats de BL dont
I’activité antifongique variait entre 6,82% et 100%, 8 présentant des pourcentages d’inhibition
moyens supérieurs a 40% ont été identifiés. Il s’agissait de Weissella cibaria (isolats A19, Ped?2
et Lab10), Enterococcus faecium (isolats Ped3 et Lab11.2), Pediococcus pentosaceus (isolat
Lab9), Lactobacillus brevis (isolat A21) et Lactobacillus farciminis (isolat Lab11.1) ; ce
dernier isolat ayant la meilleure activité antifongique. Quant aux levures, 2 isolats ont produit
les meilleures teneurs en alcool aprés 40 heures et ont été identifiés a Saccharomyces cerevisiae
(isolat E24) et Candida parapsilosis (isolat E21). La recherche des composés bioactifs a montré
que les acides organiques, les peptides et les protéines thermostables sont responsables de
I’activité antifongique observée et que leur production a essentiellement éte affectée par la
teneur en sucre du milieu. Les essais d’utilisation des isolats de L. farciminis (Lab11.1) et S.
cerevisiae (E24) comme starter ont montré que la concentration de 6Log UFC/ g de chacune
des souches permettait d’obtenir des taux d’inhibition de la croissance d’A. carbonarius NRRL
368 sur les feves compris entre 84,58 et 95,58%; de réduire de 5 a 3 jours la durée de
fermentation et d’obtenir des féves de 1° grade dépourvues d’Ochratoxine A aprés 60 jours de
conservation.

Mots clés: cacao, fermentation, moisissures, bactéries lactiques, levures, starter, lutte

biologique, substances antifongiques, qualité.
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ABSTRACT

The presence of moulds and poor fermentation are parameters that influence the
marketability and sanitary quality of cocoa beans. From fermentation to storage, moulds can
develop on the beans, thus altering their quality. In addition, the relatively long fermentation
time leads cocoa farmers to disregard it, thus altering the organoleptic qualities. Faced with
this twofold concern, the exploitation of microorganisms involved in the production of cocoa
beans was explored within the framework of biological control. The search for lactic acid
bacteria (LAB) inhibiting the growth of moulds and yeasts capable of reducing the duration of
fermentation was undertaken with the aim of developing a starter. For this purpose, 28 LAB
colonies isolated from cocoa fermentations were tested for their antifungal activities against 10
moulds of the genus Aspergillus and Penicillium, the main contaminants of cocoa beans. And
29 yeast isolates from the same medium were also tested for their ethanol production rate. The
LAB and yeast isolates with the best activities were genomically identified and lactic acid
bacteria molecules inhibiting the growth of moulds were searched for. One isolate from each
of these most active microbial genera was selected for starter development and this co-culture
was tested during cocoa bean fermentation. Of the 28 LAB isolates with activity ranging from
6.82% to 100%, 8 with average inhibition percentages above 40% were identified. These were
Weissella cibaria (isolates A19, Ped2 and Lab10), Enterococcus faecium (isolates Ped3 and
Lab11.2), Pediococcus pentosaceus (isolate Lab9), Lactobacillus brevis (isolate A21) and
Lactobacillus farciminis (isolate Lab11.1); the latter isolate having the best antifungal activity.
As for the yeasts, 2 isolates produced the best alcohol content after 40 hours and were identified
as Saccharomyces cerevisiae (isolate E24) and Candida parapsilosis (isolate E21). The search
for bioactive compounds showed that organic acids, peptides and heat-stable proteins were
responsible for the observed antifungal activity and that their production was mainly affected
by the sugar content of the medium. Trials using isolates L. farciminis (Lab11.1) and S.
cerevisiae (E24) as starter showed that the concentration of 6Log UFC/ g of each strain allowed
to obtain growth inhibition rates of A. carbonarius NRRL 368 on beans between 84.58 and
95.58%; to reduce the fermentation time from 5 to 3 days and to obtain 1% grade beans free of
Ochratoxin A after 60 days of storage.

Keys words: cocoa, fermentation, moulds, lactic acid bacteria, yeasts, starter, biological

control, antifungals substances, quality.
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INTRODUCTION




INTRODUCTION

Le cacao est la troisieme denrée la plus commercialisée dans le monde apres le sucre
et le café. Il occupe une place importante dans 1’économie de nombreux pays et en particulier
ceux d’Afrique. La production africaine de cacao repréesente environ 77 % de la production
mondiale (ICCO, 2021). Cette production provient a 95% de petits exploitants qui cultivent en
moyenne 2 a 5 hectares de plantations cacaoyéres. On estime entre 5 et 6 millions le nombre
de paysans qui travaillent dans les plantations de cacao et assurent la subsistance de leurs
familles élargies soit environ 50 millions de personnes dans le monde qui dépendent de la filere
cacao (Hutz-Adams et al., 2017). Quatriéme producteur mondial aprés la Cote d’Ivoire, le
Ghana et I’Indonésie, le Cameroun produit 280000 tonnes qui représentent les 5,5% de la
production mondiale (ICCO, 2021). Les exportations de cacao représentent prés de 3% du
produit intérieur brut (P1B) national et 15% du PIB du secteur primaire (WCF, 2010).

Le cacao camerounais est trés recherché sur le marché mondial, pour ses propriétés
organoleptiques notamment sa couleur rouge brique trés appreciée dans 1’un de ses produits
dérivés qu’est la poudre de cacao. Malgreé cet atout, une importante quantité de la production
de cacao camerounais est dépréciée pour sa contamination par les moisissures, la présence de
leurs mycotoxines, le faible niveau de fermentation des féves, qui diminuent la valeur
économique et sanitaire des féves, réduisant par conséquent les révenus des agriculteurs
(Xinhua, 2011 ; Hutz-Adams et al., 2017).

La mauvaise qualité des féeves demeure la préoccupation principale des produteurs de
cacao en Afrique en général et au Cameroun en particulier. Celle-ci est attribuée aux mauvaises
pratiques post-récolte qui conduisent a I’altération de la qualité des féves (Hutz-Adams et al.,
2017). Ce d’autant plus que les cacaoculteurs camerounais obtiennent généralement des féves
de Grade 2 au cours de certaines récoltes en raison des conditions climatiques défavorables. En
effet, la fermention des féves de cacao est une opération principalement conduite par les levures
qui produisent 1’éthanol, les bactéries lactiques et acétiques qui produisent les acides lactiques
et acétiques qui migrent dans la feves et contribuent a leur bonne qualité.

Pour améliorer cette qualité, des équipes de recherche se sont intéréssées au
développement de starters microbiens composés d’une a trois souches microbiennes de levures,
de bactéries lactiques et ou de bacteries acétiques (Lefeber etal., 2012 ; Cempakaetal., 2014 ;
Kresnowati et Febriami, 2015 ; Visintin et al., 2017), et sur I’exploitation des métabolites de
fermentation tels que les acides lactique et acétique (Eyamo et al., 2016) comme moyen de

maitrise et de stabilisation de la qualité des feves de cacao. Ces travaux se sont essentiellement



orientés vers la biosynthese des molécules aromatiques recherchées par les producteurs du
chocolat. Mais tres peu se sont intéressés a la lutte contre le développement des moisissures,
qui constitue une autre source de depréciation des feves, en association avec la réduction de la
durée de fermentation. En effet, la présence des moisissures sur les féves de cacao est tres
préoccupante pour toute la chaine de valeur du cacao. Ces microorganismes dont le
développement deébute durant la fermentation principalement lorsque celle-ci est longue
alterent non seulement la qualité marchande mais constituent également un danger potentiel
pour la santé de I'Homme et des animaux de par la synthese des mycotoxines dont les effets
cancerigenes, tératogenes, nephrotoxiques et immunotoxiques sont établis (Jiang et al., 2014).
Ce danger est d’autant plus important que ces molécules sont thermostables et peuvent se
retrouver a tous les stades de la chaine de transformation. La principale mycotoxine recherchée
dans les feves de cacao demeure 1’Ochratoxine A produite par certaines moisissures du genre
Aspergillus et Penicilium.

L’utilisation des pesticides et des fongicides ne pouvant étre acceptée dans le traitement
des féves de cacao, I’approche de la lutte biologique qui se veut soucieuse de I’environnement
et des exigences du marché devient une voie a explorer pour réduire la contamination des
féves par les moisissures.

A cet effet, des études ont montré d’une part que les bactéries lactiques isolées de
différents milieux dotées de propriétés antimicrobiennes peuvent étre utilisées pour la
conservation de certains aliments (Strom et al., 2005 ; Salas et al., 2017). Et d’autre part que,
la qualité des féves de cacao dépend de I’activité des levures et des bactéries au cours de la
fermentation (Ouattara et al., 2008 ; Ho et al., 2014 ; De Vuyst et Weckx., 2016).

De ce qui précede, les questions suivantes peuvent étre posées : Les microorganismes
impliqués dans la fermentation des feves de cacao peuvent-ils réduire la croissance des
moisissures et la durée de fermentation? si tel est le cas, ceux-ci peuventt-ils étre exploités
pour améliorer la qualité des féves ? Pour apporter des éléments de réponses a ces questions,

les hypotheses suivantes ont été formulées :

- La flore microbienne de fermentation des feves de cacao regorge des bactéries
lactiques aux propriétés antifongiques et des levures a fort potentiel de production
d’alcool ;

- Les paramétres du milieu de fermentation des féves de cacao influencent 1’activité

antifongique des bactéries lactiques ;



- L’utilisation des bactéries lactiques aux propriétés antifongiques et des levures a
forte production d’alcool améliorent la fermentation des feves de cacao et par
conséquent leur qualité.

Cette étude a donc été entreprise pour vérifier ces hypothéses, avec pour objectif général

d’inhiber la croissance des moisissures ochratoxinogenes par les bactéries lactiques aux
propriétés antifongiques et la durée de fermentation par des levures a forte production d’alcool.

De facon spécifique, il a été question de (d”):

» Cribler les souches d’intérét de la fermentation des féves de cacao a savoir les bactéries
lactiques a forte activité antifongique et les levures a fort potentiel de production
d’alcool ;

» Rechercher les familles de composés impliqués dans 1’inhibition des moisissures et
I’influence des facteurs du milieu de culture sur I’activité antifongique ;

> Evaluer la qualité des feves fermentées par un starter mixte de levure a fort potentiel

production d’alcool et de bactérie lactique a forte activité antifongique.
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CHAPITRE | : REVUE DE LA LITTERATURE

I.1. LE CACAO

1.1.1. Généralités sur le Cacao

1.1.1.1 Origine et description du cacao

Le cacaoyer (Theobroma cacao Linnaeus) est un arbre cultivé dans les zones a climat
chaud et humide. 11 est originaire des régions tropicales d'Amérique centrale et du Sud. C’est
la plus importante plante des vingt-deux espéces de la famille des Malvacées et la seule a étre

cultivée pour la valeur économique de ses féves (Kongor et al., 2016).

Au XVI¥™ siécle, les féves de cacao étaient traditionnellement utilisées par les
indigénes Aztéques et Mayas du Mexique et d’Amérique centrale. Ainsi, les nobles indiens
Mayas les consommaient dans une boisson appelée « Xocoatl » et principalement lors des
cerémonies religieuses (Harwich, 2008 ; Louis et al., 2009). Les Aztéques, qui ne la
consommaient pas dans un cadre rituel, diffuserent la féve dans d'autres régions du Mexique
(Harwich, 2008). Ces deux peuples I'utilisaient également comme élément de troc ou monnaie
d’échange. Les espagnols, qui découvrirent le cacao pour la premiére fois dans les Caraibes en
1494 1’appelérent « Theobroma cacao » ce qui signifie « nourriture des dieux ». lls ne fixerent
leur attention sur la féve qu'a partir de la conquéte du Mexique et adaptérent la recette de la
boisson a leur goQt, ce qui eut un immense succes au sein de I'élite coloniale. Aprés cette
colonisation, le cacao fut exporté en Europe ou il y est consommé sous forme de breuvage et
de confiseries (Méndez et Agueda, 1998).

La classification systématique phylogénétique du Cacaoyer est la suivante :

Domaine : Eukaryote

Regne : Plantae
Embranchement : Spermatophyte
Sous-phylum : Angiospermae
Classe : Dicotylédones

Ordre : Malvales

Famille : Malvacées

Genre : Theobroma L.

Espéce : Theobroma cacao L.

Le cacaoyer (Figure 1) présente des exigences écologiques particulieres. 1l est une
espece typiquement tropicale car il a besoin d’un optimum de température compris entre 25 a

30°C et une humidité d’environ 85% (CNUCED, 2016). Cette plante s’adapte a une diversité



de sols avec un optimum de croissance et de production sur des sols argilo-limoneux, des pH
acides autant que basiques mais, ne supporte pas 1’engorgement (Prakash et al., 2011).

A I’age adulte, le cacaoyer mesure entre 5 et 10 métres. Il entre en production et reste
généralement productif pendant vingt ans. Il porte simultanément des fleurs, des chérelles
(petites cabosses en developpement), des fruits sur le tronc et les branches principales (Figure
1). Les fleurs pollinisées se développent sur une période de cing a six mois pour donner des
cabosses (Moujouenpou, 2008 ; Kongor et al., 2016). 1l vit en moyenne entre 30 et 40 ans
(CNUCED, 2016).

Les fleurs sont de couleur rose et/ou blanche en fonction de la variété et les gousses
poussent directement a partir du tronc et des branches principales. Comme la plupart des
plantes tropicales, les fleurs sont présentes toute I'année mais apparaissent en abondance avant
le début de la saison pluvieuse. La plupart des fleurs avortent et seule une petite proportion

d'entre elles se développent en fruits sur une période d'environ cing mois.

Figure 1. Un cacaoyer portant des cabosses.

Le fruit du cacaoyer est une baie, qui est appelée chérelle au début de son
développement, puis cabosse a maturité (Figure 2). Les fruits matures (cabosses) en forme de
melon, sont durs, mesurent entre 15 et 20 cm de long, et pésent entre 380 g et 450 g. lls
contiennent 30 - 40 graines (féves) équivalents a 100 g, entourées d'un mucilage sucré, acidulé
et fixées sur un rachis central. La graine comporte deux cotylédons et une radicule entourée
par la testa (Schwan, 1996 ; Kongor et al., 2016 ; CNUCED, 2016).



Figure 2. Des cabosses de cacao (A), et leur aspect interne (B) (Youté, 2017)

1.1.1.2. Culture et diversité du cacao

Aujourd'hui, la zone de culture du cacao s'est étendue aux Caraibes, en Afrique de I'Ouest
et en Afrique Centrale. Le cacao est cultivé sur plus de 70 000 km?. Il pousse du niveau de la mer
jusqu'a une altitude de 700 metres et prospére bien sous des températures comprises entre 21 et
23°C, et doit étre a I'abri du soleil et du vent, en particulier aux premiers stades de sa croissance
(Kongor et al., 2016).

Comme de nombreuses especes répandues en Amazonie, le cacaoyer présente une trés
grande diversité. Cette diversité repose sur les caractéristiques morphologiques des cabosses ou
des graines. Seules les fleurs sont morphologiquement peu variables. On distingue trois grandes

variétés de Théobroma cacao L. : le criollo, le forastero et le trinitario. Ces variétés sont

illustrées par les fruits de la Figure 3.

Figure 3. Variétés de cacao avec de gauche a droite : Criollo (A), Forastero (B) et Trinitario
(C) (Berbiye, 2014).



> Lecriollo

Cette espece est cultivée dans la zone méso-américaine (Mexique, Nicaragua, Guatemala,
Colombie, Venezuela), dans I’ Arc antillais, a Madagascar, au Sri Lanka, en Indonésie et aux iles
Samoa. Il ne représente que 1 a 5% de la production mondiale, & cause de sa sensibilité aux
maladies et au stress liés aux conditions écologiques (Nestlé, 1999 ; Prabhakaran, 2010). C’est
un cacao de tres bonne qualité. Les cabosses mdres sont rouges ou jaunes, fortement ridées,
visiblement pointues, avec un péricarpe verruqueux et mince. Les graines sont larges, dodues et
le plus souvent rondes avec des cotylédons blancs ou violets pales, de goQt Iégerement amer, et
donne un chocolat aux ardmes fins (Prabhakaran, 2010). Sa durée de fermentation va de 2 a 3

jours.

» Le forastero

Il est originaire de la haute Amazonie (Pérou, Equateur, Colombie). Mais, il est
aujourd’hui trés cultivé dans les pays producteurs et représente plus de 80 % de la production
mondiale de cacao (CNUCED, 2016). Il donne un rendement élevé et est résistant au stress
¢cologique. Il est rencontré dans le bassin amazonien (Brésil) et en Afrique de I’Ouest
(Mounjouenpou, 2008). Les cabosses mlres sont jaunes, ni pointues ni verruqueuses, avec une
surface lisse, des extrémités arrondies et un péricarpe épais. Les graines sont aplaties et
constituées de cotylédons noirs violets fortement pigmentés, avec un godt amer (Prabhakaran,
2010 ; Sahoré et al., 2013 ; Kongor et al., 2016 ; Tankou, 2016). Sa durée de fermentation va
de 5210 jours.

> Le trinitario

C’est un hybride biologique issu du croisement génétique naturel entre Criollo et
Forastero. Il représente 10 a 15 % de la production mondiale (CNUCED, 2016). Cette variété
est recherchée pour la fabrication des poudres et est cultivée aujourd’hui dans tous les pays ou
furent autrefois cultivés le criollo (Mexique et Amérique Centrale, Trinidad, Venezuela,
Colombie). Egalement présent en Afrique, le Cameroun est le premier pays ou les trinitario ont
été introduits massivement (Mounjouenpou, 2008). Les cabosses sont de formes diverses, de
couleur intermédiaire entre le rouge et le jaune a maturité. Les cotylédons des féves sont plus ou

moins violets (Prabhakaran, 2010). Sa durée de fermentation est de 3 a 5 jours.

De ces grands groupes sont nés par croisement des hybrides fertiles qui constituent la

majorite des cultivars utilisés en plantation au Cameroun et ailleurs (Moujouenpou, 2008).



1.1.1.3. Production et importation mondiale du cacao

L’économie de nombreux pays dépend de leur production cacaoyére. Le cacao occupe la
3™ place aprés le sucre et le café dans le marché mondial des matiéres premiéres. La majorité
du cacao produit (prés de 90%) provient de petites exploitations familiales estimées a prés de
6,5 millions de fermes dont la superficie est généralement comprise entre 2 a 5 hectares
(CNUCED, 2016). Aujourd'hui, la production mondiale de cacao est estimée a environ 4,5
millions de tonnes (Tableau 1), dont 77% proviennent d'Afrique, 17% d'’Amérique centrale et
du Sud, 5 % d'Asie. Les principaux producteurs mondiaux de féves de cacao sont la Céte
d'Ivoire, le Ghana, I'lndonésie, I'Equateur, le Cameroun et le Nigeria. Le Cameroun contribue
a environ 5,5% de la production mondiale (CNUCED, 2016 ; ICCO, 2018).

Tableau I: Production mondiale des feves de cacao en milliers (ICCO, 2018 ; ICCO, 2021)

2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020 2020/2021

Afrique 2911 73,4 3365 739 3504 759 3642 76,2 3566 754 3871 77,1
% % % % % %
Cameroun 211 246 250 280 280 290
Cote d’Ivoire 1581 2020 1964 2154 2105 2225
Ghana 778 969 905 812 800 850
Nigeria 200 245 255 270 250 270
Autres 141 135 130 126 131 136
Amerique 657 16,6 766 16,8 789 17,1 846 17,7 890 18,8 875 17,4
% % % % % %
Brésil 140 174 204 176 201 180
Equateur 232 290 285 322 328 340
Autres 285 306 300 349 360 355
Asie et Océanie 397 10,0 421 92% 325 7% 293 6,1% 272 5,8 278 55%
% %
Indonesie 320 270 240 220 200 200
Papouasie 36 38 40 30 30 35
Nouvelle Guinée
Autres 41 50 45 43 42 43
Production 3965 100 4552 100 4618 100 4781 100 4728 100 5024 100
Mondiale totale % % % % % %

Le cacao arrive en Afrique continentale a partir des fles de Sao Tomé, au Ghana en
1879, au Cameroun en 1887, au Nigeria en 1890 et en Cote d’Ivoire en 1895. Au Cameroun, il
est introduit par 1’administration allemande. La croissance de la production est réguliére mais
lente : de 5 000 tonnes avant la premiere guerre mondiale, la production a augmenté jusqu’a
131 000 tonnes en 2000 et 250 000 tonnes a nos jours (Assoumou, 2011).

L'agriculture joue un réle important et stratégique dans la relance de I'économie nationale
camerounaise et le cacao y reste une culture d'exportation majeure. On estime que 90% de la
population rurale est engagée dans l'agriculture a petite échelle. Ainsi, le secteur cacao et café du
Cameroun représente 3% du produit intérieur brut (PIB) national et 15% du PIB du secteur

primaire. Par ailleurs, le cacao représente 30% des exportations non pétroliéres du Cameroun. La
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ceinture cacaoyere camerounaise représente environ 37% du sol total cultivé du pays et est en
expansion rapide avec l'intérét croissant de hombreux jeunes pour cette culture commerciale.
Environ 50% des féves de cacao du Cameroun proviennent du Sud-Ouest, 35% du Centre et 15%
des Régions du Sud-Est (Hutz-Adams et al., 2017).

Le cacao produit dans les différents bassins de production mondiaux est majoritairement
destiné a une transformation aprés importation par les grands pays producteurs de produits
dérivés qui sont rassemblés dans le Tableau Il. Cependant de tres faibles quantités sont

transformées au niveau local.

Tableau I11: Dix premiers importateurs de feves de cacao (Statista, 2021)

Pays Valeurs des importations en millions Valeurs des importations en
de Dollars américains 2020 millions de FCFA 2020

Pays —bas 2 375,92 133 679 404
Etats-Unis 1 026,93 57 779 466
Allemagne 776,86 43709 460
France 458,72 25 809 545
Royaume-Uni 312,79 17 598 901
Italie 302,29 17 008 126
Espagne 261,96 14 738 988
Canada 259,33 14 591 013
Belgique 223,43 12 571 125
Suisse 139,81 7 866 307

1.1.1.4. Le cacao et son utilisation

Le cacao est une culture économique hautement compétitive et lucrative en termes de
génération de revenus parmi les autres activités agricoles sur les marchés mondiaux (CNUCED,
2016). Il est cultivé principalement pour ses fruits (cabosses) dont le mucilage et principalement
les graines sont exploitées a diverses fins. En effet, ’intérieur de la cabosse comprend : la pulpe

et les féves.

R/

s La pulpe

Les graines sont entourées de la pulpe blanche constituée d’un mucilage riche en eau (80
%), glucides (environ 5% de fructose, 5% de saccharose, 5% de glucose), acide citrique (0,2%),
pectine (1,5%), protéines (1,5%), pour un pH compris entre 3 et 5. A partir de la pulpe, on peut
préparer des boissons rafraichissantes aromatisées, de la confiture, des gelées, du vin ou du

vinaigre, et du jus frais (Kone, 2000).



% Les feves

Les feves sont les graines présentes dans les cabosses de cacao (Figure 4). Elles sont
recouvertes d’un mucilage blanc a la sortie de celles-ci et prennent une couleur maron apres

fermentation.

Bulpe mucilagineuse

Cegue

Tégqument argentin
oY endospermne

Figure 4. Aspect des féves : (A) structure interne, (B) apres écabossage, (C) apres séchage.

Ces feves seches, dont la composition est résumée dans le Tableau I1lI, sont

principalement faites de matiéres grasses, de glucides, de protéines et de composés phénoliques.

Tableau I11: Composition moyenne des féves seches (ICCO, 2001)

Elements Amandes de féves de cacao séches (%)
Eau 5-8 %
Matiéres grasses 45- 56 %
Matiéres protéiques 12-18 %
Matiéres glucidiques 13-15 %
Théobromine 1-3%
Cendres 2-5%
Caffeine 0,5-0,8 %
Composés phénoliques 5-10 %

Les féves fermentées et séchees sont transformées et commercialisées soit sous forme de
produits bruts (feves), soit sous forme de produits dérivés (liqueur, pate, beurre, tourteaux et
poudre) ; lesquels seront transformés en produits finaux, majoritairement le chocolat et les
confiseries, mais aussi en produits cosmétiques et pharmaceutiques (CNUCED, 2016 ; Kone,
2000).
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> En Industrie alimentaire

Le chocolat est le produit final qui consomme plus de 90% de cacao marchand. Il est
suivi de la poudre de cacao utilisée comme aréme dans les produits tels que : biscuits, crémes

glacées, les boissons lactées et les diverses patisseries (Kone, 2000).

» En Industrie pharmaceutique

La forte teneur en flavonoides, surtout en catéchine et épicatéchine, confere au cacao
des propriétés antioxydantes qui permettent de réduire les risques de maladies
cardiovasculaires et les maladies coronariennes en facilitant 1’¢lasticité des vaisseaux sanguins
(Hii etal., 2009 ; Zainal et al., 2016). 1l a sensiblement les mémes effets antiplaquettaires que
I’aspirine. Le beurre de cacao est utilisé pour la fabrication des suppositoires et des cremes
médicamenteuses grace aux propriétés biologiques des polyphénols qu’il renferme (Tableau
V).

Tableau IV: Activité biologique de quelques polyphénols rencontrés dans le cacao (Gresele
etal., 2011).

Composés phénoliques  Activité biologique

Acides phénoliques Antifongique, antibactérienne et antioxydante

Tannins Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydant, effet antidiarrhéique,
effet antiseptique, effet vasoconstricteur

Flavonoides Antitumorale, anti-carcinogene, anti-inflammatoire, antioxydante,

anti-allergique,  antiulcéreuse, antivirale,  antimicrobienne,
hypotenseur et diurétique

Coumarines Anticoagulante, antioxydante, protectrice  vasculaire, et
anticedémateuse

Anthocyanes Protectrice capillaro-veneux, antioxydante

Proanthocyanidines Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydante, anti tumorale

antifongique et anti-inflammatoire
Tannins  galliques et Antioxydant
catéchiques
Lignanes Anti-inflammatoire, analgésique

» En Industrie cosmétique
Le beurre de cacao est utilisé en cosmétique pour la fabrication des rouges a levres, des
crémes pour les mains, des lotions pour la peau, et des savons, grace a sa richesse en acide gras,
en phospholipides (qui structure I'épiderme, hydrate et consolide la barriere cutanée), en
polyphénols (qui freine le vieillissement de la peau), et en tanins (ce qui lui confére la propriété

de serrer les muqueuses et raffermir la peau). Sa forte teneur en composés phénoliques est un
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atout exploité dans la fabrication des produits luttant contre la production des radicaux libres

néfastes pour la santé et la beauté de la peau (Kebbab, 2014).

% Valorisation des cabosses vides

Apres retrait des féves des cabosses, ces derniéres sont genéralement jetées dans les
plantations entre les pieds de cacaoyers ou elles pourrissent sans qu’elles ne touchent les pieds
pour éviter leur contamination par les moisissures a I’exemple de Phytophtora qui détruisent les
arbres. Cependant, des technologies sont mises en place pour valoriser ces déchets a travers la
production de la potasse, des aliments destinés a ’alimentation animale, la production des
biocarburants, de papier et la fabrication des engrais organiques (compost) (Adabe et Ngo-
Samnick, 2014).

1.1.2. De la cabosse au cacao marchand

Le cacao marchand, communément appelé « cacao » ou « feves de cacao », est obtenu
apres récolte des cabosses, suivie des opérations unitaires que sont 1’écabossage et 1’extraction
des féeves humides, le transport (des cabosses ou des féves humides), la fermentation, le séchage

des feves fermentées, et leur stockage.

1.1.2.1. Récolte des cabosses

Elle a lieu a maturité des fruits afin d’assurer un maximum de flaveur. Une récolte tardive
entraine des risques de pourriture et de germination des féves tandis qu’une récolte précoce
diminue le rendement par production excessive de féves violettes ou ardoisées. En général, la
récolte au Cameroun se fait en deux périodes :

- La récolte principale (grande récolte) ou les feves sont plus grosses et plus abondantes

(Septembre a Décembre) ;

- Larécolte intermédiaire, encore appelée "petite récolte™ qui s’étend sur le reste de I’année

(CNUCED, 2016).

Durant ces périodes, les cabosses sont cueillies a intervalles de temps réguliers de 10 a
15 jours, pendant environ 3 semaines. La cueillette se fait par section franche du pédoncule a
I’aide d’un couteau ou d’une machette bien affiitée pour les cabosses accessibles. Pour les
cabosses hautes, un émondoir (outil spécial, aux bords trés tranchants) monté a I’extrémité
d’une longue perche est utilis¢ (Moujouenpou, 2008 ; Adabe et Ngo-Samnick, 2014). Elle
doit étre faite de sorte a ne blesser ni la cabosse, ni la branche qui porte la cabosse pour éviter

une attaque précoce par les moisissures.
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1.1.2.2. Ecabossage et extraction des féves

L’écabossage est une opération manuelle qui consiste a fendre la cabosse a I’aide d’une
machette ou d’un gourdin pour retirer les féves sans les blesser et doit avoir lieu moins d’une
semaine apres la récolte. 1l se fait généralement en groupes de plusieurs personnes souvent
organisés en coopérative. Avant I’écabossage, les cabosses doivent subir un tri afin d’éliminer
les cabosses physiquement contaminées. Malheureusement, ce n’est pas toujours le cas. En
général, il a toujours lieu dans la plantation ou en bordure de celle-ci. Mais, elle peut également
se faire a la maison en raison des multiples coups de vol en champ. A 1’écabossage, 1’humidité
des féves varie entre 65 % et 80 % pour un poids de 900 kg/m® (Amani, 2014). Le gourdin est
I’outil le plus conseillé car la machette peut endommager les féves. L’usage d’outil tranchant
(machette), bien que trés répandu dans tout les bassins de productions, est a proscrire afin de
ne pas détériorer les graines en les blessant et facilitant ainsi I’infiltration des moisissures

(Moujouenpou, 2008).
1.1.2.3. Fermentation des féves

Le golit amer et 1’astringence des feves de cacao font que celles-ci ne peuvent pas
directement étre consommeées aprés 1’écabossage. De ce fait, elles sont soumises au processus
de fermentation. La fermentation est 1’étape primordiale du traitement post-récolte du cacao.
Elle debute naturellement 24 heures au plus tard aprés 1’écabossage. Elle est la conséquence
du métabolisme de plusieurs microorganismes provenant des insectes, des mains des
travailleurs ou du matériel utilisé (feuilles de bananiers, caisses). La durée de fermentation
dépend des conditions climatiques, de la région, de la variété de cacao, du degré de maturité de
la cabosse, et de la masse de feves mise a fermenter. Elle a une durée variable de 2 a 10 jours
(Schwan et Fleet 2014 ; De Vuyst et Weckx, 2016). Pendant cette opération, un accroissement
de la température pouvant atteindre 45-50°C est observé au milieu de la masse de cacao. En
général, un brassage est effectué au bout de 48 heures et peut étre renouvelé au besoin afin
d’homogénéiser les feves. Les quantités nécessaires pour la fermentation varient de quelques
kilos a plusieurs tonnes. Toutefois, il est préférable de partir d’au moins 25 kg de féves afin de
minimiser les variations de température.

Cette fermentation est un procéde microbiologique essentiellement conduite par les
levures, les bactéries lactiques, les bactéries acétiques et les bactéries sporulantes (Schwan et
Weals, 2004 ; Kostinek et al., 2008 ; Ouattara et al.,, 2017). Cependant d’autres
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microorganismes tels que les moisissures peuvent y prendre part méme si leur intervention

n’est pas souhaitable pour la qualité du cacao.

1.1.2.4. Séchage des féves fermentées

Apres la fermentation, vient 1’étape de séchage qui permet de ramener la teneur en eau
des graines fermentées de 80 % a environ 7% de maniere a assurer au cacao de bonnes conditions
de conservation durant le stockage et le transport (Sandoval et Barreiro, 2002 ; Zahouli et al.,
2010). Le séchage permet aussi de stopper la plupart des réactions fermentaires et est en partie
responsable du déclenchement de la réaction de Maillard dont la conséquence est la formation
des précurseurs de I’ardbme cacao et le brunissement des feves (Cros, 1995 ; Kongor et al., 2016).
La température de séchage doit étre inférieure a 60°C pour favoriser la continuité du
développement de ces ardbmes. Deux méthodes sont couramment utilisées en fonction de la
source d’énergie utilisée : le séchage solaire ou naturel et le séchage artificiel. Au Cameroun, le
séchage solaire se fait sur des nattes ou des baches (dans toutes les zones de production), sur des
autobus (dans le Sud) et sur les aires cimentées (dans le Centre). Tandis que le séchage artificiel
est plus rencontré dans le Littoral (Moungo) et dans le Sud-Ouest en raison de la forte pluviosité.
Mais de fagon général, les petits producteurs de cacao préférent le séchage solaire tandis que les
grands planteurs préférent la méthode artificielle de séchage par air chaud (Hii et al., 2009).

1.1.2.5. Stockage des feves séchées

Les conditions de stockage sont importantes. Le cacao est généralement emballé dans des
sacs en jute de 65 kg (Figure 5) puis maintenu bien sec dans les magasins pour éviter le
développement des moisissures (Sandoval et Barreiro, 2002 ; Adabe et Ngo-Samnick 2014).
Il ne doit pas étre contaminé par des odeurs et des fumées. Cependant, dans les pays tropicaux,
le stockage dans les sacs en jute est difficile en raison des échanges entre les féves a I’intérieur
et le milieu environnant avec de I’air chaud et humide qui favorise le développement des insectes,
des moisissures et par conséquent l’altération du produit (CIRAD, 1999). Des stockages
hermétiques réalisés par la construction des structures en plastique, spécialement pour la
conservation des grains de céréales et autres denrées a long et a moyen terme ont été développes

et appliqués aux féves de cacao (Jonfia-Essien et al., 2010).
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Figure 5. Stockage des feves de cacao : dans des sacs en jute (A), stockage hermétique expéri-
mental pour le cacao- Cocoons™ (B), stockage hermétique expérimental pour le cacao-
SuperGrainbag™ (C).

.2. LAFERMENTATION DES FEVES : UN PROCESSUS COMPLEXE

1.2.1. Importance de la fermentation des feves

Comme précédemment évoqué, les féves de cacao non fermentées sont caractérisées
par leur amertume et leur astringence. Pour cette raison elles sont soumises a la fermentation
dans le but d’améliorer leurs propriétés organoleptiques (De Vuyst et al., 2016). Bien conduite,
cette opération a aussi pour but d’éliminer une grande partie de la pulpe qui entoure les graines,
de supprimer leur pouvoir germinatif et de développer les précurseurs de I’ardme chocolat
(Kresnowati et Febriami, 2015 ; Kongor et al., 2016). Cependant lorsque la fermentation est
mal effectuée, elle conduit a 1’obtention des féves sans potentiel aromatique, de couleur
ardoisee apres sechage ce qui constitue un défaut majeur. Bien que stérile avant ouverture de
la cabosse, le mucilage est contaminé par les levures, bactéries lactiques et bactéries acétiques
provenant des mains des opérateurs, des insectes (drosophiles, guépes) présents autour des
feves, des feuilles de bananiers souvent utilisées pour recouvrir les tas de feves en fermentation
(De Vuyst et Weckx, 2016). A partir de cet instant, débute une multitude de réactions
biochimiques durant lesquelles les microorganismes utilisent les nutriments disponibles dans
la pulpe pour synthétiser d’autres molécules. Ces dernieres diffusent dans les féves et leurs
conferent des caractéristiques particuliéres. Les protéines des féves sont dégradées par les
protéinases et les polyphénols sont métabolisés par les polyphénols oxydases durant cette
phase. Les produits de dégradations-des protéines (peptides, acides aminés) et des polyphénols
vont former les précurseurs d'aréme. Ce processus se présente comme indispensable pour la
qualité des feves (De Vuyst et Weckx, 2016).
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1.2.2. Méthodes de fermentation

On rencontre différents modes de fermentation qui sont : la fermentation en tas sur
feuille de bananier ou sur bache, la fermentation en caisse, la fermentation en panier et la

fermentation en sac (Figure 6).

Figure 6. Fermentation des féves de cacao : tas (A), caisse (B) et sac (C).

1.2.2.1. Fermentation en tas

La fermentation des feves en tas est la plus simple des méthodes mises en ceuvre dans
les champs. La quantité des feves a fermenter varie de quelques Kilos a plus d’une tonne de
feves fraiches. Cette méthode est la plus répandue en Afrique de I’Ouest et méme au Cameroun
ou elle est utilisée dans tous les bassins de production (Fahrurrozi, 2015). L’équipement
requis est simple et disponible si bien que celle-ci peut étre mise en ceuvre par tout producteur
des féves de cacao. Ici, les feves sont entassées et recouvertes de feuilles de bananier ou de
macabo sur un lit de branchages qui facilite le drainage du jus. Ce recouvrement a pour but de
ralentir la croissance des moisissures a la surface des feves (Moujouenpou, 2008).

