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INTRODUCTION

Le cacao (Theobroma cacao L.) se positionne comme l'une des principales matieres
premieres agricoles a 1'échelle mondiale, occupant la troisieme place apres le sucre et le café,
et impliquant environ 5 a 6 millions d'agriculteurs dans le monde (Beg et al., 2017). Depuis
I'époque coloniale, I'Afrique de 1'Ouest a été identifiée comme une importante source de
matieres premieres (Brou et al., 2013). Ainsi, dés son accession a 1’indépendance, la Cdte
d'Tvoire a établi l'agriculture, en particulier la culture du café et du cacao, comme le véritable
moteur de son économie (Amani et al., 2023).

L'introduction du cacaoyer en Cote d'Ivoire a eu lieu a la fin du 19° siecle, principalement
dans la région Est du pays (Benveniste et al., 1974). Bien que la culture du cacao en Cote
d'Tvoire ait connu des débuts difficiles, elle a rapidement prospéré grace a la disponibilité de
terres fertiles dans la zone forestiere. Cette expansion a également €té favorisée par un afflux
massif de main-d'ceuvre, tant nationale qu'étrangere ( Benveniste et al., 1974).

Trois variétés principales, a savoir Criollo, Forastero et Trinitario, sont traditionnellement
cultivées a I'échelle mondiale ( Vos, 2003). Au cours des dernieres années, les avancées
scientifiques ont favorisé le développement de nouveaux clones et hybrides issus de
croisements génétiques, parmi lesquels figurent notamment les hybrides Catongo, SNK.10,
UPA 134 et LCS95. A ces variétés s'ajoute une création récente, désignée sous le nom de
"Mercedes", introduite spécifiquement pour pallier le vieillissement des anciennes variétés de
cacaoyers en Cote d'Ivoire (Karim et al., 2020). Avec une production annuelle de 2,23 millions
de tonnes, soit 42,22 % de la production mondiale durant la campagne 2022-2023, la Cdte
d'Tvoire reste le plus grand producteur de cacao au monde (ICCO, 2023). Actuellement, la filiere
cacao constitue un secteur économique et social de premiere importance pour le pays (Koné et
al., 2016). Ce secteur contribue a lui seul a hauteur de 15 % du produit intérieur brut (PIB) et a
40 % des recettes d'exportation du pays (Dufumier, 2016).

La feve de cacao attire un vif intérét au sein de la communauté scientifique en raison de
son potentiel dans la formulation de divers produits alimentaires. Elle est particulierement
prisée en chocolaterie pour ses caractéristiques gustatives et sensorielles uniques, qui en font
un ingrédient de choix (Kongor et al., 2016). Toutesfois, les féeves de cacao sont classées en
fonction de leur qualité aromatique, déterminée par les composés aromatiques qu'elles
contiennent (Frauendorfer & Schieberle, 2008). Selon Bressanello et al. (2018), la qualité des
produits a base de cacao est intrinsequement liée a leur saveur, qui demeure un critere
fondamental pour les fabricants. Les qualités organoleptiques revétent donc d’une importance
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capitale dans le secteur de la chocolaterie (Castro-Alayo et al., 2019). En effet, les composés
organiques volatils (COV) libérés par les aliments jouent un role crucial dans la modulation de
leurs caractéristiques sensorielles, contribuant ainsi a la formation de I'ardbme, principal facteur
déterminant la satisfaction du consommateur (Danhelova et al., 2012).

De plus, les feves de cacao et leurs dérivés sont riches en polyphénols tels que les
catéchines, 1'épicatéchine et les procyanidines qui se distinguent par leurs propriétés
antioxydantes. Ces composés, analogues a ceux présents dans le vin, les Iégumes et le thé,
protegent contre le stress oxydatif en neutralisant les radicaux libres, offrant ainsi des bienfaits
dans les conditions cardiovasculaires et inflammatoires (Katz et al., 2011).

La production de feves de cacao de haute qualité, en lien avec les caractéristiques
mentionnées précédemment, requiert une application rigoureuse des €tapes post-récolte telles
que l'écabossage, la fermentation et le séchage. Parmi ces étapes, la fermentation est
déterminante, car elle impacte directement la qualité finale des feves (Schwan & Wheals, 2004;
Ouattara et al., 2008) . Ce processus est indispensable, car sans lui, les feves de cacao séchées
ne développeront pas la saveur caractéristique du cacao lors de la torréfaction (Afoakwa et al.,
2008; Lima et al., 2011).

La fermentation joue un role crucial dans I'€limination de la pulpe entourant la feve de
cacao. Elle est également responsable de la production de divers composés chimiques qui
servent de précurseurs aux réactions qui se produisent lors de la torréfaction. Ces processus
contribuent a garantir une qualité chimique et sensorielle optimale du chocolat (Barisi¢ et al.,
2019; Spizzirri et al., 2019).

De plus, au cours du processus de fermentation des peptides, des acides aminés libres
(AAL), et des sucres réducteurs sont libérés et forment les précurseurs de I’aréme chocolaté
(Afoakwa et al., 2008a; Lima et al., 2011). Ainsi, des modifications physico-chimiques se
produisent au niveau des cotylédons des feves de cacao, provoquant un changement de couleur
de l'amande due aux variations du pH, des acides organiques, et a 1'€1évation de la température
(Bankoff et al., 2013). Ces modifications structurelles des cotylédons entrainent des
interactions moléculaires tant a I'extérieur qu'a l'intérieur de la feve. Elles sont essentielles a la
formation des précurseurs des ardmes du chocolat, principalement composés de glucides et
d'acides aminés, permettant ainsi de réduire l'astringence et d'ajuster I'amertume a un niveau

gustatif agréable (De Vuyst & Leroy, 2020).



Introduction

Une fermentation mal maitrisée exerce une influence sensorielle sur le produit final du
cacao. En effet, la teneur en acide lactique, condensée au cours de la fermentation, peut parfois
persister dans le chocolat transformé, lui conférant ainsi un godit non souhaité (Barel, 2013).

La phase de fermentation se subdivise en deux étapes distinctes. La premiere consiste
en une fermentation microbienne de la pulpe sucrée, entrainant sa conversion en acide citrique
par le biais d'un processus alcoolique initié€ par des levures et des bactéries lactiques. La seconde
étape, plus exothermique, se caractérise par une fermentation acétique résultant de
modifications biochimiques internes au niveau du cotylédon. Cette étape implique la présence
de bactéries acétiques et de Bacillus (Afoakwa et al., 2011). Cependant, 1'ordre d'émergence et
de succession des microorganismes peut varier en fonction des fluctuations des conditions
climatiques locales, les parametres physico-chimiques et du support de fermentation utilisé
(Ardhana & Graham. F. 2003a). Ces variations peuvent ainsi influencer positivement ou
négativement la qualité finale de la feve de cacao.

Dans la cacaoculture, la principale mycotoxine est 1’ochratoxine A (OTA) produite par
les moisissures Aspergillus, bien que des aflatoxines aient également été détectées (Mills et al.,
2006). De plus, la fermentation, en tant qu'étape post-récolte principalement microbienne
permettent souvent la survie d'un macrobiote dominé par le genre Bacillus et ses especes
apparentées malgré les transformations industrielles des feves de cacao (Barrile et al., 1971).
Toutefois, la capacité de ces organismes a former des endospores, parfois associée a une
résistance a la chaleur extréme, suggere qu'ils peuvent survivre aux processus industriels,
engendrant ainsi des problemes potentiels de détérioration et de sécurité alimentaire (Ho et al.,
2014a). Par ailleurs, les producteurs de cacao font face a la présence significative de feves
ardoisées, moisies et germées, attribuables a des traitements insuffisants lors des processus de
fermentation et de séchage (Kouakou et al., 2013).

En général, le support local de fermentation le plus utilisé est la feuille de bananier
(Musa sp) qui offre les meilleures qualités marchandes, microbiologiques et organoleptiques de
feves de cacao. Les bananiers sont habituellement cultivés en association avec le cacao des la
premiere année de culture, constituant ainsi une source alimentaire pour les producteurs (Barel,
2013). Dans les plantations, les bananiers offrent de I'ombre pendant les quatre a cinq premieres
années, jusqu'a ce que le cacaoyer soit suffisamment développé pour tolérer la chaleur. De plus,
ils constituent une source de revenus complémentaire avant que le cacaoyer n'entre en
production. Lorsque les cacaoyers grandissent et atteignent leur envergure maximale, la lumiere

n’est plus suffisante pour les bananiers qui disparaissent. Aussi, quelques-uns sont laissés
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seulement en bordure de champ pour 1’autoconsommation de la famille ou de revenu
complémentaire.

Cependant, depuis plus de dix ans, I’utilisation des feuilles de bananier comme supports
de fermentation est devenue un facteur limitant pour le principal procédé post-récolte. Ce
probléme résulte des variations climatiques, du vieillissement des sols et de 1’ombrage des
cacaoyers, entrainant, de plus en plus, la disparition progressive des bananiers. Comme
alternative, les producteurs utilisent les baches plastiques et les caisses en bois comme supports
de fermentation. Toutefois, 1'étude de Guehi et al. (2007) a révélé que les feves fermentées sur
ces supports ne répondent pas aux normes de qualité exigées par le marché international. Cela
conduit a la production de feves défectueuses et a une dégradation de la qualité marchande et
organoleptique du produit final.

Cette situation pourrait expliquer les dévaluations subies par le cacao ivoirien sur le
marché international. Elle est susceptible d'entrainer une baisse des prix de vente, impactant
directement les revenus des producteurs. Sans l'adoption rapide de mesures correctives
efficaces et adaptées, leur avenir économique deviendrait incertain. Il leur serait alors difficile
de subvenir dignement a leurs besoins, de garantir la scolarisation de leurs enfants ou d'assurer
les soins nécessaires a leur famille.

De plus, pour garantir la sécurité alimentaire, les pays de 1'Union Européenne et leurs
partenaires au développement ont mis en place des dispositions 1égales et réglementaires. Ces
mesures visent a renforcer les systémes de tracabilité, assurant ainsi la transparence de 1'offre
de cacao durable grice a un registre rigoureux et une gestion stricte de la chaine
d'approvisionnement (Van der Forest, 2006).

Face a cette situation préoccupante de pénurie de feuilles de bananier, il est donc
indispensable de trouver des alternatives viables pour garantir la qualité des feves de cacao en
Cote d’Ivoire. Ces alternatives doivent étre disponibles, accessibles, moins couteuses et moins
pénibles a utiliser. De nouveaux supports de fermentation sont désormais adoptés par les petits
producteurs dans les principales zones de production de cacao en Cote d’Ivoire. Ces innovations
visent a améliorer la qualit¢ des féves de cacao tout en contribuant a 1’amélioration des
conditions de vie des producteurs. Par ailleurs, a notre connaissance, il existe peu de données
concernant la qualité des feves issues de ces supports de fermentation en Cote d’Ivoire, malgré
leur potentiel pour expliquer I'hétérogénéité des lots de feves de cacao produits et leur variabilité

en termes de qualité.
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Ce travail de recherche est particulierement pertinent, car en attendant la publication de
la norme ISO 34101, qui définit les exigences pour un systeme de gestion de la culture des feves
de cacao et rendra la production plus durable, I'Union Européenne, principal client du cacao
ivoirien, a déja mis en vigueur ses reglements. Ces réglements sont entrés en vigueur des le 1¢
avril 2013. A savoir : la norme UE n°835/2011 du 19 aout 2011, la norme n° 105/2010 qui ne
tolerent aucun écart sur la qualité de cacao. L’hypothése sous-jacente testée dans ce travail
stipule que la diversification des supports supports de fermentation dévrait impacte-elle les
caractéristiques quantitatives et qualitatives finanles des feves de cacao. Dans ce cadre, notre
étude se concentrera sur la problématique post-récolte du cacao en Cote d'Ivoire, en mettant un
accent particulier sur le processus de fermentation des feves, qui constitue la problématique
centrale de cette recherche : « Quels supports de fermentation pourraient permettre de donner
des feves de cacao présentant des caractéristiques quantitatives et qualitatives comparables a
celle obtenue par fermentation sur feuilles de bananier, considérées comme la référence en Cote

d'Tvoire ?»

Cette interrogation engendre cinq questions spécifiques et s’annoncent de la maniere
suivante : Quelles sont les nouvelles technologies de fermentation paysannes des feves de cacao
en Cote d’Ivoire aujourd’hui ?; La diversité de procédé de fermentation des féves de cacao
n’entraine-t-elle-pas une variation des parametres physico-chimiques et microbiologique au
cours de la fermentation ?; La variation des supports de fermentation n’a-t-elle pas une
influence sur la qualité physico-chimique et la valeur marchande finale des feves apres leur
séchage ?; La variation des supports de fermentation influence-t-elle la qualité microbiologique
des feves de cacao apres le séchage ?; Enfin, la variation des supports de fermentation

n’influence-t-elle pas la qualité organoleptique et les perceptions sensorielles du produit final ?

C’est sous cet angle moteur que nous avons abordé cette étude de recherche qui a pour
but de pérenniser la filicre cacao dans le processus d’amélioration continue de la qualité des

feves de cacao.

L'objectif principal est d'évaluer 1'i'mpact de ces nouveaux supports de fermentation sur

la qualité des feves de cacao dans différentes zones de production de cacao en Cote d’Ivoire.
A cet objectif principal, ont été assignés cinq objectifs spécifiques, a savoir :

v' Identifier via une enquéte, I’ensemble des supports de fermentation et de séchage des

féves de cacao en Cote d’Ivoire ;
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v’ évaluer la variation des parametres physico-chimiques, microbiologiques et les

métabolites induites au cours de la fermentation sur les nouveaux supports identifiés ;

v’ déterminer les caractéristiques physico-chimiques et la qualité marchande des feves de

cacao apres séchage ;

v’ évaluer la flore microbienne influen¢ant négativement la qualité du produit final aprées

séchage ;

v déterminer les caractéristiques organoleptique et les perceptions sensorielles des
liqueurs issues des feves de cacao fermentées sur les nouveaux supports de

fermentation.

Outre I’introduction, la conclusion, les recommandations et les perspectives, le présent
mémoire s’articule autour de trois grandes parties. Dans la premiere, il sera présenté les
généralités sur le cacao. La deuxieme partie rend compte du matériel et des méthodes
utilisés dans le cadre de cette étude pour atteindre les objectifs fixés. La troisieme partie

présente les résultats qui seront discutés.
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Généralités

1. FEVE DE CACAO ET CARACTERISTIQUES

1.1. Présentation de la feve de cacao

Le cacaoyer (Theobroma cacao), est un arbre tropical originaire d’Amérique centrale, plus
précisément du Mexique présentant des inflorescences (Figure 1 a) qui se développent
directement sur le tronc et les branches (Badrie et al., 2015). Cet arbre peut atteindre une
hauteur de 10 a 20 metres, voire jusqu'a 25 metres dans des conditions de culture optimales.
Sa production débute entre 2 et 5 ans et atteint son rendement maximal autour de 10 ans, avec
une durée de vie de 30 a 40 ans (Badrie et al., 2015). Le fruit du cacaoyer est communément
appelé « chérelle » (Figure 1c¢) pendant sa croissance a partir de la fleur (Figure 1b), puis «

cabosse » (Figure 1 d) lorsqu'il atteint la maturité.

f amande cotylédons

Source : Okiyama et al. (2017) ; Colombo et al. (2012) et Oddoye et al. (2013)

Figure 1: Différentes étapes de 1'obtention des feves de cacao

a : cacaoyer ; b: fleur du cacaoyer ; c: Chérelle ; d: cabosses mure ;e: féves de cacao fraiches en cabosse ; f
graine de cacao et composition ; g : composition de la féves fermentées et séchée
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La feve est contenue dans la cabosse de cacao (Fiure 1 e). Elle est composée de trois
parties principales tel que les coques de cacao, mucilage et la feve de cacao (Figure 1f). La
feve de cacao a la forme d'une amande plus ou moins bombée de 2 a 3 cm de long, recouverte
d'une pulpe mucilagineuse blanche constitu¢ a 80 % d’eau, 10 a 15 % de sucre (fructose et
glucose) et 2 a 3 % de pectine (Roini et al., 2019). Cependant, 'appellation "feve de cacao"
est réservée a la graine ayant subi les opérations de fermentation et de séchage (figure 1 g)

nécessaires a la préparation du cacao marchand utilisée pour la préparation du chocolat.

1.2. Différentes variétés de feves de cacao

Il existe plusieurs variétés de feves de cacao, chacune ayant des caractéristiques distinctes
en termes de gout, de qualité et d'utilisation. Les trois principales especes de cacao sont :
Criollo, Forastero et Trinitario (Fgure 2). Chaque variété de feve de cacao a ses propres

caractéristiques qui influencent le goft et la texture du chocolat final.

1.2.1. Variété « Forastero »

Cette famille de variétés de cacao est la plus répandue, en particulier en Afrique, avec
une concentration significative en Cote d'Ivoire et au Ghana, qui a eux seuls représentent plus
de 80 % de la production mondiale de cacao. Les cabosses de Forastero sont lisses (Figure 2
a), parfois verruqueuses, et peuvent €tre allongées ou arrondies (comme dans le cas de
I'Amelonado), avec une couleur variante du vert au jaune a maturité (Tixier, 2013b ; Asiedu,

2022).

1.2.2. Variété « Criollo »

Elle est cultivée dans quelques 1les de ’Océan Indien comme Madagascar, les Comores
et quelques régions d'Asie (Tixier, 2013). Les feves (Figure 2 b) sont de couleur blanc ivoire
ou de couleur pourpre tres pale, en raison d'un gene inhibiteur de I'anthocyanine (Fowler,

1999; Ferrao, 2002).

1.2.3. Variété « Trinitario »

Les cabosses présentent une couleur intermédiaire entre le clair des Criollo et le foncé
des Forastero, et possedent toutes les caractéristiques intermédiaires entre ces deux variétés
(Tixier, 2013b). Les feves (Figure 2 c¢) varient en couleur, bien qu'elles soient rarement
blanches, et les arbres montrent une sensibilité intermédiaire aux ravageurs et aux maladies,
entre celle des variétés Forastero et Criollo (Bartley, 2005).
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1.2.4. Variétés Hybrides

Ces dernieres années, avec le progres scientifique, les brassages génétiques ont permis
I'apparition de nouveaux clones et hybrides (Djocgoue et al., 2007). C'est le cas du CCN-51,
un hybride originaire de 1'Equateur, issu du croisement entre les variétés Iquitos (Equateur-
Pérou, 45,4 %), Criollo (Amazonie, 22,2 %) et Amelonado (Ghana et Amérique centrale, 21,5
%), qui présente une résistance notable & Moniliophthora perniciosa. La variété Mercedes

mise au point par des scientifiques ivoiriens (Figure 2 d) se distingue quant a elle par sa

précocité de croissance et son rendement final particulierement élevé (Yes international,

2022).

Source : (Barrau J, 1979).

Figure 2: Différentes variétés de cacao cultivé

a : cabosses et feves de cacao de type « Forastero » ; b : Cabosses et féves de cacao fraiches de cacao de type
« criollo » c : cabosse et feve de cacao de type « Trinitario » ; d : cabosse et feves de cacao de type « Mercedes »

1.3. Avantages et limites des différentes variétés de feves de cacao

Chaque variété de cacao a ses avantages et ses limites, et leur choix dépend souvent
des exigences spécifiques du chocolatier ou du producteur de cacao, que ce soit en termes de
golit, de rentabilité ou de résistance aux maladies. Le Tableau I regroupe de maniere
synthétique les différentes caractéristiques morphologiques des cabosses et des feves de cacao
des variétés Forastero, Criollo et Trinitario (Lima et al., 2011; Bernardini, 2015; Kongor et

al., 2016).
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Tableau I: Caractéristiques morphologiques des cabosses et des feves de cacao Criollo,

Forastero , Trinitario et Mercedes
Source : Are & Gwynne-Jones, (1974) et Wood & Lass (1985)

Caractéristiques Forastero Criollo Trinitario Mercedes
Forme des feves Plate Dodue Variable feves plus
grosses et
lourdes
Nombre de feves par > 30 20-30 > 30 > 30
cabosse
Couleur du cotylédon Pale / violet Blanc/pale Variable Violet
Gout Amer et Sucré, Doux, -
robuste complexe, équilibré,
fruité aromatique
Production 80-90% 5-10% 10-15% -
Utilisation Chocolat Chocolat haut  Chocolat haut Chocolat
industriel de gamme de gamme industriel
Caractéristiques Résistant, Qualité Mélange de  Résistant,fort
grand supérieure, Forastero et rendement
rendement faible Criollo
rendement

1.4. Importance socio-économique du cacao

Dans le monde, la culture du cacaoyer revét une grande importance en raison de son rdle
dans la fabrication et le commerce du chocolat. Ce dernier occupe la premiere place dans le
secteur mondial de la confiserie, avec une valeur annuelle estimée a plus de 80 milliards de
dollars américains.

En Cote d’Ivoire, le cacao culture occupe une population agricole de plus d’un million de
planteurs et procure de nombreux emplois dans les secteurs secondaire et tertiaire (ICCO,
2015). 1l est estimé qu’environ trois millions de personnes vivent des revenus du cacao.
Environ 600.000 chefs d’exploitation a la fin des années 1970, cette culture a continué a
mobiliser plus d’un million de paysans dans les années 2000 (Assiri et al., 2009).

Au plan économique, le cacao procure environ 40 % des recettes d’exportations et
contribue a plus de 15 % au produit intérieur brut (PIB) (Dufumier, 2016). La Cote d'Ivoire
se positionne en tant que premier exportateur mondial de feves de cacao, représentant un
produit agricole de rente d'une grande importance économique pour le pays (Guehi et al.,
2007). Elle renforce sa position de leader mondial avec une production ayant augmenté de

35,3 % sur une période de 10 ans (ICCO, 2014).
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1.5. Zone de production et transformation mondiale du cacao

1.5.1. Zones de production de cacao dans le monde

Le cacao occupe la 3e place sur le marché mondial des matieres premieres, derriere le
sucre et le café (Anga, 2016). Sa production mondiale s’éléve a 4,5 millions de tonnes (ICCO,
2023). Cette production est assurée par I’Amérique du Sud, I’Afrique et le Sud asiatique
représentant la zone ceinture équatoriale, situés « entre 20° de latitude nord et 20° de latitude
sud et a une altitude de moins de 600 a 800 m » entre le tropique du cancer et le tropique du
capricorne (Figure 3a). (Tixier, 2013). Les pays d'Amérique latine ne représentent que 18 %
de la production mondiale de cacao, tandis que ceux d'Asie contribuent a hauteur de 7 %.
Parmi les autres producteurs notables figurent I'Equateur, le Cameroun, le Nigéria, I'Indonésie,
le Brésil, 1'Ouganda, le Togo, la Sierra Leone, Madagascar, la Malaisie, la Papouasie-
Nouvelle-Guinée, 1'Inde, le Mexique, le Pérou, la République dominicaine, la Colombie, le
Venezuela, le Guatemala et Haiti. Ces pays sont également des acteurs clés dans la production

mondiale de cacao (ICCO, 2019).

Z1IT
L
N
ed
1189 020D

\\ -l > 1.7M tons 0.4-0.2Mtons [l 0.02 - 0.001M tons
~ 11.7-0.4mtons [l 0.1 - 0.02M tons

Figure 3: Zones de production de cacao dans le monde ; Indication : Monde ; 2016 — 2023

Pays producteurs de feves de cacao dans la ceinture cacaoyere, entre 23.SN et 23.5°S de [’équateur. La ligne
continue rouge représente l’équateur et les lignes pointillées dans chaque hémisphére représentent les
emplacements de 23,5°5 et23,5°N de I’équateur. La région entre les lignes pointillées rouges indique la ceinture
cacaoyere. La majorité des féves de cacao proviennent de I'Afrique de 1'Ouest et importée vers ['Union
Européenne (54 %), puis I’Amérique du Nord (13 %) e I’Asie (12,4 %). (Source : RUF, 1991) ; ZIT : Zone
Intertropicale

Sept pays a eux seuls génerent plus de 90 % de la production mondiale. Les pays
africains détiennent 75 % de la production mondiale, plus précisément I'Afrique de 1'Ouest

assure avec 70 % de cette production, principalement de la variété Forastero (Ozturk &
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Young, 2017). La Cote d'Tvoire est le premier producteur mondial de cacao avec une
production totale de 230 millions de tonnes (ICCO, 2023) représentant plus de 45 % de la

production mondiale, suivi par le Ghana avec 905 000 tonnes (Tableau II).
Tableau 2: Pays Producteurs de cacao en million de tonnes (MT)

Source : ICCO (2023)

2022-  2021- 2020- 2019- 2018- 2017- 2016-

2023 2022 2021 2020 2019 2018 2017
Cote d'Ivoire 2 230 2248 2105 2150 1964 1964 2020
Ghana 750 822 1047 771 900 905 969
Indonésie 200 180 170 200 220 240 270
Equateur 370 370 365 342 298 285 290
Cameroun 300 280 200 280 250 250 240
Nigéria 280 280 290 250 245 255 245
Brésil 220 210 200 201 195 204 174

1.5.2. Zones de transformation du cacao dans le monde

L’ Amérique latine est la deuxieme source de cacao pour les régions de transformation
telle que I’Union Européenne et I’Amérique du Nord (ICCO, 2014). Les fabricants
transforment les feéves de cacao en produits chocolatés consommables (Saltini et al., 2013a).
La plupart des feves de cacao produites dans le monde sont transformées dans les pays situés
en dehors de la ceinture cacaoyere (Schwan & Wheals, 2004b). Les pays qui transforment le
plus de cacao sont les Pays-Bas, 1’ Allemagne, les Etats unis, le Brésil, la Cote d’Ivoire, le
Ghana, I’Indonésie et la Malaisie (Figure 4) ; ICCO, 2014a). Parmi ces pays, les pays bas
transforment la plus grande quantité de feves de cacao, représentant 13 % de la production
mondial (ICCO, 2014). La Cote d’Ivoire, premier producteur mondial, est également le
troisieme transformateur de feves de cacao en produit semi-fini tel que : pate de cacao

(liqueur), beurre de cacao et poudre de cacao destiné a étre expédiées (ICCO, 2014).
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Figure 4: Pays transformateurs de feves de cacao

Pays transformant le plus de feves de cacao se trouvent en dehors de la ceinture cacaoyere. La ligne continue
rouge repreésente ’équateur et les lignes pointillées dans chaque hémisphere représentent les emplacements de
23,5°5 et23,5°N de I’équateur. La région entre les lignes pointillées rouges indique la ceinture cacaoyere. La
majeure partie de la transformation se fait en dehors de la ceinture cacaoyére. Nous définissons la
transformation du cacao comme toute procédure commengant par le broyage des feves de cacao. Chaque

couleur représente la quantité de production de cacao en million de tonnes (MT). Source (s) : ICCO; ID
565101.

1.6. Consommation du cacao dans le monde

Le nom de genre Theobroma signifie « nourriture des dieux ». Il se compose des termes
grecs "broma", signifiant nourriture, et "Theo", désignant un dieu. Le terme cacao dérive du
mot azteque "xocolatl", ol "xococ" signifie « amer » et « atl » fait référence a I'eau (Colombo
et al., 2012). Le cacao est un ingrédient clé dans l'industrie pharmaceutique et alimentaire. I
est utilisé dans des produits tels que les tourteaux, les biscuits, les confiseries chocolatées, le
chocolat a tartiner, les boissons au cacao, les aliments pour enfants, les glaces et les sucreries
(Tafuri et al., 2004). La Cote d'Ivoire n’utilise que 17,2 % de leur propre production de feves
de cacao (ICCO, 2007).