1.2.2.2. Fermentation en caisse

Elle est menée dans des caisses en bois ou en plastique munies de trous de drainage a
la base et sur les cotés pour faciliter I’écoulement du jus et favoriser I’entrée de 1’air. Le volume
de la caisse est trés variable et doit étre adapté aux possibilités de récolte. Lorsque la caisse est
remplie par les feves fraiches, la masse est recouverte des feuilles de bananier ou de sacs en
jute afin de favoriser I’ensemencement naturel des levures et bactéries, de retenir la chaleur et
protéger la surface des féves du séchage. Le brassage se fait de facon transversale de la masse

d’un bac a un autre. C’est une méthode trés souvent mises en ceuvre dans des vastes plantations.
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Elle est plus employée au Brésil, Trinidad, Indonésie et en Malaisie (Moujouenpou, 2008 ;

Fahrurrozi, 2015). Elle est tres colteuse et n’est pas tres répandue au Cameroun.

1.2.2.3. Fermentation en sac

Ici, les feves fraiches sont transférées dans des sacs de toutes natures apres écabossage.
Geénéralement, ces sacs sont des sacs de transport des féves des champs pour les villages dans
le but d’éviter les vols. Ceux-ci sont déposés dans un coin de la maison a ’arrivée. Cette
fermentation est observée dans certaines régions du Cameroun comme dans le Sud-Ouest et le
Centre mais n’est pas recommandée selon les bonnes pratiques d’usage car elle ne permet pas

I’aération des féves et le brassage est difficile.

1.2.2.4. Fermentation en panier

La fermentation en panier est beaucoup plus employée au Nigeria. Les paniers, tressés
en fibres végétales, peuvent étre de toutes dimensions. C’est une variante de la fermentation en
caisse. Les paniers remplis sont posés sur le sol et recouverts des feuilles de bananier. Le

brassage se fait en transvasant d’un panier a un autre (Moujouenpou, 2008).

1.2.3. Mécanismes et microorganismes de la fermentation des féves de cacao
1.2.3.1. Mécanisme de la fermentation

La fermentation des féves a lieu a deux niveaux. Le premier, présenté par la Figure 7
est constitu¢ de toutes les réactions qui se déroulent a I’extérieur de la feve et dont les
principaux médiateurs sont les microorganismes (Schwan et wheals 2004). Le second niveau
de fermentation (Figure 8) comprend toutes les réactions enzymatiques d’hydrolyse

s’effectuant a I’intérieur des féves (Ouattara et al, 2014).

Respiration Fermentation
(Levures) (Levures)
CO2+HO |«— Pulpe (sucre) Ethanol +CO>

I I
Fermentation (bactéries lactiques)  Agration+ Oxydation (bactéries acétiques)

¢ v

A 4

- - Acide acetique
Acide lactique et autres 3
acides organiques
ganiq COy + H,0

Figure 7. Activités microbiennes a I’extérieure des féves durant la fermentation du cacao.
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Figure 8. Réactions biochimiques a I’intérieur des féves durant la fermentation du cacao
(Barel, 2009).

La fermentation est fondamentalement liée a la conversion des sucres et de 1’acide
citrique de la pulpe en acides lactique et acétique par les microorganismes. Ces réactions de
conversion engendrent une augmentation de la température de la masse fermentaire qui
favorise le passage de ces acides de I’extérieur vers I’intérieur de la féeve. L’abaissement du pH
de I’amande par les acides organiques et la température élévée (supérieure a 40°C) activent les
enzymes endogénes que sont la protéase aspartique, les carboxypeptidases, la
polyphénoloxydase, les peroxydases et les amylases. Ces enzymes dégradent respectivement
les protéines, les polyphénols et les sucres complexes de I’amande en acides aminés, en résidu
aglycone et en sucres simples. Les composés ainsi dérivés de la dégradation des
macromolécules vont s’associer pour former des composés d’ardme, de godt, et de formation
de couleur brune recherchée dans les feves de cacao de bonne qualité (Afoakwa et al., 2014 ;
Apriyanto et al., 2017). En effet, les acides aminés ont une corrélation significative avec la
formation de saveur dans des circonstances normales de fermentation. Il a été démontré qu’un
cacao ayant de meilleurs arémes avait également des teneurs élévées en acides aminés libres et
en sucres réducteurs. Car les acides aminés libres et les oligopeptides sont les précurseurs

essentiels d'ardbme (Apriyanto et al., 2017).
1.2.3.2. Microorganismes de la fermentation

La microflore de la fermentation du cacao est tres variée. Les levures sont les premieres
a coloniser le milieu, viennent ensuite des bactéries lactiques, auxquelles succedent les

bactéries acétiques qui sont enfin remplacées par les bacilles sporulantes aérobies (Lagunes-
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Galvez et al., 2007 ; Nielsen et al., 2007). Il est a noter que c’est la succession de ces
microorganismes, en fonction d’une aération suffisante (bonne fréquence de brassage), qui
conduit & un bon profil de variation de la température et du pH favorable a I’atteinte de la
qualité souhaitée des féves. Les facteurs climatiques peuvent également influer sur la
succession des microorganismes de la fermentation (Lagunes-Galvez et al., 2007 ; Fahrurozi,
2015).

1.2.3.2.1. Levures

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires eucaryotes qui
interviennent lors de la fermentation pendant la phase dite d’anaérobie. En absence d’air, la
pulpe sucrée et le pH bas constituent un milieu favorable a leur développement. Celles-ci
transforment les sucres en alcool éthylique avec un dégagement de gaz carbonique (par le
mécanisme décrit dans la Figure 9) et une élévation trés importante de la température (jusqu’a
35 a40°C aprés 48 h) (Moujouenpou, 2008).

ATP

Glucose Enﬁphate- c‘..B.I:I-P*

Fructose Ej:lpl'msphute QATP

Fructose 1, S-diphosphate ADP
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Dihydroxy-a ne phosphate
. “ NAD*
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1, S-D'q:hnSHtmghmemte

ADP
3Phosphoglycerate qmp
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Pylﬂfvute ATF ,
Acetalgehyde —
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Figure 9. Formation d’éthanol et 2 de CO2 ou du glycérol a partir de la dégradation duglucose
par la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas par les levures (Graham, 2017).

En plus de cette production d’éthanol, I’activité des levures induit la disparition de
I’acide citrique présent dans la pulpe et augmente le pH jusqu’a la valeur de 5. Les enzymes
pectinolytiques détruisent la pulpe et provoquent 1’écoulement du jus (Pontillon, 1997).
Nielsen et al. (2007) ont relevé une forte prolifération d’Hanseniaspora guilliermondii durant
les 24 premiéres heures de la fermentation en tas du cacao. Apres 36 a 48 h de fermentation,

Saccharomyces cerevisiae et Pichia membranifaciens deviennent les plus abondantes dans
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toutes les fermentations (Jespersen et al., 2005). Candida zemplinina (Nielsen et al., 2005) et
Hanseniaspora ont été décrites, respectivement dans les fermentations sur plateaux au Ghana
et en caisse en République Dominicaine (Lagunes-Galvez et al., 2007).

La charge en levures augmente les 12 premiéres heures de la fermentation allant de 10
4108 UFC/g de pulpe ; puis se stabilise les 12 heures suivantes pour décroitre considérablement
jusqu’a seulement 10 cellules viables par gramme de pulpe apres 48h de fermentation (Shwan
et Wheals, 2004). C’est le cas de certaines espéces tel que Pichia fermentans et certains isolats
de Candida krusei (Jespersen et al., 2005). Comme décrit par Fahrurrozi (2015) et De Vuyst
et Weckx (2016), les levures sont aussi responsables de:
- La production de certains acides organiques notamment les acides acétique, oxalique,
phosphorique, succinique et malique ;
- La production des composés aromatiques principalement les alcools, les acides gras, les
esters d’acides gras et les composés volatiles responsables de la flaveur du chocolat ;
- La production des enzymes pectinolytiques qui hydrolysent les parois des cellules du
mucilage ce qui réduit la viscosité de la pulpe, permet son écoulement et 1’aération de la masse

fermentaire et par consequent, favorise la prolifération des bactéries.

1.2.3.2.2. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes unicellulaires, procaryotes, tres
répandues dans la nature, qui possedent la capacité de fermenter le lait. Ce sont
des bactéries gram positif, catalase négative, non sporulantes, aéro-anaérobie facultative, de
forme sphérique ou en batonnets. Cependant, elles ont aussi la capacité de fermenter d’autres
hydrates de carbone avec production de 1’acide lactique (Stiles et Holzapfel, 1997). Durant les
fermentations spontanées des féves, certains genres sont majoritairement rencontrés ; c’est le
cas des Lactobacillus. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc
pseudomesenteroides, Leuconostoc pseudoficulneum, Pediocococcus acidilactici et
Enterococcus casseliflavus sont les espéces les plus fréquentes au Ghana (Camu et al., 2007 ;
Nielsen et al., 2007) ; tandis qu’au Brésil, les genres Leuconostoc, Pediococcus et Lactococcus
sont les plus répandus (Thompson et al., 2001).

Durant leur phase active en milieu fermentaire, le métabolisme des bactéries lactiques
se traduit par la production de 1’acide lactique a partir des sucres simples présents dans le
mucilage soit par voie homofermentaire (par la voie de la glycolyse ou voie d’Embden-

Mayerhof) soit par voie hétérofermentaire (ou voie des pentoses phosphates) (Figure 10).
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Figure 10. Principales voies fermentaires des hexoses chez les bactéries lactiques
(Makhloufi, 2012).

Une autre fonction importante des bactéries lactiques durant la fermentation du cacao
est la dégradation de 1’acide citrique, qui contribue a augmenter le pH du milieu fermentaire
(Fahrurrozi, 2015). Elles sont présentes dans le matériel végétal et leur développement débute
lorsque les conditions sont favorables : micro-aérophilie, pH (compris entre 5 et 7) et
température (comprise entre 25 et 37°C), substrat (glucose) disponible. La liquéfaction du
mucilage par les microorganismes précédents permet une élévation de la teneur en oxygene ce
qui donne lieu a la colonisation des feves par les souches aérobies notamment les bactéries

asporulées, sporulantes et les champignons filamenteux.

1.2.3.2.3. Bactéries acétiques

Les bactéries acétiques sont des microorganismes procaryotes de la famille des
Acetobacteraceae. Elles ont été classées en 19 genres a savoir : Acetobacter, Acidomonas,
Ameyamaea, Asaia, Bombella, Commensalibacter, Endobacter, Gluconacetobacter,
Gluconobacter, Granulibacter, Komagataeibacter, Kozakia, Neoasaia, Neokomagataea,
Nguyenibacter, Saccharibacter, Swaminathania, Swingsia et Tanticharoenia (Tréek et Barja,
2015). Elles transforment I'éthanol en acide acétique dans des conditions aérobies. Cette

réaction exothermique contribue a la mort des féves et a la libération des enzymes endogénes
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que sont principalement 1’endoprotéase aspartique et les carboxypeptidases (Schwan et al.,
1995 ; Nielsen et al., 2007).

Pendant la phase aérobie, les bactéries acétiques transforment 1I’éthanol produit par les
levures et les bactéries lactiques en acide acétique par oxydation exothermique. Elles
métabolisent également le citrate en oxaloacétate puis en acétate (Lagunes-Galvez, 2002 ;
Schwan et Wheals, 2004 ; Camu et al., 2007). Cette réaction d’oxydation leur procure
I’énergie dont elles ont besoin pour leur croissance. En conséquence, il se produit un
dégagement d’énergie de 1’ordre de 496 KJ par molécule d’éthanol oxydée, ce qui conduit
davantage a une élévation de la température de la masse fermentaire pouvant atteindre 50°C
(Fahrurrozi, 2015). Le suivi de la cinétique de dégradation de certains composés durant la
fermentation des féves montre que I’oxydation de 1’éthanol coincide avec la disparition de
I’acide lactique dans le milieu fermentaire. Ceci indique une implication des bactéries acétiques
dans I’oxydation simultanée de ces deux composés en acide acétique puis en dioxyde de
carbone et en eau (Fahrurrozi, 2015). La matiere grasse, quant a elle, ne subit pas de
transformation notable. Le genre Acétobacter est le plus rencontré et les espéces trouvées
varient d’un pays a I’autre. Au Ghana, les souches A. pasteurianus, A. tropicalis, A. syzygii,
sont les plus répandues (Camu et al., 2007 ; Nielsen et al., 2007) ; tandis qu’au Brésil, ce sont
les especes A. liquefaciens, A. pasteurianus et A. peroxydans (Schawn et Wheals, 2004 ;
Nielsen et al., 2007).

1.2.3.2.4. Bactéries sporulantes

Les bactéries sporulantes se développent lorsque la fermentation est prolongée. Elles
produisent un certain nombre de molécules telles que les acides gras et les alcools, qui
influencent 1’aréme final du cacao. C’est le cas de Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis,

B. coagulans (Nielsen et al., 2007).

1.2.3.2.5. Moisissures

Ces champignons filamenteux ne sont pas considérés comme des microorganismes
importants dans la fermentation car leur role durant la fermentation du cacao n’est pas encore
clairement établi. Cependant, il est connu que certaines especes peuvent hydrolyser la pulpe,
produire des acides a partir des sucres contenus dans la pulpe ou altérer la qualité
organoleptique des feves par augmentation des acides gras libres issus de I’hydrolyse des
triglycérides présents dans les feves. Ils ont parfois été trouvés dans les parties bien aérées de

la masse de féves en fermentation et durant le processus de séchage (Schwan et Wheals, 2004).
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Mais, certaines de ces moisissures produisent des mycotoxines sur le cacao et sont responsables
des effets néfastes constatés dans les denrées alimentaires stockees altérant ainsi leur qualité
(Magan et al., 2003).

1.3. CRITERES DE QUALITE DES FEVES DE CACAO ET RISQUES
MICROBIOLOGIQUES ASSOCIES

La qualité est une préoccupation qui reste au ceeur des inquiétudes des consommateurs.
Toutes les denrées alimentaires sont soumises a des normes qui permettent de définir leur
qualité. Ces normes sont établies en vue de protéger la santé des consommateurs et a
promouvoir des pratiques loyales dans le commerce des produits. Elles sont établies par la
commission du Codex Alimentarius, un programme mixte de la FAO/OMS. Elles rassemblent
les aspects sanitaires, nutritionnels et organoleptiques d’un produit qui vise a satisfaire les

utilisateurs.
1.3.1. Attributs et critéres de qualité d’une féve de cacao
Les attributs de qualité d’une féve peuvent étre regroupés en trois catégories:
1.3.1.1. Les attributs technologiques

Ceux-ci portent sur la teneur en eau, la taille des graines, le nombre de défauts a la
coupe, la couleur (ardoisée, violette) et I’odeur (odeur de moisi, odeur de fumée) des féves, le

taux de coque, la teneur en matiere grasse, le taux d’acides gras libres (AGL).
1.3.1.2. Les attributs organoleptiques

Ils font référence a 1’acidité, I’amertume, 1’astringence, 1’arome cacao, les aromes
speciaux (floral, fruité, moisi...), les gots étrangers (moisi, fumé...) car la saveur du chocolat,
principal dérivé du cacao est influencée par les caractéristiques génétiques et les pratiques de

transformation post récolte.
1.3.1.3. Les attributs sanitaires

Ils sont liés aux criteres tels que la présence de métaux lourds (cadmium...), les résidus
de pesticides, la présence d’hydrocarbures polycycliques cancérigénes (HAP), et surtout le taux

de toxines en particulier ’ochratoxine A.
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L’ensemble de ces attributs sont appréciés par les acteurs de la filiere cacao et les

chercheurs au travers des criteres tels que : I’indice de fermentation, le pH, la teneur en eau, la

teneur en acide gras, la teneur en polyphénols, la teneur en sucre.

>

Indice de fermentation : c’est le paramétre utilisé comme indicateur de 1’efficacité du
processus de fermentation. Ainsi 1’on considéere que les feves de cacao ont subi une
fermentation compléte lorsque la mesure de I’indice de fermentation donne une valeur
supérieure ou égale a 1 d’aprés les standards indonésiens (Cempaka et al., 2014).

pH : 1l ne devrait pas excéder 7,75 pour étre de bonne qualité.

Test a la coupe : C’est le test basique a effectuer lors de I’achat des féves. Il consiste
a couper longitudinalement 50 a 300 feves prélevées au hasard dans un sac de 25 a
65Kg a I’aide d’un cutter, les déposer sur une planche face a face puis a en apprécier
les caractéristiques physiques. Ces caractéristiques prennent en considération : le
nombre de feves moisies, de féeves bien fermentées (brunes, maronnes ou blanche), de
feves violettes (pas fermentées), de feves ardoisées (pas suffisamment fermentées), de
celles présentant d’autres défauts (féves germées, féves mitées, etc...). Il permet aussi
d’apprecier le fractionnement des cotylédons. A I’issu de ce test, les féves sont classées
selon la normes en 3 grades : Grade I, Grade Il et Hors standard ou Sous grade (Guehi
et al., 2008).

Teneur en eau : Elle permet de se rassurer que les féves sont bien seches avant le
stockage. Elle doit avoir une valeur inférieure ou égale a 8 % apres le séchage. Ici, il
est également question de se rassurer que 1’environnement de stockage soit favorable
au maintien de cette teneur pour éviter une reprise en humidité favorable au
développement des moisissures et a la reproduction de certains insectes. Elle peut étre
mesurée de facon directe par un hydromeétre qui indique I’humidité relative des féves
conditionnées ou indirectement par la méthode des pesées de 1’Organisation
internationale de normalisation ISO 2291 :1980 (Hamid et Lopez, 2000).

Teneur en Acide gras libres: Les résultats de la teneur en acide gras libre
conformement a la norme doivent étre inférieurs ou égales a 1,75 g/100g d’échantillon.
Elle peut se faire aprés extraction a I'ether de pétrole suivi du dosage au KOH selon le
protocole utilisé a 1’Office national du cacao et du café (ONCC).

Teneur en polyphénols totaux : Les polyphénols sont des déterminants des ardmes
des feves de cacao (Eyamo et al., 2016). Leur teneur peut baisser jusqu’a 0,8 I mg/g de

féves au cours de la fermentation (Cempaka et al., 2014).
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1.3.2. Normes sur la qualité des feves

Les feves sont sélectionnées par les chocolatiers pour leurs qualités gustatives variables
en fonction de la variété et du site de production. Cependant, avant d’arriver dans la chaine de
transformation, les feves passent par le contrble des organismes accrédités comme 1’Office
national du café et du cacao (ONCC) au Cameroun pour le contréle de sa qualité. Pour que les
feves de cacao soient acceptées sur le marché national et international, il faudrait qu’elles
respectent les normes de qualité dont quelques-unes sont résumées dans le Tableau V
(Tankou, 2016). Ces normes sont relatives aux aspects microbiologiques, physiques et

chimiques des féves.

Tableau V: Normes sur la classification du cacao marchand (Tankou, 2016).

Grade de Normes . Normes Ivoiriennes Normes Internationales  Qualité
cacao Camerounaises
Moisies < 3% Moisies < 3% .. ., .
Grade | (G1) Ardoisées < 3% Ardoisées < 3% Z/Ir(z;s:z;ltgeiz <5% zremnemées
Défectueuses < 3% Défectueuses < 3% -
Moisies + mitées
Grade I Moisie§ =3% Mois?e§ =4% comprise entre 5% et Fermentation
(G2) Ardoisées = 8% Ardoisées = 8% 10% max _ moyenne ou
Défectueuses = 6% Défectueuses = 6% Ardoisées comprise entre  passable
5% et 10% max
Sous Grade MOIS@? = 4%0 MOIS%G? =41% o Moisies+mitées > 10% Mal
(SG) Ar,dmsees =54 Ar’dmsees =28,1% Ardoisées > 10% fermentées
Défectueuses > 6% Défectueuses > 6,1%

Les normes publiées par 1’Organisation internationale de normalisation (ISO)
constituent la base des regles de classification de plusieurs pays producteurs de cacao. La
norme I[SO 2451 “Feves de cacao — Spécifications”, publi¢e en 1973, révisée en 2014 s’adapte
aux pratiques commerciales actuelles : Elle renvoie a trois autres normes I1SO: I'lSO 1114
(Féves de cacao — Epreuve a la coupe), I'ISO 2291 (Détermination de la teneur en humidité
(méthode pratique)) et ’ISO 2292 (Echantillonnage). La norme I’ISO 2292 est actuellement
en cours de révision et des nouvelles modifications sont en cours de discussion pour 1I’ISO
2451, en particulier pour les spécifications relatives a la taille des féves et 1’intégration
¢ventuelle de cette norme a I’ISO 1114 et I’'ISO 2291. La norme ISO 2451 définit les termes
employés et les grades de classification des féves de cacao. Ces grades sont basés sur le test de

coupe qui permet de détecter certains defauts aromatiques flagrants (CAOBISCO, 2015).
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Au niveau national, ces normes en code NC (Norme Camerounaise) ont été adaptées et
connues sous les codes suivants : NC 217 (Classification cacao), NC 218 (Echantillonnage),
NC 219 (Teneur en eau), NC 220 (Epreuve a la coupe des feves), NC 221 (Emballage des feves
et marquage), NC 222 (Détermination du grainage), NC 223 (Détermination Taux de coque),
NC 224 (Analyse sensorielle), NCO03 (Sac en jute) (ANOR, 2015).

1.3.3. Altération des feves

Le probléme de I’altération de la qualité des féves commence durant le long processus
de fermentation et conduit souvent a des pertes économiques énormes, lesquelles pour certains
pays tel que la Cote d’Ivoire, peuvent étre estimees a environ 60 milliards de FCFA (Yao et
al., 2017). Elle se poursuit tout le long de la chaine de production chez I’agriculteur, dans les
magasins de stockage des organismes accrédités et des coopératives. Elle prend en compte

I’altération par les nuisibles (insectes, acariens) et 1’altération par les moisissures (Figure 11).

Figure 11. Feves contanimées par les moisissures (Berbiye, 2014).

Les moisissures sont des organismes eucaryotes, thallophytes car I’appareil végétatif
est un thalle constitué par des filaments mycéliens a croissance apicale, dans toutes les
directions a la méme vitesse. Dépourvus de pigments assimilateurs, ce sont des
microorganismes dépendants d’une source de carbone organique. Globalement peu exigeants
sur les conditions du substrat, ces champignons peuvent contaminer les milieux divers comme
les céréales, les produits d’origine animale mais aussi le papier, les tissus, les matieres
organiques en décomposition, ou elles trouvent une source de carbone et d’azote accessible

(Tabuc, 2007).

La contamination fongique d’un substrat ou d’un aliment provoque des modifications

physiques (aspect) et des modifications chimiques (modification des qualités nutritives)
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(Tabuc, 2007). Elle détériore la qualité marchande et hygiénique des denrées alimentaires en

synthétisant des métabolites toxiques connus sous le nom de mycotoxine (Dalié et al., 2010).

Au Cameroun notamment, 1’altération de la qualité des féves est due a la mauvaise
conduite de la fermentation et a la croissance des moisissures dont certaines sont responsables
de la synthése des mycotoxines comme 1’Ochratoxine A (OTA) (Mounjouenpou, 2008). C’est
la principale raison pour laquelle le cacao camerounais est classé comme étant de qualité

moyenne.

Le développement des moisissures et leur production de mycotoxines dans les aliments

et les feves de cacao est fonction de plusieurs facteurs.

1.3.3.1. Facteurs favorisant la mycotoxinogénese

La mycotoxinogénése (mécanisme de synthése et d’excrétion des mycotoxines) est un
phénomeéne d’une grande complexité. Ses conditions optimales dépendent d’une combinaison
de facteurs divers. Les moisissures productrices de mycotoxines sont capables de se développer
sur plusieurs substrats et dans différentes conditions d’humidité, de pH et de température
(Moujouenpou, 2008). Ces moisissures peuvent se développer pendant la culture, la
fermentation, le séchage ou pendant le transport et le stockage des produits agricoles. Trois
types de facteurs conduisent a la colonisation fongique et a I’imprégnation mycotoxique. Ce

sont les facteurs physiques, chimiques et biologiques.

1.3.3.1.1. Facteurs physiques

» Activité de ’eau (Aw)

La mycotoxinogénese dépend fortement de I’activité de I’eau (Aw). Quand les autres
facteurs ne sont pas limitants, elle croit d’une fagon exponentielle avec I’Aw jusqu’a un seuil
maximum ou on observe un ralentissement de cette derniére due a un défaut d’oxygénation.
L’Aw optimale pour Aspergillus ochraceus par exemple se situe entre 0,95 et 0,99 sur des
milieux riches en sucre et 0,81 sur des milieux contenant du chlorure de sodium. Elle est de
0,82 chez Aspergillus carbonarius et est inférieure a 0,80 chez Penicillium verrucosum dans

les mémes conditions (Pitt et Hocking, 1997).
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» Température

La température optimale de mycotoxinogenese est généralement voisine a la
température optimale de croissance des souches productrices de toxines (Samson, 1991).
Aspergillus ochraceus est une espéce mésophile — xérophile (capable de vivre dans les
conditions extrémes). Il se développe entre 8 et 37°C, avec un optimum entre 24 et 37°C ; ¢’est
donc dans cet intervalle qu’il est capable de produire sa toxine. Aspergillus niger se développe
de facon optimale & des températures hautes, avec un optimum entre 35-37°C. Penicillium
verrucosum, quant a lui, est capable de croitre a température située entre 0 et 31°C avec un
optimum a 20°C. La patuline, 1’acide pénicillique et 1’ochratoxine A sont élaborés a des
températures généralement inférieures a celles de la croissance. Les températures optimales de
croissance et de production d’aflatoxines chez A. flavus sont proches. Pour d’autres toxines
(trichothécénes et zéaralénone), la température optimale de mycotoxinogénése peut étre

jusqu’a 10°C inférieure a celle de la croissance (Samson, 1991).

1.3.3.1.2. Facteurs chimiques
» Oxygene

La réduction de la disponibilité en oxygene a un effet inhibiteur bien plus important sur
la mycotoxinogénése que sur la croissance du champignon. La production d’aflatoxine est
fortement inhibée lorsque la concentration en oxygene est inférieure a 1 % (D’Mello et
MacDonald, 1997).

» Traitements agricoles par les pesticides

L’utilisation des produits phytosanitaires sur les plantes pendant les traitements
agricoles a une action préventive sur 1’apparition des mycotoxines. L’emploi des pesticides
protége des lésions dues aux insectes, aux acariens et réduit la contamination par les souches

toxinogenes et la production des mycotoxines.
» Nature du substrat

La mycotoxinogénése est liée a la composition chimique de la denrée.
La biosynthése de certaines mycotoxines peut étre favorisée par la présence des glucides dans
le substrat, puis des lipides et enfin les protéines qui ont une moindre influence (Pitt et
Hocking, 1997 ; Kokkomen et al., 2005).
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1.3.3.1.3. Facteurs biologiques

Les facteurs biologiques sont liés a I’espece fongique, a la variation de la souche et a
I’instabilité des propriétés toxiques. Une méme toxine peut étre élaborée par différentes especes
et par différents genres. C’est notamment le cas de la patuline et de 1’Ochratoxine
A (OTA) qui sont produites par plusieurs espéces d’Aspergillus et de Penicillium. Une méme
espece peut également produire plusieurs toxines (production d’OTA et de citrinine par
Penicillium verrucosum ; d’OTA et d’acide pénicillique par Aspergillus ochraceus ; de
citrinine et de patuline par Penicillium claviforme ou Aspergillus terreus) (Le-Bars, 1988).
Au sein d’une espéce réputée toxinogene, toutes les souches peuvent ne pas avoir cette
propriété. Pour une méme espéce, la production des toxines peut dépendre de la région et du

substrat d’origine (Kokkomen et al., 2005).
1.3.3.2. Effet des mycotoxines sur la santé

Le terme mycotoxine vient du grec « mycos » qui signifie champignon et du latin
«toxicum» qui signifie poison. Il désigne certains métabolites secondaires sécrétés apres 1’arrét
de la réduction des groupes cétoniques pendant la biosynthése des acides gras chez les
moisissures (Gimeno, 2000). Les mycotoxines sont considérées comme faisant partie des
contaminants alimentaires ayant le plus d’impact sur la santé publique, la sécurité alimentaire
et I’économie de nombreux pays (Pitt et al., 2000). La détérioration des aliments par les
moisissures et l'apparition de leurs mycotoxines constituent un danger certain pour la santé.
Selon I’Organisation des Nations Unies pour 1’Alimentation et I’Agriculture ou Food
Agriculture Organization (FAO), au moins 25 % des cultures vivrieres dans le monde sont
contaminées par les mycotoxines. Les plus touchées sont le raisin et ses dérivés, les céreales et
leurs dérivés, le cacao, le café et les arachides. Le volume mondial de produits a risque est
estimé a 100 millions de tonnes, dont plus de 20 millions dans les pays en voie de
développement (Park et al., 1998). Les mycotoxines sont souvent classées en fonction des
especes fongiques qui les produisent et des produits qu’elles contaminent. Les plus communes
dans les aliments et les plus importantes au niveau sanitaire et économique sont : les
aflatoxines, les ochratoxines, les trichothécenes, les zéaralénones, les fumonisines, les

alcaloides de I’ergot, la citrinine, la patuline et la stérigmatocystine (Gimeno, 2000).

En Europe, une potentielle perte économique est évaluée entre 800 et 1000 millions
d’Euros (soit pres de 650 milliards de Francs CFA) par la contamination de céréales par I’

ochratoxine A (Olsen et al., 2003). Les mycotoxines se retrouvent aussi dans le mycélium et
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les spores fongiques. Elles peuvent étre adsorbées dans les poussieres et transportées sous
forme d’aérosols en agrégats liés a des particules minérales ou organiques. Ce qui constitue
une autre voie d’exposition pour I’homme par inhalation (Jarvis et Miller, 2005). La lutte
contre les mycotoxines dans les aliments est I’un des axes des travaux menés au niveau mondial
dans le cadre du Codex alimentarius. Des reglements ou des recommandations ont été édictés
au niveau national et européen, et des valeurs guides existent pour fiabiliser les échanges

commerciaux des denrées alimentaires du point de vue de la sécurité sanitaire (Atoui, 2006).

1.3.3.2.1. Cas de ’ochratoxine A (OTA)

Cette toxine est constituée d’une molécule de 3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-
3,4dihydroisocoumarine liée par une liaison peptidique, au niveau de son groupement
carboxyle en C7, et au groupement amine de la L-B-phénylalanine (Ringot et al., 2006 ;
Mounjouenpou, 2008). L’OTA (Figure 12) agit principalement en inhibant la synthese des
protéines par compétition avec la phénylalanine au niveau de la fixation de cet acide aminé sur

son acide ribonucléique de transfert (ARNt) spécifique chez les consommateurs.
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Figure 12. Structure de I’ochratoxine A (Ringot et al., 2006).

L’ochratoxine A (OTA) représente la principale toxine connue associée aux moisissures
qui attaquent le cacao (Dongo et al., 2008 ; Copetti et al., 2013 ; Kedjebo et al., 2015). Des
travaux ont montré que sa teneur dans les féves de cacao pouvait varier entre nd (non détécté)
et 500 pg/kg de féves dans certains cas alors que la réglementation n’en autorise que 2ug/ Kg.
Si elle n’est pas controlée, elle peut étre la source de nombreux problémes sanitaires. Elle
posséde des effets néphrotoxiques, immunotoxiques, tératogénes et cancérigenes averés
(Pfohl-Leszkowicz et Castegnaro, 1999).
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> Néphrotoxicité

L’OTA (C20H18CINQg) est responsable de I’apparition d’un nombre drastique de
tumeurs dans les voies urinaires supérieures rencontrées dans les Balkans. Cette corrélation est

établie par plusieurs études scientifiques (Moujouenpou, 2008).

» Tératogeénicité
L’OTA peut traverser le placenta et provoquer des anomalies morphologiques variées
chez les embryons de rat, souris, hamster, porc et poulet. Les mécanismes de la tératogénicité
semblent &étre liée a une action indirecte de I’OTA sur la mére, et a un effet direct sur le

développement embryonnaire (Pfohl-Leszkowicz et al., 1999).

» Immunotoxicité
Le systéme immunitaire semble étre plus touché par ’OTA que les autres organes qui
lui sont sensibles. L’OTA agit sur 'immunité humorale en induisant la régression des
immunoglobulines 1gG, IgA et IgM. Elle est également responsable de I’inhibition de la
réponse immunitaire transmise par les lymphocytes B et T (immunité cellulaire). Des troubles
au niveau de la moelle osseuse ont également été observés chez les animaux a qui I’OTA a été

administrée (Moujouenpou, 2008).
» Génotoxicité

L’OTA et ses dérivés se fixent sur 1’adénine et surtout sur la guanine. Il en résulte la
formation de trois types d’adduits (composé produit d'une addition avec une molécule) : les
adduits classiques, les adduits exocycliques et les pontages. Ces réactions sont a 1’origine de
plusieurs toxicités graves (Pfohl-Leszkowicz et al., 1991). Hennig et al. (1991) ont mis en
évidence une activité mutagéne importante chez Salmonella typhimurium exposée au
surnageant d’hépatocytes de rats traités in vitro par ’OTA. IIs ont également observé une
induction d’échange de chromatides sceurs dans les lymphocytes humains dans un milieu de

culture contenant des hépatocytes et de ’OTA.

1.3.3.2.2. Cas des aflatoxines

Les aflatoxines sont des mycotoxines produites principalement par A. flavus, A.
parasiticus et A. nomius. Aspergillus parasiticus concerne principalement la culture d'arachide
et Aspergillus nomius est prédominant sur le ble et le coton. Toutefois, ils ont également été

détectés dans les feves de cacao.
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Les aflatoxines nécessitent un climat chaud et humide pour étre produites. Ce probléme
concerne donc principalement les pays tropicaux et sub-tropicaux. Les teneurs maximales
admises varient suivant la mycotoxine et I'aliment considéré. La commission européenne a
limité la teneur en aflatoxines totales a 4 ug/kg. Pour les produits qui doivent subir un procede
industriel, la limite l1égale établie correspond a 15 ug/kg pour les aflatoxines totales (Coulibaly
et al., 2016). Par ailleurs, ces molécules ont été détectees dans les feves de cacao a des valeurs

situées entre nd (non détecté) et 13,87 pug/kg en Cote d’Ivoire (Coulibaly et al., 2016).
1.3.3.3. Contamination des feves et législation

L’OTA, principale mycotoxine des feves de cacao engendre de graves risques sur la
santé des consommateurs tout comme 1’ Aflatoxine. Ceci a conduit les instances sanitaires de
I’Union Européenne a établir des normes qui définissent les limites maximales tolérables dans
plusieurs denrées agricoles (Larsen et al., 2001). Ainsi, le Tableau VI présente les teneurs
maximales d’Ochratoxine A (OTA) du réglement CE 123/2005 du 26 janvier 2005. Selon le
Comité scientifique de I’alimentation humaine, il est prudent de réduire 1’exposition a ’OTA

en dessous de 5 pg/kg de poids corporel par jour (Moujouenpou, 2008 ; AFSSA, 2009).

Tableau VI: Teneurs maximales en ochratoxine A dans les denrées alimentaires exprimées
en pug/kg (AFSSA, 2009).

Aliment Spécification Limite maximale (OTA)
admise (ng/kg)
Céréales -Céréales en grain brut 5
-Produits dérivés ou transformés des céréales 3
Raisin -Raisins secs 10
-Vins et boissons a base de vin ou de modt de raisin 2
-Jus de raisin et boissons a base de jus de raisin 2
Café -Café torréfié et café moulu 5
-Café soluble 10
Aliments -Aliments élaboré a base de céréale 0,5
pour -Aliments diététiques 0,5
enfants

La qualité des féves de cacao tout comme celle des autres aliments se doit d’étre

préservée pour proteger le consommateur.

I.4. MOYENS DE LUTTE CONTRE L’ALTERATION FONGIQUE DES
ALIMENTS

Une fois contaminées, les denrées alimentaires peuvent difficilement étre débarrassées

des mycotoxines a cause de leur grande stabilité thermique. Jusqu'a présent, il n’existe pas de
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procédés de décontamination fiables permettant d’éliminer la mycotoxine sans dénaturer le
produit. Toutefois, quelques méthodes chimiques et physiques ont été développées pour

controler I'apparition des moisissures et leurs toxines dans les aliments.

1.4.1. Moyens de lutte physique

Dans la lutte physique, on retrouve : le nettoyage, la dégradation thermique, solaire ou
par micro-ondes des substrats contenant les mycotoxines. Le but de ces méthodes est de
modifier la structure chimique des toxines, puisque cette structure conditionne la toxicité de la
molécule (Quillien, 2002). Mais, il existe aussi ’application des Bonnes Pratiques Agricoles
(BPA) lors de la récolte, de la fermentation, du séchage et du stockage (principalement pour le
cacao).

1.4.1.1 Avant la récolte

Les mesures de lutte physique en champ sont :

- Assurer de bonnes conditions écologiques (irrigation suffisante, apport de minéraux) et
éviter les conditions écologiques favorables a I’infection fongique.
- Détruire les plants malades afin d’empécher le risque de contamination des autres plants ou

a la récolte suivante.
1.4.1.2. Apreés la récolte

Apres la récolte, il convient de :

- Nettoyer fréguemment les lieux de stockage.
- Maintenir les stocks dans des conditions de température et d’humidité appropriées.

Le traitement thermique et ’irradiation restent les deux moyens les plus répandus dans
la détoxification des aliments y compris pour le cas du cacao. En effet, les études réalisées par
Manda et al., (2009) ont démontré une réduction de la teneur en OTA de 24-40% durant la
torréfaction du cacao tandis que celles de Copetti et al. (2013) ont montré une réduction de
17%. Cependant, ces methodes restent souvent limitées a cause de la thermostabilité des
mycotoxines fongiques, et du colt énergétique qui y est généralement associé. Ces traitements
entrainent également des modifications des caractéristiques organoleptiques de 1’aliment.

(Mehrez, 2008).
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1.4.2. Moyens de lutte chimique

Un large groupe de produits chimiques tel que les acides (HCI, H2SO4), les bases
(Ammonium, hydroxyde de sodium), les agents oxydants (H202, Oz), les agents réducteurs
(Bisulfites), les agents chlorés (Hypochlorite de sodium, dioxyde de chlore, chlore gazeux) et
d’autres réactifs comme le formaldéhyde, le benzoate, le propionate, le sorbate, le nitrate et
nitrite, les sulfites se sont avérés capables de réduire la contamination fongique et de détruire
ou inactiver les mycotoxines (Silva et Lidon, 2016). Pour cela, ils sont souvent utilisés dans la
détoxification des aliments. Cependant certains procédes utilisant ces composés sont parfois
sans action sur I’OTA ; c’est le cas de ’ammoniation utilisé dans la détoxification des aliments
contre les aflatoxines (Mehrez, 2008).

» L’application de ’ammoniac (dans les arachides), qui, bien qu’efficace contre les
mycotoxines, est elle-méme potentiellement dangereuse pour la santé (Quillien, 2002).

»  L’application des pesticides et antifongiques (acides propionique, acétique, sorbique,
et benzoique). Toutefois, les additifs antifongiques ne sont généralement pas autorisés en agro-
alimentaire (Lavermicocca et al., 2000).

Yao et al. (2017) ont utilisé de la Polyhexamethylene Guanidine Hydrochloride
(PHMGH) pour empécher la contamination fongique des feves de cacao. lls ont prouvé que
dans un environnement naturel, la PHMGH exerce I'activité fongicide a 4 g/l et un effet
fongistatique a 2 g/l et pourrait étre recommandé en raison de sa non-toxicité sur des humains.

En dépit des résultats obtenus, la réduction des moisissures par I’application des
méthodes chimiques est colteuse et considérée comme non sécurisante. D'ailleurs, il a été
remarqué que certaines moisissures ont acquis la capacité a résister aux traitements chimiques
et a certains conservateurs. Par exemple, certains Penicillium peuvent se développer en
présence de sorbate de potassium et d'autres moisissures possédent la capacité de dégrader le
sorbate (Nielsen et De Boer, 2000 ; Davidson, 2001). En plus, certains résidus chimiques
peuvent rester emprisonnés dans 1’aliment le rendant également impropre a la consommation
(Laitila et al., 2002).

1.4.3. Moyens de lutte biologique

Le contrdle d'un organisme par un autre (lutte biologique par antibiose), a retenu
beaucoup d'attention ces derniéres années (Magnusson et al., 2003, Dalié et al.,
2010). Le développement de la lutte biologique devrait contribuer a améliorer la sécurité des

produits en contrélant la croissance des moisissures et par conséquent la contamination par les
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mycotoxines. Des recherches ont en effet montré que de nombreux microorganismes (bactéries
lactiques, Bacillus, et méme quelques levures) peuvent inhiber la croissance d’autres
microorganismes par production de certaines molécules antimicrobiennes (Masoud et Kaltoft,
2006 ; Dalié et al., 2010). Cette méthode vient en réponse aux limites de I’utilisation des

composés chimiques et des méthodes physiques dans la décontamination des aliments.

1.4.3.1. Inhibition par les levures

Alors que les antibiotiques et les bactériocines ont eété découverts dans la premiére
moitié du vingtiéme siecle, il a fallu attendre les années soixante pour qu’un principe équivalent
soit mis en évidence chez les levures. En effet, les études qui se sont intéressées a 1’inhibition
des microorganismes par les levures ont souvent assimilé leur mode d’action a I’inhibition par
compétition pour le substrat et leur capacité a acidifier le milieu. Mais, Il est reconnu que
certaines especes ont la capacité de produire des molécules appelées « mycocins » connues
sous le nom de protéines « Killer » lesquels sont capables d’inhiber le développement d’autres
microorganismes (Salas et al., 2017). C’est ainsi, qu’en 1963, Bevan et Makover furent les
premiers a constater que certaines souches de S. cerevisiae pouvaient tuer d’autres levures de
la méme espéce (Polonelli et al., 1991).

Tout comme les bactéries, certaines levures sont capables d’inhiber de fagon
significative la croissance des moisissures et la synthese des mycotoxines. Ceci a été le cas de
Pichia Anomala, Pichia kluyveri et Hanseniaspora uvarum isolées de la fermentation du café
Arabica en Afrique de I’Est qui ont inhibé la croissance d’A. ochraceus et la production
d’Ochratoxine A (Masoud et Kaltoft, 2006).

Les levures « Killer » se caractérisent par la production et la sécrétion dans le milieu,
des substances de nature protéique ou glycoprotéique, appelées protéines ou toxines « Killer »
(Wickner, 1986 ; Schmitt et Reiter, 2008). Elles ont une action létale sur les souches de
levures sensibles de la méme espéce ou d’autres espéces sans contact direct de cellule a cellule
(interaction indirecte) (Wickner, 1996). Ces substances peuvent exercer des effets
antibactériens et antifongiques (Magliani et al., 1997). Les levures « Killer » sont étudiées en
vue de leurs exploitations pour des applications potentielles notamment dans les fermentations
industrielles, pour combattre les levures indésirables de contamination (Michalcakova et al.,
1993 ; Chen et al., 2000 ; Ciani et Fatichenti, 2001).
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1.4.3.2. Inhibition par les bactéries lactiques

Parmi les antagonistes biologiques naturels, les Bactéries Lactiques (BL) ont un
potentiel reconnu, méme si les données relatives a leur activité biopréservatrice se concentrent
sur les effets de leurs propriéteés antibactériennes (Dalié et al., 2010). Les BL sont classées en
13 genres a savoir : Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Melissococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Trichococcus, Carnobacterium, Desemzia, Leuconostoc,
Weisella et Pediococcus. Ces microorganismes sont utilisés pour la production d'aliments
fermentés et contribuent a la préservation de leur qualité, de leur stabilité, de leur flaveur et de
leur structure (Laitila et al., 2002). Les rapports de recherches indiquent que les BL ont des
effets bénéfiques sur la santé chez les humains. Elles produisent des composés antagonistes
capables de contrdler le développement des bactéries pathogénes, de la microflore indésirable,
et de la microflore d’altération. Ces composés peuvent étre des acides organiques, du peroxyde
d’hydrogene, des bactériocines et des composées antimicrobiens de faible poids moléculaires
(Lavermicocca et al., 2003 ; Dalié et al., 2010).

L’utilisation des BL pour contrdler la croissance des moisissures pourrait étre une
intéressante alternative aux méthodes physiques et chimiques. Toutefois, I'activité antifongique
des souches lactiques n’est pas toujours avérée. Une revue a montré qu'une bonne sélection de
bactéries lactiques pourrait permettre le contréle de la croissance de moisissures et d'améliorer
la durée de vie de nombreux produits fermentés et, par conséquent, de réduire les risques pour
la santé dus a I'exposition aux mycotoxines (Gourama et Bullerman, 1995). Le Tableau VII
présente quelques travaux déja effectués pour évaluer la capacité antifongique de certaines de

ces BL sur certaines moisissures.
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Tableau VII: Liste de quelques souches bactériennes ayant le potentiel d'inhiber la croissance
des moisissures toxinogenes (Dalié et al., 2010).

Bactéries Lactiques

Spectre d’activité

References

Genre Lactococcus

L. lactis C10
L. lactis

L. lactis

L. lactis subsp. diacetylactis
DRCI

L. lactis subsp. lactis CHD 28.3
L. lactis subsp. cremoris

A. parasiticus

A. flavus

A . parasiticus

A. fumigatus, A. parasiticus,

A. flavus, A. parasiticus, Fusarium spp.
P. expansum

Wiseman et Marth, 1981
Coallier-Ascah et ldziak,
1985

Luchese et Harrigan, 1990

Batish et al., 1989

Roy et al., 1996
Florianowicz 2001

Genre Lactobacillus

L. acidophilus R

L. casei subsp. rhamnosus

L. casei subsp. rhamnosus LC.
705

L. casei subsp. pseudoplantarum

L. casei

L. casei

L. coryniformis subsp.
Coryniformis Si3

L. delbrueckii subsp bulgaricus
L. Plantarum

L. plantarum VTT E-78076

L. plantarum

L. plantarum MiLAB 393

. plantarum MiLAB 14

. plantarum
. reuteri 1100
. rhamnosus

rrrr -

L. sanfrancisencis CB1

A. fumigates

Penicillium spp., Aspergillus spp.

A. niger, Fusarium spp., Penicillium
Spp.,

A. flavus

Penicillium
P. expansium

Broad spectrum

P. expansum

Penicillium spp., Aspergillus spp.

F. avenaceum

P. corylophilum, P. roqueforti, P.
expansum, A.niger, A. flavus, F.
graminearum

F. sporotrichioides, A. fumigatus, A.
nidulans

P. roqueforti, P. commune, A. nidulans,
A. fumigatus

A. flavus, F. gramminearum

F. gramminearum

Penicillium spp.,

Fusarium spp., Penicillium, spp.,
Aspergillus spp.

Batish et al., 1990
Suzuki et al., 1991

Méyré-Mékinen et al., 1994

Gourama et Bullerman 1995
et 1997

Gourama , 1997
Florianowicz, 2001

Magnusson et Schnirer, 2001

Florianowicz, 2001
Suzuki et al., 1991
Niku-Paavola et al., 1999

Lavermicocca et al., 2000

Strom et al., 2002 et 2005

Sjogren et al., 2003

Sathe et al., 2007
Gerez et al., 2009
Stiles et al., 2002

Corsetti et al., 1998

Genre Leuconostoc

L. mesenteroides

Penicillium spp., Aspergillus spp.

Suzuki et al., 1991

Genre Pediococcus

P. acidilactici LAB 5

P. pentosaceus

A. fumigatus, A. parasiticus, F.
oxyporum, Penicillium spp.
P. expansum

Mandal et al., 2007
Rouse et al., 2008

Les approches expérimentales suivantes ont été utilisées pour évaluer l’activité
antifongique des bactéries lactiques :
- L’étude in vitro de I’inhibition du diamétre de croissance de la colonie du pathogéne et la
formation d’une zone d’inhibition lorsqu’il est mis en culture avec 1’antagoniste ou son filtrat
de culture sur milieu solide en boite de Petri (Mikani et al., 2008).
- L’étude in vitro et in vivo de I’inhibition de la germination des spores du pathogéne ou

de la croissance mycélienne en présence du filtrat de culture de I’antagoniste (suspension
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contenant les cellules de I’antagoniste tuées a la chaleur ou des cellules vivantes de

I’antagoniste) (Mikani et al., 2008).

1.4.3.3. Inhibition par d’autres microorganismes

Plusieurs genres bactériens comme Bacillus, Pseudomonas, Ralstonia et Burkholderia
spp. ont montré une habileté a inhiber la croissance fongique et la production de 1’aflatoxine
par Aspergillus spp (Nesci et al., 2005 ; Palumbo et al., 2006). Ces isolats bactériens
provenaient des fleurs et de noix d’amandiers ont completement inhibé la croissance des
souches A. flavus, isolées du mais tout en inhibant 1’accumulation de 1’aflatoxine A. Wilson et
Wisniewski (1989) ont également montré que les symptomes de la pourriture verte (P.
digitatum) des citrons en conservation pouvaient étre réduits par des applications de B. subtilis
ou de son filtrat de culture contenant un lipopeptide (Iturine) sécrété par cette bactérie. Bull et
al. (1998) ont pu controler Penicillium digitatum responsable de la pourriture grise des
agrumes, ainsi que Geotrichum citri-aurantii et Rhodotorula pilimanae a partir de deux

souches de Pseudomeunas syringae produisant la syringomycine E.

1.4.4. Principes acitfs a I’origine de I’activité antimicrobienne

Plusieurs molécules sont citées comme responsables de 1’activité antimicrobienne. Et
les mécanismes mis en ceuvre pour expliquer ces activités peuvent étre représentés par la

Figure 13.
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parasitisme, molécules
antifongiques

Figure 13. Mécanisme d’action a I’origine de 1’activité antifongique de certains microorga-

nismes (Salas et al., 2017).

L’habileté des BL a produire des substances antimicrobiennes leur confére un potentiel
de biopréservation. La majorité d’entre elles ont le status de GRAS ‘Generally Recognise As
Safe’ et sont considérées comme sécurisant pour les animaux, les hommes et I’environnement

(Schnrer et magnusson, 2005; Gajbhiye et Kapadnis, 2016).

L’activité antifongique des bactéries lactiques est attribuée a plusieurs composés
comme le présente le Tableau VI1II. Parmi ces composés, on compte les acides organiques, les
protéines, les peptides cycliques et bactériocines, les composés phénoliques, 1’eau oxygénée,
les biosurfactants, les exopolysaccharides. Le genre Lactobacillus isolé de divers milieux est
le plus reconnu pour cette activité antifongique (Schnirer et Magnusson, 2005 ; Dalié et al.,
2010; Crowley et al., 2013 ; Gajbhiye et Kapadnis, 2016). lls peuvent agir séparément ou de

fagon synergique.
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Tableau V111 : Quelques BL et leurs composeés antifongiques (Crowley et al., 2013)

L. rossiae LB5

Isolats de BL. Sources Composés antifongiques isolés et identifiés Références
L. sanfranciscensis CB1 | Levain Acide acétique, acide caproique, acide propionique, acide Corsetti et al., 1998
butyrique, acide n-valique
L. pentosaceus TV35 Vagin Pentocine TV35h Okkers et al., 1999
L. plantarum VIT E- Biere Acide benzoique, mevalolactone, methyllhydantoine, Miku-Paavola et al.,
78076 cyclo(glycl-L-leucyl) 1999
L. plantarum 21B Levain Acide phenyllactique (PLA), acide 4-hydroxyphenyllactique Lavermicocca et al.,
2000
L. plantarum Ensilage Cyclo (L-Phe-L-Pro), Cyclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro), 3-PLA | Strom et al., 2002
MiLAB393 végétale
L. coryniformis Si3 Végétaux Cyclo (Phe-Pro), Cyclo (Phe-trans-4-OH-Pro), PLA, reuterine Magnusson et al.,2003
L. plantarum MiLAB14 | Fleurs Lilac Acide 3-R-hydroxydecanoique, acide 3-hydroxy-5-cis- Sjogren et al., 2003
dodecanoique, 3-R-hydroxydodécanoique
L. plantarum Fleurs Lilac Acide 3-hydroxydecanoique, acide 2-hydroxy-5- Broberg et al., 2007
MiLAB14, methylpentanoique, acide benzoique, catéchol, acide hydro
L. plantarum MiLAB93 cinnamique, acide salicylique, 3-PLA, 4-hydroxybenzoique,
acide (trans, trans) -3,4-dihydroxycyclohexane-1-carboxylique,
acide p-hydro coumarique, acide vanilique, acide azealique,
acide hydroferullique, acide p-coumarique , acide
hydrocafféique, acide férulique, acide cafféique
L. plantarum FST 1.7 Orge maltée | Acide lactique, PLA, cyclo (L-Leu-L-Pro), cyclo(6-Phe-L-Pro) Dal Bello et al., 2007
L. paracasei Lait brut Acide propionique, acide acétique, acide succinique, acide Schwenninger et
subsp.paracasei SM20 lactique, acide 2-pyrrolidone-5-carboxylique al.,2008
P. jensenii SM11 Lait brut Acide 3-phenyllactique, acide 3-hydroxyphenyllactique Schwenninger et
al.,2008
L.plantarum Ensilage 3-PLA Prema et al., 2008
végétal
L. plantarum AF1 Kimchi Cyclo (Leu-Leu), 6-dodecalactone Yang et Chang, 2010
Yang et al., 2011
L. plantarum LB1 BIé fermé Acide lactique, acide formique, PLA Rizello et al., 2011

L. amylovorus

Environneme

Acide lactique, acide acetique, acide succinique, acide D-

Ryan et al., 2011

DSM19280 nt ceréalier glucuronique, citidine, 2’-deoxycitidine, decanoate de sodium,
acide p-coumarique, 3-PLA, acide 3-Phenylpropanoique,acide
(E)-2-methylcinnamique, acide 4-hydroxyphenyllactique,
cyclo(L-Pro-L-Pro), cyclo(L-Leu-L-Pro), cyclo(L-Leu-L-Pro),
cyclo(L-Try-L-Pro), cyclo(L-Met-L-Pro), cyclo(L-Met-L-Pro),
cyclo(L-His-L-Pro)
L. Plantarum VE56, Manioc Acide 2-hydroxy-4-methylpentanoique Ndagano et al., 2011
W.paramesenteroides fermenté
LC11
L.plantarum Koumiss 3-PLA, acide benzene acétique, 2-propenylester Wang et al., 2012
IMAU10014

L. casei AST18

Cyclo-(Leu-Pro), 2 ?6-diphenyl-piperidine, 5,10-diethoxy-
2,3,7,8-tetrahydro-1H et 6Hdipyrrolol-1,2-a,10,20-dipyrazine

Lietal., 2012

L. amylovorus FST2.1

Environneme

Acide DL-p-hydroxy phenyllactique, 1,2-dihydroxybenzene,

Brosnan et al.,2012

16381

nt ceréalier acide 4-hydroxybenzoique, acide vanillique, acide (5)-(-)-2-
hydroxyisocaproique, 3-(4-hydroxy-3-methoxy-3-
L. arizonensis R13 Fromage, methoxyphenyl)propanoique, acide azelaique, PLA, acide
orge malté benzoique, acide hydrocinnamique, acide 3-hydroxydecanoique,
L. plantarum FSTL1.7 acide DL-B-hydroxylaurique, acide decanoique, 2-
L. reuteri R2 hydroxydodecanoique, acide DL-B-hydroxymyrstique,acide
W. cibaria PS2 salicylique, acide hydrocinnamique D9, 1,2-dihydroxybenzene,
acide3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)propanoique
L. reuteri eelp Porc Acide (5)-(-)-2-hydroxyisocaprique, acide hydrocinnamique, Guo et al., 2012
acide phenyllactique, acide decanoique, acide azealique, acide 4-
hydroxybenzoique, acide coumarique, acide vanillique, acide
DL-B-hydroxyphenyllactique, acide 3-hydroxydecanoique
L. harmmesii DSM Levain de blé | Mono-hydroxy C18 :1 acide gras Black et al., 2013
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1.4.4.1. Acides organiques

La synthese de 1’acide acétique et de I’acide lactique est un facteur majeur de la
biopréservation. La production de ces acides dans un milieu réduit le pH ce qui inhibe la
croissance mycélienne. Car les molécules d’acides causent la destruction des membranes
cellulaires. Les faibles pH convertissent les acides dissociés en molécules d’acides non
dissociés quand le pH chute en dessous du pKa de ’acide correspondant. Les molécules acides
sont en activité sous la forme non dissociée, comme ils sont lipophiles et peuvent passer par la
membrane cytoplasmique. En raison du pH intracellulaire élevé, I'acide dissocie et libére des
protons et des anions (bases conjuguées) qui perturbent la force motrice de proton de membrane
(Gajbhiye et Kapadnis, 2016). L'accumulation des protons acidifie le milieu intracellulaire et
empéche les activités métaboliques de la cellule, ayant pour résultat la diminution du
rendement de triphosphate d'adénosine (Energie). L'inhibition des souches fongiques par les
acides organiques peut étre liée a l'inhibition des activités enzymatiques, ce qui entraine un
mécanisme de rupture de membrane cellulaires (Schnirer et Magnusson, 2005 ; Dalié et al.,
2010 ; Gajbhiye et Kapadnis, 2016).

Le pKa de I’acide acétique (4,8) est plus élevé que celui de I’acide lactique (3,83), ainsi
quand il y a baisse du pH, les molécules non dissociées d’acide acétique sont produites en
premier alors que celles de 1’acide lactique seront produites lorsque le pH sera en-dessous de
3,83. En outre, 1’acide acétique a une constante €élevée de dissociation ce qui le rend plus

efficace que I’acide lactique dans 1'inhibition de la croissance fongique (Dalié et al., 2010).

D'autres acides qui montrent une activité antifongique ont été identifiés dans les silos
inoculés avec les bactéries lactiques (Broberg et al.,, 2007) a I’exemple de l'acide
phenyllactique. Gerez et al., (2010) ont démontré que l'activité des cultures de bactéries
lactiques était due aux acides lactique, acétique et phenyllactique. P. digitatum et citri-aurantii
de Geotrichum ont été employés comme des mycétes d'indicateur pour évaluer I'effet de ces

acides organiques.

L'acide phenyllactique est actif contre des levures et moisissures. Cependant, ce
métabolite contribue le plus a I'effet antifongique global en synergie avec d'autres composés
produits par les BL (Schnirer et Magnusson, 2005). Il a également été identifié dans des
surnageants de culture de L. coryniformis Si3, de L. plantarum dMiLAB 393 (Strom et al.,
2002), de L. pentosaceus et L. sakei (Magnusson et al., 2003). Dans la fermentation du pain

par L. plantarum 21B, le début de la croissance de Aspergillus niger a été retardé de 7 jours,
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en comparaison au pain ayant L. brevis pour starter ; ceci grace a la production de l'acide

phenyllactique et de I'acide 4-hydroxy-phenyllactique (Lavermicocca et al., 2000).

D’autres acides comme 1’acide formique, propionique, butyrique, valérique et
caproique sont également connus pour leur activité antimicrobienne (Corsetti et al., 1998 ;
Gajbhiye et Kapadnis, 2016)

1.4.4.2. Acides gras

Les acides gras sont connus pour causer I’inhibition de la croissance mycélienne. Quatre
types d’hydroxy acide gras antifongiques a savoir : I'acide 3-(R)-hydroxydecanoique, l'acide
3-hydroxy-5-cis-dodecenoique, l'acide 3(R)-hydroxydodecanoique et I'acide 3(R)-
hydroxytetradecanoique, ont été isolés dans le surnageant de culture de L. plantarum MiLAB
14 (Sjogren et al., 2003). Les composés hydroxylés d'acide gras présentent un spectre trés
large d'inhibition et sont efficaces contre les moisissures et des levures. La concentration
inhibitrice minimum (CMI) des acides gras hydroxylés s'échelonne entre 10 et 100 pg/ml
(Dalié et al., 2010).

Tous les acides gras hydroxylés sont synthétisés pendant la phase exponentielle de la
croissance bactérienne. Ceci prouve qu’ils ne résultent pas des membranes lysées des cellules
bactériennes (Dalié et al., 2010 ; Gajbhiye et Kapadnis, 2016). Le mécanisme antimicrobien
général pourrait étre 1ié au fait qu’ils agissent comme un détergent et détruisent les membranes
cellulaires. Ainsi, on observe une augmentation de la perméabilité membranaire, une libération
des électrolytes et des protéines intracellulaires des cellules fongiques (Gajbhiye et Kapadnis,
2016).

1.4.4.3. Composés protéiques

Des peptides antimicrobiens d’origine ribosomale ont été trouvés chez les
mammiferes, les oiseaux, les amphibiens, les insectes, les plantes, et les microorganismes. Ils
ont une extrémité hydrophobe et hydrophile, une taille de 20-50 acides aminés et des propriétés

cationiques (Schnurer et Magnusson, 2005).

Plusieurs peptides cycliques et autres composes peptidiques ont été présentes par des
chercheurs comme étant a 1’origine de I’activité antimicrobienne. Parmi ceux-ci, le cyclo (Gly-
L-Leu), cyclo (L-Phe-L-Pro), et cyclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) qui sont produits par les

souches L. plantarum, P. pentosaceus, L. sakei et L. coryniformis pourraient étre des
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métabolites communs des bactéries lactiques. Ces dipeptides cycliques ont été identifiés a partir

des milieux de cultures des BL (Lavermicocca et al., 2000 ; Schnurer et Magnusson, 2005).

Les bactériocines ont habituellement de faible poids moléculaire (rarement plus de
10kDa). Elles peuvent étre facilement dégradées par les enzymes protéolytiques
particulierement par les protéases de I'appareil gastro-intestinal des mammiféres.Ce sont en
géneral les molécules cationiques et amphipathique qui contiennent un exces des résidus
lysylique et darginyle (Zacharof et Lovitt, 2012). Parmi les bactériocines les plus
importantes, on peut citer : Lactacine F, Lactocine 705, Lactoccine G, Lactococcine, nisine,
Leucocine H, Plantaricine EF, Plantaricine W, Plantaricine JK, et Plantaricine S. Un grand
nombre de lactobacilles qui produisent la nisine A a également une variable normale, la nisine
Z qui est fortement efficace contre les agents microbiens causant I'intoxication alimentaire et
la détérioration. En outre, la nisine est la seule bactériocine qui a été officiellement utilisée
dans l'industrie alimentaire et son utilisation a été approuvée dans le monde entier (Zacharof
et Lovitt, 2012).

1.4.4.4. Reuterine

La reuterine (3-hydroxypropionaldehyde) est un produit de fermentation du glycérol
par Lactobacillus reuteri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
collinoides et Lactobacillus coryniformis en conditions anaérobiques (Gajbhiye et Kapadnis,
2016). On a montré que dans les organismes cibles, ce composé pouvait supprimer 1’activité
de la ribonucléase, enzyme principale de la biosynthése de ’ADN. Elle a été citée comme

pouvant empécher la croissance d’Aspergillus et de Fusarium par Dalié et al. (2010).

1.4.4.5. Diacetyl

Le diacetyl (2,3-butanedione), composé ardmatique caractéristique du beurre, a des
effets antimicrobiens au pH bas et est produit par quelques souches de bactéries lactiques
pendant la fermentation du citrate. Cependant, les quantités de diacétyl requises pour exercer
l'activité antimicrobienne est de 1’ordre de 200 mM, ce qui change nettement le goQt et I'arbme

du produit (Schnirer et magnusson, 2005).
1.4.4.6. Peroxyde d’hydrogéne

La présence de flavoprotéine oxydase dans la majorité des BL leur permet de produire

du peroxyde d’hydrogeéne (H202) en présence d’oxygene. Les BL ne peuvent pas produire la
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catalase. Donc, elles peuvent ne pas dégrader le peroxyde d'hydrogéne qui, aprés accumulation,
oxyde la membrane lipidique et les protéines cellulaires des organismes cibles (Dalié et al.,
2010 ; Gajbhiye et Kapadnis, 2016). Dans plusieurs aliments comme le lait, I’activité
antimicrobienne du peroxyde d'hydrogéne, aux concentrations non létales est attribuée a sa
réaction avec le sulfocyanate, catalysée par une lactoperoxydase. Les produits de cette réaction
parmi lesquelles I’hypothiocyanate et d'autres molécules intermédiaires, peuvent réduire la
croissance de plusieurs micro-organismes indésirables (Schnurer et Magnusson, 2005 ; Dalié
et al., 2010 ; Gajbhiye et Kapadnis, 2016). Venturini et al. (2002) ont donc proposé que
I'application de petites quantités de peroxyde d'hydrogene a la peau de pomme pourrait étre
une alternative aux fongicides pour empécher la croissance de P. expansum. La concentration
bactéricide de H20> contre les bactéries Gram négatif est de 25-30 ug/ml (Sulistyo et al., 2014).
Dalié et al., 2010 ont également suggéré que le peroxyde d'hydrogéne pourrait affecter le taux

de germination de spore de F. graminearum.
1.4.4.7. Autres composés

Des expériences menées par Ryan et al. (2011) ont signalé l'isolement de deux
nucléosides avec une activité antifongique dans le filtrat de culture de L. amylovorus DSM
19280. La cytidine et la 20-désoxycytidine ont été identifiées a partir d'un cocktail de 17
composés antifongiques et possedent des valeurs de CMI supérieures a 200 mg/ml contre A.

fumigatus J9.

Les lactones, produites par deux L. plantarum isolées de la biere et du kimchi, deux
produits fermentés, ont démontrées des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales
(Miyazawa et al., 2000 ; Crowley et al., 2013). Les lactones antifongiques des bactéries
lactiques ont été signalées pour la premiere fois par Niku et al. (1999) alors que la
mévanolactone s'est révélée produite par L. plantarum VTT E-78076 (Crowley et al., 2013).
Yang et Kim (2011) ont signalé la purification de la d-dodécalactone produite par L. plantarum
AF1 avec une CMI qui variait entre 350 et 6250 mg/ml contre le genre Aspergillus et P.

roqueforti.

1.4.5. Facteurs influencant I’activité antimicrobienne dans la lutte biologique

De nombreux facteurs peuvent influencer la réponse inhibitrice des microorganismes y

compris les bactéries lactiques.
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1.4.5.1. Facteurs intrinséques

Les facteurs intrinseques des microorganismes sont ceux qui sont liés a eux méme avec
entre autres : le type de microorganisme (bactéries, levures, ou moisissures), la mobilité, la

morphologie, présence d’une capsule, production de matériel extracellulaire, pigmentation.

Des expériences menées par Laref et al. (2013a) qui ont fait varier les conditions du
milieu de culture de différentes souches de L. plantarum, ont révélé que chacune des souches
se comportait différemment dans la production des composes antifongiques et présentait une
activité plus ou moins prononcée vis-a-vis de Penicillium notatum, Aspergillus repens NRRL

13, Aspergillus versicolor M1069 et Aspergillus candidus C25.

1.4.5.2. Facteurs extrinseques

Ces facteurs sont liés a ’environnement de croissance de la souche considérée. Ainsi,
ils correspondent généralement aux éléments qui permettent une meilleure croissance de la
souche. Ce sont : la température, le pH, le temps, la teneur et la nature du substrat (source
d’éléments nutritifs), la pression osmotique ou disponibilité en eau, la teneur en oxygene, la

nature de la cible.

Laref et al. (2013a) ont montré que la température, le pH, les nutriments présents dans
le milieu de culture pouvaient influencer la production des composées antifongiques de L.
plantarum et L. farciminis. Les résultats qu’ils ont obtenus ont revelés que chacune des souches
de BL avait un optimum de production de composés antifongiques a une température, un pH
et une source de carbone, différente de celui des autres souches de la méme espéce. En effet,
les facteurs biotiques et abiotiques sont capables de changer le métabolisme des bactéries

lactiques.

Au regard de ce qui précede, deux principales stratégies sont élaborées dans la
décontamination des aliments par des méthodes biologiques. La premiére approche de
réduction des mycotoxines est préventive a travers 1’inhibition de la croissance fongique et la
seconde vise a €liminer celles déja présentes dans I’aliment. La seconde approche nécessite
que les microorganismes et 1’aliment soit en contact dans une phase liquide ; ce qui n’est pas
applicable aux aliments solides comme le cacao. Dans ce contexte I’unique solution applicable
pour la préservation des féves de cacao contre les moisissures et leurs toxines est la prévention

a travers 1’inhibition de la croissance des champignons et moisissures. Pour cela, les bactéries
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lactiques et les levures s’averent étre de bons candidats aux potentialités pouvant fournir des

résultats dans la biopréservation du cacao.

I.5.Utilisation des starters comme moyen de stabilisation de la qualité des

aliments

La variabilité de la qualité et la durée de production de nombreux produits fermentés
sont a D'origine d’une recherche permanente de souches microbiennes d’intérét capables
d’améliorer la qualité et le rendement de production tout en assurant une stabilité aucours du
temps. Cette recherche de souches d’intérét est a ’origine de I’exploitation ou de la mise au
point de starter microbien dans différentes industries agroalimentaires (Nielsen et al., 2005 ;
Koen etal., 2012). Les plus connues de ces industries étant celle de la yaourterie, la fromagerie,
la boulangerie, la vinification, la brasserie, la charcuterie (Smid et al., 2014 ; Graham, 2017 ;
Pareira et al., 2017 ; Laranjo et al., 2019, Garcia-Diez et Saraiva, 2021).

Un starter est un microorganisme ou ensemble de microorganismes utilisés en grande
quantité pour accélérer la fermentation et ainsi réduire sa durée par rapport a la durée de
fermentation naturelle. De nos jours, il peut également étre défini comme un microorganisme
ou ensemble de microorganismes permettant d’améliorer la qualité et/ou la stabilité d’un
produit fermenté. Ces microorganismes doivent avoir des caractéristiques connues (Smid et
al., 2014). L’intérét des starters dans les industries modernes est aujoud’hui a 1’origine de
divers travaux d’amélioration des produits fermentés parmis lesquelles les produits dérivés du
manioc (Nkoudou et Essia, 2017), du café (Pareira et al., 2017 ), de la charcuterie (Laranjo

et al., 2019) et les feves de cacao, objet de cette étude.

Malgré la similarité d’intervention des principaux genres durant la fermentation des
féves, une grande variété d’isolats a été observée dans différents pays producteur comme le
Ghana, le Brésil, la Malaisie, Trinidad (Ardhana et Fleet, 2003 ; Jespersen et al., 2005 ;
Nielsen et al., 2007), justifiant ainsi les essais de mise au point et d’exploitation de différents
types de starters. Parmi ceux-ci figurent : les starters constitués d’une souche de levure dont
Saccharomyces cerevisae var. Chevalieri (Cempaka et al., 2014) de plusieurs souches de
levures dont Saccharomyces cerevisiae UFLA CA1l , Pichia kluivery CCMAO0237, et
Hanseniaspora uvarum CCMAO0236 (Kresnowati et Febriami, 2015), de levures et de

bactéries dont Saccharomyces cerevisiae var. Chevalieri, Lactobacillus plantarum, et
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Acetobacter aceti (Batista et al.,, 2016), et Saccharomyces cerevisiae et Torulaspora
delbrueckii (Visintin et al., 2017).

Malgre I’intérét de ces travaux sur la qualité organoleptique et physicochimique, tres
peu de travaux se sont interessés a la lutte contre la contamination fongique et la production
des mycotoxines.

47



Chapitre 2 :
MATERIEL ET METHODES




CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

11.1. MATERIEL

Un ensemble de matériel dont certains sont en Annexe 1 a éte utilisé pour la réalisation
de cette étude. Il était constitué du matériel biologique, des milieux de culture, des composés

chimiques, des réactifs, des standards analytiques, et des équipements.
11.1.1. Souches microbiennes
Les souches microbiennes utilisées ont été constituées de :

> Dix (10) souches de moisissures utilisees comme souches fongiques cibles des BL et
provenant du laboratoire de Microbiologie de I’Université¢ de Yaoundé I a savoir :
Aspergillus carbonarius NRRL 368 (codé AC) et Aspergillus niger NRRL 612 (codé
AN) offertes par I’ARS Culture Collection - BFPM Research Unit National Center for
Agricultural Utilization Research (USA), Aspergillus flavus codé AF, Aspergillus
fumigatus M11, Aspergillus oryzae M13, Aspergillus versicolor M14, Aspergillus
versicolor M22, Aspergillus tamarii M21, Pénicillium citrinum M7 et Pénicillium
citrinum M8 ; ( les 7 dernieres étant isolées des féeves de cacao) (Annexe 2). Ces
moisissures ont été conservées apres revivification dans des tubes de gélose en pente
Potatoes Dextrose Agar (PDA, Potato Dextrose Agar, CM0139, Oxoid, UK) a
température ambiante.
> Trois (03) BL de références également disponibles au Laboratoire de Microbiologie
de I’Université de Yaoundé I, a savoir : Lactobacillus brevis 207, Lactobacillus
sanfranciscencis BB12, Lactobacillus plantarum ATCC 14147, provenant du
laboratoire du campus Sciences des Aliments de 1’Université de Bologne en Italie.
Apres revivifivation, ces souches pures ont été conservées a -4°C dans un bouillon
MRS (De Man Rogosa and Sharpe, MRS broth, LF610025, Italie) supplémenté a 30%
(v/v) de glycérol (GE Healtcare, Sigma-Aldrich, ge17-1325-01 St.Louis, MO, USA).
» La souche de référence Candida parapsilosis ATCC 20019 (Codé Cp), provenant du
Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences Agronomiques et de Médecine
Vétérinaire de Bucarest (USAMVB) en Roumanie. Cette souche a été conservée dans
un bouillon Sabouraud (Sabouraud Dextrose Agar, Titan Biotech, TM 387, Inde) aprés

revivification.
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11.1.2. Echantillons de cacao

> Les féves de cacao hydrides forastero - trinatario en fermentation provenaient de
Yaoundé, d’Ayos et de Bafia pour I’isolement des BL et des levures durant la période
d’Octobre a Décembre 2015;

> Les cabosses de cacao hydrides forastero - trinatario (Figure 14) provenant de trois

cacaoyeres des localités de Bafia, Ntui et Ezezang dans la région du Centre Cameroun.