Selon les statistiques, 1'Union européenne est le plus grand consommateur de cacao,
représentant pres de 50 % de la production mondiale de cacao. L'Allemagne, la France, la
Belgique et la Suisse, par exemple, ont des habitudes de consommation de chocolat tres
ancrées (Figure 5).

En ce qui concerne les autres régions, les Etats-Unis figurent parmi les plus gros

consommateurs. En 2023, la consommation par habitant y était estimée a environ 5,5 kg, bien
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que les Etats-Unis aient un marché principalement dominé par les produits transformés. Selon
les statistiques de I'Organisation internationale du cacao (ICCO), le Brésil se classe au sixieme
rang en termes de consommation de cacao (ICCO, 2016). La Suisse arrive en téte avec une
consommation annuelle par habitant de 11,8 kg en 2022 (ICCO, 2024). Le pays est bien connu
pour son excellente industrie du chocolat, Toblerone et Lindt faisant partie des marques les
plus connues (Figure 5). L'Allemagne voisine est également en téte de liste avec 5,8 kg par
habitant, tandis que les Américains consommeraient en moyenne 9 kg de chocolat par an. Les
pays asiatiques, comme le Japon et la Chine, montrent une tendance croissante dans leur
consommation de chocolat, bien que de maniere moindre, contrairement a 1'Europe et aux

Etats-Unis (CAOBISCO, 2024).

(Not) Everybody Loves Chocolate

Estimated chocolate consumption per capita
in selected countries in 2022

B Per-capita consumption Revenue per capita
$280.60 $154.60 $73.61 $TED7 $50.45 $10.94 $7.64 $4.92

11.8 kg

=

= [
CH us DE

Source: Statista Market Insights

statista ®a

Figure 5: Principaux pays consommateurs de cacao en 2022

1.7. Composition nutritionnelle et énergétique des feves de cacao

La pulpe de cacao est composée d'environ 82 a 87 % d'eau, de 10 a 15 % de sucres, dont
60 % de saccharose et 39 % d'un mélange de glucose et de fructose. Elle contient également
des protéines, des acides aminés, des vitamines (principalement la vitamine C) et des sels

minéraux (Lanteaume ef al., 1972).

De maniere générale, les feves de cacao subissent plusieurs transformations pendant la

fermentation et le séchage, influencant leur profil chimique, leur teneur en composés bio actifs
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et leurs propriétés nutritionnelles. La premiere publication présentant les composés chimiques
du cacao fermenté et séché est apparue en 1912. Les feves de cacao non fermentées
contiennent environ 4,2 % d'eau, 21,6 % de protéines, 55,2 % d'acides gras et 21,0 % de
glucides. Apres fermentation, ces valeurs diminuent légerement, atteignant 4,0 % d'eau, 18,8

% de protéines, 53,4 % d'acides gras et 15,5 % de glucides (Afoakwa et al., 2014).

1.7.1. Glucides

Les feves de cacao contiennent environ 10-15 % de glucides (en poids sec). L'amidon
constitue le glucide le plus abondant. Il se localise spécifiquement dans les feves fraiches,
tandis qu'il est absent du fruit. Reineccius et al. (2002) ont rapporté que les feves de cacao
non fermentées contiennent 15,8 mg / g de saccharose et des traces de fructose, le sorbose, le
mannitol et I'inositol. Berbert (1979) a suggéré la teneur en saccharose a 24,8 mg / g de feves
non fermentés formés d'environ 90 % de sucres totaux (27,1 mg / g), avec la réduction de
sucres fructose et de glucose formant environ 6 % (0,9 et 0,7 mg / g, respectivement) et

d'autres (y compris le mannitol et I'inositol) < 0,50 mg / g.
1.7.2. Composition en matiere grasse et acide gras

1.7.2.1.Matiere grasse de cacao

Les feves de cacao sont transformées en trois produits principaux dont la liqueur de

cacao, la poudre de cacao et la matiere grasse comunement applé « beurre de cacao ». Le
beurre de cacao représente 50 a 57 % du poids sec de feves de cacao et est responsable des
propriétés de fusion du chocolat. Les industriels préferent plus des feves dont la teneur en
lipide (beurre de cacao) est comprise entre 55 et 58 % (Tableau IIII).
Ce dernier constitue un ingrédient indispensable en industrie chocolatiere en raison de ses
caractéristiques rhéologiques, fonctionnelles et chimiques spécifiques (Koné et al., 2016).
La qualité de cette matiere grasse peut étre altérée par des teneurs en HAPs hors spécifications
internationales (Ziegenhals et al., 2009). Le beurre de cacao est un mélange de triglycérides
avec 98 % en masse de triglycérides (TG) dont environ 70 % sont des mono insaturés, 20 %
des diinsaturés, 6 % des polyinsaturés et enfin 2 % de trinsaturés (Krysiak, 2011).

Le beurre de cacao trouve son importance dans plusieurs domaines :

= En industrie pharmaceutique il est utilisé dans la fabrication des produits de massage.
= En cosmétique pour la formulation des produits hydratants pour sa richesse en

vitamine E.
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= [l entre aussi dans la fabrication des savons et des mixtures exotiques.

= ]I a une digestibilité semblable a celle de 1'huile de mais (Shahkhalili et al., 2000).

1.7.2.2.Composition en acides gras

Les principaux acides gras présents dans le beurre de cacao sont des acides gras saturés,

notamment l'acide stéarique (18 : 0), qui représente 35 % et indique la présence de 18 atomes

de carbone sans liaison covalente double, ainsi que 1'acide palmitique (16 : 0), qui constitue

25 %. On trouve également un acide gras mono-insaturé, 1'acide oléique (18 : 1), a hauteur de

35 % (Tableau III). La fraction lipidique restante est essentiellement composée d'acide

linoléique, un acide gras polyinsaturé, représentant 3 % (Bracco, 1994). La plupart des études

indiquent qu'il est composé de 95 % d'acides gras, principalement les acides oléique,

palmitique et stéarique. Cette composition unique des triglycérides de cacao lui confere une

plage de fusion qui influence les caractéristiques de fusion du chocolat dans la bouche. Le

beurre de cacao est essentiellement constitué d'acides gras libres (saturés, mono-insaturés et

une faible proportion de polyinsaturés) et de triglycérides, en association avec des

saponifiables, des phytostérols et de la vitamine E (Lipp et al., 2001).

Tableau III: Acides gras obtenus dans le beurre de cacao

Source : David L ef al. (2011)

Valeurs indicatives

LIPIDES % Lipide totaux (%)
50a57 % 55 et 58 %
% Acides gras Valeurs indicatives
ACIDES GRAS Tofaux (%)
(Wolff ; 2019)
-Saturés
Acide palmitique 16 :0 (P) 26,23 % 25,0 -29,6
Acide stéarique 18 :0 (S) 35,76 % 32,7-35,0
-Insaturés
Acide oléique 18 :1 (O) 33,60 % 33,0-34,5
Acide linoléique 18 :2 (L) 2,68 % 2,5-3,8
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1.7.3. Protéines et acides aminés

Les protéines représentent environ 16,85 % de la teneur totale des feves fermentées
(Tableau 1V). Voigt & Lieberei (2014) ont déclaré dans un travail précédant que pendant le
processus de fermentation du cacao, les réactions protéolytiques a l’intérieur des feves
commencent apres 3 jours de fermentation. Selon ces auteurs, de petits peptides et des acides
aminés libres, qui constituent la fraction d'azote non protéique, sont libérés, incluant 0,02 %
sous forme d'ammoniac. Ces composés influencent la saveur du chocolat lors des étapes
ultérieures du processus, notamment pendant la torréfaction des feves.

Selon Sauvegarde et al. (2016), les protéines se dégradent avec 1’augmentation de la
teneur en acides aminés pendant la fermentation. Les changements induits par la fermentation
dans le cacao, incluent également I’hydrolyse des protéines, qui est treés importante dans la
génération des caractéristiques de saveur et d’ardme durant la torréfaction (Spizzirri et al.,
2019). Une faible valeur de pH au cours de la fermentation active les enzymes protéolytiques
endogenes, 1’endo-protéinase aspartique et la carboxypeptidase qui hydrolysent les protéines
de stockage (principalement la viciline) en acide aminé libre et en peptides.

Ces composés, ainsi que les sucres réducteurs sont nécessaires a la réaction de
Maillard pendant le séchage et la torréfaction. De plus, les acides aminés libres libérés lors
de la fermentation du cacao sont responsables du golt caractéristique (Umani, sucré, amer,

entre autres) du chocolat (Adeyeye et al., 2010) ; (Tableau IV).
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Tableau IV: Composés en protéines et acide aminé

Source : (http://skipthepie.org/)

Constituants Quantité / tasse (86 g) % de MS
Protéines 16.856¢ 34%
Acides aminés essentiels (g)

Histidine 0,29154 42%
Isoleucine 0,6536 47%
Leucine 1,02254 37%
Lysine 0,84538 40%
Méthionine 0,17372

Phénylalanine 0,80926

Thréonine 0,66736 64%
Tryptophane 0,25198 90%
Valine 1:01222 56%

1.7.4. Valeur énergétique

En raison de sa richesse en graisses et en glucide, les feves de cacao fermentées et
séchées ainsi que les produits a base de cacao (le chocolat noir (70—85 % de cacao)) ont une
densité nutritionnelle élevée et contiennent en moyennement environ 500-600 kcal/100 g

(Grassia et al., 2019).

1.7.5. Fibres alimentaires

Les fibres alimentaires sont des substances non digestibles essentiellement composées
de polymeres glucidiques, oligosides et polyosides, associées ou non a d’autres constituants.
Les fibres de cacao sont composées de pentosanes, galactanes, mucines contenant de 1'acide
galacturonique, et de la cellulose. Selon les criteres physico-chimiques, on distingue des fibres

insolubles et des fibres solubles.

Les fibres insolubles sont composées de lignine, de cellulose et d'hémicelluloses. Une
de leurs propriétés essentielles est leur capacité a se lier a des agents cancérigenes, mutagenes
et autres produits chimiques toxiques formés au cours de la digestion, facilitant ainsi leur

élimination par les maticeres fécales (Prasad & Bondy, 2019). Les feves de cacao non-
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transformées contiennent des sources importantes de fibres. Ils représentent environ 15 % de

la masse totale des feves (Steinberg et al., 2003).

1.7.6. Composition en minéraux des féves de cacao

Les minéraux sont des éléments chimiques essentiels, employés par I'organisme dans
divers processus biologiques. Les minéraux peuvent étre classés en trois grandes catégories :
les macro-éléments, les micro-€léments (ou oligo-€1éments) et les éléments ultra-traces. Bien
qu'ils ne participent pas a la production d'énergie, ils interviennent de maniere cruciale dans
de nombreuses fonctions physiologiques (Eruvbetine, 2003). Le cacao est riche en minéraux
essentiels, ce qui en fait une excellente source nutritionnelle. Les minéraux représentent 5 %
de la masse de cacao, principalement sous forme de magnésium, potassium et phosphore avec
une richesse relative en sels de cuivre et de fer et autres résidus (Afoakwa et al., 2013).

Le magnésium est un minéral crucial pour la fonction musculaire, nerveuse et
cardiovasculaire, représentant environ 200-300 mg/100 g de feves de cacao. Quant au fer,
méme si sa composition dans le cacao soit non héminique, il représente environ 6-8 mg/100
g, ce qui peut contribuer a I’apport en fer. La valeur du potassium dans le cacao varie entre
500-700 mg/100 g, important pour la santé cardiovasculaire. Les minéraux tels que le zinc, le
cuivre et le magnésium sont présents en quantités modérées et sont impliqués dans des
processus biologiques tels que la fonction enzymatique, le métabolisme et la protection contre
le stress oxydatif. Toutefois, les macro-é1éments, tels que le calcium, le phosphore, le sodium
et le chlorure, sont nécessaires en quantités supérieures a 100 mg/dl. Les micro-é1éments,
comprenant le fer, le cuivre, le cobalt, le potassium, le magnésium, l'iode, le zinc, le
manganese, le molybdene, le fluor, le chrome, le sélénium et le soufre, sont requis en quantités

inférieures a 100 mg/dl (Eruvbetine, 2003).

1.7.7. Vitamines

Les vitamines forment une famille de molécules essentielles au bon fonctionnement du
métabolisme. Leur absence, qu'elle soit partielle ou totale, peut entrainer des troubles graves.
Le chocolat est une source riche en vitamines (Boussenou M, 2023). Dans 100 g de chocolat
noir, les vitamines A, C et D sont présentes en quantités minimes. Le transport des vitamines
liposolubles (A, D, E, K) est assuré par les acides gras (Tableau V). La vitamine E, également
connue sous le nom de tocophérol, ainsi que le béta-carotene, sont significatifs dans ce

contexte. Cette vitamine possede des propriétés antioxydantes, luttant contre les radicaux
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libres et protégeant ainsi les acides gras insaturés présents dans les membranes cellulaires
contre l'oxydation. Par conséquent, elle pourrait jouer un rdle dans la réduction du
vieillissement cellulaire et dans la prévention des cancers. De plus, la présence de Béta-
carotene renforce l'effet antioxydant du tocophérol.

Dans le chocolat, la stabilité du beurre de cacao est réalisée grace a la vitamine E, qui
le protege de l'oxydation. Il convient également de démontrer que le chocolat au lait constitue
une source de vitamine B2, qui est impliquée dans 1'assimilation des glucides, des protéines

et des lipides par l'organisme (Tableau V).

Tableau V: Différentes vitamines retrouvées dans le cacao
Source : Catherine C (2018)

Vitamines Quantité (mg) Vitamines Quantité (mg)
Vitamine BI 0,07 Vitamine B2 0,08
Vitamine E 5,3 Vitamine pp 0,60
Vitamine B3 0,40 Acide folique 0,01
Vitamine B6 0,02 Bétacarotene 0,04
Vitamine B5 0,60

1.8. Composition bio actifs des feves de cacao fermentées et séchées

Les composés bio actifs du cacao fermenté et séché varient en fonction des traitements
post-récoltes et des conditions environnementales. Ces effets incluent 1'amélioration de la
fonction endothéliale, la modulation des facteurs de risque cardiovasculaire associés a 1'age,

ainsi que l'augmentation de la fonction vasculaire (Zapata B et al., 2015).

1.8.1. Alcaloides

Les alcaloides, principalement les méthylxanthines (caféine et théobromine) et les
polyphénols sont des composés responsables de 1’astringence de la féve (Djali et al., 2018).
La théobromine et la caféine exercent des effets pharmacologiques distincts : la caféine agit
comme stimulant du systeme nerveux, tandis que la théobromine est un diurétique (Ramli et
al.,2001). L'intérét récent pour ces alcaloides (composés organiques azotés qui appartiennent
a la classe des méthylxanthines est toutefois centré sur leurs toxicités potentielles pour la
reproduction. En effet, la fermentation conduit a une diminution de [’astringence et

I’amertume par la diffusion externe des alcaloides (30 %) et des polyphénols (20 %) grace a
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I’augmentation de la perméabilité membranaire (Camu et al., 2008). La théobromine (3,7-
diméthylxanthine ; Figure 6a) est 1'alcaloide principal du cacao, présent a hauteur de 3,7 %
sur une base exempte de matieres grasses (Timbie e al., 1978). Dans les feves de cacao
fermentées, la théobromine est fréquemment associée aux tanins, libérés par la formation
d’acide acétique au cours du processus de fermentation. Une partie de cette théobromine
diffuse ensuite dans la coque de la feve (Belitz et al., 2009). La caféine (Figure 6 b) est
également présente, mais en quantités beaucoup plus faibles (en moyenne 0,2 %). La
consommation quotidienne moyenne de caféine est estimée a 200-300 mg/jour, ce qui
équivaut a 2 ou 3 tasses de café infusé par jour. Toutefois, ces composés, avec les composés

phénoliques, contribuent au golit amer caractéristique du cacao (Junior et al., 2020).
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Figure 6: Structure chimique de la théobromine et de la caféine

a : Structure chimique de la théobromine ; b : Structure chimique la caféine
1.8.2. Catéchines et épicatéchines

Le cacao (Theobroma cacao L.) a été proposé comme une riche source de composés
bioactifs, notamment de flavonoides et de composés phénoliques non-flavonoides. Cet intérét
pour ces composés bioactifs est dii a leurs nombreux effets biologiques, notamment
antioxydant, hypocholestérolémiant, anticancéreux, immunomodulateur, anti-inflammatoire,
antidiabétique, antihypertenseur (Lasano et al., 2019 ; Fidelis et al., 2020 ; Pirozzi et al.,
2021). Les feves de cacao sont riches en antioxydants, notamment les catéchines,
I'épicatéchine et les procyanidines, des polyphénols similaires a ceux que l'on trouve dans le

vin et le thé (Grassi et al., 2005).

Les catéchines et les épicatéchines qui ont les plus abondantes représentent environ 35
% du contenu total en polyphénols avec la teneur en épicathéchine plus abondante que celle
de la cathéchine (Valadez-Carmona et al., 2018). La teneur élevée en flavonoides, en

N

particulier en flavanols (catéchines) de ces aliments peut contribuer a certains de leurs
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prétendus bienfaits cardiovasculaires (lee et al., 2003). Récemment, Olas et al. (2021) ont
rapporté que les principaux flavonoides trouvés dans les feves de cacao non torréfiées étaient

I'épicatéchine (2,61 mg/g), la procyanidine B2 (1,07 mg/g) et la (+) - catéchine (0,13 mg/g).

Le chocolat a longtemps été considéré pour sa forte teneur en matieres grasses et
considéré comme une gourmandise plutdt qu'un aliment sain. On l'associait a des problemes
de santé comme l'acné, les caries, l'obésité, I'hypertension, les maladies cardiaques et le

diabete, ce qui incitait les professionnels de santé a en limiter la consommation (Latif, 2013).

Cependant, la découverte récente de composés phénoliques bioactifs dans le cacao a
changé cette perception. Ces composés ont développé un intérét pour les bienfaits potentiels
du chocolat, notamment sur le vieillissement, le stress oxydatif et la régulation de la pression
artérielle. Aujourd'hui, le chocolat est reconnu pour son fort potentiel antioxydant, comme

I'ont démontré Latif (2013) et Magrone et al. (2017).

1.8.3. Composés phénoliques

A Dinstar du cacaoyer, les féves de cacao et les dérivés du cacao sont une importante
source riche en polyphénols alimentaires représentant une partie du poids sec des feves de
cacao et du chocolat, particulierement le chocolat noir (Badrie et al., 2015). Les polyphénols
des feves de cacao contribuent a environ 12-18 % du poids sec qui rend pratiquement les
feves crues immangeables en raison de l'amertume et l'astringence (Khan et al., 2014).
Pendant la fermentation du cacao, les composés phénoliques initialement compactés en

vacuoles de cellules spécifiques diffusent a travers le cotylédon (Roelofsen, 1958).

Les bienfaits du cacao, attribués principalement a des agents antioxydants, sont en
grande partie dus a 1'abondance de composés polyphénoliques, qui peuvent se représenter
jusqu'a 18 % de la masse des feves séchées (Pérez, 2009). En conséquence, une allégation de
santé relative aux flavanols de cacao, mettant en évidence leurs propriétés bénéfiques pour la
santé cardiovasculaire, a été approuvée par 'EFSA en 2012 (Reglement (UE) n°® 432/2012 de
la Commission). Il convient également de noter que la capacité antioxydante du cacao est
supérieure a celle du thé et du vin rouge (Lee & Kim, 2003). En outre, les polyphénols jouent
un role essentiel non seulement dans l'attribution de certaines des saveurs ameres et
astringentes du cacao (Stark et al., 2005), mais ils participent également a la coloration brun-

rougeatre distinctive des produits dérivés du cacao (Soto-Vaca et al., 2012).
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Wollgast & Anklam (2000) ont rapporté que les catéchines, les anthocyanes et les
proanthocyanidines font partie des polyphénols les plus représentatifs des feves de cacao.
Trois groupes de phénols sont présents dans la feve de cacao : leucoanthocyanines (environ
58 %), catéchines (environ 37 %) et anthocyanines (environ 4 %). La catéchine principale est
la (-) + épicatéchine. Les autres catéchines sont les (+) - catéchine, (+) - gallocatéchine et (-)

- epigal-locatechine (Belitz et al., 2009).

1.8.4. Polyphénols totaux

Dans leur état naturel, les féeves de cacao contiennent une forte concentration de
polyphénols, ce qui leur donne une saveur tres amere (Andujar et al., 2012). Les feves de
cacao fraiches, dégraissées, contiennent 15 a 20 % de polyphénols solubles, ce qui correspond
a environ 6 % pour les feves séchées a l'air libre (54 % de matiere grasse et 6 % d'eau). Dans
les feves fermentées, la teneur en polyphénols solubles est d'environ 5 %, tandis qu'une teneur
supérieure a 10 % considérés comme un signe d'une mauvaise fermentation. Ces valeurs sont
valables uniquement pour les feves de Forastero. Les polyphénols totaux du cacao sont
réduits pendant la fermentation a 30 % de la valeur initiale et la (-) — épicatéchine, principal
substrat du polyphénol oxydase (PPO) du cacao, est réduit de 90 %, avec une augmentation
proportionnelle de la teneur en catéchine (Villeneuve et al., 1989).

Aujourd’hui, les polyphénols suscitent un grand intérét, non seulement en raison de
leur contribution a I’ardme, mais aussi pour leur activité antioxydante et leurs éventuels effets
bénéfiques sur la santé (Wollgast & Anklam 2000) . Les données actuellement disponibles
indiquent que la consommation quotidienne de chocolat riche en cacao (riche en polyphénols)

peut réduire au moins partiellement le risque de maladies cardiovasculaires.

1.8.5. Flavonoides

Le cacao et le chocolat sont riches en monomeres, oligomeres et polymeres de
flavanols (Langer et al., 2011). Bien que de nombreux composés polyphénoliques soient
présents dans la feve de cacao, la poudre de cacao est particulicrement riche en une sous-
classe de polyphénols appelés flavonoides. Constituant le groupe le plus important, ils
peuvent étre divisés en 13 classes avec plus de 5 000 composés (Wollgast & Anklam, 2000).
Il comprend une diversité de composés rencontrés dans le cacao (Ferrazzano et al., 2009).

La structure de base des flavonoides se compose de deux composés aromatiques (A et

B) et d’un noyau hétérocycle (C) contenant un noyau d’oxygene (Jaganath & Crozier, 2010).
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Les flavonoides peuvent se subdiviser en 6 sous-groupes en fonction de 1’anneau
hétérocyclique. Ce sont en effet les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavonols,
les flavanols et les anthocyanes (Bauer et al ., 2011).

Les flavonoides offrent une protection antioxydante au niveau de l'endothélium
vasculaire, contribuant a réduire le risque d'athérosclérose. Ils inhibent notamment la
conversion oxydative du NO en peroxynitrite et interrompent les réactions en chaine induites
par les radicaux libres, neutralisant ainsi ces derniers. Selon Oracz & Zyzelewicz (2020), le
cacao peut limiter les dommages cellulaires induits par les radicaux libres. Récemment,
Urbanska et al. (2021) ont rapporté que les principaux flavonoides trouvés dans les feves de
cacao non torréfiées €taient 1'€picatéchine (2,61 mg/g), la procyanidine B2 (1,07 mg/g) et la
(+) - catéchine (0,13 mg/g).

Les flavonoides présentent souvent des groupements hydroxyles (-OH) sur les cycles
A et B, qui influencent leurs propriétés biologiques, notamment leur activité antioxydante
(Middleton et al., 2000). Davinelli e al. (2018) ont rapporté que la consommation de 220 mg
de flavonoides de cacao pendant 4 semaines entraine une réduction du cholestérol total
(—12,37 mg/dL), des triglycérides (—3,81 mg/dL) et du cholestérol des lipoprotéines de basse

densité plasmatique (—14,98 mg/dL), par rapport aux valeurs initiales.

1.8.6. Acides organiques

La fermentation des féves de cacao est un processus spontané réalisé par 1’action
successive de levures, de bactéries lactiques et acétiques (LAB et AAB) sur la pulpe
mucilagineuse entourant les feves (Figure 7). Ainsi, 1'éthanol, l'acide lactique et 1'acide
acétique sont générés en tant que principaux produits qui pénetrent dans la graine, et la
chaleur produite entraine la mort des graines. Sous l'action d'enzymes endogenes et d'enzymes
libérées dans les graines, en raison de l'activité des cellules membranaires, les protéines de
stockage et les glucides subissent une dégradation, (Lima et al., 2011).

Au cours de la fermentation, la vitesse et le temps de diffusion des acides organiques
dans les cotylédons constituant des parametres cruciaux pour déterminer le pH final.
L'optimisation de ces parametres est directement liée a la formation des aromes (Biehl &
Voigt, 1996). Les feves présentant un pH élevé (5,5 a 5,8) sont considérées comme non
fermentées ou ayant subi une fermentation insuffisante, tandis que celles présentant un pH
inférieur (4,75 a 5,19) sont qualifiées de fermentées (Beckett, 2009). Dans la pulpe de cacao

non fermentée, les acides présents incluent l'acide citrique (44-45 mg/g), 'acide malique (7-

26



Généralités

8 mg/g) et l'acide succinique (5-6 mg/g). Pour les feves fermentées, les concentrations
significatives en acide citrique (13-14 mg/g), malique (1-2 mg/g) et oxalique (7-8 mg/g) ont
été détectées (Ho et al., 2014).

Cependant, les concentrations d'acides dans les feves de cacao fermentées et séchées
varient considérablement. Elles se situent entre 1,3 et 11,8 g/kg pour l'acide acétique, 1,6 et
9,9 g/kg pour l'acide citrique, 0,6 et 11,1 g/kg pour l'acide lactique, et 2,1 et 6,5 g/kg pour
l'acide oxalique. La quantité d'acide acétique libérée par la pulpe et retenue par les cotylédons
dépend de la durée de fermentation et de la méthode de séchage appliquée. Les feves
contiennent entre 1,22 et 1,64 % d'acides totaux, avec 0,79 a 1,25 % d'acides volatils, dont

0,192 0,71 % d'acide acétique (Belitz et al., 2009).
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Figure 7: Evolution des sucres et des composés non volatils au cours de la fermentation

1.8.7. Composés volatils

Une composition adéquate des feves de cacao peut étre transformée en un profil de
saveur chocolatée de haute qualité grace a des traitements post-récoltes contrdlés et des
technologies de transformation appropriées. La fermentation joue un rdle essentiel, non
seulement dans la formation des fractions volatiles majeures (alcools, esters et acides gras),
mais aussi dans la production de précurseurs de saveurs de Maillard, tels que les acides aminés

et les sucres réducteurs (Kyi et al., 2005).

Les composés volatils sont des variables essentielles dans les caractéristiques

aromatiques et la qualité sensorielle des produits frais et transformés (Zhao et al., 2024).
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L’ardbme n’est pas seulement I’un des principaux attributs de qualité pour évaluer le cacao,
mais influence également le comportement d’achat des consommateurs (Argenta et al., 2020).
Les criteres liés a I’ardme englobent a la fois I’intensité de 1’ardme de cacao ou de chocolat
ainsi que toutes les notes aromatiques secondaires et 1’absence de défauts aromatiques.
Parallelement, les composés volatils jouent un role important dans I’amélioration de la qualité
gustative et de I’acceptation par les consommateurs.