Figure 14. Aspect des cabosses de cacao hydrides forastero-trinitario (A) et leurs feves
fraiches (B) (Youté, 2019).

11.2. METHODES

La réalisation de ce travail s’est faite en 3 principales phases correspondant a chacun
des objectifs spécifiques préalablement définis:

1- La recherche des bactéries lactiques a activité antifongique et des levures a forte
aptitude fermentaire isolées de la fermentation des féves de cacao ;

2- La mise en évidence des familles des composés impliqués dans I’inhibition des
moisissures et la recherche du paramétre de culture des BL influencant I’inhibition des
moisissures ;

3- L’évaluation de la qualité des féves obtenues par ’utilisation du starter constitué des
bactéries lactiques a meilleure activité antifongique et des levures a forte production
d’éthanol.

Le diagramme synoptique de la réalisation du travail et présenté dans la Figure 15 :
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Figure 15. Diagramme synoptique de réalisation du travail

11.2.1. Criblage et identification des souches d’intérét

La réalisation de ce premier objectif s’est articulée sur 4 étapes :

1- Le criblage des bactéries lactiques (BL) a activité antifongique ;

2- La caracteérisation des souches des bactéries lactiques les plus actives ;
3- Le criblage des levures a fort potentiel de production d’alcool ;

4- Identification des levures sélectionneées.
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11.2.1.1. Criblage des bacteries lactiques a activité antifongique

Ce criblage va de I’isolement des différentes souches de bactéries lactiques aux tests

d’antagonisme fongique.
% Isolement et purification des bactéries lactiques

Des masses de 50g des féves fermentées en tas dans des cacaoyeres ont été prélévées
de facon aléatoire du 1% au 4°™ jour a température ambiante (25°C) auprés de quatre
producteurs locaux dont deux dans la ville de Yaoundeé, un dans la ville d’Ayos et un dans la
ville Bafia durant la période d’Octobre a Décembre 2015. Les prélevements ont été
conditionnés dans des sachets de congélation en plastique, et transportés au laboratoire dans
une glaciere contenant des glacons pour maintenr la température a 4°C. Au laboratoire, les
feves fermentées de différents jours des mémes producteurs ont été mélangées. Une masse de
25 g de feves de chaque échantillon a été prélevée puis lavée dans 225ml d’une solution de
NaCl 0,9% (p/v) stérile contenu dans un erlenmeyer. La solution obtenue de ce lavage a été
soumise a une série de dilutions décimales et chacune de ces dillutions a été ensemencée par
étalement a la surface de la gélose Man, Rogosa and Sharpe (De Man, Rogosa and Sharpe,
MRS Gélose, DIFCO 882, USA) au fluconazole (0,5¢/I) pour inhiber la croissance des
champignons. Les boites de Petri ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 48 heures en
conditions aérobies. Les colonies isolées ont été purifiées par repiquages successifs en surface
sur la gélose MRS a 37°C pendant 48 heures. L’uniformité des colonies et les observations
microscopiques apres coloration de Gram ont permis de confirmer la pureté des isolats. Ces
derniers ont enfin été soumis a des tests biochimiques permettant de selectionner les BL. Les
souches pures ont été codées et conservées a -4°C dans un bouillon MRS (De Man Rogosa and
Sharpe, MRS broth, LF610025, Italie) supplémenté a 30% (v/v) de glycérol (GE Healtcare,
Sigma-Aldrich, gel7-1325-01 St.Louis, MO, USA).

%+ Sélection des bactéries lactiques inhibitrices des moisissures

> Préparation des inocula de bactéries lactiques et de moisissures cibles

Les bactéries lactiques précédemment isolées et conservees a -4°C, ainsi que les
souches lactiques de référence ont eté repiquées trois fois dans un bouillon MRS et incubées a

37°C pendant 24 heures pour les revivifier.
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La préparation des inocula fongiques quant a elle, a consisté en un repiquage de
chacune des moisissures cibles sur de la gélose Potatoes Dextrose Agar (PDA, Potato Dextrose
Agar, CM0139, Oxoid, UK) suivi d’une incubation & 28°C pendant 72 heures. Les spores
obtenues de cette culture ont été récupérées par lavage a de 1’eau distillée stérile supplémentée
de Tween 80 (1% v/v) pour faciliter leur mise en suspension. La solution de spores a été diluée
de maniére a obtenir une concentration de 5Log spores/ml (évaluée par dénombrement au
microscope a I’aide d’un hématimétre de Malassez). Cette derniére solution a été a nouveau
ensemencée par étalement sur PDA puis incubée dans les mémes conditions que
précedemment. La nouvelle culture a servi a la réalisation des disques mycélium (taillés a I’aide

d’un emporte-piece de 0,5 cm de diamétre) qui seront utilisés dans les tests d’inhibition.
» Test d’inhibition des moisissures

La capacité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des moisissures a été évaluee
par la méthode modifiée de Laref et al. (2013b). A cet effet, les BL revivifiées et dont la charge
de 8Log UFC/ml ont été ensemencées a I’aide d’une anse de platine sur deux fronts polaires
distants de 4cm de la gélose MRS coulée en boite de Petri, puis incubées a 37°C pendant 48
heures en aérobie. Les disques de moisissures initialement préparés ont été déposés au centre
de la boite de Petri contenant les deux fronts de bactéries lactiques et I’ensemble a été incubé
a 28°C pendant 3jours. L’arrét du test s’est fait aprés une colonisation d’un diamétre supérieur
a 4cm a partir du centre de la boite témoin. Les mesures de ces diamétres ont été prises a 1’aide
d’un pied a coulisse. Ces analyses in vitro ont été réalisées en triplicate et les résultats ont été

exprimeés en termes de moyennes et d’ecart-type.

Le pourcentage d’inhibition de la moisissure par les différents isolats de BL a eté

déterminé par la formule suivante :

DC-DT
DC

Inhibition (%) = (———) x 100 Eq 1

DC = Colonisation maximale ou distance colonisee par la moisissure dans le témoin

DT= Distance colonisée par la moisissure dans le test en présence des BL

11.2.1.2. Identification des souches des bactéries lactiques les plus actives

Les isolats de BL préalablement retenus pour leur forte activité antifongique vis-a-vis

des moisissures testées ont été soumis a :
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- L’évaluation des caracteéres biochimiques,

- L’identification moléculaire.

% L’évaluation des parametres biochimiques

La caractérisation biochimique des bactéries lactiques les plus actives isolées des féves
de cacao s’est faite selon le protocole décrit par Kozaki et al. (1992), Yimin et al. (1999) et

Holzapfel et al. (2006). Les paramétres évalués ont été les suivants:

» La production de sulfure d’hydrogéne (H2S) a partir de la réduction du thiosulfate dans
le milieu de culture Kliger reconstitué caractérisée par la formation d’un complexe noir
avec des ions de fer (111).

> La capacité de dégradation d’une source de carbone : Pour cela, 0,1ml des isolats
d’intérét revivifiés comme précedemment décrit a été ensemencé dans un milieu de
base dont la composition est donnée en Annexe 1 et supplémenté d’une source de
carbone a la fois (Glucose, Fructose, Maltose, Lactose, Sucrose, Galactose (D-)
Arabinose, L-Rhamnose, (D+) Raffinose, Inositol, Amidon, Cellobiose, Glycérol,
Melibiose, Mannitol, Ribose, Xylose, Tréhalose ou Esculine (de Sigma Aldrich, USA))
en présence du rouge méthyl (Merck, Darmstadt, Allemagne) comme indicateur coloré.
L'ensemble a ensuite été incubé a 37°C pendant 48 heures et la dégradation de I’hydrate
de carbone supplémenté a été mise en évidence par le virage de la couleur de
I'indicateur.

» La production de gaz au cours de la fermentation du glucose. Celle-ci a été évaluée par
des cloches de Durham introduites dans des tubes & essai contenant un bouillon de
culture glucosé. La présence de bulles dans les cloches indiquait la production de gaz
(dioxyde de carbone).

» La croissance a 45°C : Elle a été étudiee en incubant un tube contenant du bouillon de
culture glucosé inoculé dans les mémes conditions que précédemment, puis incubé a

45°C pendant 48 heures pour observer la turbidité (signe de croissance bactérienne).

Les résultats obtenus ont été comparés aux contréles qui étaient constitués d’une
solution ne contenant pas de sucre mais inoculée de la méme charge microbienne et incubée
dans les mémes conditions que chacune des souches et des solutions contenant les différents

sucres mais non inoculées. Ces expériences ont été réalisées en triplicate.
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% L’identification moléculaire des BL antifongiques

> Extraction des acides nucléiques des BL

Les isolats de BL ayant présenté les meilleures activités antifongiques et leurs
caractéres biochimiques ont été soumis a une identification moléculaire. Une culture
bactérienne obtenue par ensemencement dans un bouillon MRS (De Man Rogosa and Sharpe,
MRS broth, LF610025, Italie) et incubée a 37°C pendant 48 h comme précédemment décrit a
été centrifugée a 5000 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant a été eliminé et le culot cellulaire
recueilli puis lavé a deux reprises a I’aide de 1’eau ultra pure (EMQ, Promega Corp, USA).
L’ADN des BL a ensuite été extrait a I’aide du kit d’extraction QlAamp cador Pathogen kit
(Qiagen, Allemagne) selon les instructions du fabricant detaillées en Annexe 3 et conservé a

-4°C pour les analyses ultérieurs.

» Amplification PCR (Polymerise Chain Reaction ou Amplification en Chaine par
polymérisation)
- Principe :

Cette méthode biochimique de synthese de I'ADN est une technique de replication
ciblée qui repose sur I’amplification enzymatique in vitro d’un court fragment du génome de

I’agent recherché par une enzyme (ADN polymérase).
- Protocole :

L’identification moléculaire des BL a meilleure activité antifongique a porté sur
I’analyse d’une région spécifique aux bactéries lactiques de I’ADN ribosomique 16S. A cet
effet, cette région spécifique aux bactéries lactiques par PCR a été amplifiée a I’aide du couple
d’amorces LacF (5’-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’) / LacR (5°-
ATTYCACCGCTACACATG-3’) (Promega Corp, USA) générant des fragments de 340 paires
de bases (Ritchie et al., 2010). La réaction PCR a été effectuée dans un volume réactionnel
final de 50ul (dont la composition est donnée en Annexe 3) a I’aide d’un thermocycleur
multigene (MyCycler thermal cycler, BIO RAD, Hercules, USA) suivant les étapes rapportées
au Tableau IX (Bogdan et al., 2018).
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Tableau IX : Phases décrites pour I’amplification PCR par le couple d’amorces LacF/LacR
des BL.

Description de I’étape Température et durée  Nombre de cycles
Préchauffage (Dénaturation initiale) 94 °C, 2 min 1

Dénaturation 9°C, 15sec
Amplification Hybridation 51 °C, 15 sec 30

Elongation 72 °C, 30 sec

Elongation finale 72 °C, 7 min 1

» Séparation et révélation des produits de PCR par électrophorése sur gel d’agarose

Les différents produits issus de la PCR ont été séparés par migration sur gel d’agarose
2% (p /v). A cet effet, 10ul d’amplifiat de PCR ont été mélangés a 2 pl de colorant de charge
d’ADN (6X MassRuler DNA Loading Dye), puis déposés au fond des puits d’un gel d’agarose
2% contenant du bromure d’éthidium (10 pg/pl) baignant dans une cuve contenant une solution
de tampon Tris-Borate-EDTA 1X (Tris-(hydroxymethyl) aminomethane: 1,5M pH 8,8 , Tris-
(hydroxymethyl) aminomethane 0,5 pH 6,8) (Sigma-Aldrich, USA). Pour référence, 10ul de
DNA molecular marker-100 (100pb) (Promega Corp, USA) ont été introduits a 1’une des
extrémités des puits comme marqueur de poids moléculaire pour vérifier a la fois la taille et la
concentration des fragments amplifiés. L’électrophorése a été conduite sous une tension de 90

volts pendant 90 min.
> Séquencage et analyses phylogénétiques

Les différents amplifiats obtenus & la suite d’une nouvelle amplification identique a la
précédente ont été séquencés dans les deux directions et les résultats ont été analysés en
utilisant I’alignement multiple des séquneces (Multiple Sequence Alignment, Clustal Omega
tool) au laboratoire BaseClear (Pays-Bas) qui s’est reféré a la base de données de séquences de
nucléotides @ EMBL  (European  Molecular  Biology  Laboratory  Nucleotide)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Aprés nettoyage a 1’aide du logiciel ClustalwW1.8,
les séquences obtenues ont été analysées et identifiées par BLASTn (Basic Local Alignment

Tool nucléotide) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) sur la base des données

nucléotidiques de NCBI (National Center for Biotechnology Information), puis déposées dans

cette derniére.
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L’analyse phylogénétique des séquences a été effectuée afin d’évaluer leur proximité
avec des séquences existantes et d’en déduire leur histoire évolutive. A cet effet, un arbre
phylogénétique basé sur des séquences nucléotidiques de 265 nucléotides du géne situé sur
I’ARNTr 16S de nos isolats et de bactéries lactiques de référence obtenues de la base de données
GenBank a été construit. Pour cela, les séquences ont été alignées a 1’aide de Clustal Oméga
implémenté dans MEGA version 10.2.4 et réaligné a I’aide de MAFFT version 7. L’arbre
phylogénétique a ensuite été construit a ’aide de Seaview version 5.0.4. La robustesse a été
déterminée a 1’aide de la méthode Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987 ; Tamura et al.,
2004). Les pourcentages des nombres de fois ou les taxons se regroupent ensemble ont été
calculés a I’aide du test bootstrap (1000 répétitions) et indiqués sur les branches. Les distances
évolutives ont été calculées a 1’aide du model Jukes et Cantor, et sont estimées en nombre de

substitutions par site.
11.2.1.3. Criblage des levures a fort potentiel de production d’alcool

La réalisation de cette partie a été faite en 3 étapes qui sont :

1- L’isolement et purification des levures ;
2- Lasélection des isolats de levures ayant un fort potentiel de production d’alcool.
3- Identification des isolats de levures

< Isolement et purification des levures

Les feves de cacao en fermentation prélevées auprés des producteurs locaux et
transportées au laboratoire ont été traitées comme précédemment décrit pour 1’isolement des
BL. A cet effet, une masse de 25¢g de féves a été lavée dans 225ml d’une solution de NaCl 0,9%
(p/v) stérile ; et la solution obtenue soumise a plusieurs dilutions décimales avant
ensemencement en surface sur gélose Sabouraud (Sabouraud, Titan Biotech, TM387, Inde) au
chloramphénicol (0,5g/I) pour inhiber la croissance des bactéries. Les boites de Petri
ensemencées ont été incubées a 30°C pendant 24 heures, et les colonies isolées ont été purifiées
par la méthode des stries dans les mémes conditions de culture. Les isolats purs selectionnes
sur la base de I’aspect macroscopique de leurS colonies et de I’observation microscopique de
leurs cellules ont été codés et conservés a -4°C dans un bouillon nutritif a 30% (v/v) de glycérol
(GE Healtcare, Sigma-Aldrich, gel17-1325-01 St.Louis, MO, USA).

56



¢+ Sélection des levures a fort potentiel de production d’alcool

Un volume de mucilage frais variant entre 600 et 750ml (en fonction de sa teneur en
sucre) a été dilué dans de 1’eau distillée stérile afin d’obtenir une concentration en sucre finale
de 80g/l. L’extrait ainsi obtenu a été tamis€, réparti a raison de 25ml dans des flacons de 100ml
avant d’étre stérilisé. Les flacons stérilisés et refroidis ont été ensemencés de 6Log UFC/ml de
chaque isolat de levure préalablement revivifiés par trois repiquages successifs dans un
bouillon nutritif au glucose incubés a 25°C pendant 24 heures. Les différents flacons ont été
incubés sous agitation pendant 40 heures et la production d’éthanol évaluée au cours du temps.
La masse et la vitesse de production d’éthanol permettant de selectionner les meilleurs isolats
a été estimée de maniére indirecte a partir de la quantité de CO, dégagée sur la base de

I’équation de Gay-Lussac. Ces expériences ont eté réalisées en triplicate.

CsH1206 > 2C02 + 2CHsOH + 27 kcal Eq4
Glucose Gaz carbonique + Ethanol + Energie
_ m(C02)t = M(Et)
m (Et)t = M(C0Z) Eq5
| 74 (Et) — M Eq6

t—i

Avec : m(CO2)t= masse de CO2 au temps t, M (CO.): masse moléculaire de COg,
M (Et): masse moléculaire de 1’éthanol, m(Et)t: masse d’éthanol au temps t, m(Et)i: masse
d’éthanol au temps initial , V :Vitesse de production d’éthanol, . V(Et) : Vitesse de production
d’éthanol, t=Temps t, i= temps initial.

11.2.1.4. Identification des levures a fort potentiel de production d’alcool

Les isolats de levures a forte capacité de production d’alcool préalablement retenus ont
été identifiés par une approche PCR-ITS-RFLP (Polymerase chain reaction- internal
transcribed spacer region- restriction fragment length polymorphism) selon le protocole décrit
par Diguta et al. (2011), Sule et al. (2012) et Mbuk et al. (2016).

- Principe
Cette méthode biochimique d’identification des espéces fongiques combine deux autres
(PCR et RFLP) en se basant sur les différences des séquences d’ADN d’une région spécifique

caractérisant le polymorphisme interspécifique et la varialilité interspecifique des espéeces.
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» Extraction des acides nucléiques des levures
Les isolats de levures retenus pour leur capacité de production d’alcool ont été cultivés
dans un milieu Potatoes Dextrose Broth (PDB) et incubés a 30°C pendant 48heures. La culture
obtenue a été centrifugée a 5000rpm pendant 15 minutes et le culot cellulaire a été recueilli
puis rincé comme dans le cas des BL. L’ADN des levures a été extrait par le kit d’extraction
d’ADN fongique E.N.Z.A (Omega Bio-Tek, USA) selon les instructions du fabricant détaillées

en Annexe 3 et conserveé a -4°C pour les analyses ultérieurs.

» Amplification de ’ADN des levures

La région 5,8S-ITS de I’ADN précédemment obtenu a été amplifiée par PCR en
utilisant les amorces universelles ITS 1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) et ITS 4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Promega Corp, USA) dans les conditions de I’ Annexe 3.
Le mélange réactionnel a été amplifié dans un thermocycleur multigéne (MyCycler thermal
cycler, BIO RAD, Hercules, USA). Le programme appliqué décrit les phases du Tableau X.

Tableau X: Etapes décrites par le programme d’amplification de I’ADN des levures.

Description de I’étape Température et durée Nombre de cycles
Préchauffage (Dénaturation initiale) 95 °C, 2 min 1

Dénaturation 94 °C, 1min
Amplification  Hybridation 55,5 °C, 2 min 35

Elongation 72 °C, 30 sec

Elongation finale 72 °C, 7 min 1

» Digestion par les enzymes de restriction, séparation et révélation des produits PCR

par ¢électrophorése sur gel d’agarose

Les amplifiats de PCR ont été digérés avec les enzymes de restriction (Hhal, Hinfl,
Haelll et Ddel) (Fermentas, France) dans les conditions de I’ Annexe 3. Ces amplifiats et leurs
fragments de restriction ont été séparés par électrophorese sur gel d’agarose a 2% (p/v)
contenant du bromure d’ethidium (10ug/ul). Les révélations se sont effectuées sous lumiére
UV apres une migration sous tension a 90 volts pendant 90 minutes avec en référence un
marqueur de taille DNA molecular marker-100 (100pb) (Promega Corp, USA). Ensuite, les
produits de PCR et les profils théoriques ont été comparés a ceux de la souche de référence

Candida parapsilosis ATCC 20019 (Codé Cp), et également aux données de la littérature.
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11.2.2. Recherche des familles de composes impliqués dans I’inhibition des

moisissures et Influence des conditions de culture des BL sur P’inhibition

11.2.2.1. Recherche des familles de molécules responsables de I’inhibition des moisissures

par les BL

Les bactéries lactiques étant capables d’inhiber d’autres microorganismes par de
nombreux mécanismes extracellulaires, la caractérisation de ces derniers s’est faite en 2

phases :

1- La préparation des surnageants des BL a forte activité antifongique;
2- La recherche des différentes familles de molécules actives produites par les BL a
forte activité antifongique.

% Préparation des surnageants des BL a meilleure activité antifongique

Deux des isolats de BL sélectionnées pour leur meilleure activité inhibitrice de la
croissance des moisissures ont été revivifiées comme précédemment décrit. Les cellules ont
été séparées du milieu par centrifugation a 5000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant
obtenu a éte stérilisé par filtration sur membranes de 0,45um de diametre des pores et reparti
dans différents tubes a essai stériles pour la recherche de différentes familles de molécules.

% Recherche des différentes familles de molécules actives produites par les

BL a meilleure activité antifongique

La mise en évidence de I’inhibition des moisissures par les différents groupes de
molécules excrétées dans le milieu extracellulaire par les BL a meilleure activité antifongique
a été menée sur les souches A. carbonarius NRRL 368 (choisi pour sa faible sensibilité a
I’activité inhibitrice des BL et sa capacité a produire 1’Ochratoxine A) et Penicilliun citrinum
M8 (choisi pour sa sensibilité a I’activité inhibitrice des BL) par la méthode des puits modifiée
de Tzu-Hsing et Tzu-Ming (2019).
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» Recherche de I’effet des acides organiques

- Dosage des acides organiques par chromatographie liquide haute performance

(High Performance Liquid Chromatographie HPLC)

La teneur des acides organiques excretés par les BL dans le milieu de culture a
meilleures activités antifongique testées a éte-déterminée par HPLC par la Méthode OIV-MA-
AS313-04 : R2009 (Tusseau et Benoit, 1987). L’analyse chromatographique a été réalisée a
I’aide d’un systeme Waters Alliance avec un module de séparation 2695 munie d’un détecteur
UV 2487 (Waters; Millipore, Milford, MA, USA). La séparation analytique a été realisée avec
une colonne SUPELCOGEL H Guard (50mm*4,6mm) en utilisant comme phase mobile du
H3PO4 & 0,1 % a un débit de 0,17 ml/min. La détection UV a été effectuée a 210 nm
(correspondant a la longueur d’onde necessaire pour les solvants alcooliques). A cet effet, une
cartouche de I’appareil a été lavée par 10 ml de méthanol puis par 10 ml d’eau distillée stérile.
Ensuite, 10 pl des solutions de référence ont été injectées successivement ainsi que 10 pl de
chaque échantillon de surnageant de cultures bactériennes obtenues précédemment et 10 pl du
bouillon MRS stérile. Les données ont été collectées et analysées avec le systeme Empower
2.3. Les acides organiques ont été identifiés en fonction de leurs temps de rétention. La
quantification a été faite selon 1’aire du pic des composés d’une bordure de calibration obtenue
en injectant différents volumes d’une solution étalon contenant 30 ng/ul d’acide lactique, 50
ng/ul d’acide acétique, 25 ng/ul d’acide citrique, 40 ng/ul d’acide phenyllactique, 77 ng/ul
d’acide gluconique, 50 ng/ul d’acide butanoique, 32 ng/ul d’acide octanoique, 48ng/ul d’acide
carbonique, 50 ng/ul d’acide pentanoique (chacun des acides avait une pureté comprise entre
98-99,5% ; Sigma-Aldrich, USA). Ces expériences ont été réalisées en triplicate et les résultats

ont été exprimés en termes de moyennes et d’ecart-type.

- Effet de la neutralisation des acides organiques produits par les BL a

meilleure activité antifongique sur I’inhibition des moisissures

La neutralisation du pH des surnageants a servi a mettre en évidence 1’implication des
acides organiques dans I’inhibition des moisissures par les BL. A cet effet, des puits ont été
creusés a I’aide d’un emporte-piéce dans une gélose de PDA préalablement ensemencée d’une
suspension de 5Log spores/ml de la moisissure cible. Les surnageants stériles des différents
isolats ont été ensuite scindés en deux parties chacun : 1’une ajusté a pH 7 avec une solution de

NaOH 1IN (Muhialdin et al., 2011) et I’autre servant de témoin positif. Un volume de 100l
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de chacun des differents surnageants a été introduit dans les différents puits et un témoin négatif
constitué d’un bouillon MRS simple a également été introduit dans un puits. L’ensemble des
boites a été incubé a 25°C pendant 48 heures, et I’inhibition mise en évidence par la taille des
auréoles autour des puits a été mésurée par un pied a coulisse. Ces expériences ont été réalisées

en triplicate et les mesures obtenues ont été exprimées en fonction de leur intensité d’activité.

- Recherche de la concentration minimale inhibitrice antifongique de I’acide

lactique sur la croissance des moisissures

Des solutions d’acide lactique de concentrations croissantes de 0 a 509/l ont été
préparées par dilution dans de 1’eau distillée. Un volume de 100ul de chacune de ces solutions
a ¢été introduit dans les différents puits d’une gélose PDA préalablement ensemencée
respectivement des moisissures P. citrinum M8 et A. carbonarius NRRL368. L’ensemble des
boites a été incubé a 25°C pendant 48 heures, et I’inhibition mise en évidence par la taille des
auréoles autour des puits a été mésurée par un pied a coulisse. Ces expériences ont été réalisées

en triplicate et les mesures obtenues ont été exprimées en fonction de 1’intensité de leur activité.

> Recherche de I’effet des protéines

- Mise en évidence de la production des peptides par les BL a forte activité

antifongique par Chromatographie sur couche mince

Un test de présence de peptides a été effectué sur chromatographie sur couche mince
avec la ninhydrine comme révélateur pour vérifier la présence des composés protéiques
nouvellement formés dans le surnageant de culture des bactéries lactiques qui ont présentées
des propriétés antifongiques.

- Principe :

Elle est basée sur la migration par capillarité des composés selon leur différence
d’affinité entre une phase fixe (plaque de silice) et le solvant ou éluant ou phase mobile. Cette
différence va permettre la séparation de ces différentes substances sur la plaque.

- Protocole :

Un volume de 4 pl de surnageants bactériens et de milieu MRS stérile (Control négatif)
a été déposé (en deux fois sur le méme point ou double dépdt) sur une phase stationnaire
(plaque de silice) en verre de dimension 10 cm/10 cm. Aprés séchage, la plaque a été mise dans
une cuve saturée contenant comme solvant de migration (Phase mobile), un mélange butanol -

acide acétique-eau (70 :18 :12 v/v). Aprés 2 heures de migration, la plaque a été séchée a I’air

61



froid puis soumise a la révélation par aspersion d’une solution de ninhydrine a 1% dans de
I’éthanol. Les rapports frontaux (Rf: La distance parcourue par une substance par rapport a la
distance parcourue par le solvant) ont été relevés. Il est a noter qu’en général, les composées

protéiques sont de couleur pourpre apres révelation a la ninhydrine.

- Dosage de protéines totales dans les surnageants bruts des bacteries lactiques

La teneur en protéines totales a été évaluée par la méthode quantitative de Bradford qui
se fait par dosage colorimétrique, réalisée a I'aide de quantités connues de I'albumine de sérum
bovin (BSA) du Tableau XI (Bradford, 1976).

Principe :

C’est une méthode colorimétrique basée sur le changement d’absorption et donc de
coloration du bleu de Coomassie G-250 qui vire du rouge —marron au bleu apres liaison avec
les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine, phenylalanine) et les résidus

hydrophobes des protéines.

Tableau XI: Dosage des protéines par la méthode de Bradford.

N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  Extrait
Solutionde BSA 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 -
0,1mg/ml (ul)

Volume de - - - - - - - - - - - 800
P’extrait

Eau distillée (ul) 800 790 780 770 760 750 740 730 720 710 700 -
Réactif de 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
Bradford (ul)

Incuber a température ambiante et a 1’obscurité pendant 20minutes puis lire la DO a 595nm

Les poudres obtenues de la lyophilisation des surnageants des cultures bactériennes ont
été reprises a une concentration de 2 mg/ml dans de 1’eau distillée et diluées au dixiéme.
Ensuite, un volume de 200 ul de réactif de Bradford a été ajouté a 800 pl de la solution du
surnageant diluée. L’ensemble a été¢ incubé a température ambiante pendant 20 minutes avant
la lecture des densités optiques a 595 nm. Le méme protocole a été suivi pour les fractions
actives. La quantité de protéines de chaque prise d’essai a été déterminée en se reportant a la
courbe d’étalonnage d’équation de régression : y = 0,0923x + 0,0257 (R? = 0,99) présenté dans
I’Annexe 4. Ces expériences ont éte réalisées en triplicate et les résultats ont été exprimes en

termes de moyennes et d’ecart-type.
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- Mise en évidence de I’effet des proteines produites par les BL a forte activite

antifongique sur ’inhibition des moisissures

La mise en évidence de I’inhibition des moisissures par les molécules de nature
protéique a été conduite de maniére similaire a celle des acides organiques. A cet effet, les
surnageants ont été divisés en 4 parties : I’'une servant de témoin, les deux autres soumises a
un traitement thermique de 121°C pendant 15 minutes (Muhialdin et al., 2011) , la derniére
soumise a I’activité d’une enzyme protéolytique ; dans ce dernier cas le surnageant ajusteé a pH
7 a été additionné de la protéinase K (Sigma-Aldrich, USA) a une concentration finale de 1
mg/ml. Le mélange (surnageant + enzyme) a été incubé pendant 1 heure a 37°C avant d’étre
introduit dans les puits. Ces expériences ont été réalisées en triplicate et les mesures obtenues

ont été exprimées en fonction de leur intensité d’activité.

- Fractionnement des composés

Ce test a été mené selon le protocole de Muhialdin et al. (2016) avec quelques
modifications. Une masse de 0,5 g de surnageant lyophilisé a été dissoute dans 2 ml d’eau
distillée et la solution obtenue a été fractionnée sur un gel de Sephadex G-25. Cette résine est
capable de séparer les composés de tailles comprises entre 1 et 5 KDa. La poudre de résine a
initialement été dissoute dans de ’eau distillée bouilliante pendant 3 heures et 1’eau de
dissolution a été remplacée par rincage au tampon de migration PBS. La résine a été lavée et
dégazée avec du HCI 5 M, puis coulée dans une colonne de 50 cm de longueur et de 1,6 cm de
diamétre. La migration s’est faite a 1’aide d’une phase mobile constituée du PBS 0,2 M, pH 7.
Le débit a été ajusté a 0,5 ml par minute dans une chromatographie liquide analytique couplée
a un detecteur diode DAD (diode array detector, L-7455 de Hitachi (Tokyo, Japon)) et d’un
passeur automatique d’echantillons L-2200 (Boucle de 20ml) pernetant 1’obtention de 80
fractions. Les composeés élués ont été suivis en mesurant I’absorbance a 214nm pour identifier

les fractions positives.

- Activité antifongique des fractions

Les fractions obtenues précédemment ont été testées pour leur activité antifongique par
la méthode des puits dans les conditions décrites plus haut en introduisant 100 ul de chaque
fraction dans un puits de gélose PDA préalablement ensemencée de moisissures (Yang et
Chang 2010). La teneur en protéines totales des fractions actives a été évaluée par la méthode
de Bradford comme précédemment décrite. Les expériences ont été menées en triplicate et les

mesures obtenues ont été exprimées en fonction de leur intensité d’activité.
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> Recherche du peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne peut étre décomposé par la catalase a une concentration finale
de 1 mg/ml. De ce fait, 5ml de filtrat acellulaire a été suplementé par 5 mg de catalase (Shaanxi,
Chine). Le mélange (surnageant + enzyme) a été incubé pendant 1 heure a 37°C avant d’étre
introduit dans les puits. Ces expériences ont été réalisées en triplicate et les mesures obtenues

ont été exprimées en fonction de leur intensité d’activité.

11.2.2.2. Impact des conditions de culture des BL sur I’inhibition des moisissures

par leurs surnageants

Les conditions de culture des bactéries lactiques peuvent avoir une influence sur leur
capacit¢ a produire des molécules antifongiques ou a réduire la croissance d’autres
microorganismes (Batish et al., 1990; Sathe et al., 2007 ; Hayek et Ibrahim, 2013). Cette partie
du travail a été effectuée en vue d’évaluer I’effet des conditions du milieu de culture
fermentaire sur la production extracellulaire des molécules antifongiques par les BL, et donc
qui promeuvent une réduction optimale de la croissance des moisissures dans un milieu comme
celui du cacao en fermentation. Pour ce faire, la BL qui a présenté la meilleure capacité a
inhiber la croissance des moisissures et une BL parmi les plus représentatives ont été choisies
pour cette partie des travaux.

La réalisation de cette partie s’est faite en 2 phases :

1- La culture des isolats lactiques dans différentes conditions expérimentales et la
comparaison des charges cellulaires obtenues.

2- La réalisation des tests d’inhibition des moisissures avec les surnageants obtenus

des différentes conditions de culture

¢+ Variation des conditions de culture des bactéries lactiques inhibitrices des
moisissures selon un plan expérimental

Les deux isolats de BL (Labll.1 et A19) sélectionnées pour leur meilleure activité
inhibitrice de la croissance des moisissures et revivifiées comme précédemment décrit ont été
cultivées dans différentes conditions de culture selon un plan expérimental fractionnaire 33-
utilise en vue de déterminer les conditions qui influencent la production des molécules
inhibitrices des moisissures dans un milieu similaire a celui du mucilage de cacao. Ce plan
experimental avait comme variables le pH du milieu, sa teneur en sucre et la température
d’incubation (Tableau XI1). Un milieu de simulation de pulpe a été préparé en diluant des
ingredients dans 1’ecau de facon a obtenir les proportions de : 1,5% de pectine, 2% d’acide
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citrique, 2,5% de protéines 0,05% de sulfate de Magnésium, 0,02% de sulfate de Manganese.
Selon le plan expérimental, la teneur en sucres variait de 10 a 20% (rapport fructose 50%,
glucose 25%, saccharose 25%), et le pH de 3,5 a 5,5 (Lefeber et al., 2010 ; Apriyanto et al.,
2016).

Tableau XII: Plan expérimental contenant les valeurs réelles des niveaux testés.

Niveaux codés Niveaux réels
Essais X1 Xz Xs Concentrationen  Température (°C)

PH (X1) sucre (%) (X2) (X3)
1 -1 -1 -1 3,5 10 25
2 -1 0 1 3,5 15 45
3 -1 1 0 3,5 20 35
4 0 -1 1 4,5 10 45
5 0 0 0 4,5 15 35
6 0 1 -1 4,5 20 25
7 1 -1 0 5,5 10 35
8 1 0 -1 55 15 25
9 1 1 1 55 20 45
10 0 0 0 4,5 15 35

Pour chacune des BL, les tubes ont été ensemencés d’une charge initiale de 6Log
UFC/ml puis incubés sous agitation a la température a tester (25, 35 ou 45°C) pendant 48 heures
(temps moyen de culture des BL en milieu liquide). Parallélement, une culture a été faite dans
le milieu MRS a 37°C pendant 48 heures pour servir de témoin. Les charges des BL obtenues
ont été évaluées apres dilution et ensemencement sur gélose MRS suivis d’une incubation a
37°C pendant 48 heures. Ces expériences ont été réalisées en triplicate et les résultats ont été

exprimés en termes de moyennes et d’ecart-type.

R/

** Test d’inhibition des moisissures

Les cultures des BL obtenues dans les différentes conditions ont été centrifugées a 5000
rpm pendant 15 minutes a 4°C. Leurs surnageants ont été stérilisés par filtration sous vide au
travers d’'une membrane de 0,45um de diametre des pores. Ensuite, 1 ml de surnageant de
chacune des conditions a été incorporé a 15ml d’une gélose PDA encore liquide dans une boite
de Pétri, homogénéisé pendant environ 15 secondes et laisse au repos pour solidification. Par
la suite, cette gélose a été ensemencée par dépot d’un spot de 5 pl d’une suspension de spores
d’A. carbonarius NRRL 368 a la charge 5 Log spores/ml au centre de la boite. Le surnageant
obtenu de la culture des bactéries lactiques dans du bouillon MRS a été utilisé comme témoin
positif car il constitue le milieu initial d’évaluation des propriétés antifongiques des BL. Aussi,

le MRS stérile non inoculé a été utilis€ comme contrdle négatif. Le suivi de 1’évolution de la
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croissance fongique s’est fait sur 2 a 5 jours a 30°C par la mesure du diameétre de colonisation
de la boite par la moisissure, a I’aide d’un pied a coulisse et les pourcentages d’inhibition ont
été calculés selon la formule de Laref et al., (2013b) préecédemment décrite (Eql). Toutefois
le temps retenu pour I’expression des résultats a été 2 jours car au bout de ce dernier, les
pourcentages d’inhibition ont été les plus exprimés visuellement. Ce test d’inhibition a été fait

en triplicate et les résultats ont été exprimés en termes de moyennes et d’ecart-type.