Les ardmes du cacao dépendent essentiellement des traitements post-récoltes et cet
aspect sera traité dans la section. Ainsi, le procédé de fermentation détermine la qualité finale
du produit, en particulier sa saveur. Aculey & coll (2010) ont rapporté que la fermentation du
cacao pendant moins de 24 heures et différentes méthodes de séchage entrainaient des
concentrations élevées de composés volatils tels que le 2-méthylpropanal, le 2,3-butanédione,
le 2-pentanol, I'acétate de méthyle, la 2-heptanone, le propanoate de 2-pentyle, le 1-pentanol,
le 2-méthylbutanal, le 3-méthylbutanal, le tétrahydro-2-méthylfurane, le 2-méthyl-1-propanol
et l'acétate d'éthyle.

En revanche, la fermentation du cacao pendant plus de 72 heures présentait des
concentrations élevées d'acide propénoique, d'oxyde de linalol, d'acétoine, d'acide 2-
méthylpropionique, de 1-hydroxy-2-propanone, d'acide 3-méthylbutanoique, d'acide acétique,
d'acétate de 2-phényléthyle, de 2,3,5,6-tétraméthylpyrazine, d'acétate de 2-pentyle, de
benzaldéhyde, de triméthylpyrazine, d'éthanol benzénique, d'acétate de 3-méthylbutyle et de
linalol.

Deux travaux récentes ont étudié la composition volatile ( Ho et al., 2014b) et la qualité
sensorielle du cacao en réalisant des fermentations par des cultures mixtes de levures et de
bactéries. Ces études ont montré que les levures ont un grand impact dans I’élaboration de
I’ardbme et le golt du cacao et donc du chocolat. Un total de 7100 composés a été identifié
dans la fraction volatile de 450 aliments (Belitz et al., 2009). Malgré ce grand nombre de
matieres volatiles identifiées, seul un nombre limité contribue aux caractéristiques sensorielles

de chaque aliment appelés « composés volatils d’impact » ou « odorants clés ».

1.8.8. Principaux composés aromatiques du cacao

Les principaux groupes de composés aromatiques du cacao ont été identifiés comme étant
des acides, des alcools, des aldéhydes, des esters, des furanes, des cétones, des terpenes, des
pyrazines, des pyrroles, des pyranes, des pyridines et des composés de soufre (Paul & Jeanne,

1981).
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1.8.8.1. Alcools et esters

Les esters sont associés aux notes de saveur fruitée et représentent le deuxieme groupe
le plus important de composés volatils apres les pyrazines dans les éclats de cacao torréfiés
(Jinap et al., 1998). Les principaux composés alcooliques présents lors de la fermentation du
cacao sont : 3-méthyl-1- butanol, 3-méthyl-2-butanol, méthyl-1-propanol, 2.3-butanediol,
1.3-butanediol, 2- phényléthanol, alcool d’isoamyle, et 3-méthyl-1-butyl acétate.

Rodriguez-Campos et al. (2012c) ont montré que le 3-méthyl-1-butanol, 2.3-
butanediol et 2-phényléthanol sont produits par les levures Kloeckera apiculata,
Sacaromises cerivisiae var. chevalieri, Hanseniaspora guilliermondii, Pichia kudriavzevii
(anciennement Issatchenkia orientalis), Klyveromyces marxianus. Ces composés sont tres
désirés dans le cacao. Les principaux composés appartenant aux groupes alcools acétyl
transférases produites par les levures. Les acétates sont produits par ’action des alcools

acétyle transférase produites par les levures (Vidal Rojas, 2002).

1.8.8.2. Aldéhydes et cétones

Des composés appartenant a la famille des aldéhydes et cétones sont également
détectés dans le cacao fermenté et ils ne semblent pas étre affectés par I’action des levures
(Ho et al., 2014). Une forte concentration d'aldéhydes et de cétones est favorable a la qualité
du cacao, produisant des notes fruitées et florales, c'est-a-dire du 2-méthylbutanal et du 3-
méthylbutanal (Bonvehi, 2005).

Les principaux aldéhydes retrouvés sont : le 2-méthylbutanal, le 3-méthylbutanal et
le benzaldéhyde qui pourraient étre formés a partir de précurseurs tels que la leucine,
l'isoleucine et la phénylalanine par des bactéries lactiques lors de la fermentation. En outre,
des composés tels que le 1-butanol-3-méthyle et le phénylacétaldéhyde ont été rapportés
comme des dérivés du catabolisme des acides aminés réalis€ pendant la fermentation
(Schwan & Wheals 2004a; Akoakwa er al.,2008). Il a été constaté que ’actoine était le
composé cétonique ayant la teneur la plus élevée suivi par d'autres composés 2,3-
butanedione, I'acétophénone et le phénylacétaldéhyde. L’acétone pourrait étre produit par

fermentation alcoolique a partir du pyruvate et de butanediol (Bauer & Pretorius, 2000).

1.8.8.3. Acides

I1 a été noté que 1’acide acétique et 1’acide iso valérique sont dominants dans le cacao

fermenté non torréfié (Frauendorfer & Schieberle, 2008). Au cours de la fermentation,
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d’autres acides sont également détectés : acide propénoique, acide hexanoique, acide
octanoique, acide nonanoique, et acide butyrique qui ont un effet sur la qualité aromatique
du cacao (Bonvehi, 2005). Ces acides diffusent dans les cotylédons en diminuant le pH
interne des feves et leur augmentation au cours de la fermentation résulte du métabolisme

des sucres présents dans la pulpe (Bonvehi 2005).

1.8.8.4. Pyrazines

Le groupe des pyrazines est 1'un des composés volatils les plus importants dans le
cacao torréfié. Bonvehi (2005) a mentionné que les pyrazines représentaient 40 % de 'ardme
du cacao torréfié. Dans certains travaux, les composés de la famille des pyrazines n’ont pas
été détectés. Durant la fermentation, alors que Schwan & Wheals (2004c) ont observé que
quelques pyrazines comme la tétraméthylpyrazine et la triméthylpyrazine sont produites en
fin de fermentation par Bacillus subtilis et Bacillus megaterium (Schwan & Wheals, 2004b).
Ceci montre que la durée de fermentation et notamment la sur-fermentation peuvent

influencer la qualité aromatique par le développement de molécules désirées.

1.8.8.5. Composés aromatiques formés lors de la fermentation

La fermentation constitue un processus crucial dans la production de composés volatils
d'ardbme dans divers produits alimentaires, spécifiquement les saucisses, les yaourts, les
fromages, les bieres, les pains, les vins et la sauce soja. Ces ardmes résultent fréquemment du
métabolisme primaire des micro-organismes, comme cela est observé lors de la fermentation
du cacao (Rodriguez-Campos et al., 2012). Il est cependant établi que certains micro-
organismes peuvent produire directement des composés aromatiques. Au cours de la
fermentation du cacao, divers composés volatils provenant de différents groupes ont été
identifiés, principalement des alcools et des esters, qui sont privilégiés comme des composés
souhaitables (Schwan & Wheals, 2004).

Les bactéries et les levures jouent un role essentiel dans la formation des précurseurs
d'ardme dans le cadre de la fermentation alimentaire, incluant celle du cacao, du café, des vins
et des fromages. Les levures sont responsables de la synthese des alcools et des esters, en
particulier des acétates d'esters, par l'intermédiaire des alcools acyltransférases.

En revanche, les bactéries produisent principalement des acides volatils, tels que 1'acide
acétique, via les bactéries acétiques (AAB) lors du processus de fermentation du cacao

(Sengun & Karabiyikli, 2011). Des recherches ont montré que les bactéries lactiques (LAB)
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peuvent synthétiser des aldéhydes a partir d'acides aminés, notamment au cours des
fermentations lactiques, comme ce fut observé dans la production de fromage (Smit & Engels,
2005). En particulier, ces études ont rapporté la formation de benzaldéhyde a partir de la

phénylalanine par les LAB.

1.9. Traitements post-récoltes des féves de cacao

Les procédés post-récoltes sont composés de plusieurs étapes. Ces dernieres varient
selon les variétés d’un pays a un autre, voir un agriculteur a un autre. Chaque procédé peut
avoir un impact sur la qualité finale des produits dérivés du cacao (Saltini., et al., 2013b).
Cependant, la transformation technologique du cacao en chocolat et en produits dérivés
nécessite un processus primaire de manutention post-récolte comprenant I’écabossage, la
fermentation et le séchage. Le traitement post-récolte permet I’expression du potentiel

aromatique du cacao, lequel est déterminé par le génotype (Cros, 1994).

1.9.1. Récolte

La maturation des cabosses de cacao se déroule tout au long de 1'année et elles sont
généralement réalisées lors de deux campagnes, appelées la « grande campagne » et la « petite
campagne ». Par exemple, en Cdte d'Ivoire, la grande campagne débute en octobre et se
termine en février, tandis que la petite campagne s'étend de mars a juin. La majorité des
cabosses se forment pendant la grande campagne, lorsqu'elles atteignent une maturité
optimale. A ce stade, elles contiennent un plus grand nombre de feves, qui sont plus charnues

et entourées d'une quantité plus élevée de pulpe (Ozturk et al., 2017).

1.9.2. Ecabossage et tri

L'écabossage est une opération technique visant a ouvrir les cabosses de cacao pour en
extraire les graines, tout en minimisant les dommages aux cabosses (Source
(https://www .blogger.com/profile/01158264581905897025)

Figure 8). L'utilisation d'une machette pour ouvrir les cabosses de cacao peut causer
des dommages aux graines, entrainant des blessures et favorisant l'invasion par des micro-
organismes. Pour cette raison, il est conseillé d'utiliser un gourdin en bois pour frapper la
cabosse (Barel, 2013a). Les feves de cacao sont extraites des placentas, car la présence de ces
derniers durant la fermentation pourrait constituer un substrat supplémentaire propice au

développement de moisissures (CNRA, 2009).
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Source : (https://www.blogger.com/profile/01158264581905897025)

Figure 8: Ecabossage des feves de cacao

1.9.3. Fermentation

La fermentation (Figure 9) demeure un processus complexe et difficile a controler
(Bankoff et al., 2013a). C’est une des principales activités post récolte dans la production des
feves marchandes de cacao dont elle détermine la qualit¢é marchande et organoleptique
(Schwan & Wheals, 2004b).

La fermentation du cacao joue un rdle crucial dans le développement des composés
aromatiques caractéristiques du chocolat. Au cours de ce processus, les constituants
endogenes des feves de cacao, notamment les protéines et les glucides, subissent une
transformation en composés plus simples, désignés sous le terme de métabolites précurseurs
d'ardbmes.

Ces précurseurs réagissent lors de la torréfaction pour former des molécules
aromatiques spécifiques, responsables des propriétés sensorielles du chocolat (Santander et
al., 2019). Elle doit débuter au plus tard 24 heures apres 1’écabossage. La pulpe, une matrice
riche en sucres tels que le glucose, le fructose et le saccharose, est effectivement le principal
substrat de la fermentation. Ces sucres servent de carburant pour les micro-organismes
(levures, bactéries lactiques et acétiques), qui dégradent les composés pour produire des
métabolites comme 1’éthanol, 1’acide lactique et I’acide acétique (De Vuyst et al., 2015).

Pendant la fermentation, la pulpe est dégradée pour donner suite a un ensemble de
réactions complexes d’ordre biochimique et enzymatique auquel participent essentiellement

les levures, les bactéries lactiques, les bactéries acétiques et les Bacillus (Ouattara et al., 2011).
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Une fermentation inadéquate compromet le développement optimal des arOmes
caractéristiques spécifiques a chaque variété de cacao (Portillo, 2006).

I1 est recommandé d’effectuer 2 a 3 brassages afin d’homogénéiser la masse fermentée
de cacao. La durée de la fermentation dépend de la variété des feves. En effet, les feves de
cacaos fins requierent des périodes de fermentation plus courtes (Wood & Lass 2008). De
plus, la masse mise a fermenter doit étre d’au moins 100 kg pour une bonne fermentation
(Hernéndez- Herndndez et al., 2016). Toutefois, elle ne doit pas dépasser 2000 kg pour assurer

une fermentation uniforme et efficace (Daymond, 2022).

Source : Source : www.google.fr

Figure 9: Masse de feves stockées pour la fermentation

1.9.4. Séchage

Le séchage vise a réduire la teneur en eau des feves fermentées d'environ 50-60 % a 8
% (Djedjro et al., 2008). Ce processus bloque les réactions enzymatiques, prévient le
développement de moisissures et garantit une bonne conservation du cacao marchand ainsi
obtenu.

Le processus doit commencer immédiatement apres la fermentation afin d'éviter une
sur-fermentation des feves, qui pourrait entrainer une perte d'ardbme du cacao. Par ailleurs, il
est préférable de sécher les feves directement au soleil (Figure 10) de 6 a 10 jours (Guehi et
al.2010) mais il est possible d’utiliser un séchage artificiel pour compléter le séchage au soleil
en fonction des conditions climatiques (Kanmogne et al.,2012).

La durée de séchage au soleil du cacao est influencée par plusieurs facteurs, notamment

les conditions climatiques, le type de matériau utilis€é comme support pour l'opération (Guehi

33



Généralités

et al., 2010). De plus, la membrane de la feve perd son intégrité, ce qui conduit également a
la formation de la couleur (Afoakwa et al., 2008). La durée du séchage solaire du cacao dépend
de nombreux parametres tels que les conditions climatiques, le matériau utilis€ comme
support de I’opération ou encore le temps d’ensoleillement (Guehi et al., 2010).

Le séchage dure 5-7 jours lorsque les conditions climatiques sont bonnes et peut parfois
se prolonger de 15 a 20 jours lorsque celles-ci ne sont pas favorables (McKinney, 2016). Dans
I'ensemble, les dispositifs de séchage artificiels ont permis de diminuer la durée de séchage et
de réduire le risque de réabsorption d'humidité. Cependant, un séchage artificiel trop rapide
peut entrainer certaines insuffisances, telles que la rétention d'acides volatils (Saltini et al.,

2013b).

Source : Le Conseil du Café-Cacao ; Catalogue INCC, 2017)
Figure 10: Séchage des feves de cacao sur des claies ; Transport

Le transport du cacao peut étre défini comme le déplacement, par voie terrestre ou
maritime, des feéves de cacao (contenues dans des sacs ou en vrac) d’un lieu initial ou
intermédiaire vers une destination finale ou intermédiaire (Kouassi, 2017). Le transport peut
donc se réaliser :

» soit de chez le producteur jusqu’au magasin de vente de la coopérative a laquelle il est
affilié,

» soit du magasin de vente de la coopérative jusqu’a I’entrepot du transformateur
national / local ou de ’exportateur,

» soit des entrepots de 1’exportateur au port d’embarquement,

» soit du port d’embarquement au port de destination dans les pays a I’extérieur.
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Le transport se fait généralement en charrette, a vélo, a moto, a tricycle, en camion ou en

bateau (navire) selon les cas.

1.9.5. Stockage

Ce processus vise a maintenir le cacao dans un état de sécheresse adéquat afin de
prévenir le développement de moisissures, la présence d'insectes et la formation d'acides gras
libres. Les feves doivent étre entreposées dans de conditions appropriées empéchants la
prolifération des moisissures et 1’infestation par les insectes (Barel, 2013). Lors du
conditionnement pour 1’exportation, les féves sont conditionnées en sacs de jute estampillés
et numérotés (Figure 11). Ensuite, les feves de cacao, dit cacao marchand, sont prétes a étre

négociées sur le marché national ou international.

Source : www.google.fr

Figure 11: Entreposage de feves de cacao séchées.
2. FERMENTATION

2.1. Notion générale de la fermentation des féves de cacao

La fermentation de matiére premiere périssable provenant de I’agriculture est un processus
biotechnologique ancien qui est pratiqué pour produire des produits alimentaires fermentés
stables et sur de hautes qualités microbiologiques, organoleptiques, nutritionnelles et
bénéfique pour la santé (Rezac et al., 2018; De Vuyst & Leroy, 2020) . C’est un processus
spontané qui revét d’une grande importance économique, comme le cas de la culture du cacao
(De Melo et al., 2016).

La fermentation du cacao est une opération complexe qui débute au plus 24 h apres
I'écabossage. C'est une étape critique de la technologie post-récolte du cacao au regard de son

importance et de son incidence sur la qualité finale des feves (Schwan & Wheals, 2004b;
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Ouattara et al., 2008). Une absence ou une insuffisance de fermentation nuit a la qualité
sensorielle du cacao, car elle entraine 1'expression des divers composés responsables de la
phase aromatique (Lehrian & Patterson, 1983).

Selon la Direction Générale du Trésor et de la Comptabilité ivoirienne, 1'Etat de Cote
d'Ivoire subit une perte annuelle estimée entre 50 et 60 milliards de FCFA. Cette perte est
principalement due aux nombreux défauts de qualité souvent observés dans le cacao provenant

du pays.

2.2. But de la fermentation

La fermentation du cacao a pour principaux objectifs d'éliminer la pulpe mucilagineuse
entourant les feves, d'inactiver I'embryon pour prévenir toute germination et d'assurer une
meilleure conservation des feves. En outre, la fermentation induit des modifications
biochimiques au sein des cotylédons tels que les gonflements, la disparition de leur couleur
pourpre et ’apparition d’une couleur brune (CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

La fermentation permet également de diminuer 1’amertume, 1’astringence et favoriser le
développement des précurseurs de I’arome (Mossu, 1990). Le moment opportun pour arréter
la fermentation dépend de critéres subjectifs tels que, le gonflement des feves, I’odeur de la

masse, la couleur des cotylédons et la chute de la température.

2.3. Resumé des réactions se déroulant dans la féve au cours de la fermentation

La Figure 12 illustre, de maniere simplifiée, les réactions biochimiques qui se déroulent
au sein des feves de cacao au cours du processus de fermentation. Comme mentionné
précédemment, cette étape entraine dimportantes transformations des composés chimiques
sous l'action de la flore microbienne. Il s’agit entre autres de la dégradation des glucides et
d'autres composés présents dans la pulpe, tels que les acides organiques et la formation
d'éthanol et d'acide lactique. L'éthanol est ensuite oxydé en acide acétique, entrainant une
élévation significative de la température

Ces processus permettent également la diffusion de divers composés, notamment les
méthylxanthines (théobromine et caféine) ainsi que les composés phénoliques, tels que
I'épicatéchine et la catéchine. Par ailleurs, les acides aminés peuvent se complexer en peptides
ou en protéines, ou encore interagir avec les polyphénols pour former des tanins (Fowler &

Coutel, 2008).
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Figure 12: Réactions dans une féve de cacao au cours de la fermentation
2.4. Différentes étapes de la fermentation des feves de cacao

Les méthodes de fermentation varient selon les pays et dure au maximum 7 jours et est

traditionnellement réalisée sur les feuilles de bananier selon plusieurs étapes (Figure 13).
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Source : ). (Manuel_du_planteur_de_cacao, 2015)

Figure 13: Processus de fermentation spontanée des feves de caca

Jour I et Jour 2 : Alignement des feuilles de bananiers (a), réception les féves (b) et Recouvrement du tas et
maintien des feuilles a l'aide de bois (c) ; Jour 3 : Ouverture du tas (d) et premier brassage des féves de cacao
(e) ; Jour 5 : Nouvelle ouverture et deuxieme brassage (f) ; Jour 7 : Fin de la fermentation et sortie des feves
pour le séchage ; Coupe transversale des féves fermentées (h).

2.5. Différents procédés de fermentation

Au total, cinq méthodes de fermentation du cacao existent : la fermentation sur les
plateformes de séchage, la fermentation en tas, la fermentation dans des paniers, la
fermentation sur des plateaux et la fermentation dans des caisses, recouvertes de feuilles de

bananier et mises a fermenter 5-7 jours (Fowler,1999).

2.5.1. Fermentation en tas sur les feuilles de bananier

L'avantage des feuilles de bananier (Figure 14 a) réside dans le fait qu'elles permettent
l'aération de la masse de cacao en cours de fermentation, conduisant bien entendu a une
fermentation homogene des feves. La taille des tas de feves fermentées varie généralement
de 25 a 250 kg (Baker et al., 1994).

Les réactions impliquées lors de la fermentation sont des réactions d'oxydation
(Romero-Cortes et al., 2012). L'apport en oxygene constitue un facteur crucial pour le bon
déroulement de cette opération. Les feuilles de bananier, étant plus perméables, entrainent

des réactions aérobies bénéfiques par rapport aux baches en plastique. En effet, la
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fermentation en tas sur des feuilles de bananier représente la méthode la plus courante en

Afrique de 1'0Ouest.

2.5.2. Fermentation en tas dans les baches plastiques

L'usage régulier de la bache plastique (Figure 14 b) pourrait s'expliquer par le fait qu'elle est
réutilisable tandis que les feuilles de bananier, coupées, ne peuvent étre utilisées qu'une seule
fois. Lorsque la quantité de feves a fermenter est importante, l'utilisation du plastique est plus

pratique, car facile a manipuler (Bankoff et al., 2013).

2.5.3. Fermentation dans les paniers

La fermentation dans des paniers (Figure 14 d) est effectuée dans des paniers en fibres
végétales contenant 10 a 150 kg de feves, posés sur le sol et recouverts de feuilles de bananiers.
La fermentation en panier est beaucoup plus employée au Nigeria. Apres écabossage, les feves
séparées de leurs placentas sont directement mises dans les paniers pour la fermentation

(Mossu, 1990; Bankoff ef al., 2013).

2.5.4. Fermentation dans les caisses en bois ou plastique

En caisse (Figure 14 c), les graines sont versées dans une caisse en bois ou en plastique
munie de trous de drainage a la base pour faciliter I’écoulement du jus ( Guehi et al., 2010).
Le volume des bacs de fermentation varie considérablement et doit étre adapté aux capacités
de récolte. Par exemple, une caisse de dimensions 50 x 50 x 50 cm peut contenir jusqu'a 80
kg de feves.

Ce procédé est employé dans les grandes exploitations agricoles ou plantations,
comme c'est le cas a Trinité-et-Tobago et au Congo (Moussoyi M et al., 2024). Les bacs
peuvent étre individuels ou disposés en cascade, en utilisant une pente pour faciliter le transfert
des feves. Dans ce dernier arrangement, le mélange des feves est réalisé en déplacant celles
d'un bac supérieur vers un bac inférieur, ce qui vise a réduire la main-d'ceuvre requise pour le
brassage. Les bacs de fermentation sont généralement placés a l'intérieur d'un hangar afin de
les protéger des intempéries.

Apres 1'écabossage, les feves sont d'abord placées dans le bac le plus élevé, puis
recouvertes de feuilles de bananier ou de sacs de jute pour conserver la chaleur et prévenir le

dessechement des feves en surface (Fowler, 1999).
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Source : (http://tejaschocolate.com/howcraftchocolateismade/)

Figure 14: Différentes méthodes de fermentation

a : Fermentation en tas ; b : Fermentation sur bdche plastique ; c : Fermentation en caisse ; d : fermentation
dans les paniers.

2.6. Brassage

Le brassage permet d'aérer les feves de cacao pendant la fermentation. En effet, il
favorise une fermentation homogene, stimule la croissance des micro-organismes utiles et
limite les moisissures. Idéalement, les tas de feves doivent €tre retournées tous les deux jours,
souvent en le reformant. Cependant, cette tiche étant laborieuse, certains agriculteurs la
négligent ou la réalisent mal (Baker et al., 1994).

Le brassage permet une augmentation rapide de la température, entrainant une
amélioration trés nette de la qualité marchande du cacao. L’aération est aussi indispensable a
la multiplication des micro-organismes qui jouent un role important dans la fermentation. Il
est recommandé de réaliser 2 a 3 brassages de la masse de feves a partir du second jour de la

fermentation afin d’homogénéiser les fermentations (Barel, 2013b; Hamdouche, 2015).

2.7. Flore microbiene de fermentation

La fermentation spontanée du cacao se déroule principalement comme un processus
traditionnel, impliqué dans la production des feves de cacao. Lors de I'ouverture des cabosses
pendant 1'écabossage, la pulpe de cacao est exposée a l'air et aux micro-organismes présents

dans l'environnement.
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Divers micro-organismes, tels que les levures, les bactéries lactiques (LAB), les bactéries
acétiques (AAB), les bactéries sporulées (Bacillus) et les moisissures, participent a la
fermentation du cacao (BariSi¢ et al., 2019; Castro-Alayo et al., 2019a). Ces micro-
organismes sont naturellement présents a la surface des cabosses de cacao, sur les mains des
ouvriers, sur les outils, sur les bacs de fermentation et sur les insectes (Jespersen et al., 2005).

De nombreuses études ont justement été menées dans différents pays producteurs pour
déterminer les especes microbiennes associées a ce processus (Arana-Sanchez et al., 2015;

Romanens et al., 2019; Tofalo et al., 2020).

2.8. Principaux microorganismes fermentatires du cacao

L’écologie microbienne et la succession des processus de fermentation du cacao sont
complexes et plusieurs micro-organismes fermenteurs ont été signalés comme producteurs de
composés volatils pendant la fermentation du cacao. (De Vuyst & Weckx, 2016).

La fermentation proprement dite de la masse de cacao et de feve est réalisée par une
succession temporelle d’activité de levures, bactéries lactiques et bactéries acétiques dont les
interactions sont déterminées principalement par leurs concentrations d’éthanol, d’acide
lactique et d’acide acétique produite ainsi que par I’augmentation de la température lors de la
fermentation (De Vuyst & Weckx, 2015a; Figueroa-Hernandez et al., 2019).

Enfin, diverses especes de Bacillus se développent lorsque le pH de la masse de cacao
devient moins acide et que sa température augmente jusqu’a 40-50 °C en raison de la chaleur

générée par I’ensemble du processus (Nielsen et al., 2007).

2.8.1. Levures

La microflore 1évurienne associée a la fermentation du cacao a été déterminée dans
plusieurs études au cours du siecle dernier (Ardhana & Fleet 2003; Jespersen et al., 2005). La
fermentation débute des l'ouverture de la cabosse, caractérisée par un pH initial de 3,6 et un
environnement anaérobie créé par la pulpe entourant les feves, ce qui favorise la prolifération
des levures.

La pulpe des feves présente une richesse en sucres fermentescibles, tels que le glucose,
le fructose et le saccharose, et affiche un pH faible compris entre 3 et 3,5, principalement en
raison de la présence d'acide citrique. Les levures constituent les premiers micro-organismes

a coloniser les feves de cacao et jouent un role crucial durant les 24 a 48 premieres heures de
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la fermentation. Elles exploitent ces sucres fermentescibles comme source de croissance, les
convertissant ensuite en éthanol.

Ce processus est légerement exothermique, ce qui entraine une élévation de la
température a l'intérieur des feves, passant de 25-30 °C a 35-40 °C (Schwan & Wheals, 2004).
Apres une journée, les levures atteignent leur pic d'abondance entre 10° et 8.10" UFC/mg, puis
leur concentration diminue jusqu'a la fin de la fermentation (De Vuyst. L & Weckx, 2016).
Les recherches des dernieres années ont largement exploré 1impact des levures sur la qualité
aromatique du cacao final. Schwan & Wheals (2004) ont indiqué que Kloeckera apiculata et
Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri étaient les principaux producteurs de composés
volatils. Parmi ces composés, on trouve l'acétate d'isopropyle, I'acétate d'éthyle, le 1-propanol,
l'alcool isoamylique, le 2,3-butanediol, le succinate de diéthyle et le 2-phényléthanol.

En particulier, les souches de levure Pichia kudriavzevii ont été identifiées comme
contribuant de maniere significative a la formation de composés aromatiques spécifiques du
cacao. Leur métabolisme des sucres et leur efficacité dans la production d'éthanol influent
considérablement sur la qualité finale du cacao, favorisant un meilleur développement de la
couleur des feves et une composition aromatique plus riche (Pereira et al., 2012; Koné et al.,

2016).

2.8.2. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques fermentent les sucres de la pulpe et utilisent ’acide citrique et
impliquent la croissance des especes lactobacillus, leuconostoc et lactococus. La fermentation
lactique correspond a la transformation du lactose en acide lactique, sous I’action des micro-

organismes spécifiques appelés bactéries lactiques.

Elle est accompagnée des modifications biochimiques, physico-chimiques et
organoleptiques du produit (Boudjema et al., 2009). L’acidité produite par les bactéries
lactiques joue un rdle dans la conservation de I’aliment en inhibant la croissance de tres
nombreuses bactéries pathogenes (Bartley, 2005). La présence des bactéries lactiques au cours
de la fermentation est variable en fonction des lots étudiés et leur role est mitigé dans la

fermentation du cacao.

Les recherches révelent que les bactéries lactiques remplissent trois roles clés dans la
fermentation des feves de cacao. D'abord, elles fermentent les sucres de la pulpe,
principalement le glucose et le fructose, produisant essentiellement de I'acide lactique, ainsi
que des quantités moindres d'éthanol et d'acide acétique.
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Ensuite, elles métabolisent l'acide citrique présent dans la pulpe pour générer
principalement de 1'acide lactique, ainsi que des composés volatils comme l'acétaldéhyde, le
diacétyle, 'acétoine et le 2,3-butanediol. De plus, certaines especes peuvent réduire le fructose
de la pulpe en mannitol (De Vuyst & Weckx 2015b). Une autre étude indique que les feves
fermentées, avec ou sans la présence de bactéries lactiques, produisent des chocolats

présentant un profil sensoriel similaire (Ho et al., 2015).

L'assimilation de l'acide citrique par les bactéries lactiques entraine une légere
élévation du pH et de la température de la pulpe. Combinée avec 1'augmentation continue des
niveaux d'éthanol et d'oxygene, cette modification permet le démarrage de la seconde phase

de fermentation des feves, sous la conduite des bactéries lactiques (Camu et al., 2007d).

2.8.3. Bactéries acétiques

Les bactéries acétiques catalysent 1'oxydation de 1'éthanol issu de la fermentation
alcoolique, conduisant a la formation d'acide acétique et d'acétate d'éthyle. Des concentrations
élevées d'acide acétique peuvent compromettre la qualité des produits dérivés du cacao (Brito
et al., 2000).

Au cours de la fermentation, I'acide acétique diffusé dans les feves de cacao provoque
une acidification progressive de leur matrice interne, entrainant une diminution du pH de 6,5
a environ 4,5 (Thompson et al., 2013). Les feves dont le pH reste élevé aprés fermentation
(entre 5,5 et 5,8) présentent généralement un faible indice de fermentation et sont associées a
des profils aromatiques de chocolat peu développés, ainsi qu'a une intensification des notes
gustatives indésirable. En revanche, un pH post-fermentation compris entre 4,75 et 5,19 est
généralement indicatif d'une bonne fermentation (Afoakwa et al., 2008). Par ailleurs, les feves
présentant un pH intermédiaire, situé entre 5,20 et 5,49, sont corrélées a une expression plus
marquée des aromes chocolatés dans le produit fini (Jinap et al., 1995). La souche Acetobacter
pasteurienne est la plus courante lors de la fermentation spontanée des feves de cacao. Cela
s'explique probablement par sa capacité a oxyder 1'éthanol, le mannitol et l'acide lactique, ainsi
que par sa tolérance aux acides et a la chaleur (Meersman et al., 2013). Toutefois, d’autres
souches comme Acetobacter syzygii et Acetobacter tropicalis apparaissent également
fréquemment et font partie des especes dominantes dans le cacao (De Melo et al., 2013). La
charge microbienne maximale des bactéries acétiques sur les feves de cacao varie de 7,8 a 8

log UFC/g (Gélvez et al., 2007).
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2.8.4. Bactérie de genre Bacillus

Des les premieres étapes de modifications (remontée de pH et de la température), les
Bacillus vont devenir prédominants dans la flore des féves jusqu’a atteindre 103 UFC/g. Les
modifications de la teneur en sucres, I’apparition d’oxygene ainsi qu’une augmentation de la
température sont favorables a leur croissance (Hanifa, 2017).

A la fin du processus de fermentation, 'augmentation du pH (de 3,5 a 5), de I'aération et
de la température (jusqu'a 50 °C) au sein de la masse de cacao favorisent le développement
des bactéries aérobies sporulantes thermotolérantes du genre Bacillus. Ces bactéries
deviennent alors les especes prédominantes a la fin de la fermentation. Les especes
principalement isolées au cours des fermentations de cacao comprennent principalement
Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, et Bacillus flexus (De Vuyst et al., 2015; Moreira et al., 2018).

Une étude menée par Ouattara et al. (2008) a démontré que les Bacillus pourraient €tre
impliqués dans la dégradation de la pulpe de cacao en raison de leur capacité a produire une
enzyme pectinolytique. Toutefois, en fin de fermentation, ces bactéries peuvent influencer la
qualité organoleptique du cacao final en produisant des acides organiques et des composés
aromatiques pyrazines (la 2,5-diméthylpyrazine et la tétraméthylpyrazine) caractéristique de

saveur de noisette dans le cacao, mais aussi le 2,3-butanediol (Ardhana & Fleet, 2003).

2.9. Phases microbiennes de la fermentation des feves de cacao

La fermentation des féves de cacao se déroule en deux phases principales (la phase
anaérobie et la phase aérobie) et une phase intermédiaire selon une succession microbienne

bien donnée avec des réactions bien définies.

2.9.1. Phase anaérobie

La phase initiale est une phase anaérobie stricte. En effet, apres la mise en tas des feves,
la pectine de la pulpe (5 a 7 %) forme une sorte de « ciment » autour des graines et empéche
la pénétration de 1'air dans la masse de cacao (Arana-Sanchez et al., 2015).

Cette premiere phase correspond a la fermentation microbiologique de la pulpe riche en
sucre et en acide citrique. Les levures, présentes naturellement ou introduites, consomment

les sucres pour produire de 1’¢thanol et du dioxyde de carbone par fermentation alcoolique.
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A cette phase, 95 % du glucose est métabolisé par la fermentation alcoolique de la levure
dont la charge maximale de levures varie de 6 a 8 logs UFC/g de cacao (Nielsen et al., 2007 ;

Drapron et al., 1999).

Levure _T

CcHi1206 »  2CHsOH+2C02+933Kj (1)

Sucre (glucose) Ethanol

2.9.2. Phase intermédiére

La phase intermédiaire est conduite par les bactéries lactiques qui transforment les
sucres restants et 1’éthanol en acide lactique. La liquéfaction de la pulpe entrainant une micro-
aération, la transformation des sucres en alcool et I’augmentation du pH créent de nouvelles
conditions favorables a la croissance des bactéries lactiques au détriment progressif des
levures. Elles transforment alors les sucres résiduels en acide lactique, d’autres acides
organiques, €éthanol et en dioxyde de carbone (Ho et al., 2014). La fermentation lactique se
déroule selon la réaction

2NAD™ 2NADH,.H" 2NADH,H" 2NAD™

] 3 1
C5H120 4&-/— 2 2C3H_403' 1\—/— P 2C3H503' +2H:0 (2)
Glucose Pyruvate Lactate

2.9.3. Phase aérobie

Pendant la seconde phase qui est la finale, 1’éthanol est oxydé en acide acétique
(fermentation réalisée par les bactéries acétiques) qui, en diffusant dans les feves, provoque
la mort du germe et 1’activation d’enzymes endogenes importantes pour la production des
précurseurs d’ardomes (De Vuyst er al., 2010). 11 est également démontré que 1’ardme peut étre
développé a partir du métabolisme primaire des micro-organismes telle que la fermentation
du cacao (Rodriguez-Campos et al., 2012). Cette fermentation est plus exothermique et se

traduit également par la réaction suivante :

Ethanol Bactéries Acide acétique 3)

C>Hs0H + O2 » CH3;COOH + H20 + 496 K]

Les différentes réactions possibles au cours de la fermentation des feves de cacao sont
représentées par la figure suivante. Deux types de réaction ont lieu en fonction du support
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utilisé (Figure 15). Ce sont la réaction normale avec une absence d’air au départ de la
fermentation dans la masse de feves stockées qui produit a la fin de ’acide lactique ; et une
deuxieme qui est la réaction anormale avec production d’acide lactique (Barel, 2013 ; De-

Vuyst &Weckx, 2016).

Bactéries Lactiques ‘
- \ » Réaction normale
| Levures —— Réaction anormale ou rare
Q Pulpe
E Eau (80 %)
] Acide citrique (pH = 3)
= Pectines
'g Sucres (13 % de glucose)
£ !
‘8 C.H..0, i 2C, H, OH + 2CO, + 93 kJ
Glucose Ethanol
N - 2 2 = Alr Alr
02 o2
1 3 3 i s g E2)
CH, CHOH COOH 2CH, COOH + 2H,0
Acide lactique Acide acélique
+ +
Temps 75 KJ 2 x 496 kJ

Source : De Vuyst & Weckx 2016

Figure 15: Dynamique des communautés microbiennes impliquées et bilan des réactions

microbiennes dans la pulpe du cacao au cours de la fermentation.

2.10. Micro-organismes, agents pathogenes et d’altération de féves de cacao

marchandes

Dans la pulpe qui reste, d’autres fermentations microbiennes incontrolées peuvent
également conduire a des mauvais gotts (Barel, 2013). Parmi eux on peut citer, les Bacillus

et les moisissures.

2.10.1. Bacillus cereus

La bactérie Bacillus cereus est un bacille Gram positif, sporulé, mésophile et anaérobie
facultatif thermorésistant. Cette bactérie est largement répandue dans la nature. Les
températures de croissance de cette bactérie peuvent varier de 5 a 50 °C. On la trouve
abondamment dans le sol et la principale voie de transmission de cette bactérie a I’humain est
d’origine alimentaire. Ces caractéristiques lui conferent une résistance particuliere a I’action
de bactéricides, aux désinfectants, aux radiations, a la dessiccation et au cycle du froid. Le

nombre est fonction de la température et du pH (Guinebretiere et al., 2008).
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2.10.2. Pouvoir pathogéne de Bacillus cereus

Bacillus cereus est la 3° cause de toxi-infection alimentaire collective. Les cellules
végétatives de B. cereus forment des spores lorsqu’elles se trouvent en conditions
environnementales défavorables. Elle peut contaminer pratiquement tous les types d’aliments
et en particulier les produits végétaux. La forme sporulée résiste a la cuisson et a la
pasteurisation des aliments. Les Bacillus se multiplient bien dans un aliment cuit ou pasteurisé
(élimination de la flore compétitrice). Ces spores peuvent rester a 1’état latent pendant de
nombreuses années, voire des milliers d’années, attendant ainsi le retour des conditions
favorables. Selon Abbas (2014), B. cereus est impliqué dans la production de deux toxines
distinctes responsables de symptomes diarrhéiques ou émétiques, parfois associée a des
vomissements (Bornert, 2000). Ils sont connus pour étre a I’origine de problémes dans les
industries alimentaires parce qu’ils affectent la qualité et la sécurité des aliments (Aini et al,,
2021). Ces bactéries produisent également des acides gras libres en C3-C5, présents pendant
la fermentation aérobie, qui sont considérés comme responsables des ardmes désagréables du
chocolat (Schwan & Wheals, 2004). De plus, les rations d’aliments causées par Bacillus sont
principalement des défauts organoleptiques tels que des flaveurs désagréables : notes rances,

fruitées, levurées, ameres (Meer et al.,1991).

2.10.3. Moisissures

Les moisissures sont aérobies, en général, acidophiles (pH compris entre 3 et 7)
(Nicklin et al., 2000) et mésophiles (température optimale 20-30 °C) (Botton et al., 1990).
Cependant, certaines especes sont psycrophiles, se développant a basse température (T < 0
°C), comme Cladosporium herbarium, Thamnidium elegans. Elles ont, en général, un faible
besoin en eau par rapport a d’autres micro-organismes (aw = 0,65 ; Boiron, 1996). Elles sont
souvent dotées de propriétés lytiques importantes (cellulolytique, pectinolytique,
amylolytique, protéolytique, lipolytique, etc...) qui en font des agents de dégradation

dangereux, mais aussi parfois des alliés utiles (affinage des fromages, production d’enzymes).

2.10.4. Pouvoir pathogene des moisissures

Les moisissures sont des micro-organismes dont les attaques sont les plus graves pour les
feves de cacao et pour ’homme. C'est réellement a partir de 1960 qu'on a pris conscience que

les moisissures pouvaient produire des toxines signifiantes (Chapeland-Leclerc et al., 2005).
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L'ochratoxine A est un métabolite secondaire produit par plusieurs especes d'Aspergillus
et de Penicillium, qui peut se retrouver dans une denrée alimentaire méme en l'absence de
moisissures visibles (Pittet. A & Royer, 2002). Elle constitue une menace significative pour le
cacao ivoirien. De nombreuses études antérieures ont rapporté la présence d'ochratoxine A
dans le cacao et divers sous-produits (Zinedine et al., 2007).

En Cote d'Tvoire, cette mycotoxine a été détectée dans le cacao provenant des ports
ivoiriens (Dembélé et al., 2009). Des traitements post-récoltes mal réalisés, notamment la
fermentation, peuvent favoriser la prolifération de moisissures telles qu'Aspergillus et
Penicillium, responsables de la production d'ochratoxine A (OTA) (Lachenaud et al., 2006).
Par ailleurs, les conditions de traitement des aliments, et en particulier du cacao, sont souvent
difficiles a controler.

L'aflatoxine B1 est classée comme cancérigene tant pour I'homme que pour l'animal,
tandis que Fusarium verticillioides peut €tre un agent de fusarioses disséminées chez les
patients infectés par le VIH (Duran ef al., 1989). Plusieurs moisissures, notamment les genres
Aspergillus, Penicillium et Fusarium, sont reconnues comme des contaminants des produits
agricoles et pour leur capacité a produire des mycotoxines. Par conséquent, la contamination
fongique peut survivre a divers points critiques au sein de la chaine de production du cacao

(Magan & Aldred, 2005).

3. DEMARCHE DE QUALITE DES FEVES DE CACAO

La recherche de qualité des feves de cacao se manifeste a travers des caractéristiques
physiques (la taille, le poids, la couleur et le contenu en graisse) et organoleptiques des feves
(le gout, I’arome) (Diomande, 2014). Toutesfois, le degré et la durée d’acidification des
cotylédons, la durée du processus de fermentation et pH final sont les éléments les plus
importants affectant la qualité du cacao brut (Afoakwa et al., 2008). En effet, au cours de la
fermentation, les métabolites, source ultime de ce processus, réagissent avec les sucres
réducteurs et les acides aminés, influengant ainsi la saveur et la couleur des feves de cacao.
Ils interagissent également avec les alcaloides, contribuant a l'amertume du cacao. La
théobromine, la caféine et les polyphénols sont les principaux composés contribuant au gott
amer ainsi qu’a la sensation astringente en bouche apres la consommation de cacao torréfié
(Stark et al., 2005). Au cours de ces dernieres années, un effort de plus en plus important a
été mis en place en réponse aux exigences législatives de certaines régions. Il s’agit d’un

systeme de tracabilité face aux exigences législatives de certaines parties du monde comme
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I’Union Européenne avec un souci croissant de la qualité des aliments et de la sécurité
alimentaire (Van der Vorst, 2006). La mise en ceuvre de la tragabilité des systeémes dans
l'industrie alimentaire amene a détailler des informations sur la fagcon dont les produits ont été
manipulés et traités depuis le producteur de cacao jusqu’au chocolatier (Akkerman et al.,

2010).

3.1. Tracabilité

Selon la Iégislation communautaire (réglement CE N° 178/2002) (UE, 2002), la
«tragabilité» désigne la capacité de retracer le parcours d'une denrée alimentaire ou d'une
substance destinée a la consommation a travers toutes les étapes de production, de
transformation et de distribution. L'Union européenne, en particulier, accorde une attention
croissante a la qualité des aliments et a la sécurité alimentaire (Van der Forest, 2006). La mise
en place de systemes de tracabilit¢ dans lindustrie alimentaire nécessite la collecte
d'informations détaillées sur les modalités de manipulation et de traitement des produits, allant
du producteur de cacao au chocolatier (Akkerman et al., 2010). Cependant, comme la
majorité des feves de cacao sont produites dans des pays non européens, la réglementation de
I'Union européenne ne s'applique pas aux acteurs situés en amont de la chaine
d'approvisionnement du cacao. Cela se traduit souvent par un manque d'échanges de données
entre agriculteurs et fabricants de chocolat (Saltini & Akkerman, 2012). Le projet de I'TCCO
sur la qualité totale a montré qu'il est possible d'atteindre un niveau élevé de tracabilité dans
les exportations de cacao ordinaire en provenance de grands pays producteurs tels que la Cote
d'Tvoire. Cette avancée bénéficie ainsi a l'ensemble de la chaine, de l'exploitant au

consommateur (ICCO, 2013).

3.2. Exigences de la matiere premiere « feves de cacao »

Selon N'Guessan & N'Goran (2020), les feves de cacao utilisées pour la fabrication de la pate
de cacao, du beurre de cacao, ainsi que la masse de cacao et le beurre destiné a I'exportation,
sont principalement utilisées par l'industrie du chocolat et pour divers autres usages obtenus
par pressage. Ces produits respectent généralement les spécifications chimiques suivantes,

présentées dans le Tableau VI ci-dessous.
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Tableau VI: Tableau de la composition chimique de feves de cacao fermentées et séchées et
celle de la liqueur de cacao

Source : Hurst (2015) et Bertazzo et al. (2013)

COMPOSITION CHIMIQUE RECOMMANDEE DES FEVES DE CACAO
APRES FERMENTATION ET SECHAGE

COMPOSITION TENEUR (%)
Cendres 4,2 a20,7
Azote total 2,5a3,2
Théobromine 09al,3
Caféine 0,320,7
Amidon 52a7
Cellulose brute 32a19,2
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA LIQUEUR DU CACAO
COMPOSITION TENEUR (%)
Matiere grasse 48 252 %
Couleur L* 2,80 a 3,40
a* 122,20
b* 0,352 1,50
Finesse >99.,50

L* : Luminosite ; a* : Rougeur. b* : Jaunissement
3.3. Caractéristiques physico-chimiques des féves de cacao

3.3.1. Taux d’humidité

Avant la transformation en chocolat, la qualité des feves est évaluée en utilisant deux
méthodes différentes. La premiere technique consiste a évaluer les feves en fonction des
indicateurs suivants : degré de fermentation ; teneur en humidité (maximum 6 %) ; Si la teneur
en eau du cacao reste supérieure a 8 % (teneur critique) pendant le stockage, nimporte quel
saprophyte pourrait s'y développer (Hii et al., 2009). S’il est supérieur a 8 %, le risque de
contamination fongique est élevé (Guehi er al., 2010a) avec de sérieuses conséquences
potentielles pour la sécurité, 1’arome et la qualit¢ de transformation du cacao

(CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

3.3.2. Activité de I’eau

L'activité de I'eau (aw) et le pH sont des parametres cruciaux pour évaluer la thermo-

résistance des micro-organismes. Contrairement a un pH faible, qui favorise la destruction
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thermique, une faible activité de 1'eau lors d'un traitement peut accroitre la résistance a la

chaleur des micro-organismes (Merzougui et al., 2013).

L'activité de I'eau influence également la pression osmotique, qui régule les échanges

a travers les membranes cellulaires. La prolifération des micro-organismes dans un aliment

dépend directement de son niveau d'activité de I'eau (Tableau VII).

Tableau VII: Prolifération des microorganismes en fonction de 1'activité de I'eau

Source : Adapté de L.R Beuchat 26 :345 (1981)

Microorganismes généralement inhibés | Aliment généralement compris dans cette

Plage de aw | dans cette gamme plage de ay
Pseudomonas, Escherichia, Proteus, Aliments habituellement périssable (frais)
shiguella, klebsiella, bacilus, clostridium et fruits, légume, viande, poisson, lait et

1-0,95 perfringens, certaines levures boisson en conserve
Salmonelle, Vibrio
parahaemolytcus.c.botulinum, serratia, Certains fromages (cheddar, suisse,
lacto Bacillus, pediococcus, certaines muenster. Provolone), charcuterie

0,95 -0,91 | moisissures, leuveures(rhodotorula, pichia) | (jambon), pain, tortillas.

De nombreuses levures (candida, Saucisson fermenté (salami), génoises,

0,91 — 0,87 | torulopsis, hansenula), micrococus fromages secs, margarine
La plupart des moisissures (penicillie La plupart des concentrés de jus de fruits,
mycotoxigene), staphylococcus aureus,la |du lait concentré sucré, des sirops, des
plus part des saccharomyces(ballil) confitures, des gelées, des aliments mous

0,87 - 0,80 | spp.,Debaryomces pour animaux de compagnie.

La plupart des bactéries halophiles,

0,80 — 0,75 | aspergilli mycotoxigeénes Marmelade, marzpan, fruits glacés,
Mosissures xérophiles (aspergilus Mélasse, sucre de canne brut, certains
chevalieri, A. candidus, wallemia sebi), fruits secs, noix, barres de collation, petits

0,75 — 0,65 |saccharomyces bisporus gateaux
Leveurs osmiophiles (saccharomyces
rouxil), quelques moisissures (aspergillus, | Fruits secs contenant 15-20 % d’humidité,

0,65 — 0,60 |echinulatus, monascus bisporus). quelques caramels, miel, bonbons

0,60 — 0,50 | Pas de prolifération microbienne Pétes seches, épices, riz, confiseries, blé

(Euf entier en poudre, chwing-gum, farine,

0,5-04 Pas de prolifération microbienne haricots

Biscuit, craquelins, croute de pain,

céréales pour petit-déjeuner, aliments secs

pour animaux de compagnie, beurre de
0,4-0,3 Pas de prolifération microbienne chouette

Lait entier en poudre, légumes secs

lyophilisés, amidon de mais, chips de
0,3-0,2 Pas de prolifération microbienne pomme de terre, chips de mais,

3.3.3. Grainage

Au nombre des facteurs influencant la qualité des feves de cacao de commerce, le

grainage représente un parametre clé. Ce test consiste a quantifier le nombre total de feves

présentes dans un échantillon de 100 g (ISO, 2014). Un critere de qualité acceptable est établi
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a un grainage de 100 feves ou moins, ce qui implique que le poids spécifique d'une feve doit
étre égal ou supérieur a 1 g (Guéhi et al., 2007). Selon la norme ISO 251, les feves sont
classées comme grandes lorsque leur nombre est inférieur ou égal a 100, moyennes pour un

nombre de 101 a 120, et petites lorsque le nombre de feves dépasse 120.

3.3.4. Degré de fermentation et niveau de dégradation physique des féves

Le principal défaut de qualité associé au cacao ivoirien réside dans le pourcentage élevé
de feves ardoisées et moisies, résultant d'une fermentation et d'un séchage inadéquats
(Kouakou et al., 2013). Le degré de fermentation et le niveau de dégradation physique des
feves sont évalués a l'aide du cut-test, une méthode essentielle en milieu industriel pour
mesurer l'indice de fermentation (Guéhi et al., 2010). Selon la norme ISO 2451 (2017), il
existe neuf catégories de défauts de feves, dont certaines peuvent résulter d'une fermentation
insuffisante, comme les feves ardoisées et violettes. D'autres défauts peuvent indiquer des
niveaux élevés d'acides gras libres, un ardme déficient ou la présence de contaminants tels
que les crabots, les feves brisées, celles ayant une odeur de fumée, les feves moisies, germées
ou infestées par des insectes (Tableau VIII). Les feves peuvent également étre classées en
quatre catégories selon leur couleur : brune (entierement fermentée), violette/brune, violette
(mal fermentée) et ardoisée (non fermentée)

Toutefois, seules cinq de ces catégories sont retenues dans les normes de qualité ISO
2451 relatives aux spécifications des feves de cacao : feves moisies, ardoisées, attaquées par
des insectes, germées et assiettes. Selon Kealey et al. (2004).

Tableau VIII: Caractéristiques des feves par la méthode du Cut test et autres défauts liés a la

qualité des feves de cacao
Source : (Mossu ,1990 ; ICCO, 2008).

Types de féeves Illustration Description Caractéristiques

La feve est aplatie Cotylédons Récolte trop tardive Cabosses surnatures
atrophiés Impossibilité d’avoir
une coupe longitudinale

Feves plates

Feves Ensemble de plusieurs feves Mauvaise séparation des feves lors de
agglomérées collées les unes aux autres et I’écabossage Mauvaise homogénéisation de
crabots qu’on ne peut séparer avec la fermentation
deux doigts
Feves brisées Feves dont 20 % ou moins sont Mauvais stockage (empilement de sac
séparés excessif) Mauvais transport Déversement trop
haut
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Brisures Moins de 20 % de la feve Mauvais stockage (empilement de sac
excessif) Mauvais transport Déversement trop
‘: haut
Coques Enveloppe protégeant les Mauvais stockage (empilement de sac
cotylédons (entre 1 et 2 % du excessif) Mauvais transport Déversement trop
poids de la feve) haut
Matiére e 4 Cailloux, tiges,pierres, etc (hors Mauvais tri des féves lors de I’écabossage
étrangere cacao) Placenta, morceaux de Mauvais tri des feves lors de la fermentation

Débris tamisage
(5 mm)

cabosses, etc

Cailloux, tiges, pierres,
poussiere etc (hors cacao)
Placenta, morceaux de
cabosses, feves plates, brisures
(cacao)

Mauvais contrdle des feves lors du séchage
Mauvais stockage, sacs poussiéreux, usés

Mauvais tri des féves lors de I’écabossage
Mauvais tri des feves lors de la fermentation
Mauvais contrdle des feves lors du séchage

Mauvais stockage, sacs poussiéreux, usés

Féve brune, aspect
fissuré

100% de la catégorie acceptée

Bonne fermentation
Bon séchage
Bon stockage
Bon transport

Feves violettes

Feéve de couleur violette (sur +
de 50% de la surface), non
fissurée

40% de la catégorie acceptée

Fermentation trop courte ou
inexistante Cabosses immatures
Mauvaise séparation des feves lors
de I’écabossage

Feves ardoisées

Feves moisies

Cotylédons de couleur ardoisée
(gris-bleu a +50 % surface) peu
fissuré Grade 1 : <3 % de la
catégorie acceptée Grade 2 : <
8% de la catégorie acceptée

Présence de moisissures dans
les parties internes, visibles a
I’ceil nu (orange, vert, blanc)
Grade 1 : <3 % de la catégorie
acceptée
Grade 2 : <4 % de la catégorie
acceptée

Féves non fermentées

Mauvais séchage (court ou lent)
Mauvais stockage (a I’humidité)

Feves beurrées
(white spot)

Présence de taches blanches (a
ne pas confondre avec la
moisissure)

Grade 1 : <3 % de la catégorie
acceptée (cumulées avec les
autres feves défectueuses)
Grade 2: < 6 % de la catégorie
acceptée (cumulées avec les
autres feves défectueuses)

Mauvais stockage

Feéves mitées

Présence d’insectes
Grade 1 : <3 % de la catégorie
acceptée (cumulées avec les
autres feves défectueuses)
Grade 2: < 6 % de la catégorie
acceptée (cumulées avec les
autres feves défectueuses)

Traitement au champ non adéquat
Mauvaise protection Mauvais
stockage en présence d’insectes
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Orifice a I’arri¢re de la féve
provenant de la percée, chute de
la radicule
Grade 1: <3 % de la catégorie
acceptée (cumulées avec les
autres feves défectueuses)
Grade 2: < 6 % de la catégorie
acceptée (cumulées avec les
autres feves défectueuses)

Récolte trop tardive Cabosses

Feves germées
surnatures

L’industrie du cacao a besoin d une offre durable et homogene de féves de cacao dotées
de traits qualitatifs répondant a ses multiples exigences. Divers types de cacao sont nécessaires
pour satisfaire la demande du marché complexe du chocolat et de produits dérivés du cacao.
La sécurité des denrées alimentaires dans ce marché, I’efficience et le rapport cofit efficacité

sont des facteurs clés outre les exigences qualitatives du consommateur.