11.2.3. Mise au point d’un starter de fermentation des féves de cacao

Les levures et les bactéries lactiques représentant les principaux microorganismes de la
fermentation, la levure a meilleure production d’alcool et la BL a meilleure activité antifongiques
initialement choisies ont été testées comme starter pour améliorer la qualité des feves de cacao.

La mise au point de I’utilisation de ce starter a deux souches a comporté les étapes suivantes :

1- La détermination des concentrations en levure a fort potentiel de production
d’alcool et en BL antifongique permettant respectivement de réduire la durée de
fermentation et de limiter la croissance d’A4. carbonarius NRRL368 ;

2- La réalisation d’essai d’application des meilleures combinaisons de ces
microorganismes durant la fermentation des féeves a différentes échelles de

grandeur.

11.2.3.1. Détermination des concentrations des microorganismes du starter

« Conditions de fermentation

La durée de fermentation et la qualité des produits étant influencées par la concentration
initiale des inocula, une recherche préalable des meilleures concentrations en levure et en BL
précédemment sélectionnées a été réalisée pour la mise au point du starter microbien a deux

souches.

Pour cela, des cabosses de cacao récoltees et transportées au laboratoire dans un sac en
polyéthyléne ont été lavées a 1’eau contenant un détergent suivi d’un ringage, puis trempés dans
une solution chlorée a 2% (v/v) pendant 10 minutes afin de réduire au maximum la flore naturelle
presente sur les cabosses. Elles ont ensuite été ouvertes en conditions aseptiques a 1’aide d’un
couteau et les feves extraites ont été reparties par masse d’1 kg dans des bocaux en plastique. Les
masses d’lkg de féves ont ensuite ¢ét€ mélangées a 1 ou 10ml d’une suspension de

microorganismes d’intérét a 9 log UFC/ml de maniére a obtenir des concentrations initailaes de 6
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ou 7 log /g de feves. Le choix de ces concentrations supérieures a 5log visait a accelerer le
processus de fermentation et a limiter I’activité de la flore naturelle. Les différents échantillons de
feves ont été inoculés au laboratoire avec des concentrations variables de levure et de bactéries
lactique préalablement revivifiées (& des charge variables de 6 ou 7 Log/g en se reférent aux
charges maximale de starter pouvant étre utilisées), en présence de la moisissure A. carbonarius
a la charge de 6 Log spores/g selon le plan du Tableaux X111 puis transférés dans des bocaux en
plastique perforés. En plus de ces conditions, un contrble négatif (non inoculé) a également été
mis en fermentation. Ces différents échantillons ont été soumis & un profil de température
comparable a celui des fermentations paysannes a savoir: 0-24 heures a 30°C, 24-48 heures a
35°C, 48-72 heures a 40°C, 72-120 heures a 50°C (Cempaka et al., 2014).

Tableau XIII: Plan expérimental contenant les valeurs réelles des niveaux testés des
concentrations de levures et BL.

N° de Charge initiale Charge initiale en Charge initiale Codes des
Pessai en Levures (en Bactéries lactiques en moisissures (en échantillons
Log UFC /g) (en Log UFC /g) Log spore/g)

M
LabM1
LabM2
LevM1
LevM2
LLM1
LLM2
LLM3
LLM4

C

Boo~vouoh~wnk
ONONO~NOO OO
cCoO~N~NOOO~NO®O
COOOIOO ;OO D

Pendant ces fermentations, des féeves ont été prélevées a 0, 48 et 96 heures pour des
analyses microbiologiques portant sur 1’évaluation de la charge en moisissures servant a la
détermination du taux d’inhibition de la moisissure, des analyses physico-chimiques sur le
mucillage (teneur en sucre réducteur et 1’acidité du mucilage) et des analyses physiques sur les

féves pour la détermination du grade des féves de cacao obtenues.

« Détermination de la charge des moisissures et déduction des pourcentages
d’inhibition
Une masse de 10 g de feves de cacao en fermentation a été préelevee a 0, 48 et 96 heures ,
lavé chacune dans 90 ml d’eau distilllée stérile suplémenté de tween 80 (1% v/v). Cette solution
a subit des dilutions décimales pour déterminer la concentration en moisissures de chaque

condition par denombrement sur milieu PDA au chloramphenicol.
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Les charges de moisissures obtenues en preésence et en absence des différentes
combinaisons de starter lactobacilles -levures ont été utilisées pour la détermination du
pourcentage d’inhibition de la moisissure par les souches d’intérét. Ce pourcentage d’inhibition
a été calculée-selon la formule (Eq 8) ci-dessous et la combinaison des deux souches présentant
la meillleure inhibition a été retenue comme starter pour des essais de fermentation des féves
de quantité plus importante. Ces expériences ont été menées en triplicate et les résultats ont été

exprimés en termes de moyennes et d’ecart-type.

Nombre de colonies fongiques en coculture

PI(%) = (1 —(

)) x 100 Eq8

Nombre total de colonies fongiques en absence de coculture

% Dosage des sucres du mucilage

La fin du processus de fermentation pouvant dépendre de I’épuisement des sucres de la
pulpe dans le milieu fermentaire lié a la consommation de ces derniers par les micro-
organismes pour leur métabolisme, la teneur en sucres réducteurs a été évaluée par la méthode
a la Liqueur de Fehling afin de déterminer le moment probable d’arrét de la fermentation.

Le principe de ce test repose sur I’oxydation des sucres réducteurs en présence de la
liqueur de Fehling a chaud. Il se forme alors un complexe de coloration rouge brique dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de sucres présents.

A cet effet, un volume de 1ml de la solution de mucilage des tests précédents a été
mélangé a 1 ml de liqueur de Fehling puis I’ensemble a été porté au bain marie a 80°C pendant
5 minutes. Apres refroidissement, la lecture de la densité optique du complexe formé s’est faite
a 510 nm et les teneurs en sucre réducteurs présents dans chaque échantillon ont été
déterminées grace a la droite d’étalonnage faite en utilisant une solution de glucose de
concentration connue comme témoin. Les conditions opératoires ont été celles du Tableau
XIV. La quantité de sucres de chaque prise d’essai a été déterminée en se reportant a la droite
d’étalonnage d’équation de régression : y = 0,3756x - 0,0019 (R2 = 0,99) présentée dans

I’Annexe 4.

Tableau XIV: Condition de réalisation de la droite d’étalonnage des sucres réducteurs.

Solutions standard de glucose 1 g/l Extrait

Volume a

prélever (ml) O 01 0,2 03 04 05 0,6 0,7 08 09 1 1

I(Ena::; distillée 0.9 08 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 01 0 0
Liqueur
fehling (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Porter au bain marie bouillant pendant 5 minutes puis refroidir et lire la D0 510 nm

68



% Acidité titrable du mucilage

Le dosage de I’acidité s’est fait par titration selon la méthode décrite par Apriyanto et
al. (2016) avec quelques modifications. Pour cela, 10 ml de filtrat obtenu du lavage de 10 g de
feves dans 90 ml d’eau distillée chaude ont été utilisés pour le dosage acido-basique. Le dosage
s’est effectué avec la soude a la concentration 0,1N et en présence de la phénolphtaléine a 1%
utilisee comme indicateur coloré. Apres dosage, la concentration pondérale (Cp) de 1’acide de

chaque échantillon a été¢ déterminée d’apres la formule :
Cp=0,81Vb Eq9
Les résultats ont été¢ exprimés en équivalent gramme d’acide lactique/g de féves avec Vp:

correspondant au volume de base versée.

o,

% Test a la coupe ou « Cut Test » des féves de cacao

Le grade des feves de cacao a été détermené a partir du test a la coupe selon le protocole
de Guehi et al. (2008). Apres la fermentation, les féves ont été séchées au soleil jusqu’a une
teneur en eau inférieure ou égale a 8% avant d’étre soumis au test a la coupe. La détermination
de la matiére seche a été effectuée par la méthode de AFNOR (1982). Une masse Mo de
I’échantillon est séchée a 105 °C jusqu’a poids constant dans une étuve pendant 24 heures. Le
résidu sec total ou matiere seche (MS) est exprimé en pourcentage de matiere fraiche selon la

formule :
%MS = [(M2 - Mo)/(M1 - Mo)] x 100 Eq 10

avec Mo : la masse en gramme de la capsule vide; M1 : masse en gramme de la capsule
contenant la prise d’essai avant étuvage; M> : masse en gramme de la capsule contenant la prise

d’essai;

le test a la coupe a pour objectif de vérifier la présence de mycellium visible a I’ intérieur
des feves et le dégré de fermentation par I’appréciation visuelle des féves. En effet, trente feves
coupées longitudinalement ont été observees a la lumiére du jour afin d’apprécier la qualité
physique des feves basée sur leur couleur et leur dégré de contamination. Ces observations
permettent de ranger les féves en 3 grades en fonction du pourcentage de défauts : le groupe
constitué de feves marron ou brunes dites de bonne qualité (grade 1) ; les feves présentant des
défauts constituées de féves moisies, ardoisees, violettes, les mitées et des feves germées (grade

2 et Hors standard) selon la norme camerounaise NC 218: 2004/01.
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11.2.3.2. Essais d’application du starter durant la fermentation des féeves a différentes

échelles de grandeurs

La meilleure combinaison de levure et BL du starter précédemment retenue a
été expérimentée dans la fermentation des feves a différentes échelles de grandeurs : Tas de
feves d’1 kg (au Laboratoire), de 10 kg (fermentés en conditions paysannes dans des sacs en
polyéthylene a Yaoundé) et de 25 kg ( en milieu rural a Ntui, Chef-lieu du departement du
Mbam et Kim, région du centre Cameroun). En effet, les cabosses de cacao ont été récoltées en
champ et transportées dans des sacs au laboratoire pour les deux premiers cas et conservées en
champ pour le dernier cas. Le lendemain de la récolte les cabosses ont été ouvertes et les féves
fraiches ont été introduites dans des cuvettes en plastique, mélangées, puis inoculées par les
différentes microorganismes du starter selon les conditions prévues. Les féves fraiches
inoculées ont été respectivement introduites dans des bocaux perforés (1 kg), des sacs en
polyéthylene (10 kg) ou versées sur des feuilles de bananiers et recouverts de ces mémes
feuilles (25 kg) selon la période des essaies. Toutes les fermentations ont été menées pendant
5 jours. Les conditions considérées pour les différentes fermentations ont été celles du Tableau
XV.

Tableau XV: Conditions des fermentations a différentes échelles.

Conditions Codes Chargeen levure Charge en BL Charge en
du starter (Log du starter (Log moisissure
UFC /g) UFC /g) (Log spore /g)

Feves fermentées C 0 0 0

naturellement (Contrdle

négatif)

Feves férmentées avec la LL 6 6 0

levure et la bactérie

lactique

Feves férmentées avec la LLM 6 6 6

levure et la bactérie

lactique en présence de la

moisissure

Feves fermentées en M 0 0 6
présence de la moisissure

(Contrdle positif)

Durant ces essais, les feves ont été prélevées aux heures 0, 48, 72, 96 et 120.
Une partie de chaque prélévement a été utilisée frais et 1’autre séchée au soleil sur des baches
jusqu’a une humidité inferieure ou égale a 8% a une température ambiante de 28+3°C pendant

en moyenne 10 jours. Ces féves ont servi pour des analyses des parametres de fermentations
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concernant le mucilage et les feves. Les analyses de qualité microbiologique étaient : la charge
en levures, la charge en bactéries lactiques, la charge en moisissures (qui permetait de déduire
les taux d’inhibition). Et les analyses physicochimique étaient : le profil de température aucours
des fermentations, le profil de pH du mucilage et des feves, les sucres totaux du mucilage,
I’indice de fermentation des féves, la teneur en polyphénols totaux des feves, le grade des féves

et la teneur en ochratoxine A des feves).
% Analyses microbiologiques

Les feves ont été prélevées (10 gou 25 g) et lavées a 90 ou 225ml d’eau physiologique
supléméntée de tween 80 comme précemment décrit. Les dilutions décimales réalisées ont servi
pour le dénombrement de la flore lactique sur milieu MRS au fluconazole (0,5 g/l), et pour le
denombrement des moisissures sur milieu PDA au chloramphénicol (0,5 ¢/l). Le
dénombrement des levures s’est fait par comptage au microscope optique a 1’aide de
I’hématimétre de Malassez. Les charges de moisissures obtenues en présence et en absence du
starter des lactobacilles et des levures ont été utilisées pour la détermination du pourcentage
d’inhibition de la croissance des moisissures par les souches d’intérét selon la formule de
I’équation 8. La solution meére initialement préparée a également servi pour d’autres tests

physicochimiques.
% Analyses physicochimiques

Elles permettent d’évaluer le degré de fermentation et la qualité des feves de cacao

pendant et apres la fermentation.

» Analyses sur le mucilage

- Profil du pH du mucilage

Il a été détermineé par la méthode de Hii et al. (2009). Pendant et a la fin de la
fermentation, le pH du mucilage a été déterminé a 1’aide d’un pH-metre & partir de la solution
meére préparée initialement selon la méthode de ’AOAC (1970). Dix grammes (10 g) de
1’échantillon ont été homogénéisés dans 90 ml d’eau distillée chaude, et filtré a travers le papier
filtre Whatman # 4 pour éliminer les particules solides. Ensuite, un aliquot de 25 ml a été pipeté
dans un bécher et le pH a été mesuré a l'aide d'un pH-métre préalablement calibré aux tampons
phosphate de pH 4,01, 7,00 et 9,21.
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- Dosage des sucres totaux dans le mucilage

Il a été réalisé selon la méthode de Dubois et al. (1956). En milieu acide et a chaud,
les pentoses (Cs) et hexoses (Ce) subissent une cyclisation pour donner respectivement le
furfural et I’hydroxyméthyl furfural. Les composés ainsi formés réagissent avec le phénol pour
donner un complexe coloré jaune-orangé qui absorbe dans le visible a des longueurs d’ondes
variants entre 450-500 nm avec une absorption maximale a 490 nm.

Cette méthode comporte deux étapes principales a savoir I’extraction et le dosage. En
effet, 0,5 ml d’extrait de mucillage de chaque échantillon a été introduit dans un tube a essai
contenant 5 ml d’acide sulfurique (1,5 N). Le mélange a été porté a ébullition pendant
45minutes puis refroidi a 25°C. Ensuite, 10 ml d’éthanol a 70%, 1ml d’acétate de zinc (2% p/v)
et 1ml de ferrocyanure de potassium (10,6 % p/v) ont été ajoutés. Le mélange a été filtré dans
une fiole de 50 ml et le volume ajusté au trait de jauge. Apres extraction, 0,375 ml d’extrait ont
été mélangés a 0,5 ml de phénol (5 %), 4,625 ml d’eau distillée et 2,5 ml d’acide sulfurique
concentré dans un tube a essai. Apres 10 minutes au repos et a température ambiante,
I’ensemble a été homogénéisé puis porté dans un bain marie maintenu a 100°C pendant 20
minutes. La densité optique de la coloration orangée développée a été lue au spectrophotometre
a 490 nm contre un blanc (exempt d’échantillon) préparé dans les mémes conditions (Tableau
XVI). La quantité de sucres totaux de chaque prise d’essai a été déterminée en se reférant a la
droite d’étalonnage tracée avec une solution de glucose 1 g/l et d’équation de régression : y =
1,1803x — 0,0119 (R2? = 0,99) présenté dans I’Annexe 4.

Tableau XVI: Conditions de réalisation de la droite d’étalonnage des sucres totaux.

N° des tubes Blanc 1 2 3 4 5 Extrait
Etalon de glucose a img/ml (ml) 0 0,125 0,25 0,375 05 0625 0
Echantillon a doser (ml) / / / / / / 0,375
Phénol aqueux 5% (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 05 05 05
Acide sulfurique (d =1,83) (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 25 25 25
Eau distillée (ml) 5 4875 4,75 4,625 45 4375 4,625

Laisser reposer 10 minutes, agiter, puis incuber au bain-marie a 100°C pendant 20 minutes

Lecture de la DO a 490 nm

» Analyses sur les feves

- Profil de température des masses fermentaires

La température au milieu de la masse de feves en fermentation a été déterminée toutes

les 24 heures a 1’aide d’un thermomeétre électronique.
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- Profil du pH des féves

Il a été évalué par le méme protocole que celui du mucilage en homogénéisant 10 g de
poudre de féves séches dans 90 ml d'eau distillée chaude pendant une minute suivi de la

filtration sur papier filtre Whatman # 4 et de la mesure a I'aide d'un pH-metre (Hii et al., 2009).
- Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été dosés selon la Méthode du Folin-ciocalteu (Marigo,
1973). C’est une méthode colorimétrique basée sur les réactions d’oxydo-réductions du Folin-
Ciocalteu qui est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3sPM12040) de coloration jaune. Dans un milieu alcalin, le Folin-
Ciocalteu reéagit avec les composés phénoliques ; cette réaction est basée sur 1’oxydation des
phénols et la formation d’un complexe bleu de molybdéne tungsténe.

L’extraction a consisté a introduire 1 mg d’échantillon dans un bécher dans lequel ont
été ajoutés 40 ml d’acétone (80% V/v). Le mélange a été laissé au repos pendant 24h, suivi
d’une filtration a I’aide du papier Whatman # 4. Les extraits obtenus ont été dosés suivant le
protocole du Tableau XVII. Ainsi, la quantité de polyphénols totaux dans chaque essai a été
déterminée en se référant a la droite d’étalonnage réalisée a 1’aide d’une solution d’acide
gallique avec pour équation : y = 0,0062x + 0,0192 (R? = 0,97) de I’Annexe 4.

Tableau XVII: Conditions de réalisation de la droite d’étalonnage des polyphénols totaux.

N° des tubes Blanc 1 2 3 4 5 Extrait
Etalon d’acide gallique a Img/ml (ul) 0 20 40 60 80 100 O
Echantillon a doser (ul) / / / / / / 40
Eau distillée (ml) 2,8 26 24 22 20 18 24
Folin ciocalteu 1N (ml) 0,4 04 04 04 04 04 04
Agiter et laisserreposer pendant 5-10 minutes a température ambiante et a 1’obscurité
Na2C0O320% (ml) 0,8 o8 08 08 08 08 08

Agiter et laisser reposer pendant 1heure a température ambiante et a I’obscurité

Lecture de la DO a 725 nm

- Indice de fermentation des feves

Il a été évalué par la méthode de Cempaka et al. (2014). Des cotylédons de feves
fraiches ont été prélevés au courant des fermentations, broyées et 0,5 g de la pate obtenue a été
mélangé a 50 ml d'un melange méthanol-HCI (97: 3 v/v). L'homogénat a été laissé au
réfrigérateur (8°C) pendant 16 a 19 heures, puis filtré a 1’aide du papier Wattman # 4 a
I’obscurité. La densité optique du filtrat a été déterminée par un spectrophotomeétre. L'indice
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de fermentation de I'échantillon a été obtenu en calculant le rapport de I'absorbance a 460 nm
a I'absorbance et a 530 nm.

absorbance des féves broyées a 460nm

IF =

Eq 11

absorbance des féves broyées a 530nm

- Testalacoupe ou « Cut Test »
Il a été réalisé comme précedemment décrit dans la section 11.2.3.1.
- Quantification de la production de I’ochratoxine A dans les féves

Aprés fermentation et séchage, les feves de cacao ont été séparées en deux parties, la
premiere destinée a ’analyse de la teneur en OTA juste apres la fermentation et la deuxiéme
destinée a cette analyse au cours du stockage dans des sacs en jute a une température ambiante
de 28 & 30°C. La préparation des échantillons et le dosage ont été réalisés par la méthode
enzymatique ELISA selon les instructions du fabriquant du Kit (Ochratoxin A ELISA Test
KIT, Shenzhen Lvshiyuan Biotechnhology Co., Ltd) détaillées en Annexe 4.

Les différents échantillons ont subit une extraction liquide-solide. En effet, les feves de
cacao seches fermentées ont été broyées finement. L’extraction a été réalisée avec du méthanol
70% (v/Vv) dans de I’eau distillée sur des échantillons de 10 g a un ration 5 :1 en agitant a 4000
rpm a 25°C pendant 10 minutes. L’extrait a ensuite été filtré avec un papier watman # 4 et 1
ml de filtrat dilué a été mélangé a 1 ml de NaHCO3 0,1M , dont 50 pl a été prélevé pour le

dosage.

Le principe du protocole de dosage était le suivant : un standard ou un échantillon est
ajouté dans un puits approprié et si I’ochratoxine A est présente, elle se fixe a ’anticorps
enrobé. Ensuite I’ochratoxine A liée a la peroxydase de raifort (TMB) est ajouté et se lie a
I’anticorps qui n’est pas déja occupé par I’OTA présente dans le standard ou dans 1’echantillon.
Apres la période d’incubation, le contenu des puits est décanté, lave et on ajoute le substrat
TMB qui developpe une couleur bleu en présence de I’enzyme. L’intensité de la couleur est
directement proportionnelle a la quantité du conjugué lié ou inversement proportionnelle a la
quantité d’OTA dans le standard ou I’échantillon dont la lecture de la densité optique a éte faite
a 450nm. Par conséquent, plus la concentration en OTA dans le standard ou 1’échantillon
augmente, plus I’intensité de la couleur bleue diminue. La réaction est Stoppée par ajout d’une
solution d’acide qui fait virer la couleur bleue au jaune. La quantité d’Ochratoxine A dans

chaque essai a été déterminee en se référant a la droite d’étalonnage réalisée a 1’aide des
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standards du Kit de dosage avec pour équation : y = -0,1568x + 2,6202 (R2=0,99) de I’Annexe
4.

11.2.4. Analyses statistiques

Les analyses d’inhibition des moisissures in vitro par les BL, de la capacité de
production d’alcool par les levures, et de la recherche de I’antagonisme BL-moisissures par
du surnageant acellulaire ont éte réalisées en triplicate. Les résultats ont été exprimés en termes
de moyennes et d’ecart-type a partir du Tableur Excell office 2013.

Le Logiciel ClustalW1.8 a été utilisé dans le cadre de I’identification moléculaire des
BL et de lalevure pour couper les chiméres dans les séquences d’ ADN issus de I’amplification,
et réaliser les alignements des nucléotides. L’arbre phylogénétique des BL a été tracé a partir
du logiciel MEGA 10.2.4.

Les analyses sur la recherche du facteur qui influence I’inhibition des moisissures ont
été faites en triplicate et une analyse des variances entre les moyennes obtenues a été faite
(p<0,05) a I’aide du Logiciel STATISTICA 12 (ANOVA Post-hoc test- Tukey HSD).

Les essais d’inhibition in vivo pendant la fermentation des féves de cacao on été réalisés
chacun a des saisons différentes et les résultats ont été exprimées en terme de moyenne et

d’ecart type. Les analyses de la moyenne et de 1’écart type ont été effectuées sur Excell office
2013.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Résultats

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail ont été organisés suivant la

méthodologie mise en ceuvre pour atteindre les objectifs fixés.

I11.1.1. Isolats d’intérét de la fermentation des feves

La phase d’isolement des souches provenant des féves de cacao a permis d’obtenir des
bactéries lactiques et des levures.
111.1.1.1. Bactéries lactiques isolées du milieu de fermentation des feves de cacao

Un ensemble de 28 isolats de bactéries lactiques a été obtenu des prélevements faits

des feves de cacao en cours de fermentation en milieu rural. Ces isolats ont été initialement
sélectionnés sur la base de leur aspect macroscopique et microscopique. Ils se sont révélés étre
pour certains des batonnets, des coccobacilles ou des coques, Gram positif, immobiles, négatifs
au test de la catalase conduisant a une conclusion présumée d’appartenance aux bactéries
lactiques. Ces isolats ont été codés de fagon aléatoire comme suit : Labl, Lab2, Lab3, Lab4,
Lab5, Lab6, Lab8, Lab9, Lab10, Lab11.1, Lab 11.2, Lab 12, A11, A12, Al3, Al4, Al5, Al6,
Al7, A18, A19, A21, A22, A23, A24, A25, Ped2 et Ped3.

111.1.1.2. Activité antifongique des Bactéries Lactiques isolées

L’activité antifongique des 28 isolats de bactéries lactiques et des 3 souches lactiques
de référence a été testée vis-a-vis de 10 moisissures des genres Aspergillus et Penicillium,
principaux contaminants des feves de cacao. Les résultats de cette analyse résumés dans le
Tableau XVII1 et présentés dans la figure 14 pour quelques-unes de ces souches montrent que
toutes les souches bactériennes isolées des féves ont une activité antifongique vis-a-vis des
moisissures cibles. Cependant, les pourcentages d’inhibition variaient d’une souche a I’autre
ceux-ci allant de 6,82% a 100%. Il ressort de ce tableau que 1’isolat Lab11.1 est le plus actif
car il a non seulement complétement inhibé la croissance des souches de Penicillium citrinum
et d'A. Niger, mais est également celui qui a inhibé I’ensemble des souches avec des taux
d’inhibition supérieurs et allant de 37 a 100% (pour une moyenne de 67,93%). Sept (7) autres
isolats lactiques ont présenté des pourcentages d’inhibition moyen supérieurs ou égale a 40%,
a savoir : A21 (60,67%), Ped 2 (48,55%), Lab 9 (48,46%), Lab 10 (48,23%), Ped3 (47,38%),
Lab 11.2 (42,52%), A19 (41,92%). Pour les souches de références, sanfranscisencis a été la
plus active avec une valeur de 45,86%, suivi de L. brevis avec 43,21% et de L. plantarum
42,73 %.
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Tableau XVIII: Pourcentage d’inhibition des moisissures par les bactéries lactiques.

Souches AC AN AF M7 M8 M11 M13 M14 M21 M22 Moyennes
L. brevis 207 062072 57574033 2666020 6585:021 37,50:017 47,85:023 34,61+055 51,06£0,37 22724031 68,00£000 4321
L. plantarum ATCC

14147 50,62£0,44  2272+051 28.88+107 6585+1,63 57,50£0,35 44,28+0,10 6153013 4042+030 20,45:016 3500:000 42,73
L. sanfranscisencis

BB12 56,02¢011  3181:047 3555058 43,90:0,14 4385007 64,28+011 4428:016 4042:082 2954+076 68,00+017 45,86
Lab 1 14774004  2045+078 17,77+0,38 6585021 37,50+017 37,23+055 1591+008 3617+024 14,80:028 28,00:008 28,85
Lab2 5455:064  9,09+0,17  11,110,13 45124033 48804018 3617+024 6824045 29,79:023 18204028 25004000 2847
Lab 3 37,50£0,71  9,00+0,42  2444+008 39,02+0,04 37,50+021 14,89+0,06 2045:024 27,66+0,45 14,804000 2500+0,00 25,04
Lab 4 2045:078  1250+014 16,66+0,47 40,24+037 32504020 21274033 3182+045 27,66+102 14804000 25004156 24,29
Lab5 14774033  1818:003 1555:034 6585:0,14 2380020 30,85:0,14 31,824006 29,79+033 12,50+024 2500:044 26,81
Lab 6 18,18+025  1818+130 1555028 41,46+0,62 30,00+058 14,89+0,16 2045+0,16 19,15+041 1820:042 23,00:006 2191
Lab 7 14774035 25004127 14,44+0,16 43,90:0,14 30,00+057 21,270,13 18,18+010 2553:023 14,80:020 20,00:000 22,79
Lab 8 14774076 12508071 21,11#126 2073018 21,30+007 32,98+0,03 4318010 2447+057 1500+000 18,00+014 2249
Lab 9 60,63£0,18  3077:062 3555:007 5731027 57,50+0,71 58,57+0,61 44324042 3617+0,11 4580021 49,00:030 48,46
Lab 10 61,36+0,06  27,27+013 30,00:028 6585:0,18 6500£0,28 56,38+0,88 71504013 29,79+021 26,10+024 49,00+0,07 48,23
Lab 11.1 59,09+0,16  100,00£0,00 37,7071 100,0040,00 100,00+0,00 78,72+011 60,23+038 59,57+045 40,00+014 43004016 67,93
Lab 112 44324040  31,82+¢045 2333024 6585:014 57,50+0,18 4803:024 5341:025 4043+004 20604057 30,0060,37 42,52
Lab12 2045:021  2955:064 11,11+0,04 51,22¢1,10 25004020 32,08+020 4432+044 2979+023 20.60+037 25004044 29,90
All 20,55+0,64  2045:007 18:88+054 50,00£0,07 30,00£020 30,85+0,14 20,45:016 3191+006 14,80+023 28,00+0,18 27,49
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Souches AC AN AF M7 M8 M1l M13 M14 M21 M22 Moyennes
Al2 22,73+1,17 14,77+0,04  18,88+0,33 39,02+0,06  28,80+0,23  30,85+0,00 44,32+0,89 21,28+0,81 18,20+0,00 25,00+0,14 26,39
AL3 29,55+0,92 18,18+0,03  15,55+0,28 50,00+1,41  12,50+0,07  38,30+0,28 53,41+0,72 29,79+0,30 14,80+1,27 25,00+0,00 28,71
Al4 20,45+0,82 14,77+0,11  17,77+0,38 39,02+1,39  17,50+0,17  14,89+0,16 21,59+0,23 17,02+0,03 9,09+1,29  28,00+0,28 20,01
ALS 14,77+0,38 14,77+0,35  17,77+0,25 34,15+0,21  32,50+0,00  34,04+0,08 30,68+0,40 14,89+1,26 15,90+0,07 25,00+0,00 23,45
Al6 14,77+1,24 12,50+0,14  17,77+0,38 50,00+0,88 23,80+0,00 14,89+0,16 20,45+0,58 24,47+0,66 15,90+0,11 25,00+0,52 21,96
Al7 12,50+0,71 18,18+0,74  17,77+0,33 65,85+0,18  30,00+0,14  20,21+0,30 53,41+0,00 21,28+0,00 18,20+0,14 24,00+0,14 28,14
Al8 12,50+0,00 27,27+0,04  16,66+0,51 36,59+0,58 30,00+0,17  28,72+0,40 44,32+0,00 29,79+0,10 15,90+0,00 25,00+0,16 26,68
AL9 51,25+0,35 25,00+£0,00 23,33+0,66 65,85+0,00 54,85+0,41 52,14+0,20 20,19+0,47 32,98+1,39 21,60+0,57 72,00+0,21 41,92
A2l 44,32+0,45 36,36+0,00  68,88+0,17 100,00+0,00 100,00+0,00 70,21+0,00 59,09+1,09 30,85+0,18 33,00+0,28 64,00+0,20 60,67
A22 22,73+0,38 18,18+0,17  13,33+0,52 39,02+1,44  27,50+0,64 27,66+0,20 20,45+0,14 30,85+0,41 17,10+0,21 28,00+0,00 24,48
AZ3 29,55+0,81 27,27+0.75  11,11+0,16 37,80+0,49 28,80+0,28 27,66+0,28 53,41+0,76 36,17+0,25 11,40+0,28 25,00+0,17 28,82
A25 20,45+0,07 12,50+0,20  18,88+0,17 39,02+0,18 35,00+0,14 27,66+0,14 44,32+0,96 32,98+0,03 17,10+0,28 25,00+0,06 27,29
Ped 2 56,82+0,54 36,36+0,21  35,55+0,49 65,85+0,10 57,50+0,20 51,06+0,20 44,32+0,96 40,43+0,35 29,60+0,85 68,00+0,17 48,55
Ped 3 44,32+1,10 31,82+40,45  35,55+0,21 65,85+0,18 37,50+0,49  59,57+0,08 63,64+0,00 51,06+1,33 20,50+0,71 64,00+0,20 47,38

Legende: AC-Aspergillus carbonarius NRRL 368, AF - Aspegillus flavus, AN- Aspergillus niger NRRL 612, M7-Penicillium citrinum Ma, M8- Penicillium citrinum Md , M11- Aspergillus

fumigatus, M13- Aspergillus oryzae, M14- Aspergillus versicolor, M21- Aspergillus tamarii, M22- Aspergillus versicolor.

Les isolats de BL notés en gras sont ceux retenus pour leur fort pourcentage d’inhibition moyen supérieur ou égale a 40% vis-a-vis des moisissures cibles.
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Figure 16. Inhibition des moisissures par les bactéries lactiques en boite de Petri (Lab 10, A21, Ped 3 et Lab 11.1): A) A. oryzae M13; B) A.
niger NRRL 612; C) A. versicolor M14; D) A. flavus AF
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111.1.1.3. Identité des bacteries lactiques a meilleure activité antifongique

% Caractéristiques biochimiques des isolats a forte activité antifongique

Les 8 isolats de BL a forte activité antifongique préalablement retenus ont été soumis a
plusieurs tests biochimiques dont les résultats sont réesumés dans le Tableau XIX. L’ensemble
des données microscopiques et biochimiques montre que 5 isolats (A19, A21, Lab10, Lab11.1
et Lab 11.2) sont capables de se développer a 45°C (Thermophiles) et que 4 isolats dont 3
thermophiles (A19, A21 et Lab10) et 1 mésophile (Ped2) ont un métabolisme hétérofermentaire
se traduisant par la production du CO2 a partir du glucose. Aucun d'entre eux ne produit de

sulfure d’hydrogene.

L’utilisation des hydrates de carbone testés, variable entre les isolats montre toutefois
que les isolats Ped2, Lab10 et A19 (en forme de coques) ont le méme profil d’utilisation des
hydrates de carbone. Il en est de méme des isolats Ped3 et Lab11.2 dont ce profil est également

comparable a I’exception de la dégradation du raffinose.
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Tableau XIX: Caractéristiques microscopiques et biochimiques des BL sélectionnées.

Caractéristiques

Ped 2

Ped 3

Lab 9

Lab 10

LAB 11.1

Lab 11.2

Al9 A21

Gram

Catalase
Forme
Regroupement

+

Cocci
Amas

+

Cocci
Ind.

+

Coccobacille
Tétrade

+

Cocci
Ind.

+

Batonnet
Ind

+

Cocci
Diplocoque

+ +
Cocci Batonnet
Amas Ind.

Croissance
45°C
Production H2S

Production CO;

dans le glucose

+

+

+

+ +

Fermentation

Glucose
Glycérol
D(-)Arabinose
Galactose
Fructose
Sucrose
Maltose
Inositol
Trehalose
D(+) Raffinose
Amidon
Lactose
L-Rhamnose
Cellobiose
Mannitol
Melibiose
Ribose

Xylose
Esculine

+ + + o+

+ 4+ + + 4+

+
+

o+ o+ o+ o+ o+ + + + o+

+ + + o+

+

o+ o+ 4+ o+

+ + + + + + o+

+ + + o+

+ 4+ o+ o+ 4+

+
+

+ + + + '+ o+ o+ o+

+

+ + + + + + o+

+ + + o+

+

+ + o+ o+
+ + + + +

+ o+ 4+ o+ +

+ +
+ +

Identité probable

des isolats

W.
cibaria

E. faecium

P.
pentosaceus

W.cibaria

L.
farciminis

E. faecium

W. L. brevis
cibaria

+ Réaction positive, - Réaction négative, Ind : individualisé

L’ensemble de ces résultats laisse penser que les 8 isolats ci-dessus sont

effectivement des BL et qu’elles appartiendraient a cing especes différentes. Cette

identification basée sur le métabolisme a été comparée a ceux de quelques auteurs. Ainsi les

caractéristiques obtenues sont conformes a celles rapportées par Fusco et al. (2015) pour

Weissella cibaria, par Tsuda et al. (2012) pour Lactobacillus farciminis, par Baradaran et al.

(2012) pour Pediococcus pentosaceus, par Manero et Blanch (1999) pour Enterococcus

faecium et par Gandevia et al. (2017) pour Lactobacillus brevis. La confirmation de cette

identification a été recherchée par voie moléculaire.
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+«» Données moléculaires des BL a forte activité antifongique

Les données biochimiques des 8 BL a meilleure activité antifongique n’ayant pas
permis de déterminer le nom des espéces de différents isolats, leurs acides nucléiques ont été
extraits, purifiés, clonés, séquencés puis génotypés pour les identifier. A I’issue de
I’amplification de la zone ciblée a 1’aide du couple d’amorces LacF/LacR, suivi de la migration
des amplicons sur gel d’électrophorése, la visualisation sous lumiére UV a révélé une bande
unique pour tous les isolats, cette derniére correspondant de 340 paires de bases attendues
(Figure 17).