La qualité des feves étant a 1’origine des composants aromatiques et nutritionnels
spécifiques du cacao, il convient d’insister sur I’importance d’un niveau élevé et uniforme de
qualité. Le terme qualité ainsi employé englobe les caractéristiques physiques qui ont un
impact direct sur la performance industrielle, mais aussi les aspects essentiels liés a I’arome

et a la sécurité sanitaire des denrées alimentaires (CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

Exportateur

Producteur

Teneur en eau

Productivité

Taille des graines

Colts de production

Couleur, odeur

Sensibilité aux maladies et insectes

Attaque d'insectes

Moisissures

Quantités disponibles

Etat sanitaire

Teneur en beurre

Teneur en coque

Chocolatier

Source : Barel (2013)
Figure 16: Différents facteurs de qualité influencant le prix d’achat des féves marchandes de

cacao.
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4. ZONES D’ETUDE

4.1.Présentation des zones d’étude

Pour I’enquéte sur le terrain, trois zones de trois principales régions de production de cacao
en Cote d‘Ivoire ont été choisies. Il s’agit de San-Pédro dans la région du Bas-Sassandra, de
Daloa dans la région du Haut-Sassandra, et Soubré (fief du cacao ivoirien) dans la région de
la NAWA. Ces zones sont caractérisées par un climat subéquatorial, a régime bimodal, avec
des précipitations moyennes oscillant entre 1200 et 1700 mm par an. La durée d’insolation est
supérieure a 1800 heures par an (Eldin,1971).

Les températures moyennes annuelles varient de 24 a 32 °C (Eldin 1971). La végétation
est celle d’une forét dense, humide et semi-décidue. Cette végétion est actuellement tres
dégradée a cause de la pratique de 1’agriculture itinérante, la croissance démographique rapide
et ’'urbanisation, I’exploitation forestiere et la mise en place de cultures de rente (FAO, 2000).

La majorité des sols sont ferralitiques et caractérisés par une somme de bases échangeable
inférieure a 8 mg/100g de sol, un taux de saturation du complexe adsorbant inférieur a 80 %

et un pH oscillant entre 4,5 et 6,5 (Perraud, 1971).

4.2.Zone de San-Pédro

Chef-lieu de la région du Bas-Sassandra, San-Pedro est une zone située au Sud-Ouest
de la Cote d'Ivoire, a 368 Km de la ville d'Abidjan. C'est une zone chaude et humide avec une
température moyenne de 28-29 °C pendant la grande saison des récoltes qui se déroulent du
mois d'octobre au mois de décembre. Cette zone est caractérisée par une basse altitude, en
dessous de 500 m, avec 70 a 80 mm de précipitation par mois. San-Pédro compte 277 140 ha
de plantation de cacao et 171 164 tonnes de cacao (Varlet, 2013). Le choix de la région du
Bas-Sassandra répond a son dynamisme agricole.

En effet, cette zone, anciennement appelée le Sud-ouest de la Cote d'Tvoire constitue
le pdle stratégique du redéploiement de la production agricole nationale, en termes d'équilibre
entre régions comme entre produits d'exportation. Elle constitue un cas quasiment unique, en
milieu rural africain, de brassage de populations ivoiriennes et étrangeres (18,72 %
d'autochtones, 60,75 % d'allochtones et 20,53 % d'allogénes (RNA, 2001), qui en fait un

véritable résumé de la diversité sociologique de 1'Afrique de 1'Ouest.
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4.3. Zone de Soubré

La zone de Soubré (région de la Nawa) est également située au Sud-Ouest de la Cote
d'Ivoire mais, est un peu plus proche du Centre-Ouest, et a 383 Km de la ville d'Abidjan. C'est
une zone tempérée avec une température moyenne de 25-28 °C et une pluviométrie
relativement élevée de 65 a 70 mm de précipitations par an. L'altitude est modérée, en dessous
de 600 m (Guéhi et al., 2008). La région de la Nawa compte 19 328 ha de plantation de cacao
et 272 265 tonnes de production par an (PEMED-CI,2015). La région est la plus grande région
productrice de cacao de Cdte d'Ivoire et son économie est tirée par le cacao, qui emploie 95
% des ménages agricoles (environ 72 051 ménages) et constitue la principale source de

revenus des ménages (DSDI, 2016).

4.4. Zone de Daloa

Daloa, le chef-lieu, se situe a 141 km de Yamoussoukro et a 383 km d’Abidjan et est
désignée la troisieme ville du pays, en termes démographique avec ses 35 000 habitants, apres
Abidjan et Bouaké (Lucien & Combo, 2014). Le développement économique de la région a
connu une accélération grace au développement des cultures de rente comme le café et le
cacao. Elle est désignée comme le deuxieme front pionnier de production de ces cultures
(Mgbakor & Adou, 2012). Située dans le Centre-Ouest ivoirien, la région du Haut-Sassandra
a une superficie de 15 200 km? pour une population estimée a 1.430.960 habitants (RGPH,
2015). La région du Haut-Sassandra est limitée au nord, par la région du Worodougou, a I’est,
par la région de la Marahoué. Au sud, les régions du Fromager et du Bas-Sassandra partagent
leur voisinage avec le Centre-Ouest. Sa partie ouest est bordée par, les régions des Montagnes
et du Moyen-Cavally. Elle est composée de quatre départements, Daloa, Zoukougbeu, Issia et

Daloa (Figure 17).
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Matériel et méthode

1. MATERIEL

1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué de féves de cacao en cours de fermentation (Figure
18 a) et des feves fermentées et séchées (Figure 18 b). Ces feves sont de deux variétés
différentes. La variété « Forastero » récoltée dans les zones de San-Pédro et Daloa et la variété
hybride « Mercedes » du CNRA (Centre National de Recherche Agronomique) recueillie dans

la zone de Soubré.

e o (R R

a : Féves en fermentation ; b: féves fermentées et séchées

Figure 18: Echantillons prélevés dans les zones d’études

1.2.Matériel technique

1.2.1. Matériel d’échantillonnage

Le matériel d'échantillonnage comprend un appareil numérique pour la prise de vues,
des bocaux stériles de 50 mL pour la collecte des échantillons de feves en fermentation, et des
sacs en jute pour recueillir les feves fermentées et séchées. Il inclut également une glaciere
contenant de la glace en surfusion pour le transport des échantillons. Le matériel a concerné
aussi, des fiches d’enquétes établies sur le logiciel Sphinx pour la collecte d’information sur les

pratiques post-récoltes (Annexe 2).

1.2.2. Matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire est constitué d’un ensemble d’équipements, de réactifs, de
verreries et de milieux de cultures (Tableau IX) qui ont permis de réaliser les analyses physico-

chimiques, bio-chimiques et microbiologiques.
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Tableau IX: Liste des matériels et divers produits utilisés lors des analyses

Appareils électriques et GC-MS ; GC-FID ; HPCL ; Agitateur magnétique ; Bain-marie thermostaté ;
électroniques Distillateur de BUCHI ; SOXHLET :; Rota vapeur ; Balance de précision ;
Incubateurs ; Four 2 moufle ; Dessiccateur ; Etuve ; Thermométre ; Pipettes ;
Agitateur et barreaux magnétiques ; Micropipette ; colorimetre modele
Colorflex EZ 45/0 LAV ; pH-metre ; Cartouche a extraction ;
Spectrophotometre d’Absorption Atomique a flamme ; bain ultrason

Réactifs et standards Ethanol ; Eau distillée ; Phénolphtaléine ; Solution éthanoique de potasse ; acide
sulfurique ; Hexane ; Acide chlorhydrique ; Catalyseurs (10 g K2SO4 + 1 g
CuSO04) ; Acide borique (H3BO3) ; Réactif de Tashiro ; Soude (NaOH) ; Pastel
de catalyseur CU(CUSO4), Folin-Ciocalteau, Acide Gallique,
polyvinylpolypyrrolidone ; Quercétine ; Acide Tanique ; glucose ; fructose ;
acide acétique ; acide lactique ; acide oxalique ; acide succinique ; acide

citrique.
Verrerie Bécher ; Ballons ; Boites de pétri ; tube a vice ; Erlenmeyer ; Eprouvette
Graduée
Milieux de culture Eau peptonée tamponnée ; MRS ; Acetobacter ; sabouraud au chlorenfenicol ;

MYP ; BCC ; gélose nutritive.

Autres petits matériels Anses d'ensemencement ; Etaleurs microbiologiques ; Marqueur ; paraffine ;
bouteille de gaz ; bec benzene ; sac en jute,

2. METHODES

2.1. Enquéte sur les techniques d’obtention des feves fermentées et séchées de cacao

dans les zones d’études

Cette enquéte indivuduelle a été initiée pour répertorier et évaluer les nouvelles
techniques de fermentation et de séchage post-récolte du cacao. Ainsi, 1’approche
méthodologique adoptée dans cette étude a inclus la sélection des villages enquétés, le
développement d'outils d'acquisition de données, la collecte des données sous forme de
tableau enquéte/entretien et I’analyse des données collectées. L’enquéte a débuté dans le mois

de Mai 2021 et a pris fin en Novembre 2021 soit 6 mois.

2.1.1. Critéres d’inclusion et d’exclusion

Les populations des villages enquétés étaient constituées d’au moins 80 % de
producteurs de cacao. Cette enquéte a concerné a la fois les coopératives agricoles exercant
dans la cacao-culture et les producteurs de cacao. Ainsi, les producteurs enquétés étaient, soit
propriétaires d’une parcelle de cacao ou contractuels, communément appelés « abousant ». Par
ailleurs, les producteurs enquétés sont ayants des champs de cacao d’au moins 2 hectares avec

une production minimale de 500 kg/ recolte.
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2.1.2. Répartition des villages enquétés selon les zones d’étude

L’enquéte s’est déroulée dans 13 villages de plus de 500 habitants dont cinq dans la zone
de San-Pédro (Pont Brimé, Dagadji, Doba, Grobonou Dan et Do Sakassou), quatre dans la zone
de Daloa (Gonaté, Lénoufla, Zougougbeu et Grégbeu) et quatre dans la zone de Soubré (Petit
Bouaké, Oupoyo, Gnipi 2 et Ningradji). Un questionnaire (Annexe 1) a la fois ouvert et fermé
selon le modele de Balanga et al. (2004) a ét€ soumis aux producteurs de cacao. Des entretiens
ont été conduits individuellement en frangais et/ou dans une langue locale avec 1’appui d’un

interprete le cas échant (Tableau X).

Tableau X: Villages enquétés dans les zones d’étude

N° Zones d’étude Villages
1 Pont Brimé
Dagadji
San-Pédro Doba

Grobonou Dan
Do Sakassou

2 Gonaté
Lénoufla
Zougougbeu

Dal
aoa Grégbeu

3 Petit Bouaké
Oupoyo
Gnipi 2

Soubré Ningradji

2.1.3. Techniques de collecte des données sur le terrain

Pour la collecte des données sur le terrain, une autorisation préalable des autorités
administratives des différentes zones d’étude a été nécessaire. Les techniques utilisées dans le

cadre de cette étude sont les entretiens et les observations directes sur le terrain.

2.1.4. Entretiens

Les entretiens ont été menés aupres de deux catégories de personnes. D’abord, les
responsables de coopératives agricoles puis les producteurs pris individuellement. Au niveau
des responsables de coopératives, le questionnaire a porté sur la taille des villages, la production
de cacao et la qualité des feves recus. Par contre, avec les producteurs sélectionnés selon la
méthode de boule de neige ou le premier intérrogé recommende un autre producteur et ainsi de
suite pour atteidre une cible plus large. L’enquéte a porté sur 1’indentification

sociodémographique du producteur, les supports de fermentation (supports, durée de
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fermentation, niveau de brassage ...), de séchage (supports, durée de séchage, niveau de

brassage ...) et les facteurs motivants et limitants 1’usage de ces supports.

2.1.5. Observations sur le terrain

Outre les entrétiens, des observations directes sur le terrain ont permis de vérifier les
informations recueillies. Ces observations ont porté sur les installations pour la fermentation et
le séchage, le processus complet de fermentation des feves de cacao avec un accent sur la

quantité des feves fraiches stockées pour la fermentation.

2.2. Mise en place des essais de fermentation sur différents supports

Le processus de manutention post-récolte conduisant a la production des feves de cacao
fermentées et séchées, ou feves marchandes de cacao, a été effectué selon les étapes
séquentielles : écabossage-fermentation-séchage dans les conditions paysannes. Les
expérimentations de cette étude ont été conduites chez trois producteurs localisés dans une
méme zone, chacun disposant d’au moins deux hectares de cacaoyeres et d’une production
moyenne de 500 kg par récolte. Le procédé de fermentation propre a chaque support identifié

a été mis en ceuvre chez chacun des producteurs, selon leur zone d’étude respective.

2.2.1. Ecabossage

L’écabossage a été conduit 2 jours apres la récolte dans les conditions essentiellement
paysannes (Figure 20). Les cabosses ont été ouverts a 1'aide de couteau (Figure 20 a) pour la
fermentation, en utilisant des feuilles de bananier, de palmier, des sacs et baches en
polypropyléne, ainsi que des sacs en jute. Pour la fermentation dans les cabosses, des gourdins
ont été employés comme 1’on rapporté les paysants eux méme (Figure 19 b). Ainsi, 4 000
cabosses équivalant de 250 Kg de feves fraiches apres écabossage avec des gourdins ont servi
fermenter les feves dans les cabosses de cacao. Pour les autres supports de fermentation, une
masse de 250 kg de feves fraiches pesées a I’aide d’une balance romaine ont été portées a la

fermentation sans étre étre séparées du placenta.
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Figure 19: Méthodes d'écabossage.

2.2.2. Fermentation des féves de cacao

Chez chaque producteur, la fermentation proprement dite a été réalisée sur un méme site
de production, a des emplacements distincts espacés d’au moins 50 métres, afin de prévenir
toute influence croisée entre les différents supports utilisés. Six supports de fermentation ont
été utilisés pour 1'étude. Ce sont : feuilles de bananier (support de référence), feuilles de palmier,
cabosse de cacao, bache en polypropylene, sac en polypropyleéne et sac en jute.

Les différents essais ont été réalisés zone par zone, selon un intervalle de deux semaines
par zone : soit six jours consacrés a la fermentation, suivis de huit jours de séchage. Toutefois,
un intervalle d’une semaine a été observé entre deux zones successives, afin de permettre aux
producteurs de la zone suivante d’effectuer la récolte nécessaire au démarrage des
expérimentations.

Ces supports ont €té soumis a trois brassages a 48 heures, 96 heures et 120 heures

pendant six jours.

2.2.3. Fermentation sur les feuilles de bananier

Apres la récolte et I’écabossage, une masse de 250 Kg de feves a été déposée sur les
feuilles de bananier placées au sol a I’ombre sur une pente pour permettre 1’écoulement du jus.
Ces feves ont été recouvertes avec des feuilles de bananier et maintenues a 1’aide de buches de
bois. Un tri a été effectué lors de 1’écabossage pour retirer les féves germées et les cabosses

immatures (Figure 20).
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Figure 20: Fermentions dans les feuilles de bananier

a: mis en tas des féves sur les feuilles de bananier ; b : couverture des féves avec les feuilles de bananier ; c : fin de
fermentation

2.2.4. Fermentation sur les feuilles de palmier

Une masse de 250 kg de feves, a été transférée sur les feuilles de palmier, au sol a I’ombre sur
une surface inclinée pour permettre 1’écoulement du jus. Les feéves ont ensuite été recouvertes

avec des feuilles de palmier afin de procéder a la fermentation (Figure 21).

Figure 21: Fermentation dans les feuilles de palmier

a : Disposition des feuilles de palmiers sur une pente ; b: Feves recouvertes de feuilles de palmier ; c : Feves en
fin de fermentation

2.2.5. Fermentation dans les sacs en polypropyléne

L’écabossage est réalisé directement dans les sacs par les producteurs. Cing sacs en
Polypropyléne préalablement perforés ont été remplis a moitié de cinquante kilogrammes (50
kg) de feves de cacao fraiches chacun. A la fin de 1’écabossage, les sacs contenant les feves de
cacao sont ficelés vers le bout pour la fermeture. En effet, la fermentation dans les sacs se fait
a moitié rempli par les féves fraiches de cacao et ces sacs sont sellés vers le bout pour permettre
I’aération et facilité le brassage. Les sacs ont été disposés sur des bouts de bois sur une pente

afin de favoriser I'écoulement du jus (Figure 22).
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Figure 22: Fermentation dans les sacs en polypropyléne

a : Ecabossage direct dans les sacs ; b : Feves mis dans les sacs
2.2.6. Fermentation dans les sacs en jute

La fermentation en sac en jute a été réalisée avec les sacs qui ont déja servi pour le
stockage des feves séchées. Une masse de feves apres écabossage d’environ 50 kg a été mise
directement dans cinq différents sacs remplis a moitié. Ces sacs ont été mis sur des bouts de

bois pour I’écoulement du jus. Les sacs ont été remués pour réaliser le brassage (Figure 23).

Figure 23: Fermentation dans les sacs en jute

2.2.7. Fermentation dans les cabosses de cacao

La fermentation dans les cabosses a été€ realisé aprés €cabossage direct avec des
gourdains et les feves sont laissées a I’'intérieur des cabosses sans. Par la suite, les cabosses de
cacao ont été entreposées dans des sacs en polypropylene placés sur des bouts de bois
permettant 1’écoulement du jus sous les cacaoyers sur un espace nettoyé dans la plantation.
Apres six jours de fermentation, les féves de cacao sont séparées du placenta dans les cabosses

pour le séchage (Figure 24).
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Figure 24: Fermentation des feves dans les cabosses

a : Stockage des cabosses ; b : Feves fermentées dans la cabosse

2.2.8. Fermentation sur les baches en polypropyléne

Une masse de 250 kg, a été disposée sur une bache en propyléne au sol a ’ombre sur
une surface inclinée pour permettre 1’écoulement du jus. Les feves ont été recouvertes de baches

et soumise au processus de fermentation (Figure 26).

Figure 25: Fermentation sur les baches en polypropylene

2.2.9. Séchage des féves de cacao

Le séchage a été effectué sur un méme type de support (bache en polypropylene
mesurant 3 x 2 m?) pour tous les supports de fermentation. Ces baches sont le support de séchage
couramment utilisé dans les différentes zones d'étude. Le séchage a été réalisé au soleil pendant

sept jours de 8 h a 17 h (Figure 26).
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Figure 26: Séchage des feves de cacao sur bache en polypropylene
2.2.10. Dispositif experimental des différents supports de fermentation et du
support de séchage appliqué.

Trois producteurs ont été choisis dans chacune des trois zones d’étude pour la réalisation
des essais. Pour chaque essai, six supports de fermentation différents et un support de séchage

ont été évalués (Figure 27).
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Récolte des cabosses
Assemblage des cabosses

Ecabossage

Par gourdins Par couteau

Fermentation

Fermentation

Figure 27: Dispositif expérimental pour la fermentation des féves de cacao chez chaque
producteur

b : fermentation sur les feuilles de bananier ; c : fermentation sur les feuilles de palmier ; a : fermentation dans
les cabosses de cacao ; d : fermentation dans les sacs en jute ; e : fermentation sur les bdches en polypropylene ;
f: fermentation dans les sacs en polypropylene

Par ailleurs, pour une meilleure analyse, une codification a été utulisé pour un méme
support de fermenatation dans les trois zones d’étude :
F1 pour les feuilles de bananier (Support Témoin), F2 pour les feuilles de pamier, F3 pour les
cabosses de cacao, F4 pour les baches en polyprpylene, FS pour sacs en polyprpylene, F6 pour

les sacs en jute

2.3. Analyse des feves en cours de fermentation

L'analyse des feves en cours de fermentation a d'abord impliqué une évaluation in situ du
pH et de la température de fermentation. Ensuite, un suivi ex situ, en laboratoire, a permis
d'observer la croissance de la flore microbienne et I'évolution des métabolites induits, tels que

les acides organiques et les sucres réducteurs.

2.3.1. Détermination de la température au cours de la fermentation

Pendant toute la durée de la fermentation (six jours), la température a été mesurée tous
les matins a 7 heures. La mesure de température a été effectuée avec un thermometre électrique
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a sonde. La sonde du thermometre est plongée directement a 5 cm de profondeur dans la masse
de feves en fermentation et la valeur numérique est lue aprés 2 min de maintien de la sonde.
Cette opération est répétée trois fois et la température du jour correspond a la moyenne des trois

mesures effectuées.

2.3.2. Mesure du potentiel d’hydrogéne (pH) des féves en fermentation

Le pH a été mesuré chaque matin a 7 heures pendant les six jours de fermentation. Le
pH des feves de cacao a été déterminé a l'aide d'un pH-metre a électrode de verre combiné
(Hanna Instrument, Roumanie) selon la méthode OICCC N°9 (1963). La sonde du pH-metre a
été plongée directement a 5 cm de profondeur dans la masse de feves en fermentation et la
valeur numérique est lue apres 2 min de maintien de la sonde. Cette opération est répétée trois

fois et le pH du jour correspond a la moyenne des trois mesures effectuées.

2.3.3. Détermination de la charge de la flore microbienne au cours de la

fermentation

La flore microbienne impliquée dans la fermentation des feves de cacao a ét€ dénombrée
quotidiennement durant les six (6) jours de fermentation au Laboratoire d’ Agro-volorisation de
I’Université¢ Jean Lorougon GUEDE (Céte d’Ivoire). Il s’agit des levures, des bactéries

lactiques, bactéries acétiques et des Bacillus.

2.3.4. Collecte des échantillons des féves de cacao

Pour les analyses microbiologiques, un protocole aseptique a été suivi pour prélever
quotidiennement 10 g de féves dans les pots stériles de 50 mL sur une période de six (6) jours
autour d'un bec bunsen (Ban-Koff et al., 2013). Pour chaque support de fermentation, trois
prélevements élémentaires de 10 g en des endroits différents du tas de feves ont été réalisés.
Par la suite, les trois prélevements élémentaires ont été mélangés et homogénéisés puis,10 g ont
a niouveau été prélévés pour former un échantillon composite pour chaque support de
fermentation. Cette méthode de prélevement a été reconduite dans chacune des trois zones

d’étude.

2.3.4.1. Taille des échantillons collectés au cours de la fermentation

Au total, ce sont 108 échantillons qui ont été collectés quotidiennement sur les six (6)

jours de la fermentation dans les trois zones d’étude (Tableau XI).
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Tableau XI: Echantillons de féves collectées au cours de la fermentation

N° . L. Nombre d’échantillons
Zones Villages Coopératives
1 108
Daloa Zoukougbeu Capzou coop ca
2 , : 108
Soubré Petit Bouaké Coopagni coop ca
3 iy 108
San-Pédro Dagadji Ecopas coop ca
Total 3 3 3 324

2.3.4.2.Préparation de la suspension mere

Pour la préparation de la suspension mere, la surface extérieure des boites contenant les
feves en fermentation a été d’abord désinfectée a I’alcool a froid. Ensuite, a I’aide d’une pince
stérile, une quantité de 10 g de feves de cacao en fermentation correspondant a 8 feves de cacao
a été prélevée aseptiquement autour de la flamme du bec bunsen. Puis, les feves prélevées ont
été ajoutées a 90 mL de bouillon d’Eau Peptonée Tamponnée (EPT) stérile (Difco) (NF EN
ISO 6887-1). L’ensemble a été laissé au repos pendant 10 min a la température du laboratoire.
La suspension obtenue est la suspension mere (SM) qui a servi a la dilution décimale (ISO

7218, 2007(F)).

2.3.4.3. Réalisation des dilutions décimales

Pour sa réalisation, 1 mL de la SM a été prélevé et ajouté a 9 mL d’eau physiologique
stérile afin d’avoir une dilution 10™!. Un volume de 1 mL de la dilution 10! a été ensuite prélevé
et ajouté 2 9 mL d’EPT pour obtenir la dilution 1072, Les dilutions suivantes ont été réalisées

ainsi jusqu’a la dilution 10,

2.3.4.4. Préparation des milieux de culture

Pour cette étude, quatre milieux de culture ont été utilisés. A savoir: Sabouraud +
chloramphénicol pour les levures, Mannitol Salt Agar (M. R. S) pour les bactéries lactiques,
Acetobacter pour les bactéries acétiques et Mossel et Mannitol Egg Yolk Polymyxin Aga
(MYP) pour les Bacillus. Les milieux de culture ont été préparés selon les recommandations

des fabricants (Tableau XII).
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Tableau XII: Méthode de préparation des différents milieux de culture

Milieu de culture Type de Quantité a prélever Volume et type Temps et Germes
stérilisation D’ensemencement température
d’incubation
(Eau Peptonnée Autoclavablea 15 g/L d’eau distillée 10 g d’inoculume /90 15 min Solution mere
Temponnée) 121°C pendant mL d’eau peptonnée
ETP 15 min tamponnée
Sabouraud + Autoclavablea 65 g/L d’eau distillée 1 mL en profondeur 25 °C/120h Levures et
chloramphénicol 121°C pendant (Dilution 1073, 10# moisissures
15 min
Man, Rogosa, Sharpe  Autoclavable a 0,1 mL a la surface 30 °C/48h Bactéries
(M.R.YS) 121°C pendant (Dilution 104, 10-5) lactiques
15 min
Acetobacter Autoclavable a Pour 1L d’eau 0,1 mL a la surface 30 °C/72h Bactéries
(Alauzet et al.,2010)  121°C pendant distillée : glucose (Dilution 104, 10-) acétiques
15 min (20g), extrait de
levure (8 g), peptone
(5 g), carbonate de
calcium (7g) et
d’¢éthanol (5 mL)
ajouté apres
stérilisation)
Mossel et Autoclavable a 0,1 mL a la surface 30 °/24hC Bacillus spp
Mannitol Egg Yolk 121°C pendant (Dilution 104, 10-) Bacillus
Polymyxin Agar 15 min cereus
(MYP)

2.3.4.5. Ensemencement et incubation

A l'aide d'une pipette stérile, | mL de chaque dilution sélectionnée (Figure 28 a) a été
incorporé de maniere aseptique dans la gélose Sabouraud au chloramphénicol (Figure 28 b). Le
tout a été ensuite incubé a 25°C (Figure 28 ¢) pendant 5 jours, apres homogénéisation du milieu
contenant la dilution, pour le dénombrement des levures (Botton et al., 1990). Trois boites de
Pétri ont été ensemencées pour chaque dilution retenue et les colonies sur chaque boite ont été

comptés a la fin de ’incubation (Figure 28).

1mL Iml 1 mi. 1 mlL 1l
1 mL
Souspension
mere -
9l d'ean
physiologioue — — — — -
10" 10° 10’ 3

10 i 10

Echantill . . L, .
chantiion Dillution décimale

o N PET
- = O
a : b

20 ml de gélose
coulés sur la dilution

—

Dilution
retenue

Incubation d

Figure 28: Ensemencement en profondeur et incubation
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Pour les bactéries lactiques, 0,1 mL de chaque dilution retenue a été prélevé de facon
aseptique et étalé en surface sur 15 mL du milieu MRS puis incubé a 30° C pendant 48 H apres
avoir homogénéisé le milieu contenant la dilution retenue (Idoui, 2009). Trois boites de Pétri
ont été ensemencées pour chaque dilution retenue et les colonies sur chaque boite ont été
comptés a la fin de ’incubation (Figure 29).