Figure 17. Fragments amplifiés des bactéries lactiques par les amorces LacF and LacR (340
bp) (M-Marqueur de taille de 100 bp, 1-Ped 2, 2-Ped 3, 3-Lab 9, 4-Lab 10, 5-Lab 11.1, 6-
Lab11.2, 7-A19, 8-A21, 9- control négatif).

Le séquengage des différents fragments a permis d’obtenir huit séquences présentées

comme suit.

>Weissella cibaria (Ped2)
AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGG
GTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTGTGAC
GGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCAAG
CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCC
TCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAAC
TCCATGTGTAGCGGTGAAAT

> Enterococcus faecium (Ped3)
AGTTTCCATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTG CGCT
CGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGC TGCTGGCACGTA
GTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAAGGGATGAACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTTC TC
TAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCG
T CCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGAGGAGGC

> Weissella cibaria (A19)
AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGG
GTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTGTGAC
GGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCA AG
CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCT
CAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTC
C ATGTGTAGCGGTGAAAT
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>Lactobacillus brevis (A21)

AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGG
GTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGAC
GGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG GCAAG
CGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTT
CGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACT
CCATGTGTAGCGGTGGAAT

>Pediococcus pentosaceus (Lab9)

AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTG
ACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAACAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCASGCGGTCTTTTAAGTCTAATGGGAAAG
CCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTG
GAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAT

>Weissella cibaria (Lab10)

AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGAGAAGG
GTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGATAACTGTTCAATGTGTGAC
GGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCAAG
CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCC
TCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAAC
TCCATGTGTAGCGGTGGAAT

>Lactobacillus farciminis (Lab11.1)

AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACAIGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTACT
GACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGIAGGCGGTTTATTAAGTTTGAAGTGAAA
GCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTG
GAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAT

>Enterococcus faecium (Labl11.2)

AGCAGTAGGGAATCTTCCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGG
TATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GC TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGA

L’analyse BLASTn de ces derni¢res sur la base de données de NCBI a permis
d’identifier cinq espéces bactériennes que sont Weissella cibaria, Enterococcus faecium,
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus farminis et Lactobacillus brevis. Les isolats Ped2,
Lab10, A19 ayant présenté 99 a 100% de similitudes nucléotidiques avec les souches de
Weissella cibaria. Les isolats Ped3 et Labll.2 quant a eux ont présenté 99 a 100% de
similitudes avec les souches d’Enterococcus faecium. Enfin les souches Lab9, Lab11.1 et A21
ont présentées 99 a 100% de similitudes avec les souches Pediococcus pentosaceus |,
Lactobacillus farciminis et Lactobacillus brevis respectivement (Tableau XX). Nos
séquences ont été déposées dans la base de données GenBank sous les numéros d’acces allant

de MN173224 a MN173231.
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Tableau XX: Identité moléculaire des bactéries lactiques selectionnees.

Isolats  ldentité des Numéro Pourcentage Souches de Numero d’accés
Isolats d’acceés d’identité comparaison de la souche de
NCBI comparaison
Ped2 Weissella cibaria MN173224  100% Weissella cibaria KJ187152.1
DISSPA64
Ped3 Enterococcus MN173225 99% Enterococcus faecium MH569604.1
faecium MZF2
Lab9 Pediococcus MN173228 99% Pediococcus MH555085.1
pentosaceus pentosaceus RG4B
Labl0  Weissella cibaria MN173229 100% Weissella cibaria KJ187152.1
DISSPAG4
Labl11.1 Lactobacillus MN173230 99% Lactobacillus MH473439.1
farciminis farciminis
HBUAS52186
Labl11.2 Enterococcus MN173231 100% Enterococcus faecium CP040706.1
faecium HOU503
Al9 Weissella cibaria MN173226  99% Weissella cibaria zy- MH588445.1
F2
A21 Lactobacillus MN173227 100% Lactobacillus  brevis MK971786.1
brevis G160

L’analyse phylogénétique de nos isolats basée sur I’alignement nucléotidique des

séquences obtenues et la construction de I’arbre phylogénétique montre qu’ils se regroupent au

sein de leurs genres et especes respectifs confirmant leur proximité avec les souches

précédemment identifiées, ainsi que la conservation du géne cible au sein des différents genres

de bactéries lactiques (Figure 18 et 19). Il faut noter que I’arbre de la Figure 19 corrige I’erreur

faite dans la Figure 18 ou I’isolat Enterococcus faecium (Ped3) considéré pour générer ce

dernier était une séquence reverse et la séquence de Lactobacillus plantarum strain RA2 était

une séquence partielle, ceci ayant eu pour conséquence 1’éloignement de leur groupe clustal.
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Figure 18.Arbre phylogénétique des séquences du géne cible de I’ARNr 16S des bactéries
lactiques. Les séquences des isolats obtenus dans ce travail sont représentées avec un rond noir

(en début de position).
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Figure 19. Arbre phylogénétique des séquences du géne cible de I’ARNr 16S des bactéries
lactiques. Les séquences des isolats obtenus dans ce travail sont représentées en bleu et les
autres séquences ont été teléchargées dans GenBank, NCBI.L’arbre a été construit a I’aide de
Seaview version 5.0.4. Le nombre de répétitions (bootstrap) a été fixé a 1000, et seules les
valeurs supérieures a 70% sont indiquées sur les branches. L’arbre a été enraciné a partir du
point moyen (Midpoint rooted).

111.1.1.4. Levures a fort potentiel de production d’alcool

Les levures étant les premiers responsables de la fermentation alcoolique des féves de
cacao, leur capacité a produire 1’éthanol a été évaluée afin de selectionner celles ayant les

meilleures aptitudes pour une fermentation contdlée.
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% Aptitude fermentaire des levures isolées

Un total de vingt-neuf isolats codés de E1 a E29 a été obtenu de la fermentation des
feves. Ces isolats ont été testés pour leur vitesse de production de 1’éthanol a partir des sucres
du mucilage au travers de la perte de masse qui est proportionnelle au dégagement gazeux
(CO2) que chacun est capable d’entrainer (Annexe 5). Les vitesses de production d’éthanol
obtenues a partir du tableau de la perte de masse au cours du temps sont relevées dans le

Tableau XXI ci-aprés.

Tableau XXI: Récapitulatif de la capacité de production d’alcool par les isolats de levures.

Isolats Meth(Q) Veth(9/h)
El 0,88+0,01 0,022
E2 1,00+0,01 0,025
E3 0,94+0,01 0,023
E4 0,95+0,01 0,024
E5 0,73+0,00 0,018
E6 0,78+0,00 0,020
E7 1,00+0,01 0,025
E8 1,02+0,00 0,026
E9 1,01+0,01 0,025
E10 0,84+0,01 0,021
E11 0,74+0,01 0,018
E12 0,95+0,01 0,024
E13 0,75+0,01 0,019
E14 0,74+0,01 0,018
E15 0,75+0,01 0,019
E16 0,95+0,01 0,024
E17 0,74+0,01 0.019
E18 1,01+0,01 0,026
E19 0,95+0,01 0,024
E20 1,11+0,09 0,028
E21 1,57+0,01 0,039
E22 1,05+0,00 0,026
E23 1,10+0,07 0,027
E24 1,78+0,01 0,045
E25 1,04+0,01 0,026
E26 0,88+0,06 0,022
E27 0,84+0,01 0,021
E28 0,79+0,01 0,020
E29 0,77+0,03 0,019

Meth : Masse d’éthanol produite ; Veth : Vitesse de production d’éthanol en 40heures.
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Il ressort de ces données que: les isolats E21 et E24 sont ceux qui ont produit les
quantités de CO- les plus importantes aprées 40h de fermentation correspondantes. Ces valeurs
correspondent aux masses d’éthanol respectives de 1,579 et 1,789 associées aux vitesses les
plus élevées de 0,039g/h et 0,045g/h.

111.1.1.5. Identité des levures a meilleure production d’alcool

La migration des fragments d’ADN des deux isolats a meilleure production d’alcool a
présenté des tailles d’amplicons correspondant respectivement a 550 bp pour I’isolat E21 et
950 bp pour I’isolat E24. Ces amplicons et les fragments de digestions par les enzymes de

restriction sont regroupés dans le Tableau XXI1 et la Figure 20.

Tableau XXII: Profil de différenciation des isolats de levures en fonction des tailles des
produits de digestion enzymatique.

Codes des levures Taille des produits Hhal Hinfl Haelll Ddel
de PCR
Candida parapsilosis 550pb 230, 300 290, 260 120, 430 550
ATCC 20019
E21 550pb 230, 300 290, 260 120, 430 550
E24 950bp 350,380,120, 400,150, 320, 220, 170, -
100 100, 80 130, 100

- : non deternimé

Produits PCR Hhal Hinf1 Haelll Ddel

E24 M Cp E21 E24| Cp|E21 E24 | Cp E21 E24 Cp E21

T |
[—
N
—
—
—
—

Figure 20. Produits PCR des levures Cp, E21 et E24 amplifiés avec les amorces ITS1 et ITS4
et Produits de digestion enzymatique des levures codées Cp, E21 et E24 par les enzymes de
restriction Hhal , Hinfl, Haelll et Ddel, M- Marqueur de taille.

La levure E21 a donc présenté le méme profil pratique que celui de la souche de
référence Candida parapsilosis. Ce qui Supposerait qu’elle appartienne au méme genre. De ce

fait, étant potentiellement pathogeéne pour I’homme, cette derniére n’a pas été retenue pour la
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caractérisation moléculaire car ne pouvant pas étre d’un intérét pratique dans 1’optique de la

production d’un starter.

Le fragment d’ADN amplifié de I’isolat E24 a été soumis au séquencage et traité
comme dans le cas des BL. Il a ainsi été identifié comme Saccharomyces cerevisiae avec un

pourcentage d’identité de 99,33%. Sa séquence brute est la suivante :
> Saccharomyces cerevisiae (E24)

TCTCTTCTTATCGATAACGTTCCAATACGCTCAGTATAAAAAAAGATTAGCCGCAGTTGGTAAAAC
CTAAAACGACCGTACTTGCATTATACCTCAAGCACGCAGAGAAACCTCTCTTTGGAAAAAAAACA
TCCAATGAAAAGGCCAGCAATTTCAAGTTAACTCCAAAGAGTATACTCACTACCAAACAGAATGT
TTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGKGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCGAGAACCAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTAATATTTTAAAATTTCCAGTTACGAAAAT
TCTTGTTTTTGACAAAAATTTAATGAATAGATAAAATTGTTTGKGTTTGTTACCTCTGGGCCCCGA
TTGCTCGAATGCCCAAAGAAAAAGTTGCAAAGATATGAAAACTCCACAGKGKGTTGTATTGAA AC
GGTTTTAATTGTCCTATAACAAAAGCACAGAAATCTCTCACCGTTTGGAATAGCAAGAAAGAAAC
TTACAAGCTAGCAAGACCGCGCACTTA.GCGCAGGCCCGGCTGGACTCTCCATCTCTTGTCTTCTTG
CCCAGTAAAAGCTCTCATGCTCTTGCCAAAACAAAAAAATCCATTTTCAAAATTATTAAATTTC
TTTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAG

111.1.2. Familles de composés impliqués dans I’inhibition de la croissance des

moisissures et paramétres du milieu infuencant I’activité inhibitrice
111.1.2.1. Familles de composés antifongiques des moisissures

L’activité antimicrobienne des BL étant attribuée aux différentes molécules excrétées
dans le milieu extracellulaire par ces dernieres, celles-ci ont été recherchées dans les
surnageants de culture de deux isolats (Lactobacilllus farciminis (Lab11.1) et Weissella cibaria
(A19)) ayant présentés les taux d’inhibition élevés sur deux moisissures a savoir A. carbonarius
et P. citrinum. La recherche de ces différentes familles de molécules a été réalisée d’une part
par le dosage de certaines d’entre elles et d’autre part aprés inhibition de ’activité de ces

molécules avant les essais du surnageant sur les cultures fongiques.

Trois types de molécules ont été recherchés a savoir : les acides organiques, le

peroxyde d’hydrogene et les molécules protéiques.

% Effet des acides organiques produits par les BL a meilleure activté

antifongique

Le Tableau XXIII présente les concentrations de quelques acides organiques

présents dans les surnageants de culture des BL.
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Tableau XXIII: Teneurs en acides organiques des surnageants des BL a meilleure activité

antifongique.

Acides organiques (g/l)

L. farciminis (Lab 11.1)

W. cibaria (A19)

Acide lactique 19,47+0,02 13,43+0,01
Acide gluconique 0,00£0,00 1,05+0,01
Acide acétique 0,00£0,00 0,00£0,00
Acide citrique 0,00+0,00 0,00+0,00
Acide phenyllactique 0,00£0,00 0,00+0,00
Acide butanoique 0,08+0,12 0,00+0,00
Acide octanoique 1,00+0,65 0,00+0,00
Acide décanoique 0,05+0,07 0,00£0,00
Acide carbonique 0,25+0,35 0,00+0,00
Acide pentanoique 0,03+0,05 0,00+0,00

Il en ressort que le lactate est le principal acide organique synthétisé par les souches
de bactéries lactiques avec des concentrations de 19,47 g/l et 13,43 g/l respectivement pour L.
farciminis (Labl11.1) et W. cibaria (A19). Aucune de ces souches n’a produit de I’acide
acétique, 1’acide phenyllactique et de I’acide citrique, tous étant des acides reconnus pour leur

forte activité antifongique et souvent produits par les BL.

Quant aux autres acides organiques a courtes chaines, leur teneur n’excede pas 1g/1
dans le surnageant. Il s’agit a cet effet de ’acide gluconique synthétisé par W. cibaria A19 et
des acides butanoique, octanoique, décanoique, carbonique et pentanoique produit par L.

farciminis Lab11.1.
> Effet de I’acide lactique sur la croissance des moisissures

La forte teneur en lactate dans le surnageant a conduit a 1’évaluation de la contribution
de cet acide dans I’inhibition des 2 moisissures cibles, ceci a travers 2 tests : la détermination
de la CMI du lactate et la détermination du dégré d’inhibition du surnageant dont I’activité a
été neutralisée par la soude. Les résultats de ces essais présentés dans le Tableau XXIV
montrent a partir de la concentration en lactate produit par les isolats, qu’il n’est pas la seule

molécule responsable de 1’activité inhibitrice observée.
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Tableau XXIV: Impact du lactate sur I’inhibition des moisissures.

P. citrinum M8 A. carbonarius

NRRL368
CMI Acide lactique (g/l) 18 39
Surnageants bruts L. farciminis (Lab 11.1) +++ ++
non neutralises W. cibaria (A19) ++ ++
Neutralisation du L. farciminis (Lab 11.1) ++ ++
Ph Weissella cibaria (A19) ++ ++

+ Diamétre d’inhibition inférieur 20mm ; ++ Diamétre d’inhibition compris entre 20 et 30mm ; +++ Diamétre

supérieur a 30mm.

En effet, avec des CMI d’acide lactique respectives de 18 et 399/l pour P. citrinum et
A. carbonarius, les concentrations en acide synthétiseé par W. cibaria (13,43g/1) ont peu d’effet
inhibiteur sur les moisissures ; ce qui se traduit par la conservation de 1’inhibition des
moisissures par les surnageants neutralisés de W. cibaria (A19). Quant a I’isolat L. farciminis
(Lab11.1) dont la teneur en lactate du surnageant est de 19,47g/l, cette valeur est proche de la
CMI de P.citrinum mais bien en dessous de celle d’A. carbonarius. Ce qui justifie la présence
des auréoles d’inhibition observée apres neutralisation du surnageant de cette souche.

 Effet des protéines produites par les BL sur la croissance des moisissures

Les données d’analyse des protéines totales des surnageants des cultures des isolats
bactériens résumées dans le Tableau XXV montrent que ces teneurs différent peu. Cette
analyse ne pouvant différencier la qualité des protéines a laquelle est associée 1’activité
antimicrobienne, une chromatographie sur couche mince (CCM) ainsi qu’un fractionnement
sur gel de sephadex de ces surnageants ont été réalisés.

Tableau XXV: Teneur en protéines totales et révélation de la CCM des surnageants bruts de
BL.

L. farciminis W. cibaria (A19)
(Lab11.1)
Masse en protéines des surnageants (g/l) 0,36 +0,01 0,30+0,01
Nombre de nouvelles bandes 1 2
Distance des bandes par rapport au front (mm) 44 44 46
Rapport frontal (Rf=Db/Ds) 0,488 0,488 0,511

Il ressort de la CCM, la présence de nouvelles bandes caractéristiques de nouveaux
peptides dans les surnageants des isolats lactiques dont 1 pour le surnageant de L. farciminis
(Lab11.1) et 2 pour le surnageants de W. cibaria (A19) (Figure 21).
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Figure 21. Migration des peptides produits par les bactéries lactiques sur CCM apres révélation
a la Ninhydrine (0-contréle negatif constitué du milieu de culture MRS, 1- Weissella cibaria
(A19), 2- Lactobacillus farciminis (Lab11.1)).

Quant aux données de la chromatographie sur colonne sur gel de séphadex, il apparait
du Tableau XXV et de la Figure 22 que les fractions dont les teneurs en protéines totales sont

les plus €élevées ont une activité plus importante vis-a-vis des moisissures.

Tableau XXVI: Teneurs en protéines totales et activité des fractions des surnageants
lyophilisés des BL.

Masse Intensité de ’activité antifongique

Souche Fractions (g/)xSD A. Carbonarius NRRL368 P. citrinum M8
F3 0,17+0,02° + ++
Lactobacillus F4 0,19+0,01° ++ ++
farciminis F5 0,17+0,01° ++ ++
Lab11.1 F6 0,13+0,01% + +
F2 0,13+0,01? + +
F3 0,16+0,01° + ++
Weissella F4 0,16+0,01° + ++
cibaria A19 F5 0,13+0,00? + +

F2 a F6 : Fraction 2 (Fraction obtenue & la 4™ minute) & Fraction 6 (Fraction obtenue la 7¢™ minute), + Diamétre
d’inhibition inférieur 20mm ; ++ Diametre d’inhibition compris entre 20 et 30mm. Dans la méme colonne, les
valeurs suivies de la méme lettre sont statistiquement similaire (P<0,05).
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Figure 22. Activité antifongiques des fractions obtenues a partir des surnageants des BL sur
P. citrinum M8 et A. carbonarius NRRL368. (A) Inhibition de P. citrinum M8 par les
fractions de L. farciminis Lab11.1, (B) Inhibition de P. citrinum M8 par les fractions de W.
cibaria A19, (C) Inhibition de A. carbonarius NRRL 368 par les fractions de L. farciminis
Lab11.1, (D) Inhibition de A. carbonarius NRRL 368 par les fractions de W. cibaria A19.

La contribution de ces molécules dans I’inhibition par le surnageant a ét¢ mise en
¢vidence par un traitement thermique d’une part et un traitement enzymatique d’autre part. Les
résultats obtenus montrent une réduction des diamétres d’inhibition voir la supression de cette
inhibition apres ces deux traitements (Tableau XXVII), confirmant en partie la nature
protéique des molécules antifongiques produites par nos BL.
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Tableau XXVII: Activité antifongique des surnageants des BL apres traitement thermiques et
enzymatiques.

BL L. farciminis W. cibaria L. farciminis W. cibaria
(Labl11.1) (A19) (Labl11.1) (A19)

Moisissures cibles Aspergillus carbonarius Penicillium citrinum M8
Control negative (MRS) - - - -
Control positif (Surnageant de BL non ++ ++ +++ ++
traité)
Sunageant traité a la proteinase K + + ++ +
Surnageant traité (121°C/15min) + - ++ +
Surnageant traité a la catalase ++ ++ +++ ++

- : Absence d’activité antifongique ; + Diamétre d’inhibition inférieur 20mm ; ++ Diamétre d’inhibition compris

entre 20 et 30mm ; +++ Diamétre supérieur a 30mm.

En effet, I’activité des surnageants soumis au traitement thermique, et a I’action de la
protéinase K, présentée dans le Tableau précedent montre que tous les surnageants ont perdu
une partie de leur activité. Seuls les surnageants de L. farciminis (Lab 11.1) conservent une
activité antifongique partielle apres un traitement thermique a 121°C pendant 15 minutes vis-
a-vis des deux cibles tandis que le surnageant de W. cibaria (A19) perd completement son

activité sur A. carbonarius apreés traitement thermique a 121°C pendant 15 minutes.

% Effet du péroxyde d’hydrogéne sur I’inhibition des moisissures
La comparaison de 1’activité antifongique des surnageants traités a la catalase aux
surnageants bruts non traités (Tableau XXVII) montre que les surnageants des deux souches

ont conservé leur activité antifongique vis-a-vis des deux cibles excluant ainsi la responsabilité

du peroxyde d’hydrogéne dans I’inhibition des moisissures testées.

Figure 23. Activité antifongique des surnageants de L. farciminis (Lab11.1) et W. cibaria
(A19) exprimée par des auréoles d’inhibition au niveau des puits: Présence d’auréoles
d’inhibition vis-a-vis de Penicillium citrinum M8 apres traitements thermiques du surnageant
(A), Présence des auréoles d’inhibition vis-a-vis de A. carbonarius apres traitements
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thermiques du surnageant (B) (1-contréle négatif MRS, 2-contréle positif surnageant de W.
cibaria A19 non traité, 3-surnageant traité a la catalase, 4-surnageant traité a la protéinase K,
5-surnageant soumis au traitement thermique).

111.1.2.2. Effet des paramétres de culture des BL sur I’inhibition de A. carbonarius

Les conditions de cultures des microorganismes modulent leur croissance et leur
activité. L’effet du pH, de la teneur en sucre et de la température du milieu de fermentation des
feves a été testé in vitro sur la croissance des BL, et leur pourvoir inhibiteur sur A carbonarius.
Les deux bactéries lactiques qui ont été retenues pour cette partie sont Lactobacillus farciminis
(Lab11.1) choisie pour ses meilleures activités, et Weissella cibaria (A19) un des genres les
plus représentés, choisie pour avoir présenté la plus faible activité parmis les 8 isolats de BL

actifs.

%+ Charge des BL obtenues dans les conditions testées
Les charges des BL obtenues dans les conditions expérimentales sont consignées dans
le Tableau XXVIII. De facon générale, elles oscillaient entre 5,76 et 11,77 Log UFC/mL et
5,82 et 11,69 Log UFC/mL respectivement pour L. farciminis (Lab11.1) et W. cibaria (A19).
Ces valeurs étaient en dessous de celles obtenues dans les conditions de culture témoin (MRS)
qui étaient de I’ordre de 12 Log UFC/ ml.

Tableau XXVIII: Concentrations cellulaires des BL (Log UFC/ ml) obtenues dans les
conditions expérimentales.

Charge (Log UFC/ml)

Concentration Température

Conditions pH o L. farciminis W. cibaria
en sucre (%) (°C) (Lab 11.1) (A19)
1 3,5 10 25 10,51+0,05¢ 6,80+0,409
2 35 15 45 5,76+0,02" 6,63+0,04"
3 3,5 20 35 9,87+0,04f 5,82+0,01'
4 45 10 45 5,79+0,01" 7,9340,04f
5 45 15 35 10,44+1,26" 10,22+0,06¢
6 45 20 25 10,80+0,00¢ 10,25+0,01¢
7 5,5 10 35 10,92+0,04° 11,69+0,01°
8 5,5 15 25 10,99+0,01¢ 11,19+0,02¢
9 5,5 20 45 7,36+0,519 8,35+0,07¢
10 45 15 35 11,77+0,01° 10,14+0,06¢
MRS 6,5 2 37 12,13+0,022 12,22+0,022

*Dans la méme colonne, les valeurs suivies de la méme lettre sont statistiguement
similaires (P<0,05).

L’analyse statistique des charges obtenues apres culture dans les differentes conditions
testées a permis d’obtenir le Tableau XXIX. Il en ressort que des 03 facteurs testés, la

température et le pH sont respectivement les facteurs ayant un effet significatif sur la croissance
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de L. farciminis (Labl11.1) et de de W. cibaria (A19). En effet, 95,7% des résultats obtenus
montrent un effet significatif linéaire négatif et quadratique de la température sur la croissance
de L. farciminis (Lab11.1). Comme illustré par la Figure 24, les concentrations maximales ont
été obtenues a 25 et 35°C mais sont minimales a 45°C. Dans le cas de W. cibaria A19, c’est
un effet linéaire du pH sur la croissance qui a été noté pour 92,90% des résultats obtenus. On
peut clairement observer sur cette figure (Figure 24B) 1’augmentation de la charge associée au

passage du pH de 3,5a5,5.

Tableau XXIX: Effet des différentes variables du milieu sur la croissance des BL.

Bactéries lactiques Lactobacillus farciminis (Lab 11.1) Weissella cibaria (A19)
Facteurs Effet SE P Effet SE P
Moyenne/Intersection 9,25991  0,257396  0,000047  8,73914 0,305874 0,000094
(L)pH (L) 1,04242  0,651167 0,207725  3,99025 0,773807 0,014141
pH (Q) 0,07099  0,527505 0,901472  0,97749 0,626855 0,216809
(2)Sucre (L) 0,26873  0,651167 0,707553  -0,66525 0,773807 0,453163
Sucre (Q) 0,15760  0,527505 0,784613  0,79944 0,626855 0,291993
(3)Température (L) -4,46374  0,651167 0,006355  -1,77972 0,773807 0,104992
Température (Q) 2,17768 0,527505 0,025779 0,64478 0,626855 0,379344
R? 0,957 0,929

*L: Linéaire ; Q : Quadratique ; R?: Coefficient de détermination ; SE : Erreur standard ; p :
Seuil de significativité (Effet significatif pour p<0,05) ; les valeurs en gras traduisent un effet
significatif du parameétre (p<0,05).
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Figure 24. Variation de la charge des bactéries lactiques en fonction du pH et de la température
: (A) L. farciminis (Lab11.1), (B) W.cibaria (A19).

*Teneur en sucre fixée a 15%
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% Impact des paramétres de culture des BL sur P’inhibition d’Aspergillus
carbonarius NRRL 368 par les surnageants des BL

Les filtrats obtenus des différentes conditions de culture des 2 BL a activité
antifongique sélectionnées ont été testés pour leur activité antifongique. La Figure 25 montre
un exemple d’inhibition de la croissance de A. carbonarius par le surnageant de L. farciminis

obtenu dans la condition 9 en comparaison au témoin contenant un surnageant sans culture

bactérienne.

Figure 25. Inhibition d’A. carbonarius NRRL 368 par les surnageants de culture de L.
farciminis (Lab 11.1) (A) T1: Témoin sans BL; (B) 9- culture en présence du surnageant issu
de la condition 9.

Les résultats d’inhibition obtenus aprés 48 heures d’exposition aux filtrats dans les
différentes conditions sont présentés dans le Tableau XXX. Ceux-ci variaient entre 16,67 et
33,33% aussi bien pour L. farciminis (Lab11.1) que pour W. cibaria (A19). Le filtrat obtenu
du milieu MRS était 1’'un de ceux qui ont montré la meilleure activité antifongique aprés culture
de L. farciminis (Lab11.1). Ceci n’était pas le cas avec W. cibaria (A19) quoiqu’aucune
différence significative n’ait été observée avec les pourcentages d’inhibition obtenus dans les

autres conditions testées.
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Tableau XXX: Pourcentage d’inhibition d’A. carbonarius par les surnageants issus des
cultures des BL.

Pourcentage d’inhibition (%l)

Cond Ph Sucre (%)  Temp(°C) L. farciminis (Lab11.1) W. cibaria (A19)
1 35 10 25 20,83+5,89 ™ 20,8315,89 2
2 3,5 15 45 29,17+5,89 20,835,892
3 3,5 20 35 28,33+7,07 ® 29,1745,892
4 4,5 10 45 16,67+0,00°¢ 23,57 +16,672
5 4,5 15 35 33,33+0,002 33,33+0,002
6 4,5 20 25 28,33+7,07 ® 33,33+0,00
7 55 10 35 23,33+0,00 ° 23,33+0,00
8 55 15 25 25,83+3,54 25,83+3,542
9 55 20 45 18,33+2,36 © 25,00+11,79%
10 4,5 15 35 31,67+2,36 2 28,337,072
MRS 6,5 2 37 33,33+0,00 2 25,004,712

*Dans la méme colonne, les valeurs suivies de la méme lettre sont statistiguement
similaires (P<0,05). Donc pas de différence significative entre les moyennes des différentes
conditions au niveau 0,05 pour W. cibaria (A19).

L’analyse statistique de ces données (Tableau XXXI) a permis de relever que pour
chacune des 2 souches, 92% des résultats obtenus indiquaient le pourcentage en sucre du milieu
de croissance comme etant le facteur clé determinant I’inhibition observée. Cet effet significatif
s’est averé quadratique pour L. farciminis (Lab 11.1) mais linéaire pour W. cibaria (A19). En
effet, pour la premiére bactérie les pourcentages d’inhibition des filtrats des cultures faites dans
les milieux a 15% de sucre étaient plus élevés que ceux obtenus avec les cultures a 10% et 20%
de sucre (Figure 26). Avec la deuxiéme BL par contre ¢’est une augmentation de I’inhibition
avec la teneur en sucre du milieu de culture qui apparait.

Il est & noter que pour ces deux BL, aucune corrélation significative n’apparaissait
entre la charge cellulaire obtenue dans les différentes conditions de culture et les pourcentages
d’inhibition des filtrats observés plus tard.

Tableau XXXI: Effet des différentes variables testées sur le pourcentage d’inhibition d’A.
carbonarius par les surnageants des BL.

Bacteries lactiques Lactobacillus farciminis (Lab 11.1) Weissella cibaria (A19)

Facteurs Effet SE P Effet SE P
Moyenne/Intersection 24,75694 0,881835 0,000099 25,12153 30,72240  0,000076
(1) pH (L) -3,61111 2,230886 0,203948 1,11111  2,068621  0,628462
pH (Q) 1,35417 1,807224 0,508076 2,86458  1,675774  0,185906
(2) Sucre (L) 4,72222  2,230886 0,124566 8,88889  2,068621  0,023183
Sucre (Q) 6,35417 1,807224 0,039030 1,19792  1,675774  0,526312
(3)Température (L) -3,61111 2,230886 0,203948 -5,83333  2,068621  0,066743
Température (Q) 4,68750 1,807224 0,080811 4,11458  1,675774  0,091245
R? 0,92136 0,92883

*L : Linéaire ; Q : Quadratique ;

R? : Coefficient de détermination : SE : Erreur

standard ; p : Seuil de significativité (Effet significatif pour p<0,05) ; les valeurs en gras
traduisent un effet significatif du parametre (p<0,05).
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Figure 26. Variation du pourcentage d’inhibition d'A. carbonarius NRRL368 en fonction de
la teneur en sucre et de la température du milieu de croissance de L. farciminis (Lab11.1) (A),

W. cibaria (A19)(B).

Au regard des molécules impliquées dans le mécanisme d’antagonisme de la croissance
des moisissures, il a été noté que le lactate était le principal acide impliqué dans ce mécanisme,
en plus des composés protéiques et d’autres composés de faibles poids moléculaires non
identifiés. Quant a I’influence des paramétres du milieu sur I’inhibition des moisissures, la
charge des BL a été influencée par la température et le pH du milieu de croissance. Cependant,

il n’y a pas eu de correlation directe entre la charge des BL et I’inhibition des moisissures par
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les surnageants des BL. Cette inhibition était plutét dépendante de la teneur en sucre dans le

milieu de croissance des BL.
111.1.3. Impact d’un starter mixte levure-bacteries sur la qualité des féves

L’isolat L. farciminis (Lab11.1) ayant la plus importante activité inhibitrice sur la
croissance des moisissures, elle a été associée a la levure Saccharomyces cerevisiae (E24) qui
a présenté la meilleure production d’alcool pour la mise au point d’un starter adapté a la
fermentation des féves de cacao et I’amélioration de leur qualité.

La fermentation étant influencée par la concentration initiale des microorganismes, il

était indispensable de maitriser la teneur de chacun de nos isolats avant les essais de production.

111.1.3.1. Concentrations des microorganismes du starter

Les résultats de 5 parametres suivis en présence de concentrations variables de levure
et de BL sont présentés dans les lignes qui suivent en vu de la détermination des teneurs initiales
des microorganismes du starter. Ces parameétres, a savoir : la croissance des moisissures, le
pourcentage d’inhibition, la teneur en sucre de la pulpe, 1’acidité de la pulpe et le grade des
feves , ont permis de déterminer la concentration en microorganismes du starter.

La Figure 27 qui présente 1’évolution d” A. carbonarius durant la fermentation montre
une croissance de la moisissure a partir de la 36°™ heure en absence de starter avec une
concentration maximale de 1,07 x 7Log UFC/g de feves apres 96 heures dans le témoin
ensemencé uniquement par la moisissure (M) partant d’une charge fongique de 3,05 x 5Log
UFC/g de féves. Par contre, en présence de I’un ou des deux microorganismes du starter, la
croissance de la moisissure n’est observée qu’a partir de 60heures et n’excéde pas 6Log UFC/g

de féves.
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Figure 27. Variation des moisissures durant la fermentation des feves.

En effet, un examen du pourcentage d’inhibition de la moisissure dans chacune des
combinaisons testées (Tableau XXXII) montre une meilleure inhibition de la moisissure
(96,17%) dans la combinaison de nos deux isolats a des concentrations identiques de 6 Log
UFC/g.

Tableau XXXII: Taux d’inhibition d’A. carbonarius en fonction des différentes
concentrations en levures et BL.

Codes S. cerevisiae L. farciminis Pl (%) moyen
Conditions (E24) (Lab11.1) A. carbonarius

M 1 0 0 6 0,00+0,00

LabM1 2 0 6 6 54,00+0,30
LabM2 3 0 7 6 87,22+0,27
LevM1 4 6 0 6 94,16+0,29
LevM2 5 7 0 6 84,58+0,30
LLM1 6 6 6 6 96,17+0,36
LLM2 7 7 7 6 87,43+0,33
LLM3 8 6 7 6 93,93+0,19
LLM4 9 7 6 6 92,91+0,37

De maniére générale, la présence de chaque isolat seul dans cette fermentation
suplémentée permettait de reduire la croisance des moisissures mais combinés le taux
d’inhibition était meilleur. Car, I’inhibition de la moisissure augmente en présence de levures
et de bactéries lactiques. En effet, I’essai ayant des charges égales de 6 Log UFC/g de féves
inhibant le mieux la croissance d’A. carbonarius (96%). Tandis que 1’essai en présence de la

BL seule a présenté le plus faible taux d’inhibition (54%). Toutefois, les levures contribuent
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fortement a augmenter ce pourcentage d’inhibition. Ce qui montre 1’interét d’une association

des deux microorganismes pour une meilleure activité du starter.

X/

< Durée de fermentation

La longue durée de la fermentation alcoolique observée durant la production des feves
favorisant le développement des moisissures d’une part, et la basification du mucilage des feves
influencant la qualité de ces dernieres ; il a également été évalué 1I’impact des concentrations
variables des germes de ces 2 parameétres afin d’apprecier la durée de la fermentation en

présence des concentrations variables des germes du starter.

Les résultats obtenus montrent un épuisement des sucres fermentescibles (Tableau
XXXI1) aprés 48h sur les féves en présence d’un ou des deux microorganismes et ceci aux
concentrations utilisées. Ceci n’était pas le cas avec les féves issues de la fermentation
spontanée dont 1’épuisement en sucre s’est observé apres 96 heures, 25% de sucre étant encore

dans cette fermentation spontanée apres 48 heures.

Tableau XXXII1: Concentration en sucres réducteurs du mucilage.

BL(Log  moisissure

Levure (Log UFC/g)  (Log sporelg) Teneur en sucres (eq.g.glucose/g de féves)

Code Cell/g) 0h 48 h 96 h

M 0 0 6 0,57+0,02 0,03+0,02 0,00+0,00
LabM1 0 6 6 0,57+0,02 0,01+0,00 0,00+0,00
LabM2 0 7 6 0,57+0,02 0,01+0,00 0,00+0,00
LevM1 6 0 6 0,57+0,02 0,03+0,00 0,00+0,00
LevM2 7 0 6 0,57+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00
LLM1 6 6 6 0,57+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00
LLM2 7 7 6 0,57+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00
LLM3 6 7 6 0,57+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00
LLM4 7 6 6 0,57+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00
C 0 0 0 0,57+0,02 0,14+0,01 0,02+0,01

La variation de I’acidité au cours du temps montre une diminution de la teneur en acide
dans le mucilage (Figure 28). Elle releve une rapide baisse de ce paramétre dans le mucilage
des feves fermentées en présence des levures aprés 48 heures, les valeurs comparables en
présence des BL toutes seules étant obtenues au bout de 96 heures. La valeur d’acidité du

mucilage des féves issues de la fermentation spontannée varie peu apres 48 heures.
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Figure 28. Variation de I’acidité de la pulpe en fonction du temps de fermentation.