En ce qui concerne les bactéries acétiques, 0,1 mL des dilutions retenues a été étalé de
facon aseptique en surface sur le milieu composite d’acétobacter. Les boites ont été ensuite
incubées a 30° C pendant 72 H apres avoir homogénéisé le milieu contenant la dilution retenue.

Pour les Bacillus sp., 0,1 mL des dilutions retenues a été étalé de facon aseptique en
surface sur le milieu Mossel additionné du jaune d’ceuf émulsionné (Abril-Gil et al., 2012). Les
boites ont été alors incubées a 30° C pendant 24 H apres avoir homogénéisé le milieu contenant

la dilution retenue.

I ml 1 ml 1 ml. 1 ml. I ml

a =

9 mi d’eau
physiologique

FEchantillon

 oimL N
1 —— ) =

. . Milieu préalablement
Dilution coulé et séché
refenne

b Incubation

Figure 29: Ensemencement en surface et incubation

a: Suspension mere et dilution successives ; b ensemencement en profondeu sur milieux spécifiques ; c :
incubation des boites de Pétri selon le microorganisme récherché a des temepérature selon le microorganisme
récherché.

2.3.4.6. Expression des résultats du dénombrement

Le nombre de micro-organismes par g a €té calculé pour chaque flore étudiée en fonction
des échantillons analysés de chaque support de fermentation, puis comparé a la référence
normative des criteres microbiologiques des feves de cacao fermentées. Le nombre de micro-

organismes s’obtient par la formule suivante selon la norme AFNOR (2001).

72



Matériel et méthode

XCi

N (UFC/9) = G—oimar | @

N (UFC/g) : nombres de germes ; Y Ci : sommes des colonies ; V : volume de l'inoculum ;n1 : nombres de boites
de Pétri comptées a la 1ére dilution ;n2 : nombres de boites de Pétri comptées a la 2éme dilution ;d : taux de
dilution a la premiere dilution retenue.

Si I’on trouve 90.10 levures/mL dans 1’échantillon dilué a 1073 (dilution & 1073 = dilution au 1/1 000, facteur de
dilution = 1 000) ; alors, le résultat final est 90.10* x 1 000 = 90.10*.10° = 90.10**3 = 90.10’. Soit 90.107
levures/ml dans [’échantillon analysé.

2.3.5. Analyse de I’évolution des métabolites induits (acides organiques et

sucres réducteurs)

Les analyses biochimiques ont été réalisées par le dosage des acides organiques et sucres
solubles des feves en cours de fermentation au Laboratoire de Chimie des Molécules Naturelles
de Gembloux Agro-Bio Tech a I'Université de Liege (Belgique). Pour ce faire, une quantité de
100 g de feves sur chaque support de fermentation a été prélevée dans des sachets stomachers.
Au laboratoire, les feves ont été décortiquées, broyées dans de l'azote liquide a l'aide d'un
broyeur (IKA A1l basic ; Allemagne), puis réparties dans des pots de 20 mL. Ces broyats de

feves de cacao ont été conservés a une température de - 80 °C pour les analyses ultérieures.

2.3.5.1. Extraction des acides organiques et sucres réducteurs

L’analyse de la composition en acide organique et sucre réducteur des feves au cours de
la fermentation a été effectuée selon la description de Marquez-Sillero et al. (2013) avec
quelques modifications. Le traitement des échantillons a commencé par I’extraction assistée par
ultrason. Ainsi, 10 g de poudre de cacao ont été transférées dans une fiole jaugée de 100 mL
contenant 50 mL d’eau distillée chaude a 75 °C. La suspension résultante est homogénéisée sur
un agitateur magnétique pendant 10 min puis refroidie a température ambiante.

Le contenu de la fiole a été alors complété a 100 mL avec de 1’eau distillée. Un volume
de 10 mL de cette suspension est transféré dans des tubes coniques a centrifugeuse de 15 mL
puis centrifugé a 10 000 tours/min pendant 15 min. La suspension a été ensuite portée dans un
bain a ultrason (15 min, 25 Hz, 25 °C, 99 %). Le surnageant obtenu est filtré par des seringues
de 0,45 um de diametre, puis 80 puL de la suspension ont été transférés dans les vials HPLC

(Agilent 1200) d’environ 2 mL.
2.3.5.2. Analyse chromatographique

Les acides organiques (acides oxalique, malique, lactique, citrique, acétique et
succinique) et les sucres réducteurs (glucose et fructose) ont été analysés en utilisant un systeme
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HPLC (Agilent 1200, Hewlett-packard-strasse 8, 76337 Waldbronn, Germany) avec la
détection en RID (refratrometry index detector) a une température de 50 °C selon Reddy et al.
(2005). L’¢lution a été effectuée avec 1’acide sulfurique (5 mM) a un débit de 0,6 mL/min
pendant 25 min dans une colonne d’exclusion ionique (Bio-Rad Aminex HPX-87 H, Hercules,
USA). L’identification des composés s’est basée sur les temps de retentions des standards
correspondants (glucose, fructose, acides oxalique, malique, lactique, citrique, acétique et
succinique). La quantification a été réalisée par des courbes d’étalonnages des standards de
chaque acide organique et sucre réducteurs préalablement injectés dans les mémes conditions

avec trois répétitions.

2.4. Evaluation de la qualité microbiologique et physico-chimique des féves

fermentées et séchées

2.4.1. Collecte des échantillons des féves de cacao fermentées et séchées

Pour 1'analyse des feves a la fin de la fermentation et du séchage, 5 kg de feves ont été
collectés pour chaque support de fermentation dans un sac en jute, provenant de différents
endroits. Ces échantillons ont ensuite été acheminés au Laboratoire d’Agro-volorisation de
I’Université¢ Jean Lorougon GUEDE (Coéte d’Ivoire) pour analyse. Au laboratoire, 500 g des
feves séchées sur chaque support de fermentation ont été décortiquées, broyées dans de 1'azote
liquide a l'aide d'un broyeur (IKA All basic ; Allemagne), ensuite réparties dans des pots
stériles de 100 mL. Deux pots stériles distincts, 1'un dédié aux analyses microbiologiques et
'autre aux analyses physico-chimiques, ont été utilisés pour chaque support de fermentation
dans chaque zone d'étude. Ces broyats de feves de cacao sont conservés a une température de -
80 °C en prévision des analyses ultérieures. Pour chacune des analyses, trois pots de 100 mL

ont été utilisés par support de fermentation.
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2.4.2. Taille et répartition des échantillons collectés
Au total, 108 échantillons repartis selon les zones d’étude ont été récoltés (Tableau XIII).

Tableau XIII: Site d’échantillonnage et nombre d'échantillons en fonction des zones enquétées

analvses analyses
N° Zones Villages Coopératives . ySes physico- Total
microbiologiques LU,
chimiques
1 Daloa  Zoukougbeu Capzc:; coop 18 18 36
) Soubré Petit ) Coopagni 18 18 36
Bouaké coop ca
San- . Ecopas coop
3 Pédro Dagadji ca 18 18 36
Total 3 3 3 54 54 108

2.4.3. Dénombrement des microorganismes d’altération du produit final

des féves fermentée et séchée

Pour évaluer I'impact des différents supports de fermentation sur la qualité sanitaire des
feves de cacao finales, des analyses microbiologiques ont été réalisées. Ces analyses ont ciblé
des germes susceptibles de détériorer la qualité du produit finale a la fin de la fermentation,
notamment les bactéries sporulées du genre Bacillus cereus et les moisissures productrices

d’ocratoxine (Aspergillus ochraceus).

2.4.3.1. Recherche des bactéries du genre Bacillus sporulées dans les

échantillons de la poudre de cacao
2.4.3.1.1. Préparation de ’'inoculum (test de sporulation)

Pour la préparation de I’inoculum, la surface des pots contenant les échantillons
conservés a -80 °C a été désinfectée a I’alcool a froid et laissés sur le paillage pendant une heure
autour du bec benzene. Ainsi, a I’aide d’une spatule stérilisée au préalable, un gramme (1g) de
poudre des feves pour chaque support de fermentation a été prélevé et mis dans des tubes de 15
mL comportant 9 mL de solution d’eau peptonnée tamponnée (EPT) stérile.

Ces tubes ont été portés au bain mari a 90 °C pendant 10 min (CLIFTON, Italie) suivi
d’un refroidissement brusque dans de 1’eau contenant de la glace pour provoquer un choc
thermique. La suspension obtenue est la suspension mere (SM). Ce traitement permet

d’¢liminer la flore végétative présente dans la poudre de cacao et de sélectionner les formes
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sporulées. L’isolat est déclaré sporogéne apres croissance et non sporogene lorsqu’il n’y a pas

croissance.
2.4.3.1.2. Préparation du milieu de culture

La recherche de Bacillus a forme sporulée a été effectué sur la gélose Mossel au jaune
d’ceuf emulssinnoné. Ce milieu de culture a été préparé selon les recommandations des
fabricants avec une stérilisation a 121 °C. Apres refroidissement autour de 50 °C,10 mL de

Polymyxine B (5.10? UI) sont ajoutés au milieu de culture.
2.4.3.1.3. Ensemencement et incubation

Un volume de 100 pL de I’'inoculum a été aseptiquement prélevé avec une micropipette
puis déposé sur la surface du milieu gélosé Mossel. A 1’aide d’un étaler, I’inoculum a été étalé
sur la gélose. La boite ainsi ensemencée a été incubée dans une étuve (Memmert, Germany) a
37 °C pendant 24 h en aérobiose (Figure 30). Trois boites de Pétri ont été ensemencées pour
chaque support de fermentation et les colonies sur chaque boite ont été comptés a la fin de

I’incubation.

Ensemencement

Mossel + jaune ceuf

9 ml EPT 90 °c au bain marie en10 min

Refroidissement brusque 37 °C (24H) Bacillus sp.

Figure 30 : Recherche de Bacillus sp. a forme sporulée
2.4.3.1.4. Isolement et purification des isolats

Pour I’isolement et la purification, des colonies représentatives et de différents aspects
ont été sélectionnées. Au maximum 3 a 4 colonies d’aspect différent par boite ont été choisies.
Seuls les isolats de couleurs rougeatre et jaunatre ont été retenus pour la purification. Chaque
colonie repiquée a été également dans un bouillon Cceur-Cervelle (BCC) et incubé a 30 °C
pendant 24 heures. Apres incubation, un isolement par stries de chaque colonie isolée dans le
bouillon Ceeur-Cervelle a été réalisé sur la gélose Lysogénie Broth (LB), un milieu a large
spectre utilisé pour la purification et la conservation des isolats. Les colonies ont été repiquées

3 fois jusqu’a obtention des colonies identiques.
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2.4.3.1.5. Conservation des isolats

Les colonies pures isolées sur la gélose (LB) sont prélevées et ensemencées dans les
tubes contenant un bouillon BHIB. Les tubes sont laissés 24 H a I’étuve (30° C). Apres 24 H
d’incubation, le glycérol (v/v) a été additionné a la suspension bactérienne dans des micro-tubes
a fond rond de conservation. Le mélange est homogénéisé au vortex. Les micro-tubes sont

transférés au congélateur pour le stockage.

2.4.3.2. Caractérisation phénotypique des isolats

La caractérisation phénotypique des isolats a été basée sur les caractéristiques

morphologiques, biochimiques (Activités métaboliques et enzymatiques).

2.4.3.3.Caractérisation morphologique des isolats
2.4.3.3.1. Aspect macroscopique

La caractérisation morphologique des isolats a été réalisée a 1’ceil nu sur des colonies
préalablement incubées pendant 24 h a 37 °C sur milieu gélosé LB. Cette étude a impliqué une
observation directe a I'ceil nu de I'aspect morphologique des colonies. L'analyse a ét¢ basée sur

des criteres tels que la forme, la taille, la pigmentation, 1a consistance et le contour des colonies.
2.4.3.3.2. Aspect microscopique
. Coloration de Gram

Ce test a permis de classer les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif.
La morphologie, l'organisation cellulaire et le type pariétal des isolats ont ét€ évalués sur des
cultures juvéniles cultivées sur milieu GN (gélose nutritive) a 30 °C, en utilisant la technique
de coloration de Gram (1884). Ainsi, une goutte d’eau distillée stérile a été déposée sur une
lame propre. Une jeune colonie obtenue apres 24 heures de culture a été prélevée sur la boite
de Pétri et déposée sur la lame.

Le frottis a été réalisé par des mouvements circulaires. La lame a été séchée puis le frottis
fixé. La coloration a débuté par I’ajout du violet de gentiane sur le frottis. Aprés 60 secondes,
la lame a été rincée a I’eau de robinet. Le lugol a été ajouté sur la lame puis rincé apres 30
secondes a 1’eau de robinet. Le frottis a été décoloré avec de ’alcool et rincé aussitot par de
I’eau de robinet. Pour finir, la fuschine a été ajoutée a son tour sur le frottis et rincé apres 60
secondes. Apres séchage de la lame, la lecture a été faite au microscope optique équipé d’un

objectif X100 apres ajout de I’huile a immersion. Les colonies de couleur rose représentent les
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Gram négatifs (Gram -) tandis que celles de coloration violette sont des gram positifs (GRAM

+) ; (Ait Boudrar & Abdi, 2024).

= Fermentation du glucose en anaérobiose et production de soufre

d'hydrogéne (H:S) sur milieu Kligler Hajna

Le test de fermentation du glucose sur milieu Kligler Hajna est une méthode
couramment utilisée en microbiologie pour évaluer la capacité d'une bactérie a fermenter le
glucose en conditions anaérobies. Il permet également de détecter la production de gaz ou de
soufre d'hydrogene (H:S). Une jeune colonie de Bacillus sp. purifié sur gélose nutritive a été
prélevée a I’aide d’une pipette pasteur puis ensemencée en réalisant une piqure centrale dans le
culot et des stries serrées sur la pente dans le milieu Kligler-Hajna préalablement coulé dans les
tubes. Les tubes ont été fermés par la suite et incubés a 37 °C pendant 24 heures. La présence
d’une couleur jaune dans le fond du tube implique la fermentation du glucose en anaérobiose.

Bacillus cereus est capable de produire du H>S a partir de composés soufrés (ex.
thiosulfate ou cystéine) via des enzymes telles que la cystéine désulfhydrase. La formation d'un

précipité noir dans le milieu indique également la production de H>S (Logan & De Vos, 2009).

= Test de production d'indole

Le test de production d'indole est utilisé pour déterminer si une bactérie, comme Bacillus
cereus, possede 1'enzyme tryptophanase, capable de dégrader le tryptophane en indole, pyruvate
et ammoniac. Le bouillon tryptophané a ét€ inoculé avec une culture pure et incubé a 37 °C a
48 heures. Apres incubation, deux gouttes de réactif de Kovac ont été ajoutés a la culture. La
formation d'un anneau rouge ros¢ a la surface du liquide implique la présence d’indole.

. Utilisation du Mannitol de la mobilité

La mobilité est un critere différenciant entre les especes de Bacillus. Associée a d'autres
tests biochimiques (catalase, 1écithinase, etc.), elle a aidé a confirmer l'identité de 'espéce dans
des échantillons. L utilisation du mannitol et I’observation de la mobilité ont été effectuées sur
le milieu SIM (Sulfure Indole Mobilité ; milieu semi-solide) préalablement préparé et coulé
dans les tubes a essais uniquement en culot. Une jeune colonie de Bacillus cereus purifié sur
gélose nutritive a été prélevée et ensemencée sur le milieu par piqure centrale a I’aide d’une
pipette pasteur. Aprés ensemencement, les tubes ont été portés a incubation 37 °C pendant 24

heures. On lit la fermentation du mannitol ou non et la mobilité de la bactérie.
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= Utilisation du citrate de Simmons comme seule source de carbone

Le test du citrate a consisté a ensemencer une jeune colonie de Bacillus cereus purifié
sur GN sur le milieu Citrate Simmons préalablement préparé et coulé en pente dans les tubes a
essais. Des stries longitudinales ont été réalisées sur la pente du milieu. Les tubes sont ensuite
refermés. L’incubation se fait & 37 °C pendant 24 heures. Le milieu devient bleu, indiquant une

alcalinisation due a la libération d'ammoniac et d'autres bases (Logan N.A & De Vos P., 2009).

. Test de réduction des nitrates

Le test de réduction des nitrates est un test biochimique utilisé pour déterminer la
capacité de Bacillus cereus et d'autres bactéries a réduire les nitrates (NOs") en nitrites (NO2")
ou en azote gazeux (N:) via l'enzyme nitrate réductase. Un bouillon nitrate (nitrate de
potassium, KNOs) auquel a été ajouté 0,5 mL de réactif A (sulfanilamide) et 0,5 mL de réactif
B (acide a-naphtylamine) a été inoculé et incubé a 37 °C a 48 heures. La présence d’une
coloration rouge indique la présence de nitrites (Ehling-Schulz et al., 2004).

= Recherche de la lécithinase

La lécithine est recherchée sur un milieu gélosé au jaune d’ceuf coulé en boites de Pétri.
Ce milieu est ensemencé par touches ou stries et incubé en anaérobiose a 37 °C. Le virage au
jaune du réactif traduit la fermentation du lactose. L’éclaircissement du jaune d’ceuf autour des

colonies traduit la dégradation de la 1écithine (Guiraud & Galzy, 1980).
= Test de Catalase

La catalase est une enzyme de haut poids moléculaire existante chez toutes les bactéries
aérobies, elle leur permet de vivre en présence d’oxygene dégradant le peroxyde d’hydrogene
en oxygene et en eau selon la réaction suivante :

2H,0, —» 2H.0+0, (5)

Pour réaliser ce test : une goutte d’eau oxygénée 10 volumes a été¢ mis au contact d’une
colonie isolée ou sur la pente d’une culture en gélose. La présence de I’enzyme se traduit par

un dégagement immédiat des bulles gazeuses (Rahman et al., 2003).
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2.4.3.4.Recherche de la flore fongique de contamination dans la

poudre de cacao fermentée et séchée

2.4.3.4.1. Dénombrement et isolement des moisissures dans
la poudre de cacao
Les moisissures ont été recherchées et dénombrées selon la norme ISO 21527-1 (2018).
La recherche a été faite via un ensemencement dans la masse en déposant 1 ml de chaque
dilution retenue dans des boites de Pétri stériles puis en y ajoutant 20 mL de gélose Sabouraud-
chloramphénicol en surfusion. Le mélange a été homogénéisé par de légers mouvements
circulaires puis laissé a température ambiante jusqu’a solidification. Les boites ont été incubées
a25 °Cpendant 72 Ha 7 jours. Apres incubation, les boites présentant une croissance fongique
ont été isolées successivement sur Czapek Yeast Extrait Agar (CYA) (Merck) et sur le milieu
Sabouraud + chloramphénicol conformément aux méthodes décrites par Kra et al. (2011) et
Compaore et al. (2016).
2.4.3.4.2. Purification des isolats de moisissures
Apres isolement, les colonies morphologiquement différentes enregistrées sur les boites
de Pétri ont été prélevées et cultivées par repiquages successifs en points individuels sur les
milieux Sabouraud-Chloramphénicol et Czapek. La deuxieme purification a été réalisée dans
les mémes conditions qu'a I'isolement (30 °C pendant 3 a 7 jours), selon la méthodologie décrite
par Ouattara-Sourabie et al. (2011). Les isolats purs ont ét€é obtenus a partir des dernieres
colonies développées lors des repiquages successifs par épuisement sur la gélose Sabouraud.

Trois cycles de repiquages ont été nécessaires pour parvenir a I'obtention de colonies pures.

2.4.3.4.3. Identification des moisissures isolées des feves de cacao

Les colonies purifiées ont été identifiées sur la base de leurs caracteres macroscopiques
(forme, relief et couleur des colonies, caractéristiques de la surface, pigmentation, délai de
culture) et microscopiques (cloisonnement des hyphes, présence de clamydospores, forme et
taille des conidies, phialides). En surface, les caracteéres observés sont 1’aspect (poudreux,
cotonneux, duveteux.), la forme (en coupole, étoilée.), la taille (petite, étendue, envahissante.)
et la couleur des colonies (blanche, verte ...). Au revers, il est observé la capacité du mycélium
a pénétrer dans la gélose, la couleur du revers, la présence ou pas de pigment. L’examen
macroscopique a été réalisé selon les travaux de Cahagnier et Richard-Mollard, (1998). Pour

les analyses microscopiques, la méthode de scotch a été observée. Un petit morceau de scotch
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est appliqué par la face collante sur la colonie fongique a 1'aide d'une pince, puis déposé sur une
lame porte-objet.

La préparation ainsi obtenue a été recouverte d'une lamelle, puis observée au microscope
optique aux différents grossissements (x10, x 40) ainsi que (x100). Le diluant utilis€¢ comme
réactif était le bleu de méthylene. Les caracteres observés sont I'aspect du mycélium (cloisonné
ou pas), la forme des spores, des tétes conidiennes et celle des conidiospores.

L’étude microscopique du mycélium est basée sur :

> L’absence ou présence de cloisons
> Couleur des filaments mycéliens
> Mode de ramification des cloisons
> Différenciation des phallophores

La fréquence d’isolement (Fr) des especes fongiques est calculée selon Samson et al.
(2004).

Nombre d' échantillons par espéce
nombre total d'échantillons

Fr(%) =

X100  (6)

2.4.4. Détermination de la qualité physico-chimique des féves de cacao

séchées

2.4.4.1. Elimination des corps étrangers

Apres fermentation, toutes les feves ont été tamisées sur un tamis 1 cm de diametre et a
la fin tous les corps étrangers sont retirés. Il s'agit de matieres non liées au cacao, comme les
tiges et les pierres, qui peuvent endommager les appareils des fabricants. Il y a aussi celles liées
au cacao mais sans valeur commerciale, telles que le placenta, 1'écorce de cabosses et les

assiettes contenant tres peu d'amande (Figure 31)

R

Corps étrangers

Feves tamisées

Figure 31: Tamis des feves de cacao
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2.4.4.2. Evaluation du nombre de féves saines et normales

Pour le grainage, le nombre de grains a été déterminé selon la norme ISO 245 : 2017 et
exprimé par le nombre de grains entier compté dans 100 g d’échantillon. Pour ce faire, 100 g
de feves ont été pesés et le nombre de feves a été compté. Cette opération a été répétée trois
fois. Le critere de bonne qualité est attaché a un grainage inférieur ou égal a 100 feves ; c'est-

a-dire que le poids spécifique d'une feve doit €tre supérieur ou égal a 1 g (Guehi ez al., 2007).

2.4.4.3. Evaluation du niveau et du degré de fermentation.

Le niveau et le degré de fermentation (test de coupure) ont été évalués conformément a
la méthode d’Efraim et al. (2010). Trois cents feves ont été prélevées dans chaque lot pour
chaque support de fermentation et ont été coupées longitudinalement jusqu'au centre. Les deux
moitiés ont ensuite été examinées visuellement a la lumiere du jour. Toutes les feves coupées
ont été disposées sur un support comprenant 100 carrés, un carré par feve, afin de faciliter la
visualisation.

Le degré de fermentation (feves ardoisées, violettes et brunes), la morphologie (feves
plates), 1'état physiologique (feves germées) et la présence de mycélium de moisissure ou
d'insectes (feves moisies, mitées) ont été évalués conformément a la méthode de Kealey et al.

(2004). Le score du test de coupure a été déterminé en utilisant 1'équation de Hii et al. (2011).

Score cut — test = 10 x %brune) + (5 x %Violet/brun) + (0 x %violet et ardoisé)

@)

2.4.4.4. Détermination du rendement

Au sixieme jour de la fermentation, 250 kg de feves fermentées issues de chaque
fermenteur ont été pesés avant de procéder a 1’étape du séchage. A la fin du séchage, les feves

ont été pesées, et le poids pour chaque support de fermentation est noté (Figure 32)
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Figure 32: Prise de la masse apres séchage

Le rendement a été évalué selon 1’équation suite :

ni N ) s 14
Rendement = 250 X 100 | avec n; la masse des féves fermentées et séchées (8)

2.4.4.5.Evaluation du pourcentage de coque

La détermination du pourcentage de coque a été effectuée selon la méthode AOAC
968.10 et 970.23. Ainsi, 100 g de feves de cacao ont été décortiqués et la coque a été également
pesée. La proportion de coque est obtenue en faisant le rapport entre le poids total sur le poids

de la coque obtenue selon I’équation suivante.

Coque (%) = % x 100 [ (9)

n; la masse de coque et séchées ; N : 100 g de féve contenant la coque.

2.4.4.6.Quantification de la teneur en eau des feves apres séchage

Un échantillon de 500 grammes de chaque échantillon a été prélevé et mis dans
I’appareil (DICKEY JOHN). Aprés une minute, la valeur du taux d’humidité est déterminée

directement sur 1’écran de 1’appareil sous forme numérique.

2.4.4.7. Evaluation du potentiel d’hydrogéne des feves fermentées et

séchées

Le pH des feves de cacao séchées et broyées a été mesuré selon la méthode OICCC N°9
(1963). 10 g de poudre de cacao homogénéisé dans 90 mL d’eau distillée a 25 °C puis filtré
apes 15 minutes. La sonde du pH- metre a été introduite et valeur obtenue est enregistrée. Trois

essais ont été effectués par échantillon.
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2.4.4.8. Détermination de D’activité de ’eau

Trois grammes de poudre de feéves conservées ont été prélevés, apres avoir laissé les
échantillons a température ambiante pendant une heure dans des capsules. Les échantillons ont
ensuite été conservés durant 24 heures avec des standards (0,25 ; 0,5 ; 0,760 ; 0,984) avant

d’étre analysés a 1'aide d'un water-meter (AQUA LAB).

2.4.4.9. Evaluation de I’indice de fermentation

L’indice de fermentation (FI) a été déterminé selon la méthode de Gourieva.B &
Tserevitinov. B (1979) révisée par Dwijatmoko (2018). Environ 0,5 g de feves broyées ont été
mélangées avec 50 mL d’une solution méthanol acidifiée /HCI1 (97 :3, v/v). La solution a été
homogénéisée pendant 15 min sur un shaker de paillasse (certamat® M, Allemagne) puis
conservée au réfrigérateur a 4 °C pendant 16 H. Apres filtration sur papier filtre cellulose
(Novolab, type 601, Belgique), le volume a été ajusté a 50 mL avec la solution méthanol/HCI.
L’indice de fermentation a été déterminé en faisant le rapport de 1’absorbance a 460 nm a celle
de 530 nm a I’aide d’un spectrometre UV-Vis (Cary bio, USA). Trois analyses ont été réalisées

pour chaque échantillon.

2.4.4.10. Quantification du taux de cendre des féves de cacao apres

séchage

Pour évaluer la teneur en cendre (Sels minéraux totaux), la poudre des feves de cacao
issue de chaque type de fermentation a été incinérée dans un four a moufle a 550 °C jusqu’a
I’obtention complete de cendre. Ainsi, 5 g d'échantillon sec sont placés dans des creusets
préalablement nettoyés, séchés et pesés, dont la masse initiale est notée M0. Apres avoir ajouté
I'échantillon, le creuset est pesé a nouveau et noté M1, puis placé dans un four a 550 °C pendant
4 heures jusqu'a la combustion complete de la totalité de la poudre obtenue, conformément a la
norme ISO 2171 (2007). Apres refroidissement au dessiccateur, les creusets et leur contenu
calciné sont a nouveau pesés et leur masse est mentionnée M. Les analyses ont été effectuées
triplicat pour chaque échantillon. Le pourcentage en cendre (%C) est donné par la formule si

apres.