» Qualité des feves fermentées

Le test a la coupe étant le paramétre le plus exploité dans 1’évaluation de la qualité des

feves, celui-ci a été évalué sur les féves apres 96 heures ; temps au bout duquel les teneurs en

sucres réducteurs et 1’acidité sont comparables en présence des différentes concentrations des

microorganismes.

Les résultats obtenus (Tableau XXXIV) montrent que trois conditions (LLM1,

LLM3 et LevM2) permettent d’obtenir des féves de 1* grade, dont deux en présence de culture

mixte de levure et de BL. De ces conditions, celle ayant présentée la plus forte inhibition d’A.

carbonarius associée a une meilleure qualité a été retenue pour les essais a différentes échelles

de grandeurs.

Tableau XXXIV: Grade des féves de cacao obtenues dans les conditions expérimentales.

Levure (Log BL(Log moisissure (Log Pourcentage Grade
Code  Cell/g) UFClg) spore/g) M D NF BF
M 0 0 6 0 0 10 90 HS
LabM1 0 6 6 0 0 5 95 Gll
LabM2 0 7 6 0 0 7 93 Gll
LevM1 6 0 6 0 0 5 95 Gll
LevM2 7 0 6 0 0 0 100 Gl
LLM1 6 6 6 0 0 0 100 Gl
LLM2 7 7 6 0 0 5 95 Gll
LLM3 6 7 6 0 0 0 100 Gl
LLMA4 7 6 6 0 0 7 93 Gll
C 0 0 0 0 0 10 90 HS
M : Moisie ; NF : Non Fermenté (violet ou ardoisé); D : Défectueuses ; BF : Féves Bien Fermentées ; HS :

Hors Standard ; GlI : Grade Il ;

Gl : Grade I.
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Il ressort de la synthese des analyses microbiologiques et physicochimiques que les
fermentations menées en présence de la BL L. farciminis (Lab11.1) et de la levure S. cerevisiae
(E24) a la charge de 6Log/g chacune permettent d’obtenir une meilleure réduction de la
croissance d’A. carbonarius et des féves de bonne qualité. Ainsi, la Figure 29 présente 1’aspect

des feves obtenues pendant la fermentation dans cette condition.
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Figure 29. Aspect visuel des feves de cacao obtenues des différentes combinaisons de
starters : (A) Control, (B) LevM1, (C) LevM2, (D) LabM1, (E) LabM2, (F) LLM1, (G)
LLM2, (H) LLMS3, (1) LLM4, (J) Moisissures.
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Les observations réalisées pendant les fermentations menées en présence du starter
constitué de L. farciminis (Lab11.1) et S. cerevisiae (E24) a des charges respectives de 6 Log/g
montrent au jour 3 dans le temoin naturel non inoculé, une moisissure non inoculée en
développement mais celle-ci n’est pas présente dans les fermentations contenant les starters
(Figure 30). Parallelemnt, I’inhibition de la moisissure A. carbonarius NRRL368 est évidente

dans la fermentation menée en présence des isolats (Figure 31). Ces observations sont les

preuves visuelles de I’inhibition des moisissures par le starter utilisé.

Controéle
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©
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Figure 30. Aspect des fermentations des féves dans la condition LL (levure a 6Log, BL a
6Log) en comparaison au témoin naturel aux différents jours de fermentation.
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Figure 31. Aspect des fermentations des féves dans la condition LLM1 (levure a 6Log, BL a
6Log et Moisissure a 6Log) en comparaison a la condition ensemencée de moisissure (M).

111.1.3.2. Qualité des féves fermentées a différentes échelles par le starter

La meilleure combinaison des concentrations microbiennes des deux microorganismes
retenus pour le starter a été expérimentée dans la fermentation des féves a différentes échelles
afin d’évaluer son éfficacité sur la qualité des féeves et Vérifier la stabilité du starter. Les
Annexes 6 et 7 présentent quelques étapes de ces productions.

A cet effet, les féves de cacao reparties en lot de 1Kg et 10kg ont été fermentées en
Laboratoire, et les lots de 25 Kg fermentés en milieu rural (avec les producteurs de cacao) et
ce en utilisant le starter constitué de L. farciminis (Lab11.1) et S. cerevisiae (E24) inoculé avec
les charges précédemment retenues.
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K/

% Profil microbiologique des féves au cours des fernentations

Le suivi de la charge des microorganismes d’intérét durant la fermentation présenté
dans le Tableau XXXV montre que I’évolution des levures a différentes échelles de
fermentation présente un méme profil dans les différents essais. On observe dans tous les essais
inoculés par le starter une importante croissance des levures durant les 48 premiéres heures ,
temps au bout duquel la concentration en levures est maximale de 8 Log. Cette concentration
maximale en levures est atteinte dans les 3 ou 4 jours de culture dans les essais non fermentés
par le starter montrant ainsi la réduction de la durée de fermentation alcoolique assurée par les

levures en présence du starter.

L’évolution des BL quant a elle différe peu de celle des levures. Les concentrations
bactériennes maximales étant atteintes aprés 48heures dans les essais inoculés par le starter et
et seulement aprés 96-120 heures en absence de starter. Malgré cette similitude, la
concentration bactérienne maximales des essais fermentés sans starter demeure inférieure a
celle en présence du starter traduisant ainsi la lente colonisation du milieu par les BL en absence

d’un apport exogene de ces germes dans le milieu.
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Tableau XXXV: Variation de la croissance des levures et des BL au cours de la fermentation
a différentes échelles.

Levures (Log UFC/g de féves)

Oh 48h 72h 96h 120h

1kg C 0,60 5,30 - 8,64 8,01
LL 6,60 8,65 - 8,85 7,80

LLM 6,60 8,65 - 8,76 7,79

M 0,60 5,01 - 7,70 3,48

10kg C 0,70 7,51 8,34 - 7,24
LL 6,70 7,71 1,57 - 7,70

LLM 6,70 7,83 7,63 - 7,30

M 0,70 6,26 1,57 - 7,44

25kg C 1,42 7,33 8,05 - 5,22
LL 7,42 8,25 8,64 - 7,31

LLM 7,42 8,12 8,01 - 7,24

M 1,42 6,85 7,13 - 6,37

Bactéries lactiques (Log UFC/g de feves)

Oh 48h 72h 96h 120h

1kg C 0,70 5,85 - 6,31 6,28
LL 6,70 8,61 - 8,58 7,95

LLM 6,70 8,76 - 7,53 7,24

M 1,70 2,32 - 4,65 4,48

10kg C 0,68 4,67 6,73 - 7,70
LL 6,68 9,51 8,82 - 8,76

LLM 6,68 9,57 8,25 - 7,74

M 0,68 4,84 7,34 - 7,48

25kg C 1,58 7,24 7,52 - 6,52
LL 7,58 9,56 8,92 - 8,00

LLM 7,58 9,55 9,03 - 8,12

M 1,58 7,14 7,02 - 6,63

- : non déterminé, C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis
(Labl1.1) et S. cerevisiae (E24), LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1),
S. cerevisiae (E24) et A. carbonarius , M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius.

Le Tableau XXXVI montre 1’évolution des moisissures durant la fermentation qui
représente un critére d’appréciation du déroulement de la fermentation en présence ou en
absence du starter. Il montre , pour les essais contaminés par A. carbonarius, une importante
réduction de cette derniére de 6 a des valeurs inférieures ou égales a 1Log UFC/g de feve par
le starter (LLM). Cette réduction de la croissance est observée durant les 48 premiéres heures,

temps au bout duquel la teneur en moisissures reste stable.

Les resultats similaires sont obtenus sur le témoin non contaminé par une moisissure
mais exposé a la contamination fongique de I’environnement (Figure 32). Il apparait en effet
dans tous les essais fermentés par ce starter (LL) des taux de contamination en moisissures a la

limite du seuil de détection, contrairement aux feves par la flore naturelle (Essai C) dont la
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concentration en moisissures excéde les 3 unités logarithmiques par gramme a partir du 3°m®

jours.

Tableau XXXVI : Variation de la croissance des moisissures au cours de la fermentation a
différentes échelles.

Moisissures (Log UFC/g de feves)

Essais Oh 48h 72h 96h 120h
1kg C <LD <LD - 3,18 3,30
LL <LD <LD - <LD <LD
LLM 6,20 0,33 - 0,48 0,36
M 6,20 7,08 - 8,95 8,25
10kg C <LD LD 4,38 - 4,51
LL <LD <LD <LD - <LD
LLM 5,15 0,93 0,53 - 0,38
M 5,15 5,97 6,96 - 7,90
25kg C <LD <LD 3,86 - 4,58
LL <LD <LD <LD - 0,25
LLM 6,15 1,14 1,20 - 1,21
M 6,15 7,15 7,96 - 7,85

- : non déterminé, C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis
(Lab11.1) et S. cerevisiae (E24), LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1),
S. cerevisiae (E24) et A. carbonarius , M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius.

Figure 32. Aspect des boites de Petri présentant les moisissurses pendant la fermentation (A)
dans la condition contrdle non inoculée (C), (B) dans la condition contréle positif contenant la
moisissure seule (M), (C) dans la condition contenant la levure, la bactérie lactique et la
moisissure (LLM).

Une évaluation du pourcentage d’inhibition de cette moisissure par le starter sur les
essais ensemencés par cette moisissure (Tableau XXXVII) a permi de relever un taux
d’inhibition supérieur a 80% ; ceux-ci variant de 84% pour les essais réalisés en milieu rural

(25Kg) a 95% pour les essais en laboratoire (1 et 10Kg).
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Tableau XXXVII: Taux d’inhibition obtenu avec la condition LLM des fermentations a
différentes échelles.

Temps

(Heures) 48 72 96 120
Taux — 1kg 95,45+0,25 - 94,67£0,52  95,58+0,29
?O/H)lhlbltlon 10kg 84,34t050 92414025 - 95,15+0,19
0
LLM 25kg 84,05+4,38 84,90+5,15 - 84,58+4,15

- : non déterminé, C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis
(Lab11.1) et S. cerevisiae (E24), LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1),
S. cerevisiae (E24) et A. carbonarius , M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius.

% Caractéristiques du mucilage des féves au cours de la fermentation

La mauvaise fermentation étant 1’un des facteurs favorisant la croissance des
moisisissures sur les feves et par conséquent 1’altération de leur qualité, plusieurs parameétres

physico-chimiques ont été analysés aussi bien sur la feve que dans la féve.

Le mucilage étant I'une des principale source de nutriments de la croissance
microbienne favorisant la croissance des moisissures sur les féves et par conséquent
I’altération de leur qualité, deux de ces composantes ont été analysées a savoir le pH , reflet de
I’acidité du milieu et la teneur en sucres. Il a ainsi pu étre noté une augmentation des valeurs
du pH du mucilage au cours du temps (Tableau XXXVIII). Ceux-ci étant d’autant plus
importante que la quantité des feves est élevée avec des valeurs allant de 3,7 en début de

fermentation a 4,26 ; 5,18 et 5,75 respectivement pour les essais de 1, 10 et 25 kg.

Les teneurs en sucres totaux quant a elles sont pratiquement épuisées apres 48 heures
dans I’ensemble des essais inoculés par les souches microbiennes du starter et de la moisissure,
contrairement aux essais de fermentation naturelle. Leurs teneurs variant de 15 % (p/p) a moins
de 0,5%. Cet épuisement des sucres totaux n’est observé dans les fermentations naturelles
(condition C) qu’apres 96 heures. Le mucilage des feves dans ces essais contenant encore 5 %
de sucres apres 48 heures de fermentation dans ’essai d’1 kg.
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Tableau XXXVIII : Variation du pH et de la teneur en sucres du mucilage au cours des

différentes fermentations.

pH
Oh 48 h 72 h 96 h 120 h
lkg C 3,76 3,68 3,65 4,10 4,12
LL 3,76 3,90 4,09 4,13 4,25
LLM 3,76 3,82 4,12 4,51 4,77
M 3,76 3,53 3,90 3,95 3,93
10kg C 3,76 3,81 4,18 - 5,12
LL 3,76 3,85 4,42 - 5,63
LLM 3,76 3,82 4,22 - 5,55
M 3,76 3,50 4,02 - 4,44
25kg C 3,70+0,00 - 4,00+0,00 - 5,55+0,07
LL 3,70+0,00 - 4,53+0,04 - 6,68+0,04
LLM 3,70+0,00 - 4,30+0,00 - 6,55+0,07
M 3,70+0,00 - 3,55+0,07 - 4,25+0,35
Sucres totaux (g/1009)
Oh 48 h 72 h 96 h 120 h
lkg C 16,00+0,00 5,00£0,00 1,00%0,00 <LD <LD
LL 16,00+0,00 <LD <LD <LD <LD
LLM 16,00+0,00 <LD <LD <LD <LD
M 16,00+0,00 <LD <LD <LD <LD
10kg C 15,00+0,00 2,00+0,00 <LD - <LD
LL 15,00+0,00 <LD <LD - <LD
LLM 15,00+0,00 <LD <LD - <LD
M 15,00+0,00 <LD <LD - <LD
25kg C 16,00+0,00 - 1,52+0,02 - <LD
LL 16,00+0,00 - 0,53+0,04 - <LD
LLM 16,00+0,00 - 0,50+0,00 - <LD
M 16,00+0,00 - 0,99+0,02 - <LD

- non déterminé, C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis
Lab11.1 et S. cerevisiae E24, LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis Lab11.1, S.
cerevisiae E24 et A. carbonarius ; M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius, < LD : inférieur a
la limite de détection.

Le profil de température variant peu dans les faibles masses fermentaires, uniqguement
celui des lots de 10 et 25 kg ont été suivis. Il ressort du Tableau XXXIX, une augmentation
progressive de cette température allant de la température ambiante a des valeurs supérieures a
40°C. Le profil obtenu respecte le profil d’augmentation observé dans la plupart des
fermentations naturelles & grandes échelles bien qu’il n’ait pas atteint les 50°C genéralement
indiqué pour des masses plus importante des feves. Par ailleurs, I’augmention de température
de cette étude est plus rapide et plus importante dans les lots de 25 Kg en comparaison aux lots
de 10 kg. Et plus important en cas d’utilisation du starter qu’en absence de 1’utilisation de ce

dernier.
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Tableau XXXIX: Variation de profil de température pendant les fermentations.

Profil de Température des féves (°C)

Oh 48 h 72 h 96 h 120 h
10kg C 26,00 31,10 39,90 - 41,50
LL 26,00 37,20 42,00 - 42,00
LLM 26,00 29,20 42,32 - 42,32
M 26,00 29,20 39,80 - 40,90
25kg C 28,00+0,00 - 40,00+0,00 - 44,50+0,00
LL 28,00+0,00 - 45,30+0,04 - 46,50+0,71
LLM 28,00+0,00 - 45,25+0,35 - 47,00+0,00
M 28,00+0,00 - 39,50+0,71 - 44,50+0,71

- : non déterminé, C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis
(Lab11.1) et S. cerevisiae (E24), LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1),
S. cerevisiae (E24) et A. carbonarius , M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius.

0,

% Caractéristiques physicochimiques des féves de cacao au cours de la fermentation

La qualité finale de feves dépendant des modifications de son contenu tout au long de

la fermentation, trois parametres ont été évalués durant cette opération unitaire a savoir le pH,
I’indice de fermentation et la teneur en polyphénols totaux (Tableau XXXX).

Le pH des feves diminuait dans I’ensemble des essais de 6 a 4. Cette baisse apparaissait

plus rapide dans les essais fermentés en présence du starter dont les valeurs minimales de pH

étaient obtenues dés la 72°™ heure. Contrairement au témoin naturel et le témoin moisissure

dont ce pH n’est atteint qu’au bout de 120 heures.

Concernant 1’indice de fermentation qui évalu la modification de la coloration de la
feve apprecié en chocolaterie, il augmente progressivement dans tout les essais au cours du
temps. Toutefois, ses valeurs sont proches du standard recommandé 1 au bout & la 72°™ heures
de fermentation dans les essais en présence du starter contrairement a ceux en absence de starter
qui ne s’en rapprochent qu’au bout de 120 heures. A ce 5°™ jour, I’indice de fermentation se
trouve plus important dans les essais en présence du starter qu’en absence de celui-ci quelque

soit la taille des lots.

La teneur en polyphénols totaux quant a elle décroit plus rapidement dans les essais en
présence du starter pour atteindre une valeur inférieure a 1g/100g de féves contrairement aux
essais en présence des moisissures qui ont des valeurs supérieures quelque soit la taille des lots

considérés.

116



Tableau XXXX: Variation du pH, de I’indice de fermentation et de la teneur en Polyphénols
des féves au cours de la fermentation a differentes échelles.

Ph
Oh 48 h 72 h 96 h 120 h
lkg C 6,00 5,50 5,10 5,00 45
LL 6,00 5,80 4,80 4,50 4,21
LLM 6,00 5,50 4,50 4,00 4,45
M 6,00 5,50 5,10 4,50 4,00
10kg C 6,00+0,00 - 4,80+0,00 - 4,00+0,00
LL 6,00+0,00 - 3,90+0,00 - 4,50+0,00
LLM  6,00+0,00 - 4,20+0,00 - 4,12+0,00
M 6,00+0,00 - 5,00+0,00 - 4,00+0,00
25kg C 6,00+0,00 - 5,05+0,07 - 5,50+0,00
LL 6,00+0,00 - 4,48+0,04 - 4,81+0,01
LLM  6,00+0,00 - 4,30+0,00 - 4,50+0,00
M 6,00+0,00 - 4,60+0,00 - 4,20+0,00
Indice de fermentation
Oh 48 h 72 h 96 h 120 h
lkg C 0,40 0,62 0,82 0,93 1,01
LL 0,40 0,88 0,98 1,18 1,18
LLM 0,40 0,89 0,99 1,11 1,17
M 0,40 0,54 0,74 0,88 0,95
10kg C 0,39+0,00 0,43+0,00  0,80+0,02 - 0,85+0,00
LL 0,39+0,00 0,52+0,02  0,95+0,01 - 1,2040,00
LLM  0,39+0,00 0,43+0,03  0,98+0,01 - 1,20+0,00
M 0,39+0,00 0,41+0,00  0,70+0,02 - 0,81+0,00
25kg C 0,40+0,00 0,61+0,01  0,74+0,06 - 0,93+0,04
LL 0,40+0,00 0,69+0,02  0,98+0,04 - 1,20+0,00
LLM  0,40+0,00 0,65+0,00  0,99+0,01 - 1,21+0,01
M 0,40+0,00 0,61+0,01  0,74+0,04 - 0,88+0,04
Polyphénols (g/100g)
Oh 48 h 72 h 96 h 120 h
lkg C 6,40+1,13 3,84+0,17 - 2,00+1,39 0,97+0,02
LL 6,40+1,13 3,33+0,21 - 0,83+0,01 0,78+0,04
LLM  6,40+1,13 3,31+0,27 - 0,98+0,02 0,86+0,01
M 6,40+1,13 4,03+0,15 - 2,06+1,05 1,32+0,28
10kg C 6,85+0,49 4,84+0,17  3,17+0,49 - 1,07+0,07
LL 6,85+0,49 3,88+0,10  2,14+0,02 - 0,79+0,01
LLM  6,85+0,49 4,02+0,19  2,70+0,08 - 0,91+0,09
M 6,85+0,49 5,55+0,57 3,57+0,10 - 1,35+0,06
25kg C 6,65+0,21 - 3,17+0,49 - 0,94+0,02
LL 6,65+0,21 - 2,14+0,02 - 0,73+0,01
LLM  6,65+0,21 - 2,40%0,36 - 0,81+0,01
M 6,65+0,21 - 3,57+0,10 - 1,07+0,07

- non déterminé, C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis
(Lab11.1) et S. cerevisiae (E24), LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1),

S. cerevisiae (E24) et A. carbonarius , M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius.
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+» Qualité finale des féves fermentées

» Grade des féves de cacao

Le Tableau XXXXI présente les différents grades des féves de cacao des différents
essais de fermentation a I’issu du test a la coupe qui permet de classer ces derniéres en fonction
de leur qualité. 11 en ressort que I’ensemble des féves fermentées par le starter aussi bien au
laboratoire (1 kg et 10 kg) qu’en milieu rural (25 kg) sont de qualité supérieure et classées de
premier Grade (Gl). Ces derniers confirment I’efficacité de I’inhibition de la souche de
moisissure testée avec le starter, environ 2% de féves moisies étant observées en présence du

starter.

Les féves fermentées naturellement par la flore endogéne de I’environnement sont
quant a elles de mauvaise qualité avec un pourcentage moyen de féves non fermentées de

I’ordre de 10 %. Ce qui le classe dans la catégorie hors standard (HS).

Quant aux feves issues des essais contanimés par les moisissures et fermentées par la
flore naturelle, celles-ci sont caractérisées par un pourcentage élevé de feves moisies (8-10%)

et des feves non fermentées (12-30 %) caractérisées par leur aspect violet et ardoise.

Tableau XXXXI : Caractéristiques des féves de cacao obtenues du test a la coupe.

Echantillon Pourcentage (%) Grade
M D N F BF

1 kg C 0 0 10 90 HS
LL 0 0 2 98 Gl
LLM 0 0 3 97 Gl
M 8 0 12 80 HS

10 kg C 0 0 15 85 HS
LL 0 0 3 97 Gl
LLM 1 0 3 96 Gl
M 10 0 30 60 HS

25 kg C 1 0 9 90 HS
LL 0 0 5 95 Gl
LLM 2 0 3 95 Gl
M 8 0 15 77 HS

M : Moisie ; NF : Non Fermenté (feves de cacao violettes ou ardoisées) ; D : Défectueuses ; BF :
Féves Bien Fermentées ; HS : Hors Standard ; Gl : Grade Il ; Gl : Grade I.

C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1) et S.
cerevisiae (E24), LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1), S. cerevisiae
(E24) et A. carbonarius , M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius.
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» Teneur en OTA des féves

La croissance des moisissures étant genéralement associee a la production des
mycotoxines, la teneur en OTA produite par A. carbonarius a été évaluée dans les féves des
différents essais de fermentation et apres 60 jours de stockage.

Les teneurs de cette mycotoxine présentées dans le Tableau XXXXII revele la production
de I’OTA par A. carbonarius durant la fermentation des feves contaminées par ce champignon
avec une valeur initiale oscillante autour de 3ug/kg. Cette concentration en OTA en deca des
valeurs de détection dans les féves fermentées par le starter ou par la flore naturelle en fin de
fermentation demeure indétectable dans les feves fermentées par le starter apres 60 jours de
stockage. Contrairement a ces derniéres (féves fermentées par le starter), les teneurs croissantes
en OTA ont été obtenues dans les autres essais aprés 60 jours de conservation. C’est ainsi que
les féves issues des essais de fermentation naturelle contaminés par A. carbonarius présentent
les taux les plus élevés de 1’ordre de 13ug/kg tandis que les feves de fermentation naturelle non
contaminées avaient des teneurs autour de 0,02ug/kg.

Tableau XXXXII : Quantité d’OTA (ng/kg de féves fermentés et séchées) dans les différentes
conditions.

Quantité d’OTA (ug/kg) apres stockage

Taille des tas Conditions 0 jour 60 jours
1 Kg C <LD 0,02+0,002
LL <LD <LD
LLM <LD <LD
M 3,08+0,232 13,41+0,26°"
10 kg C <LD 0,02+0,002
LL <LD <LD
LLM <LD <LD
M 2,98+0,21°2 12,41+0,26°
25 Kg C <LD 0,03+0,002
LL <LD <LD
LLM <LD <LD
M 3,31+0,252 13,50+0,29°

Dans la méme colonne, les valeurs suivies de la méme lettre sont statistiguement similaires
(P<0,05). C : témoin non inoculé, LL : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Lab11.1)
et S. cerevisiae (E24), LLM : Fermentation inoculée par le mélange L. farciminis (Labl11.1), S.
cerevisiae (E24) et A. carbonarius, M : Fermentation inoculée par A. carbvonarius.

L’ensemble des données obtenues des essais de fermentation des féves en présence
d’une monoculture de levure ou de BL ou d’une co-culture d’un isolat de BL et de levure a
permis de montrer une meilleur activité d’une coculture comme starter de la fermentation des

feves de cacao. La formulation de ce dernier a revélé que les concentrations équitables de 6
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Log/g avaient une meilleure activité inhibitrice sur A. carbonarius et permettraient d’obtenir
des feves de qualité supérieure aussi bien en conditions de laboratoire qu’en milieu rural. La
qualité des féves fermentées par ce starter a été maintenue dans le temps, I’OTA n’ayant pas

éte détecté apres 60 jours de stockage.
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111.2. DISCUSSION

Principale source de revenus pour de nombreux pays, le cacao est malheureusement
sujet & une dépréciation de sa qualité marchande a cause de la présence des moisissures
contaminants les feves a différents stades de leur production que celles-ci soient productrices
ou non de mycotoxines. Ce qui justifie les nombreux travaux entrepris dans la lutte contre la
contamination fongique des feves de cacao (Essia et al., 2015, Fossi et al., 2016). Outre la
croissance des moisissures, la production des féves est également limitée par la longue durée
de la fermentation dont I’impact sur la qualité organoleptique des dérivés du cacao est bien

connu amenant les cacaoculteurs a ne pas la respecter.

Parmi les méthodes de lutte antifongiques utilisées pour y parvenir, les méhodes
biologiques demeurent les plus appropriées en raison de leurs nombreux avantages portant sur
le respect de la santé et de I’environnement. Divers travaux ont montré le potentiel antifongique
des bactéries lactiques isolées des milieux fermentaires (Dalié et al., 2010 ; Matei et Cornea,
2015 ; Ouattara et al., 2017). Par ailleurs, la quantité et la spécificité des germes intervenant
durant I’opération unitaire de fermentation ayant un impact sur sa durée et par conséquent sur
la productivité, nous avons porté notre intérét sur la recherche de microorganismes capables de

répondre a cette double préoccupation pour la production des féves de cacao de qualité.

Les bactéries lactiques intervenant dans la fermentation des féves de cacao étant
également connues pour leur activité antimicrobienne (Fossi et al., 2016 ), un criblage d’isolats
ayant une activité antifongique a été entrepris dans cet ecosystéme des féves de cacao. A cet
effet, 28 isolats de BL ont été obtenus a partir des fermentations naturelles des feves et leur
activité antifongique évaluée sur 10 souches de moisissures contaminants des feves et
appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium (Moujouenpou, 2008 ; Essia et al., 2015 ;
Fossi et al., 2016 ; Visintin et al., 2016).

Les pourcentages d’inhibition des différentes moisissures variant entre 6 et 100% en
fonction des isolats de BL, seuls les isolats ayant un pourcentage d’inhibition moyen supérieur
ou égale a 40% ont été retenus. Il s’agit a cet effet des 8 isolats classés par ordre croissant
d’activité ci-apres : Labl1.1, A21, Ped2, Lab 9, Lab10, Ped3, Lab11.2, et A19. De tous ces
isolats Labl11.1 et A19 ont éte respectivement le plus actif et le moins actif des isolats a
meilleurs activités antifongiques avec des pourcentages d’inhibition moyen de 67 et 41%.
Quant aux moisissures, les plus sensibles étaient les souches de Penicillium citrinum (M7 et

M8) qui ont été totalement inhibées par I’isolat Lab11.1 et A21, tandis que les plus résistantes
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étaient A. carbonarius NRRL 368 et A. tamarii M21. Ces résulats vont dans le méme sens que
ceux de Gerez et al. (2010), Matei et Cornea (2015) et Ouattara et al. (2017) qui ont rapporté
que les especes de Penicillium sont plus sensibles aux molécules bactériennes actives que les
moisissures du genre Aspergillus. En analysant I’activité antifongique des BL, il a été constaté
une variation de sensibilité des moisissures au sein d'une méme espece pouvant s'expliquer par
la présence de plusieurs morphotypes ayant des caractéristiques différentes, comme décrit par
Tareb et al. (2015), Ayo-Olalusi (2017) et Sharma et al. (2018).

Les isolats de BL a forte activité antifongique soumis & la caractérisation biochimique
ont montré leur capacité a métaboliser le glucose, le fructose, le saccharose, le maltose, le
lactose, et le cellobiose. Aucun des isolats n’a produit de sulfure d’hydrogene. En revanche,
des différences entre ces isolats ont été observées pour la production d'acide a partir de la
fermentation du glycérol, de I'arabinose, du thréhalose, du raffinose, du mélibiose, du ribose,
de l'esculine et du dioxyde de carbone provenant de la fermentation du glucose. Ces
caractéristiques sont conformes a celles rapportées par Fusco et al. (2015) pour Weissella
cibaria, par Tsuda et al. (2012) pour Lactobacillus farciminis, par Baradaran et al. (2012)
pour Pediococcus pentosaceus, par Manero et Blanch (1999) pour Enterococcus faecium et
par Gandevia et al. (2017) pour Lactobacillus brevis. Cette caractérisation biochimique a été
confirmée par l'identification moléculaire qui a révélé que les isolats a activité antifongique
correspondent effectivement aux especes Weissella cibaria (Lab10, A19 et Ped2), Pediococcus
pentosaceus (Lab 9), Lactobacillus brevis (A21), Lactobacillus farciminis (Labl1l.1) et
Enterococcus faecium (Lab11.2 et Ped3). La présence de ces especes est conforme aux résultats
d’autres travaux qui ont trouvé les microorganismes des genres Lactobacillus, Leuconostoc,
Lactococcus, Pediococcus et Enterococcus dans la fermentation des féves de cacao au Ghana,
au Nigeria, en Cote d'lvoire et au Cameroun (Camu et al., 2007 ; Visintin et al., 2016 ;
Ouattara et al., 2017). Certains d’entre eux ayant également trouvés dans le milieu de
fermentation des féves, des bactéries lactiques aux propriétés antimicrobiennes et

antifongiques.

L’isolat Labl1l.1 & forte activité antifongique correspondant a Lactobacillus
farciminis vient confirmer les travaux de Laref et al. (2013b) ayant rapporté I’activité de cette
espece contre Aspergillus sp., Fusarium roseum, Trichoderma sp. et Penicilium sp. Cette
espece ayant deja été exploitée dans la lutte biologique et trouvant plusieurs applications dans
les domaines alimentaire et médicale comme probiotique (Lamine, 2004 ; Ait-Belgnaoui et

al., 2006), a été retenue pour la mise au point du starter de fermentation des féves de cacao.
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Concernant la durée de fermentation des féves dont on sait qu’elle est initiée par la
fermentation alcoolique assurée par les levures (Ho et al., 2014 ; Almeida et al., 2019), un
criblage des levures a forte production d’alcool a été mené. A cet effet, 29 levures ont été
isolées et testées pour leur aptitude fermentaire. Ces isolats ont présenté des vitesses variables
de production d’éthanol au cours de 1’évaluation de leur aptitude fermentaire avec les masses
en gaz carbonique obtenues variantes de 0,73g a 1,78g. Deux d’entre eux ont présenté les
meilleures aptitudes avec des pertes en masse en CO2 respectives de 1,59 et 1,7g pour les
isolats E21 et E24. La caractérisation moléculaire de ces isolats a permi d’identifier I’isolat
E21 comme Candida parapsilosis et I’isolat E24 comme Saccharomyces cerevisiae, deux des
différents genres fréquemment rencontrés dans la fermentation des feves que sont:
Hanseniaspora, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Debaryomyces, Saccharomyces,
Candida et Kloeckera (Schwan et Wheals, 2004 ; Jespersen et al., 2005). Bien que
Hanseniaspora guilliermondii ait été indiquée comme présente dans les 24 premieres heures
de la fermentation, Saccharomyces cerevisiae et Pichia membranifaciens demeurent les plus
abondantes dans toutes les fermentations aprés 36 a 48 h, (Nielsen et al., 2007; Lagunes-
Galvez et al., 2007). Cette prédominance de Saccharomyces cerevisiae observée au cours de
la fermentation des féves dans les pays producteurs de feves de cacao (Breésil, Ghana, Mexique,
Malaisie) est due a sa capacité a produire et a tolérer des concentrations élevées d'éthanol et de
sucres dans un milieu acide, a sa capacité a s'adapter aux changements de pH et de température,
a ses faibles besoins nutritionnels et a son activité pectinolytique (Papalexandratou et al.,
2011 ; Pereira et al., 2013 ; Moreira et al., 2013 ; Papalexandratou et al., 2013 ; Batista et
al., 2016).

Dans la deuxiéme partie de ce travail, il était question de déterminer les mécanismes
d’antagonisme de la croissance des moisissures par les bactéries lactiques. L’activité inhibitrice
des BL a été attribuée a divers métabolites parmi lesquels le peroxyde d'hydrogéne, les acides
organiques, les composés protéiques (Schnurer et Magnusson, 2005 ; Aunsbjerg et al.,
2015 ; Le Lay et al., 2016 ; Tatsadjieu et al., 2016 ; Fossi et al., 2016). Toutefois, si le
mécanisme de I’activité antibactérienne des BL a fait I’objet de nombreux travaux, il n’en est
pas de méme pour leur activité antifongique, ce que nous avons tenté d’¢élucider dans les essais
d’inhibition d’A. carbonarius NRRL 368 et P. citrinum M8 par L. farciminis (Lab 11.1) et W.
cibaria (A19).

L’acide lactique étant le principal métabolite des BL, I’'impact de cet acide organique

dont la concentration dans le surnageant de L. farciminis (Lab 11.1) testé était de 19,47 g/l, a
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été évalué sur les moisissures. Les résultats obtenus ont permi de déterminer que la CMI (18
g/l) de cet acide sur P. citrinum M8, était proche de la teneur en acide lactique du milieu. Par
contre la CMI de cet acide vis-a-vis d’A. carbonarius était plus importante (39 g/l), confirmant
ainsi que I’inhibition en partie des souches fongiques par les BL pourrait également étre
associee a d’autres acides dans le milieu (Dalié et al., 2010 ; Ouattara et al., 2017).

La perte partielle de D’activit¢ du surnageant aprés neutralisation par le NaOH
confirmerait la synthése d’autres molécules et 1’action synergique de celles-ci dans 1’action
antimicrobienne des BL. De méme, la persistance de I’inhibition des souches fongiques par les
surnageants bacteriens neutralisés par la soude confirme les résultats des travaux de Garneau
et al. (2002), Diep et Nes (2002), Dalié et al. (2010) ; Laref (2014) ayant montré que le lactate
et les acides organiques ne sont pas les seules molécules antifongiques produites par les BL.

Plusieurs molécules antimicrobiennes de nature protéique produites par les BL ont
également été décrites dans la littérature, ce qui a justifié leur recherche de notre part. Leur
détection sur plaque de CCM et par fractionnement demontre la synthese de ces molécules par
les BL et leur excretion dans le milieu de culture. Bien que ces molécules n’aient pas été
identifiées, le nombre de bandes protéiques détectées sur CCM correspondaient au nombre de
dipeptides (dont 1 pour L. farciminis (Lab11.1) et 2 pour W. cibaria (A19)) ayant une activité
antifongique caractérisée dans le surnageants de L. plantarum et P. pentosaceus
(Lavermicocca et al., 2000; Magnussom, 2003 ; Valerio et al., 2004).

Par ailleurs, la réduction du diamétre d’inhibition des souches fongiques par les
surnageants ayant subi un traitement thermique ou enzymatique préalable confirme la
contribution des molécules protéiques dans I’inhibition des moisissures par L. farciminis (Lab
11.1). Aussi, la présence résiduelle de I’activité inhibitrice des surnageants soumis a un
traitement thermique mettrait en évidence 1’existence de molécules thermostables comparables
a celles décrites par Magnussom (2003). L’activité antifongique du surnageant n’a pas été
modifiée sous I’action de la catalase excluant le réle du peroxyde d’hydrogéne dans cette
activité.

Cependant une large gamme d’autres composé€s pouvant étre impliqués dans 1’action
synergique de cette inhibition n’a pas pu étre recherchée (Aunsbjerg et al., 2015). Wang et al.
(2012) ont décrit qu’un grand nombre de composés antifongiques produits par les BL sont
encore non identifié a cause de leur faible production dans le milieu extracellulaire. Ceci en
incluant le fait que certaines molécules puissent étre produites seulement lorsque la souche

d’intérét et la souche cible sont en contact dans le méme milieu.
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La recherche des parameétres qui infuencent I’inhibition des moisissures par les
bactéries lactiques a également été menée. Ainsi, sachant que les conditions de
I’environnement modulent la production de métabolites antifongiques par les BL (Batish et
al., 1990 ; Sathe et al., 2007 ; Hayek et Ibrahim, 2013), il était nécessaire d’évaluer 1’influence
des conditions d’un mucilage synthétique sur la croissance des BL et sur I’inhibition de A
carbonarius par les surnageants des BL (L. farciminis (Lab11.1) et W. cibaria (A19)). En effet,
la pulpe de cacao étant un milieu riche en sucres fermentescibles (glucose, fructose et
saccharose), protéines, vitamines et les minéraux et possédant un faible pH de 3,5-5,
principalement en raison de la présence d'acide citrique ; il constitue un milieu favorable pour
la croissance fongique (Ardhana et Fleet, 2003 ; Schwan et Wheals, 2004, Lefeber et al.,
2010).