__ (M2-M0)
%C = i) X 100% | (10)

C = Pourcentage en cendres ; My = masse du creuset vide (g) ; M; = masse du creuset contenant l'échantillon
sec (g) ; M> = masse du creuset contenant l'échantillon calciné (g)
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2.4.4.11. Evaluation de la teneur en sucres totaux

La teneur en sucres totaux a été estimée suivant la méthode colorimétrique au phénol
sulfurique développée par Souissi e al. (2018). A 1 mL de la solution de 1’échantillon (0,1 %
dans 1’eau), on ajoute d’abord 1 mL d’une solution de phénol (préparée en mélangeant 80 g de
phénol avec 20 g d’eau distillée glacée). Ensuite, 5 mL d’acide sulfurique (H2SOs, 95 %
massique, densité 1,84) sont ajoutés rapidement pour homogénéiser le mélange, cette étape
étant essentielle a 1’analyse (Benefield.L, 1976). Les tubes sont laissés au repos 10 minutes,
puis le mélange est agité et est immédiatement placé dans un bain-marie a 30 °C pendant vingt
minutes. Une coloration jaune stable se développe.

Apres refroidissement dans I’eau a température ambiante, une partie de la solution
contenue dans les tubes a essais est prélevée afin de remplir la cuvette photo spectrométrique
aux trois quarts. L.’absorbance est mesurée a 485 nm au spectrophotometre UV.

La teneur en hexose est exprimée par rapport a un droit étalon élaboré a partir du méme
sucre. Cette courbe représente les absorbances en fonction de la concentration croissante en
sucre en pug. La teneur en hexoses du soda est obtenue en insérant I’absorbance de I’échantillon

inconnu dans 1’équation de la droite avec R2 =0,9956 a partir de la courbe d’étalonnage.

2.4.4.12. Quantification de la teneur en matiere grasse et

caractéristiques
2.4.4.12.1. Extraction du beurre de cacao par ’hexane

La maticre grasse est généralement accumulée a I’intérieur des graines oléagineuses.
L’hexane est le solvant le plus utilisé pour 1’extraction des lipides (Fine et al., 2013). Elle est
couramment déterminée par des méthodes gravimétriques empiriques, telles que Soxhlet
(AOAC, 1980), basées sur des principes développés au 19° siecle (Hammond, 2001). Le
principe de ces méthodes est la dissolution des corps gras dans le solvant non polaire (I’hexane).
Les lipides membranaires sont moins bien dissouts dans des solvants non polaires comme
I’hexane. La matiére grasse est extraite en continu du broyat des féves de cacao a 1’aide d’un
extracteur de Soxhlet (Palmquist et al., 2003).

Ainsi, la poudre de cacao d’une masse (10 g) issue des féves fermentées et séchées a été
pesée sur une balance électronique et la masse (Mo) est notée. L'échantillon est mis dans une
cartouche de cellulose (Schleicher & Schuele) et fermée avec du coton. La cartouche a été
placée dans un extracteur qui est raccordé a un réfrigérant d’une part et a un ballon d’autre part

de masse notée(Mi). Un volume de 60 mL d’Hexane (HPLC-S, Biosolve) a été mis dans le
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ballon et une partie est versée dans 1’extracteur de sorte que la poudre macere 6 H avant le
lancement de 1’extraction.

L’extracteur contenant la cartouche et le ballon a été positionné sur l'appareil avec le
robinet correspondant au poste d'extraction ouverte. Le ballon a été porté en ébullition a 119
°C. L'extraction s’est faite par un systeéme de flux et de reflux. Les vapeurs de solvant se sont
condensées dans le réfrigérant pour couler dans I’extracteur ou il extrait les lipides de
I’échantillon. Le solvant en contact avec I’échantillon est continuellement renouvelé.

Apres 8 heures d'extraction, le ballon contenant la matiere grasse et le solvant (hexane)
est récupéré. Le solvant est ensuite évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif (BAIN MARIE
Heidolph LABOROTA, pompe Labobase/Laborata 4000 Heidolph G4) en ajustant
progressivement la pression de 600-550 mbar a 100 mbar a une température de 40 °C pour
¢éliminer les dernieres traces d’hexane.

Trois extractions ont été réalisées pour chaque échantillon.

La teneur en huile est déterminée selon la norme francaise NF V 03-908.

(M1 — Mo) y

Teneur en lipides = 100 | (AD

My : masse a vide du ballon d’extraction (en gramme)
M, : masse du ballon contenant les lipides (en gramme)
P. : la prise d’essai (en gramme)

2.4.4.12.2. Indice d’acide et teneur en acides gras libres

L’indice d’acide (I.A.) d’une matiére grasse est le nombre de milligrammes d’hydroxyde
de potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1 g de matiere
grasse. La teneur en acides gras libres (% A.G.L.) est le pourcentage en acides gras d’une
matiere grasse, exprimé en pourcentage en acide oléique pouvant étre dosé€ directement avec du

KOH titré (AOCS, 1998). Ces parameétres renseignent 1’altération de la maticre grasse.

La valeur d'acidité est calculée selon 1’équation suvante :

~ (VKOH * NKOH * 56,1)
! A — 12
Valeur d’acidité BIIC 12)

Vkou : représente le volume de potasse alcoolique utilisé en mL, Nxon : la normalité de la potasse, PMG : la
masse de graisse extraite en mg, et 56,1 : le poids moléculaire de Kop.
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2.4.4.12.3. Analyse de la composition en acide gras par la
méthode GC-FID

Le beurre extrait de la poudre de cacao issu des différents échantillons a été utilisé pour
la détermination du profil des acides gras. Les lipides ont été transméthylisés en utilisant
NaOH/MeOH puis BF3/MeOH selon la méthode décrite par Gautier (2015). Les esters
méthyliques d’acides gras ont été analysés sur une chromatographie en phase gazeuse (CPG)
(Agilent Technologies) équipée d’un détecteur a ionisation de flamme (FID). Les esters ont été
séparés sur une colonne capillaire en silice fondue tubulaire ouverte de 50 m x 0,20 mm de
diametre interne recouverte de carbowax 20 M. La température de I’injecteur et du détecteur
était respectivement de 200 et 300 °C. L’identification et la quantification des acides gras ont
été réalisées par comparaison de leur pic avec les aires de pic pertinentes des acides gras
standard correspondants. Chaque acide gras a été ensuite exprimé en pourcentage des acides

gras totaux quantifiés. Toutes les expériences ont été réalisées triplicat.
=  Estérification

Les acides gras totaux contenus dans le beurre de cacao ont ét€ soumis a un processus
d'estérification visant a les convertir en esters méthyliques d'acides gras libres selon la méthode
standard (AOAC, 1998). Les esters méthyliques sont obtenus a partir des acides gras
métabolisés avec un mélange BF3/méthanol et analysés par chromatographie en phase gazeuse
(Systeme GC 6890A) couplée a un détecteur FID (Coulibaly et al., 2009).

Pour chaque échantillon, 10 mg de la matiere grasse a été déposé dans un tube sovirel
dans lequel, 0,2 mL d’hexane (biosolve) et 0,5 mL de solution A de BF3 (Préparation de
solution : 55 mL méthanol sec (méthanol de grade analytique, Scharlau), 20 ml hexane
(Bioslve), 25 mL BF3 (Trifluoride de bore 14 % dans le méthanol, Sigma-Aldrich)) ont été
ajoutés et bien homogénéisés pour faciliter la dissolution. Le tout a été chauffé a 70 °C dans un
bain-marie pendant 90 min. Apres chauffage, les tubes ont été refroidis pendant 10 & 15 min a
température ambiante. Un volume de 0,5 mL de Chlorure de sodium NaCl (NaCl technique,
VWR) saturé et 0,2 mL d’acide sulfurique (H2SO4) & 10 % ont été ajoutés. Le tout est

vigoureusement agité puis dilué avec 8 mL d’Hexane (Biosolve).
. Analyse GC-FID

Apres agitation vigoureuse du tube, 0,5 uL de la couche supérieure de la solution est
retiré et injecté dans le chromatographe en phase gazeuse équipé d'un détecteur a ionisation de

flamme (GC-FID) (figure 33). Le systtme GC (Agilent Technologies Inc.) équipé d’une
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colonne capillaire CP9205 VF-WAX capillary column (30 m x 250 ym x 0.25 um, Agilent
Technologies) a ¢été utilisé. L’hélium a été utilisé comme gaz vecteur a un débit de 1,234
mL/min. L’identification des esters méthyliques d’acides gras (FAME) a été effectuée en
fonction des temps de rétention et comparés aux standars analytiques FAME Mix qui comprend
une gamme d'esters de C4 — C24 (composant Supelo 37, dans du dichlorométhane, sigma-
Aldrich) dans du dichlorométhane.

Le profil en acide gras est exprimé de maniere relative, c’est dire que la composition en
chacun des acides gras exprimée en pourcentage par rapport a la teneur totale en acide gras
(AGT). Pour cela, les aires de pics correspondantes aux acides gras ont été additionnées. La
concentration relative d'un acide gras est alors déterminée par le rapport de son aire sur la

somme de toutes les aires, comme l'indique 1'€quation suivante :

Concentration AG = Aire AG (13)
Oncentration Ak = ire totale des acides AG

2.4.4.12.4. Détermination de la teneur en matiéres azotées

totales ou protéines

La méthode de KIEDHALL, décrite par BIPEA (1976) selon la norme frangaise NF V
18-100, a été utilisée pour déterminer le taux de protéines brutes. Cette méthode permet
d'évaluer la teneur en protéines d'un corps en mesurant la quantité d'azote contenu dans la
matiere organique. Cette méthode comprend trois €tapes, notamment : la minéralisation, la
distillation et le dosage de I’ion ammonium du distillat par titrage avec un acide fort titré. Pour
ce faire, une quantité de 1 g de la poudre de cacao est pesée et introduite dans un papier filtre
quantitatif.

Les différents papiers contenants les échantillons sont introduits dans un tube a
minéraliser. Deux blancs constitués de papier filtre quantitatif ne contenant rien dans le tube a
minéraliser ont été préparés. Trois témoins de minéralisation ont été également préparés en

introduisant un papier filtre quantitatif comprenant une quantité de 150 a 200 mg de Glycine

dans les tubes a minéraliser.
= Minéralisation

La minéralisation de 1 g de poudre de cacao est effectuée par I’acide sulfurique (H>SO4)
concentré (25 mL a 95 %) en présence d’une pastille de catalyseur (pastilles de sulfate de cuivre,
CuSOg). Dans chacun des tubes, on introduit un catalyseur de minéralisation (Kjetab) pour

I’augmentation de la température de minéralisation. Un volume de 20 ml d’acide sulfurique
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(H2SO4) concentré a été ajouté a chaque tube. Les tubes ont été placés dans leur support, qui a

ensuite été disposé sur le minéralisateur.

Un extracteur de fumée a été adapté apres avoir soigneusement obturé les ouvertures
non reliées aux tubes a l'aide de feuilles d'aluminium. La chauffe est lancée a 190 °C (T))
pendant 01 H 00 et surveiller s’il n’y a pas trop de mousse. Apres 1 heure, la température est
augmentée jusqu’a 290 °C (T>) pendant 1 H 00 tout en continuant de surveiller s’il y a trop de

mousse.

Enfin, lorsque les 1 heures sont terminées, la température est a nouveau augmentée a
420 °C. Lorsque la température est atteinte et que les premiers tubes changent de couleur (Vert),
les plaques sont adaptées a I’avant et a ’arriere du support pour chaque tube et laisser agir
pendant 2 H 00. Apres les 2 H 00, les plaques sont enlevées du support puis Oter le support du
minéralisateur, le poser sur une plaque en métal et activé I’extracteur pour de fumée. Les tubes

bouchés peuvent étre conservés pendant trois jours avant d’étre analysés.
= Distillation et titrage

La distillation consiste a transformer les ions ammoniacs avec de la soude (NaOH) 40
%. Etant volatile, ’'ammoniac passe dans un réfrigérant et récupéré dans une solution d’acide
chlorhydrique. Les tubes sont passés aux distillateurs en commengant par les blancs et les
témoins. Pour cela, 50 mL d’eau distillée ont été prélevés et raccordés a I’embout du distillateur.
Une fiole conique de 250 mL contenant 50 mL d’acide borique (H:BOs) a 4 % et 5 gouttes de
réactif de Tashiro (mélange de rouge de méthyle et de bleu de méthylene) a été placée a

I’extrémité du tuyau reli¢ au réfrigérant de distillation de 1’appareil.
= Expression des résultats

La teneur en azote total, exprimée a deux décimales en pourcentage de masse, est donnée

par la formule suivante (Lainé, 1980) :

(V — V03280 (14)

N(%) = 3

N =Teneur en azote total (%)

V =Volume d’acide utilisé pour le titrage de [’échantillon(ml)
Vo =volume d’acide utiles pour le titrage du blanc(ml)

E = Masse de la prise d’essai de I’échantillon(mg)
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Pour la matiere protéique totale, I'atome d'azote en pourcentage (% N) obtenu est utilisé pour
calculer le pourcentage de protéine brute (% P) en utilisant la méthode de AOAC (1995)

suivante :

MPT (%) = N * 6,25 (15)

MPT = Teneur en matiere protéique totales (%)
N = Teneur en azote total

2.4.4.12.5. Evaluation de la teneur en glucides totaux

La teneur en glucides totaux a été calculée en soustrayant la somme des pourcentages de

protéines, de lipides et de cendre de 100 % comme décrite par la relation suivante :

% glucides Totaux = 100 — (% protéines + % lipides + % cendre) (16)

2.4.4.12.6. Détermination de la valeur énergétique

Elle est obtenue en faisant la somme des énergies apportées par chacun de ces
macronutriments. La valeur énergétique (VE) est calculée par application des coefficients
thermiques (Livesey 2001) avec 4 kilocalories pour 1 g de protéines ; 9 kilocalories pour 1 g de

lipides et 4 kilocalories pour 1 g de glucides.

E (Kca/100g) =[(4 X proteines + 9 X lipides + 4 X glucides)] (7)

2.4.4.12.7. Evaluation de la fraction en fibres

Le dosage des fibres totales a été réalisé par la méthode de Van Soest (1963) avec un
traitement d’une solution de détergent neutre (NDF) et acide (ADF), suivie de la mesure des
résidus. Au cours de I’analyse, les échantillons prélevés sont traités avec un détergent neutre
(NDF) selon la norme ISO 16472 (AOAC 2002 :04) qui représente le résidu pour isoler les
parois cellulaires et un détergent acide (ADF) selon la norme ISO 13906 (AOAC, 973.18) qui
représente le résidu insoluble qui contient la lignine et la cellulose pour extraire les composants
solubles dans I'acide. La différence entre NDF et ADF donne la lignine et d'autres résidus.

Pour les analyses, un gramme de poudre de cacao (1 g) a été soumis successivement a
des détergents neutres (NDF) puis acides (ADF) et enfin a de 1’acide sulfurique concentré
(H2S04 1N) dans des conditions standards pour solubiliser les différents composants des fibres.
Trois analyses ont été effectuées :

La préparation des creusés et la délapidation de la poudre de cacao ont été effectuées les
deux premiers jours. La filtration sur le fibertec s’est effectuée avec I’action du détergent neutre

(NDF) le troisieme jour avec 100 mL du réactif préalablement chauffé a 100 °C. Une goutte
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d’antimousse a été ajoutée puis portée a ébullition pendant lheure puis filtrer a 1’aide d’une
pompe a vide du systeme avant d’étre rincé successivement avec de 1’eau distillée et de

I’acétone.

A la fin, I’acétone est évaporée et le résidu, placé dans un dessiccateur. Le détergent
acide (ADF) a été appliqué dans les mémes conditions que la précédente au quatrieme jour. Le
cinquieme jour a consisté a I’action de la détergente lignine sulfurique (ADL) en plagant dans
un cristallisoir, les creusets ayant subis I’hydrolyse d’ADF. Le sixieéme jour a permis de
déterminer de la teneur en cendre a une température de 525 °C pendant 3 heures avant de

redescendre la température jusqu’a 105 °C.

A la fin du programme, placer les creusets dans un dessiccateur. Les résidus acidifiés
sont filtrés sous vide et rincés avec de I’eau chaude jusqu’a 1’obtention du pH 7, puis, placés a

I’é¢tuve a 103 °C pendant une nuit puis minéralisés a 550 °C en 4 h (Van-Soest, 1963).

La teneur totale de fibre dans un échantillon est évaluée en faisant la somme du

pourcentage d’hémicellulose, de la lignine et de la cellulose selon 1’équation suivante :

% Fibre = % Hémicellulose + % lignine + % cellulose | (18)

2.4.4.12.8. Détermination de la teneur en composés

phénoliques

La détermination des composés phénoliques totaux de la poudre de cacao a été effectuée
en trois phases qui sont: I’¢limination de la matiere grasse, 1’extraction des composés

phénoliques et 1’estimation de la teneur en composition phénolique.
» Elimination de la matiére grasse

La matiere grasse de la poudre de cacao a été éliminée a 1’aide d’une extraction au
soxhlet pendant 8 h. Le solvant utilisé est le chloroforme. Apres I’extraction de la maticre
grasse, le chloroforme a été éliminé des extraits combinés par évaporation rotative sous vide
partiel a 40 °C et 100 mbar. La poudre a été retirée de la cartouche d’extraction et finement
broyée dans un mortier et d’un pilon. Elle a été ensuite conservée dans des flacons en verre de

30 mL muni d’un bouchon a 4 °C jusqu’a la phase d’extraction des polyphénols.
= Extraction des polyphénols

L’extraction des polyphénols a été réalisée avec un mélange d’acétone-eau 80 %(v/v)

pendant 30 min a température ambiante. Pour ce faire, 5 mg de poudre de cacao dégraissée ont
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été placés dans un ballon de 100 mL. Apres centrifugation (10 min a 10 000 xg), 80 ml de la
solution d’extraction ont été ajoutés a la poudre dans le ballon. Le surnageant a été utilisé pour
les expériences. Le ballon a été ensuite placé dans un bain a ultrason pendant 1 H a la
température ambiante. L’extrait polyphénolique contenu dans le ballon a été filtré a 1’aide d’un
papier filtre et le résidu a été rincé avec la solution d’extraction. La phase organique de 1’extrait
a été ¢éliminée a 1’aide d’un évaporateur rotatif a 40 °C. Le ballon contenant la phase aqueuse
de ’extrait a été plongé dans le bain a ultrason a nouveau pendant 1 min. L’extrait a été recueilli

dans un flacon puis conservé a 4 °C.
= Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteau
décrite par (Kelebek et al., 2014). Dans des tubes de Sml, 2,5 ml du réactif de folin-Ciocalteau
(10 %) ont été ajoutés a 30 uL I’extrait polyphonique de poudre de cacao. Le milieu réactionnel
a été placé a I’obscurité pendant 2 min. Ensuite, 2 mL de carbonate de sodium Na>COs (7,5g/1),
ont été ajoutés au milieu réactionnel.

Apres ajout du carbonate de sodium, les tubes ont été vortexés et le nouveau milieu a
été incubé dans un bain-marie a 50°C pendant 15 min. Apres refroidissement, 1’absorbance du
milieu réactionnel a été mesurée a une longueur d’onde de 760 nm a [’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible contre un blanc contenant le solvant d'extraction a la place de
I'échantillon. Les solutions d'étalonnage (0,06 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL,
1 mg/mL) ont été préparées par dilutions successives de la solution mere dans de 1'éthanol.

Les coefficients de corrélation ont été déterminés en appliquant un modele de régression
linéaire dans Excel® (Microsoft), avec R2=0,9986. Le blanc était constitué de 5 mL de réactif
de Folin (1/10) et de 4 mL de Na.COs (7,5 g/L). La teneur en composés phénoliques totaux de
chaque échantillon a été quantifiée a partir d'une courbe d'étalonnage établie avec de l'acide
gallique. Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalents d'acide gallique par

gramme de poudre de cacao, en se référant a la courbe d'étalonnage.
= Détermination de la teneur en flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par
Dehpour et al. (2009) : 500 uL de chaque extrait de poudre de cacao a analyser ont été ajoutés
a 1500 pL de méthanol a 95 %, 100 uL de AICI3 a 10 % (m/v), 100 uL. d’acétate de sodium
IM et 2,8 mL d’eau distillée. En résumé, 50 uL. de NaNO: a 5 % ont été ajoutés a 100 pL des

extraits appropriés.

92



Matériel et méthode

Apres 6 minutes d'incubation, 500 pL d'une solution d'AICls a 10 % ont été incorporés
pour former un complexe flavonoide-aluminium. Suite a une incubation supplémentaire de 7
minutes, 250 ul. de NaOH a 1 M ont été ajoutés, puis le mélange a été centrifugé a 5000 x g
pendant 5 minutes. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 415 nm a l'aide d'un
spectrophotometre UV, en utilisant un blanc contenant le solvant d'extraction a la place de
I'échantillon. La teneur totale en flavonoides a été exprimée en milligrammes (mg) équivalant
quercétine/g de poudre de cacao en se référant a la courbe d'étalonnage de quercétine avec R?

=0,996.
= Détermination de la teneur en tanins totaux

Le dosage des tanins est effectué par spectrophotométrie selon la méthode décrite par
Bainbridge et al. (1996) suivant 3 étapes :

» La détermination des polyphénols totaux est la premicre étape.

» Ensuite, les composés non tanniques ont été dosés avec la polyvinylpolypyrrolidone.

» Enfin, les tanins totaux ont été calculés en faisant la différence entre la concentration des
polyphénols totaux et les polyphénols non tanniques. Pour le dosage des composés non
taniques, 100 mg de polyvinyle ont ét¢ déposés dans des flacons de 15 mL. Un millilitre d’eau
distillée et 1 mL de 1’extrait ont été ajoutés aux flacons. Apres avoir vortexté les flacons, ils ont
¢été centrifugés a 3 000 g pendant 10 min et refroidis a 4 °C. Un volume de 200 pL de surnageant
de chaque échantillon est mélangé avec 300 pL d’eau distillée, 250 pL de folin et 1250 puL de
NaxCOs dans des tubes ependophes de 2 mL. Le mélange est ensuite vortexté, puis mis dans
les capsules pour la lecture de I’absorbance au spectrophotometre UV aprés 45 min
d’incubation a 725 nm. Une droite d’étalonnage de ’acide tannique a été réalisée pour la
quantification des tanins totaux. La quantité de composés non taniques a été exprimée en mg

d’équivalents d’acide tannique par 1 g de poudre de cacao extrait avec R?= 0,9986.

2.4.4.13. Profil en composés alcaloides et phénoliques par HPLC-
DAD

Le profil des composés alcaloides et des composés phénoliques de la poudre de cacao
dégraissée a été analysé par chromatographie liquide a haute performance en phase inverse

muni d’un détecteur par barrette de diodes (HPLC-DAD).
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2.4.4.13.1. Extraction composés alcaloides et phénoliques

Une extraction des polyphénols a été réalisée en suivant la méthode suivante : cinquante
milligrammes (50 mg) de poudre de cacao ont été pesés et placés dans un tube a centrifuge de
dimensions 16 x 100 mm?2. Par la suite, trois millilitres (3 ml) de méthanol ont été ajoutés, et le
mélange a été agité pendant 20 a 30 secondes a l'aide d'un agitateur ULTRA-TURRAX® T 25
(Ika Labortechnik, Staufen, Allemagne).

L'agitateur a ensuite été rincé avec 2 mL de méthanol/eau : MeOH/H20 (80/20), et les
solutions ont été combinées. Le tube de centrifugation a été refroidi a 0 °C pendant 15 minutes,
puis centrifugé a 5 000 tr/min pendant 10 minutes. Le surnageant méthanoique, contenant les
composés phénoliques, a été transféré dans un ballon en forme de poire de 50 mL. Cette
procédure d'extraction a été répétée trois fois supplémentaires, avec une phase de
refroidissement de seulement 2 minutes entre chaque extraction. Le méthanol a été évaporé des
extraits combinés sous vide partiel a 40 °C et 100 mbar (Bachir Bey, 2016). Le résidu obtenu a
été dissous dans 1,5 ml de méthanol (Lichrosolv®) et transféré dans un flacon HPLC a travers
un filtre seringue de 0,45 um (PTFE Multoclear®, Service de chromatographie en phase
gazeuse, Langerwehe, Allemagne). Trois extractions ont été entreprises jusqu’a ce que 1’on

n’observe plus de composés phénoliques lors de I’injection en HPLC (Agilent 1100).

2.4.4.13.2. Evaluation de la concentration des composés alcaloides et

phénoliques

Les composés phénoliques ont été élués a l'aide de deux gradients de phase mobile
différents (phase A : (H2O/MeOH (9/1+0,1 % (H3POs) et la phase B ; MeOH+0,1% (H3POs4)
avec un débit de 1 mL/min. 10 uL de chaque standard et des échantillons ont été injectés.
L’HPLC est utilisé sous les caractéristiques suivantes : Colonne C18 (Poroshell 120 EC-C18
(100 x 4.6mm,4u) avec un débit de 1 ml/min. La température de la colonne était de 40 °C sous
un programme d’élution (Tableau XIV). Les différentes concentrations ont été déterminées
avec des droites d’étalonnage des différents standards (théobromine, caféine, catéchine et
épicatéchine) avec R?=0,99. Un volume de 10ul de chaque standard et des échantillons a été
injecté a ’'HPLC (Agilent 1100, Hewlett-packard-strasse 8, 76337 Waldbronn, Germany) avec
la colonne C18 (Poroshell 120 EC-C18 (100 x 4.6mm).
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Tableau XIV: Programme d'élution au cours de l'injection des composés phénoliques et
alcaloides

Temps(min) H20/MeOH(9/1+0,1H3P0O4) MeOH+0,1(H3P0O4)

Con 100 0
20 80 20
56 74 26
86 24 76
88 0 100
93 0 100
94 100 0
99 100 0

2.4.4.14. Détermination des minéraux et éléments traces métalliques

La détermination de la teneur minérale des feves de cacao issues des différents supports de
fermentation a été effectuée par incinération a 550 °C et la cendre bouillie avec de HCL a 20 %
dans un Becher, puis filtrée dans un flacon standard de 100ml. Trois groupes de minéraux ont
été évalués. Pour ce faire, 0,5g de chaque échantillon est prélevé et mélangé dans un solvant
(HCl ; HNO3) (1/3) pour une extraction au soxhle. Apres extraction, un refroidissement
pendant 10 a 15 min est fait. L’extrait est donc porté dans un ballon de 50 mL avec de 1’eau
distillée et filtré avec du papier filtre (MN 615 %4.0 150). La solution filtrée est mise dans les
pots en plastiques de 125 mL. Une quantité de cet échantillon dans chaque pot est mise dans
les tubes de 4,5 mL pour les analyses.

Les minéraux majeurs (calcium (Ca), magnésium (Mg), sodium (Na), potassium (K)), les
minéraux en trace (fer (Fe), zinc (Zn), cuivre (Cu), manganese (Mn), aluminium (Al), arsenic
(As), molybdene (Mo), chrome (Cr), nickel (N1)) et les métaux lourds (cadmium (Cd) et plomb
(Pb)) ont été dosés a 1'aide d'un spectrometre d'absorption atomique (Varian 220FS Spectre AA,
Les Ulis, France). La méthode utilisée pour ces analyses est conforme a la méthode EPA (2007).
Le phosphore (P) a été dosé par calorimétrie a 1’aide du vanado molybdate, selon la procédure
AOAC 965.17 (AOAC,1999). Quant au mercure (Hg), il a ét€ analysé par génération de vapeur
froide (Co. Vap.) sur un P-E FIMS-400 équipé d'un échantillonneur S10. Un échantillon de
référence provenant de parties de la routine quotidienne du laboratoire a été utilisé pour le
contrdle de la qualité. Apres standardisation initiale des techniques lors d’une étude pilote, les
échantillons ont été traités de la méme maniere. Les teneurs en minéraux des échantillons ont

été déterminées a partir des courbes d’étalonnage des minéraux standards. La plage
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d’étalonnage pour les minéraux était de 0 a 10 mg/L et de 0 a 2,5mg/L pour les métaux traces.