Les résultats obtenus ont montré que la température et le pH étaient les paramétres ayant
eu un effet significatif respectivement sur la croissance de 1’isolat L. farciminis (Lab11.1) et
W. cibaria (A19). Tandis que, la concentration en sucre du milieu de culture était le paramétre
determinant I’inhibition d’A. carbonarius par les surnageants des BL. Les résultats obtenus
dans la croissance des BL pourraient s’expliquer par le fait que les conditions optimales de
température et de pH de croissance des BL soient respectivement situées entre 30 et 40°C, et
5,5 et 7 (Lamine, 2004 ; Ait-Belgnaoui et al., 2006). En effet, les charges de L. farciminis
(Labl11.1) obtenues aprés 48h d’incubation a 45°C dans le mucilage synthétique étaient proches
de la charge initiale. Le méme constat est fait concernant W. cibaria (A19) mais avec en plus
I’effet du pH. Ces résultats vont dans le méme sens que les travaux d’Aspri et al. (2020) et
Slizewska et Chlebicz-Wajcik (2020) qui ont décrit la température et le pH comme des
paramétres déterminants de la croissance des BL. Bienque les isolats concernés aient tout de
méme montré une capacité a croitre a des températures élevées. Ce qui confirme le fait qu’une
combinaison de plusieurs facteurs de stress entraine une limitation de la croissance. Quant aux
pourcentages d’inhibition enregistrés, les différents parametres pris ensemble n’ont pas eu un
effet sur eux. Cependant, pris séparément la teneur en sucre est le parametre qui a eu un effet
significatif sur le taux d’inhibition. La valeur moyenne favorable a cette activité étant la
concentration en sucre de 15% généralement rencontrée sur les feves en début de fermentation.
Ceci s’expliquerait par le fait que les BL en utilisant les sucres comme source de carbone
peuvent produire des acides organiques, comme 1’acide lactique pour les homofermentaires,
molécule reconnue pour ses propriétés antifongiques et nécessaire pour la qualité finale des
féves (Copetti et al., 2012 ; Eyamo et al., 2016).
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Ayant déterminé la capacité des BL a produire des molécules antifongiques dans le
milieu extracellulaire, il a été question au cours de la derniére partie de ce travail, de déterminer
la concentration idéale de levure et de BL sélectionnées capable de réduire la croissance de A.
carbonarius, une moisissure ochratoxinogéne et permettant d’obtenir de féves de bonne qualité
en laboratoire et en condition rurale. Pour cela, les feves ont été fermentées avec des
concentrations variables en levures et BL dans des conditions de température simulant le profil
des fermentations naturelles. Et a I’issue de ces fermentations, la qualité microbiologique et
physicochimique des féves a été évaluée. Ainsi, il a été observé une inhibition d’A. carbonarius
durant la fermentation des féves dans les essais monoculture (levure seule et bactérie lactique
seule) et dans les essais en coculture de bactérie lactique et de levure. Cette inhibition pour le
cas des BL serait essentiellement due a la synthése des substances antifongiques pouvant agir
indépendamment les unes des autres ou de fagcon synergique comme décrit dans la deuxieme
partie du travail (Yang et al., 2010 ; Aunsbjerg et al., 2015 ). En paralléle, I’inhibition en
présence de S. cerevisiae (E24) seul serait liée a la compétition pour I’utilisation des nutriments
présents dans la masse fermentaire (Armando et al., 2013 ; Salas et al., 2017). En effet,
certains travaux ont montré que 1’inhibition des autres microorganismes par les levures dépend
de la disponibilité en éléments nutritif de I’environnement dans lequel ils se trouvent.
Toutefois, certaines souches de levure auraient la capacité de produire certaines molécules
appelées « mycocines » ou protéines killer qui auraient I’aptitude d’inhiber d’autres
microorganismes et méme la synthése de ’OTA (Armando et al., 2013 ; Salas et al.,
2017), mais cet aspect n’a pas été exploré dans ce travail. Ainsi I’utilisation des levures a grande
activité fermentaire durant la fermentation du cacao pourrait a la fois réduire le temps de
fermentation et préserver la qualité des féves obtenues par inhibition des moisissures.

Les cocultures levure- BL ont présenté des taux d’inhibition allant de 88,78 a 96,17%.
Le taux le plus élevé (96,17%) et les meilleures parameétres de fermentation (en terme de
vitesse de réduction des sucres) ayant été obtenus avec les concentrations identiques de S.
cerevisiae et L. farciminis a charge de 6Log UFC/g de feves.

En effet, au bout de 48 heures, la quantité de sucres réducteurs du mucilage est
complétement épuisée dans les fermentations en présence de starters (Levures et BL)
contrairement aux fermentations naturelles (non inoculées). Cet épuisement des sucres
demeure toutefois plus rapide que celui observé par Moreira et al. (2017), dont la teneur en
sucres était indétectable aprés 72heures de fermentation.

Cet épuisement rapide en sucres dans le milieu fermentaire serait dii a I’importante

charge des microorganismes initialement inoculés qui les utilisent pour leur croissance et pour
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la syntheése des métabolites tels que 1’éthanol et I’acide lactique mais aussi des métabolites
secondaires tels que les aldéhydes et les cétones (Moreira et al., 2013 ; 2017). En effet, en
début de fermentation naturelle, la concentration en levures varie entre 10 et 10° cellules/g de
feves Cempaka et al. (2014), tandis que les concentrations en levures connues pour initier la
fermentation oscillent entre une concentration de levure de ’ordre de 10* & 10° cellules/g de
féeves (Ardhana et Fleet, 2003). Un ajout de 10° cellules de levures par gramme de féves en
début de fermentation (a travers I’utilisation du starter) augmente par conséquent la
concentration microbienne initiale capable d’initier la fermentation, contribuant ainsi a
accelerer le processus de fermentation des feves

Ces données de réduction de la durée de fermentaton par notre coculture contenant
Saccharomyces cerevisiae confirment d’une part les travaux de Cempaka et al. (2014) qui ont
montré que 1’utilisation de S. cerevisiae var chevalieri pouvait améliorer le processus de
fermentation et par conséquent améliorer la qualité des féves obtenues. Elles vont également
dans le sens de ceux de De Vuyst et Weckx (2016) montrant que 1’utilisation des starters durant
la fermentation des féves de cacao pourrait réduire la durée de fermentation, cette réduction
étant essentiellement due a I’augmentation de la vitesse de dégradation des nutriments présents
dans la pulpe.

L’acidité du mucillage a considérablement baissé aucours de la fermentation. Cette
derniére était moins rapide dans les conditions en présence de BL seules qu’en présence des
monocultures de levures et des cocultures BL-levure. Cette observation serait due au fait que
les BL sont capables de produire 1’acide lactique dans le milieu fermentatire, lequel acide prend
un peu plus de temps pour migrer a ’intérieur de la féve.

Les résultats des analyses physicochimiques effectuées montrent que les feves
fermentées avec les starters dans les différentes conditions sont au moins de grade Il (qualité
acceptable) qui se caractérise par la couleur brune des féves. Mais I’essai mené avec la
combinaison levure —BL a 6 Log a présenté des feves de qualité supérieure (Gl). Ceci n’était
pas le cas des féves du contréle et de la condition inoculée de A. carbonarius qui sont classés
Hors standard a cause d’une part de la présence des moisissures et d’autre part de la couleur
ardoisee et violette des féves. En effet, la disparition de la couleur violette et I’apparition de la
couleur brune dans les féves fermentées par ce starter s’explique par I’hydrolyse des
anthocyanines et par les réactions exothermiques de dégradation des sucres provoquées par les
microorganismes initialement inoculés dans la masse fermentaire. Ces réactions auraient
comme conséquence 1’augmentation de la température dans la masse fermentaire (Apriyanto

etal., 2016) qui provoquerait I’oxydation de la cyanidine, des polyphénols libres et la formation
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des complexes sucres-protéines au cours de la réaction de Maillard (Eyamo et al., 2016). Le
profil de température variant de la température ambiante a des valeurs supérieures a 46°C serait
indispensable a I’activation des enzymes endogenes entrant dans les réactions d’oxydation dont
la conséquence est la coloration brune, caractéristique des féves de bonne qualité (De Vuyst et
Weckx, 2016). En effet, d’aprés Misnawi et al. (2002) I’optimum de température de la
polyphénol oxydase, enzyme responsable de I’oxydation et de la diminution des polyphénols
dans les feves est compris entre 42 et 45°C. Le profil de température ayant été suivi dans les
fermentations a différentes échelles, I’augmentation de celle-ci de 26 a 47°C durant cette étude
a eté considérée comme satisfaisante pour un processus de fermentation réussi car les
températures optimales ont été atteintes. Ce qui expliquerait aussi la bonne qualité finale des
feves obtenues. Ceci concorde avec les donnees de Camu et al. (2007, 2008) et celles
rapportées par Papalexandratou et al. (2011) et Moreira et al. (2013) qui ont trouvé une
température maximale moyenne de 46,8 °C apres 144 heures de fermentation.

Ce starter ayant servi a mener des fermentations a différentes échelles en laboratoire et
en milieu rural a confirmé les effets observés lors de la formulation de ce dernier en permettant
d’avoir un pourcentage d’inhibition des moisissures supérieur a 80%. Tout au long de la
fermentation, la concentration des levures et des bactéries lactiques est restée assez importante
prouvant que lorsque les microorganismes ont atteint leur charge maximale dans les premieres
48heures de la fermentation, leur taux de mortalité est amoindri a la fin de la fermentation. Ce
résultat ne corrobore pas celui de Schwan (1998) qui a obtenu une décroissance des souches
naturelles a des teneurs allant jusqu’a 10 cellules viables par gramme de feves environ a la fin
de la fermentation.

Les valeurs des parametres tels que le pH des feves, la teneur en polyphénols totaux,
I’indice de fermentation et le grade des féves obtenus dans les conditions menées en présence
de starters étaient meilleurs que celles du contréle naturel et de 1’essai mené en présence de la
moisissure uniquement. Elles montraient que, 1’efficacité du processus de fermentation dépend
des microorganismes initialement présents, de leur concentration et probablement de la duree
de la fermentation comme décrit par Kresnowati et Febriami (2015). En effet, des
mécanismes de synergie entre ces deux microorganismes expliqueraient ’aptitude de ces
derniers a améliorer I’efficacité de la fermentation et par conséquent la qualité des féves. En
effet, les levures créent des conditions favorables au développement des bacteries lactiques
durant les premiéres heures de la fermentation par I’hydrolyse des macromolécules, la
consommation du dioxygene et la synthése de 1’éthanol (Almeida et al., 2019). Les conditions

ainsi créées donnent lieu a la colonisation des féves par les bactéries lactiques qui a leur tour,
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vont synthétiser des molécules dont la diffusion dans les feves améliore la qualité de celles-ci
(Copetti et al., 2012, Eyamo et al., 2016).

Enfin, la concentration en OTA a été en dessous des valeurs de détection dans les feves
fermentées par le starter méme apres 60 jours de stockage. En comparaison au contréle naturel
qui a une valeur proche de 0,02jug/kg et des essais inoculés par la moisissure seule dont cette
teneur est montée jusqu’a 13,41+0,26 pg/kg, valeur largement au dessus de celle de la
reglementation européenne (EC) N° 1881/2006 qui fixe la teneur en OTA limite dans les
produits similaires comme le café a 5,0 pg/kg (AFSSA, 2009). Cette derniére observation
encourage 1’utilisation de ce starter pour limiter la croissance des moisissures dans les feéves

de cacao et la production de I’ochratoxine A.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




CONCLUSION

Dans la filiére cacao, la contamination des féves par les moisissures constitue un
probléme pour la santé de I'Homme et des animaux de par la synthese des mycotoxines qui
doivent étre limitées dans les produits destinés a I’alimentation. L’approche de la lutte
biologique qui se veut soucieuse de 1’environnement et des exigences du marché a été évisagée
comme voie a explorer pour réduire la contamination des féves par les moisissures et par
conséquent améliorer la qualité des feves. Ce travail avait donc pour principal objectif de
réduire la croissance des moisissures ochratoxinogenes par 1’utilisation de bactéries lactiques
aux propriétés antifongiques et de levures a forte aptitude fermentaire au cours de la

fermentation des feves de cacao. Au terme de celui-ci nous avons pu noter que :

» Le milieu de fermentation des féves de cacao contient des souches d’intérét a savoir
des bactéries lactiques a activité antifongique et des levures a fort potentiel de
production d’alcool. Ainsi, I’isolat de BL Lactobacillus farciminis (Lab11.1) a été
retenue comme ayant la meilleure activité antifongique, suivi des autres isolats a savoir
Weissella cibaria (A19, Labl0 et Ped2), Enterococcus faecium (Ped3 et Labll.2),
Pediococcus pentosaceus (Lab9) , et Lactobacillus brevis (A21). L’isolat de levure
Sacharomyces cerevisiae ( E24) a présenté la meilleure aptitude de dégradation des
sucres du mucilage avec production d’éthanol (1,78g/1).

> Larecherche des familles de composés antifongiques des BL a montré que I’inhibition
de la croissance des moisissures était 1i¢ a la présence de I’acide lactique, des peptides,
des composés de faibles poids moléculaires et des protéines thermostables produits par
les dites BL dans le milieu extracellulaire. Par ailleurs 1’étude des conditions optimales
de production des molécules antifongiques a permis de dégager 1’impact des facteurs
du milieu de fermentation des féves sur I’inhibition d’A. carbonarius NRRL368. De
facon générale, la température et le pH ont respectivement influencé la croissance des
isolats de BL L. farciminis (Lab11.1) et de W. cibaria (A19), et seule la teneur en sucre
a eu un effet significatif sur le pourcentage d’inhibition de la moisissure.

> Le starter constitue de 1’isolat de BL Lactobacillus farciminis (Lab11.1) et de I’isolat
de levure Sacharomyces cerevisiae (E24) a des charges de 6 Log UFC/g chacun a
permis d’inhiber la croissance de A. carbonarius NRRL 368 a plus de 84 %, et de
réduire de 5 a 3 jours la durée de fermentation en condition de laboratoire comme en

milieu rural. Il a également permis d’obtenir des féves de qualité supérieure (Grade 1)
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en comparaison aux différents témoins. En plus, les féves obtenues a partir du starter

n’ont pas présenté d’Ochratoxine A apres 60 jours de stockage a température ambiante.
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PERSPECTIVES

Dans 1’optique de poursuivre ce travail et de proposer un starter adapté dans la lutte
biologique contre les moisissures dans I’amélioration de la qualité des féves de cacao, il

conviendrait d’élargir les recherches en :

v Evaluant I’influence de I’utilisation du starter sur la qualité des féves obtenues
des différentes méthodes de fermentation couramment utilisées dans différentes
localités ;

v Caractérisant les précurseurs aromatiques des féves de cacao obtenues en
présence du starter propose dans les différentes méthodes de fermentation couramment
utilisées ;

v Evaluant les propriétés sensorielles et la composition nutritionnelle du chocolat

obtenu a partir des féves fermentées par les starters.
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ANNEXES

Annexe 1 : Quelques matériels utilises

R/
A X4

Milieux de culture

Plusieurs milieux de cultures dont les compositions se trouvent en Annexe 1 ont été

utilisés dans le cadre de ce travail, parmi lesquelles :

>

La gélose De Man, Rogosa and Sharpe (MRS Gelose, DIFCO 882, USA) pour
I’isolement, le dénombrement des bacteéries lactiques (BL) ;

Le bouillon MRS (MRS broth, LF610025, Italie) pour la revivification et 1’étude des
mécanismes d’action des bactéries lactiques ;

La gélose PDA (Potato Dextrose Agar, CM0139, Oxoid, UK) pour la culture, la
revivification et le dénombrement des moisissures,

La géelose Sabouraud au chloramphénicol (Sabouraud Dextrose Agar, Titan Biotech,
TM 387, Inde) pour I’isolement des levures et le bouillon Sabouraud pour leur
revivification ;

Du milieu de Kliger reconstitué pour le test biochimigue.

Réactifs
Les réactifs utilisés dans le cadre de ce travail ont principalement été les suivants :

Les inhibiteurs de croissance fongique (Fluconazole) et bactérien
(Chloramphénicol) acheté en pharmacie ;

Les réactifs de PCR a savoir : EMQ (Eau ultra pur pour PCR), 10X DreamTaq Green
Buffer (Tampon vert, 20 mM), MgCl,, dNTP (10 mM), les amorces pour bactéries
lactiques (LacF et LacR), les amorces pour souches fongiques (ITS1 et ITS4) et Taq
polymerase (Promega Corp, USA) ;

Le kit d’extraction d’ADN bactérien « QIlAamp cador Pathogen kit » (Qiagen,
Allemagne), et le Kit d’extraction d’ADN fongique « E.N.Z.A Fungal DNA kit»
(Omega Bio-Tek, USA) ;

Les enzymes de restriction (Hhal, Hinfl, Haelll et Ddel) de chez Fermentas (France);
Le Kit de dosage d’Ochratoxine A (LSY-10034 Ochratoxin A ELISA Test Kit,
Shenzhen Lvshiyuan Biotechnhology Co., Ltd., Chine) ;

Du glycérol 87% GE Healtcare (Sigma-Aldrich, GE17-1325-01 St. Louis, MO, USA);
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» Des sucres : glucose, Fructose, Maltose, Lactose, Sucrose, Galactose (D-)Arabinose,
(L-) Rhamnose, (D+) Raffinose, Inositol, Amidon, Cellobiose, Glycerol, Melibiose,
Mannitol, Ribose, Xylose, Trehalose et Esculin (Sigma Aldrich, USA) ;

> Les acides chloridrique (pureté 35-38%), citrique (pureté > 99,5%), acétique (99%),
lactique (99%), gluconique (99%), phenyllactique (99%), butanoique (98%),
octanoique (99%), carbonique (99%), pentanoique (98%), decanoique (98%)
provenaient de Merck (Allemagne), les acides gallique et ascorbique de Sigma-
Aldrich, USA) ;

» L’cau oxygenée (Prolabo, France) ;

> Les réactifs de Gram (violet de Gentiane, Lugol, Safranine), le bleu de méthyléne ; le
rouge methyl, la liqueur de Fehling (Merck, Darmstadt, Allemagne).

% Equipements

Les équipements ci-dessous cités ont été utilises pour mener a bien ce travail :
pH métre (Consort C535 pH meter, Consort , Turnhout, Belgique) ;
Spectrophotométre JENWAY 7305 UV-Visible (Royaume uni) ;

Bain-marie thermostable HH. S21-6 (Chine) ;

Thermomeétre électronique PCE-T395 Data logger (Taiwan) ;

Centrifugeuse LSE™Series (USA) ;

Thermocycleur Multigene (MyCycler thermal cycler, BIO RAD, Hercules, USA);
Balance de marque SHIMADZU 98545 ;

Hotte a Flux laminaire BioAir Series euroclone (Italie) ;

Autoclave CFS-V Series (USA);

Dispositif d’électrophorése ThermoFisher (USA);

Incubateurs de marque ZHUJIANG LRH — 250-G (Chine);

Microscope optique XS — 18, 993675 201 ;

Cellule de comptage de Malassez (marque KARL HECHT),

Dispositif de filtration membranaire ;

YV V.V V V ¥V V V VYV V V V V V V

Membranes filtrantes de 0,45 micrométre de diamétre de pores (marque AHLSTROM
ReliaPrep™).

A ceux-ci ont été ajoutés le matériel de collecte et de transport du materiel vegétal

(machettes, cuvettes, glacieres), et un pied a coulisse pour la mesure des diamétres d’inhibition.
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%+ Composition du Milieu POTATO DEXTROSE AGAR (PDA) Potato

Dextrose Agar, CM0139, Oxoid, UK.

Extrait de pomme de terre 2009
Saccharose 15¢
Agar 159
Volume final a I’eau distillée 1l
pH 5,6

Le milieu PDB (Potato Dextrose Broth) a la méme composition que le PDA mais sans

ajout d’Agar.

% Composition du MRS Agar (De Man, Rogosa and Sharpe, MRS Gélose,
DIFCO 882, USA) et du bouillon MRS (MRS broth, LF610025, Italie).

Peptone 10g
Extrait de levure 5¢
Extrait de viande 10g
Glucose 209
Tween 80 1,08g
Phosphate de potassium 29
Acetate de sodium 5¢
Citrate de sodium 59
Sulphate de magnesium 0,29
Sulphate de Manganese 0,059
Agar 159
Volume final a I’eau distillée 1l

pH 6,8

Le milieu MRS Broth a la méme composition que le MRS Agar mais sans ajout d’Agar.

%+ Composition du Milieu de KILGER.

Peptone 159
Extrait de levure 39
Extrait de viande 39
Glucose 1g
Lactose 10g
Rouge phenol 25mg
Chlorure de Sodium 5¢
Sulphate ferreux 0.29
Thiosulphate de sodium 0.3¢
Agar 119
Volume final a I’eau distillée 1l
pH 7,5
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% SABOURAUD DEXTROSE AGAR (CM0041)Titan Biotech, TM 387, Inde.

Peptone 10g
Glucose 409
Agar 159
Volume final a I’eau distillée 1

pH 5,6

¢ Composition du Milieu de base de caractérisation biochimique des BL.

Peptone 10g
NaCl 5¢
Rouge Phénol 0.18g
Source d’hydrate de carbone 10g
Volume final a I’eau distillée 1l

pH 6,5

‘0

% (A) Bocaux plastiques utilisés pour les fermentations au laboratoire, (B)Farine de ferment,

(C)Revélateur UV, (D) Balance éléctronique, (E) Ordinateur pour lecture des révélations,

(F)Centrifugeuse, (G)Bain

(H) Thermocycleur,

(DDispositif  d’électrophorése,

(J)Préparation pour séquencage, (K) Lyophilisateur, (L) Surnageant de BL lyophilisé, (M)Boite du
Kit d’extraction d’ADN , (N) Réactifs du Kit d’extraction d’ADN bactérien, (O) Enzymes de
restriction, (P) Minispectrophotométre, (Q) solutions standards d’OTA.
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s Coloration de Gram

Elle se déroule en plusieurs étapes qui se succedent et consistent a :
1. Fixer le frottis a la flamme ;
2. Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet. Laisser agir une minute ;

3. Rejeter le colorant. Laver a I’eau ;
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4. Recouvrir la préparation de Lugol. Laisser agir une minute ;

5. Rejeter le lugol et laver a I’eau ;

6. Décolorer a 1’alcool 95° ;

7. Rincer a I’eau courante et recouvrir la lame de la solution de Fuchsine diluée. Laisser
agir quelques secondes ;

8. Rejeter la fuchsine et laver abondamment, égoutter, sécher.

Reésultats : Apres observation au microscope optique avec de I’huile & immersion (Objectif *
100), les bactéries gram positif sont colorées en violet et les bactéries gram négatif franchement

colorées en rose.
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Aspect de L. farciminis Lab11.1 a I’issu de la coloration de Gram

% Mise en évidence de la catalase:

La catalase est une enzyme qui décompose I’eau oxygénée en eau et en oxygene
gazeux. La méthode consiste a prélever une colonie du germe a étudier sur I’extrémité
d’une pipette Pasteur fermée que 1’on plonge ensuite dans un millilitre d’eau oxygénée. Le
dégagement de bulles gazeuses signe la présence de 1’enzyme. En effet, pendant la respiration
aérobique, les microorganismes produisent du peroxyde d’hydrogene (H202). L’accumulation
de ce composé entraine la destruction de la bactérie. Pour se protéger, la bactérie dégrade ce
peroxyde d’hydrogeéne en eau et oxygeéne a I’aide de certaines enzymes parmis lesquelles la

catalase.
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Annexe 2: Moisissures cibles utilisées dans les tests d’antagonisme.

(Aspergillus carbonarius NRRL 368 (codé AC) et Aspergillus niger NRRL 612 (codé AN) offertes par I’ARS
Culture Collection - BFPM Research Unit National Center for Agricultural Utilization Research (USA),
Aspergillus flavus codé AF, Aspergillus fumigatus M11, Aspergillus oryzae M13, Aspergillus versicolor M14,
Aspergillus tamarii M21, Aspergillus versicolor M22, Pénicillium citrinum M7 et Pénicillium citrinum M8).

Aspect macroscopique Aspect microscopique Couleurs | Aspect | Croissan | Aspect Nom du
revers mycéliu | ce genre ou de
boite de m I’espéce
Petri
Jaune Vert Moyenne | Poudreux | Aspergillus

olive fumigatusM
11
Jaune Noir Rapide Poudreux | Aspergillus
niger
NRRL 612
Blanc Gris Lente Lisse Penicillim
citrinum
M7
Blanc Gris Lente Lisse Penicillim
citrinum
M8
Marron Marron | Rapide Poudreux | Aspergillus
oryzae M13
Vert Vert Rapide Poudreux | Aspergillus
versicolor
M14
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Vert

Vert

Rapide

Poudreux

Aspergillus
tamarii
M21

- | Vert

Vert

Rapide

Poudreux

Aspergillus
versicolor
M22

Marron

Marron

Rapide

Poudreux

Aspergillus
flavus AF

Blanc

Noir

Rapide

Poudreux

Aspergillus
carbonarius
NRRL 368

Annexe 3: Protocole d’extraction des ADN et Protocoles des mélanges réactionnels PCR

*

cador Pathogen kit (Qiagen, Allemagne).

Incuber a 20-25°C pendant 15minutes ;

Ajouter 350 pl de Tampon ACB et vortexer

Ajouter 100 pl de Tampon VXL et vortexer ;

Ajouter 200 pl de I’échantillon (Culot cellulaire) ;

Pipetter 20 ul de la protéinase K a mettre dans un tube a centrifuger ;

Centrifuger a 800 rpm pour retirer les dépots sur le couvercle du tube ;

% Instructions du fabricant du kit d’extraction de ’ADN des bactéries QlAamp

V V.V V V V VY

Centrifuger a 8000 rpm pendant 1 minute pour retirer les dépots sur le couvercle du
tube ;

Transferer le lysat dans la colonne du kit préalablement placé dans un tube de
collecte de 2 ml. Fermer, centrifuger a 8000 rpm pendant 1minute. Transferer la
colonne du kit dans un nouveau tube de collecte et jeter le filtrat ;
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Y VY

YV V V V

Y V V V

Ajouter 600 pl de Tampon AWL et centrifuger a 8000 rpm pendant 1minute.
Transferer la colonne du kit dans un nouveau tube de collecte et jeter le filtrat ;
Ajouter 600 pl de Tampon AW?2 et centrifuger & 8000 rpm pendant 1minute.
Transferer la colonne du kit dans un nouveau tube de collecte et jeter le filtrat ;
Centrifuger la colonne a 14000 rpm pendant 2 minutes;
Placer la colonne du kit dans un eppendorf de 1,5 ml. Rejetter le liquide précédent.
Ajouter 50-150 pl de Tampon d’élution au centre de la membrane. Fermer, incuber
pendant 1 minute a température ;
Centrifuger a 14000rpm pendant 1 minute pour recolter I’ADN et le conserver a -
4°C pour les analyses ultérieurs.

Instructions du fabricant du kit d’extraction d’ADN fongique E.N.Z.A
(Omega Bio-Tek, USA):
Transferer 100 mg d’échantillon (culot cellulaire congelé¢) dans un tube de 2ml
Ajouter immédiatement 500 pl de Tampon CSPL et vortexer, ajouter 10ul se -
mercaptoéthanol et vortexer ;

Incuber au bain marie a 65°C pendant 15 minutes et mixer ;
Ajouter 800 pl de mélange chloroform : isoamyl alcool (24 :1) et mixer ;
Centrifuger a 8000 rpm pendant 5 minutes ;
Aspirer avec soin le surnageant (300 pl) de la phase acqueuse a introduire dans un
nouveau tube de 1,5 ml sans prélever la fraction organique ;
Ajouter 150ul de Tampon CXD et 300 pl d’éthanol 100%, vortexer ;
Transferer entiérement 1’échantillon dans la colonne DNA HiBind ;
Centrifuger a 8000 rpm pendant 1 minute ;
Transferer la colonne DNA dans un nouveau tube de 2 ml, y ajouter 650 pl de
Tampon de lavage d’ADN (ce tampon doit préalablement étre dilué avec de
1I’éthanol 100% ) ;
Centrifuger a 8000 rpm pendant 1minute. Transferer la colonne du kit dans un
nouveau tube de collecte et jeter le filtrat ;

Repeter les 2 étapes précédentes avec du tampon de lavage d’ADN ;

Centrifuger la colonne a la vitesse maximale pendant 2 minutes pour bien secher
la colonne ;
Transferer la colonne DNA HiBind dans un nouveau tube de 1,5 ml ;
Ajouter 100ul de Tampon d’élution chauffé a 65°C pendant 5 minutes ;

Centrifuger a la vitesse maximale pendant 1 minute ;
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> Repeter les étapes (0) et (p) pour une seconde élution pour recolter I’ADN et le

conserver a -4°C pour les analyses ultérieurs.

% Quantités de réactifs pour un mélange réactionnel de 50 ul avec Taq

polymerase (Promega)

Ci Vi Cf/tube
EMQ 28,75 pl
10X DreamTaq Green Buffer avec 20 mM 5ul
MgClzinclus
dNTP (10 mM) 1 ul 0,2 Mm
Amorce 1 10 uM 2,5ul 0,5 uM
Amorce 2 10 uM 2,5 ul 0,5 uM
Tag polymerase Promega 5 U/ul 0,25 ul 0,025 U/ul
ADN 100-150ng/pl | 10 pl 20-30 ng/ul

Vf/ réaction 50 pl

% Tableau mélange PCR de 25 pul (Concentration finale par tube 0,5 uM
amorces ; 0,2 MM dNTP, 1,5 mM MgCly)

Echantillons | H2O pour 5 ul | Tampon 10X + | dNTP 10mM | Amorce 1 Amorce 2 DreamTaq
(Nombre) de matrice MgCI2 20mM (chaque) 10 uM 10 uM

4 57,5 10 2 5 5 0,5

6 86,25 15 3 7,5 7,5 0,75

8 115 20 4 10 10 1

10 143,75 25 5 12,5 12,5 1,25

12 172,5 30 6 15 15 15

14 201,25 35 7 17,5 17,5 1,75

16 230 40 8 20 20 2

®,

% Tableau mélange PCR pour digestion par les enzymes de restriction de 18 pl

(Concentration finale par tube 0,5 uM amorces ; 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,)

Vi
Produit de PCR 10 pl
Eau ultra pure S5yl
Tampon enzymes 2 ul
Enzymes 1l
Vi{/ réaction 18 pl

Incuber au bain Marie 37°C pendant 2heures
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Annexe 4: Courbes d'étalonnages.

+« Courbe d’étalonnage des protéines
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+«» Droite d’étalonnage des polyphénols totaux
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®,

% Protocole ELISA pour le dosage de ’Ochratoxine A :

-Laisser le kit a 20-25°C penadnt 30 minutes avant le début du test et agiter tout les réactifs

avant leur utilisation ;

-Ajouter 50ul de chaque standard et de chaque échantillon dans les puits ; ajouter 50ul
d’anticorps par puits, homogenéiser, couvrir a 1’aide d’une membrane, incuber a 37°C pendant

30 minutes a ’obscurité ;

-Laver lamicroplaque en versant délicatement le liquide contenu dans les puits, ajouter 350ulde
tampon de lavage, rincer 5 fois de suite en 30 secondes chacune, et couvrir de papier absorbant

pour secher ;
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-Ajouter 100ul de I’enzyme conjugué par puits et melenger lentement, couvrir et incuber a

37°C pendant 30 minutes a I’obscurité et rincer comme précédemment ;

-Ajouter 50 pl du substrat A puis 50 pl du substrat B dans chaque puits, melanger lentement,

incuber a 37°C pendant 30 minutes a I’obscurité et apprcier la coloration bleue ;

- Ajouter 50 pl de la solution stop dans chaque puits, mélanger lentement, lire la DO a 450nm.
Résultats

-Calculer les concentrations des échantillons a partir de la droite d’étalonnage obtenue
-Calculer le pourcentage d’absorbance :

%A= (B/B0)*100

( B : moyenne de la DO de I’échantillon ou du standard, BO : moyenne de la DO de la solution
standard a Ong/mI=100%)

Le résultat aprés évaluation donne la concentration en OTA en pg/ml. Cette concentration
correspond a 1’absorbance de chaque échantillon et peut étre lu a partir de la courbe

d’étalonnage.
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Annexe 5: Cinétique fermentaire des isolats de levures

R/
L X4

Perte de masse de CO2 engendrée par les différents isolats de levures dans la

recherche de I’aptitude de production d’alcool.

Perte de masse (g)

Temps

(Heures) 0 2 4 6 8 10 12 16 20 25 30 35 40
El 0 0 O 0 008 020 025 030 040 050 062 080 0,85
E2 0 0 O 0 010 025 103 040 050 061 0,73 09 095
E3 0 0 O 0 010 025 1036 041 050 062 0,70 086 0,90
E4 0 0 O 0 020 030 040 050 055 060 065 082 0,90
E5 0 0 O 0 010 020 028 032 038 040 042 065 0,70
E6 0 0 O 0 008 015 025 032 040 043 045 070 0,75
E7 0 0 O 0O 008 018 023 032 041 051 065 09 0,95
E8 0 0 O 0 o007 015 022 030 038 043 050 092 0,98
E9 0 0 O 0 010 023 029 038 045 052 060 091 0,97
E10 0 0 O 0o o007 o010 015 018 020 030 040 0,76 0,80
Ell 0 0 O 0 009 024 030 036 041 043 045 068 0,70
E12 0 0 O 0 015 028 1034 041 050 060 0,70 085 0,90
E13 0 0 O 0 008 015 023 03 040 043 045 069 0,71
El4 0 0 O 0 010 019 027 032 040 043 045 064 0,70
E15 0 0 O 0 010 020 027 031 039 040 045 065 0,71
E16 0 0 O 0 020 028 1030 040 050 o060 0,70 085 0,90
E1l7 0 0 O 0 010 020 028 034 040 050 055 067 0,70
E18 0 0o o 005 008 017 026 034 040 050 060 080 1,00
E19 0 0 O 0 009 020 030 040 050 055 060 08 0,90
E20 0 0 O 0 008 021 o030 03 040 052 057 09 1,00
E21 0 0o o 010 027 040 o060 071 080 090 110 150 150
E22 0 o 0o 010 020 03 o040 045 050 060 0,70 095 1,00
E23 0 0 O 0 010 020 030 03 039 043 062 08 1,00
E24 0 0o 0o 010 03 050 o065 o076 08 110 130 165 1,70
E25 0 0 O 0 009 020 030 040 050 065 0,75 09 1,00
E26 0 0 O 0 010 024 1031 03 040 060 0,71 079 0,80
E27 0 0O 0 005 020 029 1033 040 040 o065 0,72 080 0,80
E28 0 0 O 0 010 021 025 027 030 042 0,73 074 0,75
E29 0 0O 0o 005 010 015 020 025 030 041 069 071 0,72
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Annexe 6 : Quelques étapes de la fermentation des féves de cacao (10Kg)

(A) Cacaoyeére, (B) écabossage, (C) Elimination des feves détériorées, (D) Mélange des feves a fermenter, (E)
Mise en sac des féves a fermenter, (F) Fermentation en Sac, (G) Féves en cours de Fermentation, (H) Prélevement

des échantillons de féves fermentées, (1) séchage des féves fermentées.

164



< Aspect des feves fermentées en tas de 10kg : (A) Contréle naturel C, (B) Condition LL
(L. farciminis (Lab11.1) et S. cerevisiae (E24)), (C) Condition LLM (L. farciminis (Lab11.1)-S.
cerevisiae (E24) et A. carbonarius), (D) Condition M (A. carbonarius).
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Annexe 7: Fermentation avec les starters en tas de 25Kg en milieu rural:

(A)Plant de cacaoyer, (B)Cabosses de cacao pourries et éliminées, (C) Opération d’écabossage, (D)Mise en sac
de féves fraiches, (E)Sacs de feves fraiches, (F)Pesée des ferments, (G)Mélange des féves fraiches et de ferments,
(H) Fermentation des féves en tas au Jour O, (I) Fermentation des féves en tas au Jour 5, (J) Fermentation du
Contréle naturel C, (K) Fermentation de la condition LL, (L) Fermentation de la condition LLM, (M)
Fermentation de la condition M, (N) Séchage des feves au soleil, (O) Epreuve de cut test, (P) Cut test Controle
Naturel C, (Q) Cut test condition LL, (R) Cut test condition LLM, (S) Cut test condition M .
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