Le coefficient de corrélation linéaire (1) a été fixé a < 0,995.

2.5.Analyse des feves apres torréfaction

2.5.1. Transformation des féves en liqueurs et analyse sensorielle

2.5.1.1. Torréfaction des feves de cacao

La torréfaction a été réalisée avec un torréfacteur réglé a 140 °C. Une quantité de 3 kg
de feves fermentées et séchées prélevés sur chaque support de fermentation ont été étalées en
monocouche sur des grilles préchauffées dans 1’étuve. Lorsque la température cible de 140 °C

apres 35 minutes est atteinte, les grilles sont retirées de 1'étuve puis placées sur la paille.

2.5.1.2. Broyage grossier

Apres séparation de leur coque et de leur germe, 200 g d'amandes sont pesés et broyés a
chaud a une température comprise entre 50 et 70 °C. Ce broyage est réalisé a 1'aide de moulins
cylindriques a billes équipés de rouleaux de plus en plus serrés, permettant de réduire les
particules a une taille fine de 20 a 30 microns. Ce broyage donne une pate fluide et épaisse,
odorante et de couleur brun foncé, appelée « pate de cacao ou liqueur de cacao ».

Le diagramme de fabrication de la liqueur de cacao est représenté par la Figure 33.

Feves séchées
Torréfaction a 140°C

Féves torréfiées

Décorticage

Concassage

Broyage a chaud entre 50 et 70°C

Liqueur de cacao

Figure 33: Diagramme de fabrication de la liqueur de cacao (Puratos BELCODAD, Belgique)
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2.5.2. Evaluation de la qualité organoleptique de la liqueur de cacao

2.5.2.1. Extraction et dosage des sucres et acides organiques

2.5.2.1.1. Extraction des sucres et acides organiques
Une extraction a été effectuée suivant la méthode expliquée plus haut. Ainsi, 10 g de feves
de poudre de cacao fermentées et séchées sur chaque support de fermentation a été transférée
dans un flacon jaugé de 100 mL contenant S0 mL d'eau distillée chauffée a 75 °C. La suspension

a été centrifugée puis filtrée a travers des seringues de 0,45 um de diametre avant injection.
2.5.2.1.2. Dosage des sucres et acides organiques

Les acides organiques (acides oxalique, malique, lactique, citrique, acétique et succinique)
et les sucres réducteurs (glucose et fructose) ont été€ analysés par chromatographie liquide a
haute performance (CLHP ; Agilent 1200, Hewlett-packard-strasse 8, 76337 Waldbronn,
Allemagne) couplée a un détecteur d'indice de réfraction (RID). L'élution a été réalisée avec de
l'acide sulfurique (5 mM) a un débit de 0,6 mL/min pendant 25 minutes dans une colonne
d'exclusion d'ions (Bio-Rad Aminex HPX-87 H, Hercules, USA) a une température de 50 °C.
L'identification a été réalisée sur la base des temps de rétention des standards correspondants et
la quantification par des courbes de calibration (Ho et al.,2015). Les résultats sont exprimés en
mg/100 g d’extrait. La quantification a été réalisée sur la base des courbes d’étalonnage des
standards de chaque composé acide (acide citrique, acide malique, acide oxalique, acide
acétique, acide lactique et acide succinique) et sucres solubles (glucose et fructose) sur une série

de dilutions (0,25 a 1 mg/mL) préalablement injectés dans les mémes conditions.

2.5.2.2. Détermination du profil en acides aminés libres par HPLC

Avant toute analyse, les feves séchées ont été délipidées. Le dosage des acides aminés a
été réalisé¢ a ’HPLC Stein and Moore par hydrolyse des protéines selon la méthode de Bouaziz
et al. (2008) avec quelques modifications. Pour parvenir a cela, la préparation des divers
échantillons a été entreprise en mesurant précis€ément cing cents grammes de liqueur de cacao,
représentant approximativement 10 mg d'azote, dans des flacons 'Schott' de 100 mL.
Subséquemment, 10 mL d'acide chlorhydrique (HCI) 6 N contenant 0,1 % de phénol ont été
introduits et le mélange a été homogénéisé. L'azote a été insufflé pendant une minute, puis le
flacon hermétique a été chauffé pendant 24 heures dans une étuve a 110 °C. Apres hydrolyse,

le flacon a été ouvert et refroidi dans de la glace pilée. Par la suite, 30 mL de tampon citrate a
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pH 1,5 ont été ajoutés. Le pH a été ajusté successivement a pH 1 avec de la soude (NaOH) a
7,5 N (normalité), puis automatiquement a pH 2,2 avec de la soude 1 N.

Dans un ballon jaugé de 100 mL, 1 mL d'une solution a 50 uM/mL de norleucine dans
le tampon citrate a pH 2,2 a été introduit. Le contenu du ballon a pH 2,2 a ensuite été transféré
quantitativement dans un ballon jaugé en utilisant le tampon citrate a pH 2,2, et porté au trait
de jaugé avec le méme tampon. Le ballon a été agité et le contenu a été filtré a travers un filtre
de 0,2 um. Les analyses ont été réalisées a 1'aide d'un détecteur en fluorescence. L'appareil
utilisé était un chromatographe Merck, comprenant une pompe Waters Model 655 A-12, un
contrleur de gradient basse pression L-5000 LC (Hitachi) et un injecteur rhéodyne avec une
boucle d'injection de 20 pL. Il était également équipé d'un spectrophotometre a détection en
fluorescence F-1050 et d'un intégrateur Merck Modele D-2000. Les acides aminés ont été
séparés selon les conditions suivantes : colonne Super-spher 100 RP-18, Lichrocart 250-3,
température 20 °C, débit : 0,3 mL/min. Vingt uL ont été dans des flacons de 2ml puis injectés

dans la colonne HPLC.

2.5.2.3. Analyse des composés volatils par Micro-extraction (SPME)

Outre I’extraction par solvant et des techniques de distillation, la SPME (Solid Phase
Micro-Extraction) est utilisée pour extraire les composés volatils d’une matrice solide, liquide
ou gazeuse (Yang & Peppard, 1994). La SPME repose sur le principe de 1’adsorption des
composés volatils présents dans une atmosphere saturée sur un polymere (Pawliszyn, 2002).
L’extraction des composés volatils des feves issues des différents supports de fermentations a

été effectuée selon le protocole publié par Feng et al. (2014).
. Extraction des composés volatils

Le principe d’extraction de la SPME consiste en trois étapes.

> Equilibre : établissement de I’équilibre entre la quantité de composés volatilisés et la qualité
de composés présents dans 1’échantillon.

» Extraction ou adsorption : Mise en équilibre entre la fibre, sur laquelle les composés volatils
s’adsorbent et une phase liquide (immersion) ou gazeuse (espace de téte). Cette phase
dépend du type de composés a extraire, du temps de rétention et de la fibre.

» Désorption thermique des solutés adsorbés : la fibre est introduite dans un injecteur de
chromatographie en phase gazeuse (CPG) chauffé ou les solutés sont instantanément

résorbés et transférés a I’intérieur de la colonne chromatographique.
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Le profil aromatique volatil des liqueurs de cacao torréfiées a été extrait en utilisant la
technique de microextraction en phase solide dans l'espace de téte (SPME), couplée a la
chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC—MS), selon la méthode décrite
par Markey & Tech (2021)avec quelques modifications. Trois grammes de liqueur de cacao ont
été placés dans un flacon de 20 mL, lequel a ét€¢ immédiatement scellé avec un bouchon a vis

magnétique équipé d'un septum en PTFE.
. Analyse GC-MS

L’analyse et I’identification des composés d’ardmes contenus dans tous les échantillons
analysés sont effectués selon la méthode de Nodet ef al. (2009). L’approche la plus courante
pour détecter les composés volatils est la GC-MS, qui est largement utilisée dans les domaines
de I’alimentation, de 1’agriculture et des produits pharmaceutiques. La GC-MS implique les
caractéristiques de la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masses. La
chromatographie en phase gazeuse (GC) offre une grande capacité de séparation des composés,
tandis que la spectrométrie de masse (MS) permet une identification précise et unique. Cette
combinaison est efficace pour analyser des composés présentant des poids moléculaires et des
polarités variées (Dong & Li, 2020). Cependant, pour la détection de volatils dans des systemes

complexes, la GC-MS a de certaines limites dans la capacité a séparer des substances similaires.
. Séparation et identification des composés volatils

Une colonne HP5-MS (30 m x0,25 mm x0,25um, Agilent JIW GC Column, USA) avec
un débit d’hélium constant 1,17mL/min a été utilisée. L’injection de blanc (sans échantillon de
poudre de cacao) a été réalisée au départ et entre les feves issues de chaque support de
fermentation pour éliminer le bruit. Dans notre cas, les composés piégés sur la fibre SPME
(DVB/PDMS/CARB) sont résorbés (4 min) dans 1’injecteur en mode splitess (280 °C) d’un
chromatographe en phase gazeuse (Agilent, 7890A (G 3440A) serial #(N10051144)) couplé a
un spectrophotometre de masse (Agilent, 5975C inert XLEL/CIMSD Withtriple-Axis Detector.
La température du four du GC est initialement a 40 °C et est maintenue pendant 2 minutes. Elle
a ensuite été portée a 200 °C par programmation de 4 °C/min, suivi d’'une montée en
température de 20 °C/min jusqu’a 300 °C et cette température est maintenue pendant 5 min.
Les composants sont fragmentés par impact électronique (70 ev) et le spectre de masse de ces
molécules est enregistré. La plage de balayage était comprise entre 35 et 550 amu (Atomic
Masse Unity). Les chromatogrammes ont été analysés avec le logiciel Mass Hunter Analysis

(Logitiel B.08.00. Agilent Technologie, santa clara, Californie, USA) et I’identification des
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composés volatils a été réalisée en comparant aux bibliotheques spectrales NIST17 et Wiley
275 (National Institute of standards and Technology, Gaitherburg, USA) version 2016 avec un
taux de correspondance supérieur ou égal a 80 %. De plus, les indices de retentions (RI)
expérimentaux ont été calculés suite a I’injection d’un mélange de n-alcanes C8-C30 (sigma
Aldrich) dans les mémes conditions chromatographiques que celles mentionnées
précédemment. Cela a permis de comparer ces RI avec les RI de la littérature. Ces indices de

rétentions sont calculés avec la formule suivante :

Rl = ((100n) + 100[(Tri- Trm)
- (Tm —1) —Tm))

)

Tri, temps de rétention du composé inconnu, Trm temps de rétention de I’alcane suivant le composé contenant n

carbones, et Trm-1m le temps de rétention de I’alcane précédent.

2.5.2.4. Mesure de la couleur de la liqueur de cacao

Les mesures de couleurs ont été analysées par le systeme de couleur CIE Lab (Lab*) a
l'aide d'un colorimetre modele Colorflex EZ 45/0 LAV (Kruikebe Associates Laboratory,
Elscolab, Belgique). Dans ce systtme de coordonnées, la valeur L* est une mesure de la
luminosité du matériau, variant de O pour le noir a 100 pour le blanc. La valeur a* varie de -
100 pour le vert a +100 pour le rouge, et la valeur b* varie de -100 pour le bleu a +100 pour le
jaune. Dix millilitres de chaque liqueur ont été placés séquentiellement dans un plat de

cristallisation en verre (10 cm de diametre) placé en dessous.

2.5.2.5. Analyse des descripteurs sensoriels de la liqueur de cacao

L’analyse sensorielle s’est effectuée sur des liqueurs préparées a partir de six lots
distincts de feves issues des six supports de fermentation. Elle a été réalisée dans une cabine de
dégustation neutre sur base individuelle avec un panel de dégustateurs qualifiés sous
consentement €clairé. L'analyse a suivi les protocoles du laboratoire d'é valuation sensorielle du
centre de recherche PURATOS. Toutes les méthodes ont été réalisées conformément aux
directives et réglementations en vigueur. L’évaluation des ardmes avec des descripteurs

correspondants a été réalisée par un test de discrimination sensorielle (test du triangle).

*

+ Constitution du panel
Le panel était constitué de 10 juges dont 8 de I’équipe permanente d'évaluation
sensorielle de la liqueur de cacao et des produits a base de cacao de la structure de

BELCODADE (PURATOS) (4 hommes et 4 femmes) et deux membres venus de 1’extérieur
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(un homme et une femme). Tous les juges avaient une tranche d’age comprise entre 25 et 50
ans qui ont été informés des conditions requises pour participer a cette étude (état de santé,
disponibilité, intérét, honnéteté).
< Etape de dégustation

Les échantillons ont été présentés dans des gobelets en plastiques de 50 mL codifiés et
chaque juge regoit les échantillons dans un ordre aléatoire. L’eau était utilisée pour rincer la
bouche entre les échantillons. Des échantillons en double de la liqueur ont été évalués lors de
trois séances de dégustation pour arriver au profil sensoriel. Trois liqueurs différentes sont
analysées par jour sur les 18 échantillons.

« Exploitation des résultats
Aprés I’analyse individuelle, les résultats sont discutés et un consensus est cherché. Les juges
ont été disposés autour d’une table sans dispositif de séparation afin de permettre une
communication verbale selon la réponse attendue. Les produits ont été décrits sur la base des
descripteurs recus. Dans le méme temps, une analyse descriptive quantitative (QDA) a été
appliquée pour évaluer les plages d'attributs de saveur sur une échelle de 0 a 7.
Ces nombres entiers sont justifiés pour chaque descripteur de liqueur par :
» 0: aucun présent ;

1 : peut-€tre présent mais pas sir a chaque fois ;
2 : clairement présent a faible intensité ;
3 : clairement présent a intensité modérée ;

4 : clairement présent a haute intensité ;

YV V V V V

5 :une des saveurs les plus importantes ;

» 6 :les saveurs les plus importantes ;

» 7 :domine toutes les autres saveurs.
Les juges étaient invités a évaluer 10 attributs (cacao, astringent, amer, acide, torréfié, fruité,
noisette, légume, floral, Epicé) et les caractéres de note gustative. Un descripteur est retenu s’il
est mentionné par un minimum de 30 % des juges. En plus de la description, un test hédonique
a été également réalisé avec les panélistes pour évaluer le niveau d’acceptabilité des liqueurs

pour chaque support de fermentation (quels échantillons étaient plus appréciés /complexes ?).

2.6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont ét€ réalisées a l'aide des logiciels R (version 4.0.2, R

Development Core Team, Boston, Etats-Unis), pour les analyses en composantes principales
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(ACP) et les coefficients de corrélation de Pearson. L'analyse de variance (ANOVA) a été
réalisée a 1'aide du logiciel Minitab 18.1 (version 10.0.19045 Build 19045), suivie d'un test
de Dunnett lorsque des différences significatives étaient observées (p < 0,05). Cette analyse
visait a comparer les valeurs obtenues avec les feves fermentées sur différents supports a
celles issues du support témoin, constitué de feuilles de bananier. L'hypothese nulle stipule
qu'il n'existe aucune différence significative entre le support témoin et les autres supports de
fermentation. Une classification hiérarchique ascendante (CHA) a également été réalisée avec
MINITAB 18 pour comparer les données des différents supports a celles des feuilles de
bananier (témoin). Les représentations graphiques ont été réalisées avec GraphPad Prism
(version 8.0.1, GraphPad Software Corporation, San Diego, Californie, Etats-Unis) et Excel.
Une représentation thermique couplée a un dendrogramme, exécutée par Morpheus Heatmap
a été réalisée pour synthétiser efficacement le suivi des acides organiques et des sucres

solubles au cours de la fermentation et de la teneur en minéraux apres séchage.
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CHAPITRE 1: ENSEMBLE DES SUPPORTS DE FERMENTATION ET DE
SECHAGE DES FEVES DE CACAO DANS QUELQUES PRINCIPALES ZONES
DE PRODUCTION CACAOYERE EN COTE D’IVOIRE

La fermentation est une étape cruciale dans la production du cacao. Pourtant ses dernieres
années, divers supports sont utilisés par les producteurs de cacao pour le processus de la
fermentation des feves de cacao avec tres peut de donnés. Ce chapitre vise a comparer via une
enquéte, les techniques de fermentation et de séchage utilisés par les producteurs de cacao dans

trois principales zones (Nawa, San-Pédro et Daloa) en Cote d'Ivoire.
1. RESULTATS
1.1. Indentification sociodémographique des producteurs

1.1.1. Repartion des producteurs enquétés par rapport aux sexes

L'activité prédominante dans les trois zones étudiées est la production de cacao. A la fin de
I’enquéte, au total se sont 919 producteurs qui ont été retenus selon les criteres definis. Les
résultats révelent que la pratique de la cacaoculture est largement dominée par des hommes
dans toutes les zones d'étude (Figure 34). Plus spécifiquement, dans la zone de San-Pédro, 89,6
% de la population interrogée sont composés dhommes contre 10,4 % de femmes. De méme,
dans la zone de Soubré, ce sont 92,8 % hommes contre 7,2 % femmes, et dans la zone de Daloa,
93,2 % d'hommes contre 6,8 % de femmes interrogées. Dans l'ensemble, les résultats indiquent
que sur 919 producteurs interrogés dans les trois zones étudiées, 91,73 % (843 producteurs)

sont des hommes.
4
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Figure 34: Proportion de la population enquétée selon le genre
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1.1.2. Répartition des personnes enquétées par rapport a I’age

Les données recueillies montrent que les producteurs de cacao dans les trois zones de
production sont majoritairement des adultes, avec 166 personnes sur les 336 enquétées, agées
entre 35 et 40 ans dans a zone de San-Pédro soit 49,4 %. Dans la zone de Soubré, parmi les 363
personnes enquétées de maniere aléatoire, 193 (53,2 %) se situent dans la tranche d'age [35 et
40 ans]. Dans la zone de Daloa, sur 220 personnes enquétées, 174 (79,1 %) avaient un age

supérieur a 35 ans (Tableau XV).

Tableau XV: Fréquence de la population enquétée selon 1'age

Soubré San-Pédro Daloa
Nb. cit. | Fréq. b ci 5 : ,

Kge ci réq A Nb. cit. | Fréq. Kigi Nb. cit. | Fréq.
Moins de 18 ans 0 | 0,0% || Moins de 18 ans 0 | 0,0% | Moinsde 18 an 0| 0,0%
De 18 d23 ans 0 | 0,0% ||De184a23ans 1 | 03% |De18a23ans 0 | 0.0%
De 24 329 ans 3 0.8% || De 24 229 ans 21 6.3% | De 24 229 ans 8 | 3.6%
de 30 a 34 ans 76 [20,9% || de30a34 27 8,0% | De 30234 ans 38 |17.3%
De 35 240 ans 193 |53.2% || De 35240 ans 166 |49.4% | De35a40 ans 91 |41.4%
Plus de 40 ans 91 |25,1% || Plusde 40 ans 121 (36,0% | Plusde 40 ans 83 [37.7%
TOTAL OBS. 363 | 100% || TOTAL OBS. 336 |100% | TOTAL OBS. 220 [100%

Moyenne = 5,02 Ecart-type = 0,70 Moyenne = 5,15 Ecart-type = 0,84 Moyenne = 5,13 Ecart-type = 0,8

Nb. Cit : Nombre de personnes cité ; Fréq : Fréquence

1.1.3. Répartition des personnes enquétées par rapport a la situation

matrimoniale

Les résultats obtenus aupres des personnes interrogées réveleent que les producteurs
dans les diverses zones étudiées résident dans un foyer, totalisant 289 sur les 336 individus, soit
86 % des personnes enquétées dans la zone de San-Pédro. Dans la zone Soubré, parmi les 363
personnes interrogées, 318, soit 87,6 % vivent dans un foyer et 88,2 % dans la zone de Daloa.

Les résultats détaillés de cette enquéte sont présentés par la Figure 35.
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Figure 35: Situation matrimoniale des personnes enquétées

1.1.4. Superficie occupée par la cacaoculture dans les zones enquétées

Dans toutes zones d’études, la superficie occupée par la cacaoculture dans 1’assolement
des exploitations €tait en moyenne inférieure a quatre hectares. En effet, 59,2 % des producteurs
enquétés dans la zone de San-Pédro, 56 % dans la zone de Soubré et 66,8 % dans la zone de
Daloa, avaient tous des plantations dont la surface exploitée par la cacaoculture était inférieure

ou égale a 4 hectares (Figure 36).
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Figure 36: Répartition en fonction de l'espace occupé par le cacaoyer

1.2. Supports de fermentation et facteurs motivants/limitants

1.2.1. Ensemble des supports de fermentation utilisés par les producteurs

Sept supports de fermentation distincts sont utilisés pour la fermentation des feves de

cacao dans l'ensemble des trois zones de 1'étude avec des proportions d’utilisation variables. Ce
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sont : les feuilles de bananier, les feuilles de palmier, les cabosses de cacao, les baches en
polypropylene, les baches en plastique, les sacs en polypropylene et les sacs en jute.

Les baches plastiques se distinguent comme étant les supports les plus utilisés avec 40,7
% dans la zone de San-Pédro ; 44,5 % a Soubré et 40,5 % a Daloa. Les sacs, en revanche, se
positionnent comme le deuxieme support de fermentation le plus fréquemment utilisé, avec une
utilisation de 38 % dans la région de San-Pédro, comparativement a 16,7 % pour les feuilles de
bananier, qui servent de support de référence.

Les sacs sont utilisés de maniere équivalente aux feuilles de bananier (22 %), Dans la
zone de Soubré. Seule la zone de Daloa ou le pourcentage d'utilisation des feuilles de bananier
comme supports de fermentation était plus €levé, soit 31,1 %. Les baches en polypropylene et
les cabosses de cacao étaient peu utilisées, présentant des proportions réduites sur l'ensemble

des trois zones d'étude (Figure 37).
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Figure 37: Répartition des zones d'études en fonction des supports de fermentation utilisés
1.2.2. Temps de fermentation

La durée de fermentation varie selon les localités de production de cacao et est comprise
entre 2 et 7 jours en fonction de la saison. La Figure 38 illustre la répartition des durées de
fermentation selon les différentes régions étudiées. Dans la zone de San-Pédro, 45,5 % des
producteurs fermentent leurs féves sur une période inférieure ou égale a quatre (4) jours, tandis
que 55,5 % optent pour une durée comprise entre cing (5) et sept (7) jours. A Soubré, seuls 14,9
% des producteurs fermentent sur quatre (4) jours ou moins, contre une large majorité de 85,1
% qui choisissent une durée de cinq (5) a sept (7) jours. Enfin, dans la région de Daloa, 40 %
des producteurs suivent un temps de fermentation égal ou inférieur a quatre (4) jours, contre 60

% qui vont au-dela, jusqu'a sept (7) jours.

107



Résultats et discussion

A
50 46,3
— 7
e 40 30 34,
=
g 20,8 22.9
£ 2 !
@]
o 10 ;
£ 10 l3' 5,5
A~ 1,8 ’ 2417
000 89 0 ;

1 jour 2 jours 3 jours 4 jours 5 jours 6 jours 7 jours

H San-Pédro ® Soubré mDaloa

Figure 38: Temps de fermentation en fonction des zones d'étude
1.2.3. Taux de brassage dans les zones enquétées

L'enquéte réalisée aupres des producteurs a permis de classer ces derniers en deux
catégories en fonction de la pratique du brassage de la masse de feves de cacao pendant la
fermentation. Le taux de brassage présenté dans le Tableau XVI est généralement faible dans
toutes les régions enquétées soit 6,3 % dans la zone de Soubré, 5,1 % dans la zone de San-Pédro

et 4,5 % dans la zone de Daloa.

Tableau XVI: Proportion des brassages des feves en fonction des zones enquétées

Soubré (363) San-Pédro (336) Daloa (220)

Nb.ci Freq Nb.ci Freq Nb.ci Freq
Bassage 340 93,7% 319 94,9% 210 95,5%
Pas de 23 6,3% 17 5,1% 10 4,5%

brassage

Nb. Cit : Nombre de personnes cité ; Fréq : Fréquence

1.2.4. Facteurs motivants et limitants de l’utilisation des supports de

fermentation

L’utilisation de nouvelles technologies s’est justifiée par plusieurs raisons selon les
personnes enquétées dans les trois zones. En effet, dans la zone de San-Pédro (Figure 39 a),
I’utilisation des sacs comme support de fermentation a été justifiée par de nombreux cas de vol
des feves fraiches de cacao stockées pour la fermentation dans les campagnes avec une
proportion de 36 %. Quant aux baches plastiques, leur utilisation était plus justifiée par le

manque de feuilles de bananier a 54,20 %, insuffisance de feuilles de bananier a 20,30 % et la
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grande quantité de feves apres écabossage destiné a la fermentation a 25 %. Les feuilles de
bananier et feuilles de palmier étaient adoptés par I’ensemble des producteurs pour la qualité
finale des feéves apres fermentation avec proportions respectives de 30 % et 25 %.

Dans la zone de Soubré (Figure 39 c), l'utilisation des sacs comme support de

fermentation s'explique par plusieurs facteurs, dont le vol a 44,5 %, le transport des feves
fraiches vers le village a 25 %, et la grande quantité de feves de cacao a 33,3 %. Les feuilles de
palmier, les sacs et baches plastiques par le manque de feuilles de bananier a 31 %, 26 % et 41
% respectivement.
L'utilisation des feuilles de bananier comme supports de fermentation était principalement
justifiée par la qualité finale des feves apres fermentation et séchage, avec des taux préférentiels
de 39 % et 21 %. De plus, cette pratique répondait a 'exigence des responsables de coopératives
pour l'utilisation des feuilles de bananier, représentant 17 % des cas. En revanche, 1'utilisation
des feuilles de palmier était motivée par la grande quantité de feves, qui ne pouvaient €tre
contenues dans les feuilles de bananier, avec un taux de 26 %. Les baches en polypropyleéne ont
été justifiées a 15 % par I'insuffisance des feuilles de bananier.

Dans la zone de Daloa (Figure39 b), I’utilisation des baches en polypropyléne, sacs et
des feuilles de palmier comme supports de fermentation a été majoritairement encouragée par
les cas de vols constatés respectivement a 26,16 %, 31,5 % et 21 %. Quant aux baches en
polypropylene, leur utilisation a été justifiée par le manque de feuilles de bananier a 47,53 %.
En revanche, les feuilles de bananier étaient justifiées par la bonne fermentation et des
recommandations de la part des responsables de coopératives, respectivement a 22,56 % et
33,76 %. Les feuilles de palmier étaient en majeures parties utilisées pour le manque ou
I’insuffisance de feuilles de bananier a 22 %.

Par ailleurs, 1’utilisation des cabosses de cacao comme support de fermentation a été
entiecrement (100 %) justifiée par des cas d’oubli de cabosses lors du stockage en tas avant

I’écabossage final, dans les trois zones enquétées.
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Figure 39: Facteurs limitants ou motivants de 1'utilisation des supports de fermentation

a : Zone de San-Pédro ; b : zone de Daloa ; ¢ : Zone de Soubré

1.2.5. Corrélation entre les facteurs motivants ou limitants et les supports

de fermentation

L’Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée da permis de visualiser les

disparités entre les opinions des producteurs relatives aux nouvelles pratiques post-récolte

(Figure 40) dans un espace bidimensionnel. L'analyse révele que 66 % de la variabilité totale

des données dans la zone de San-Pédro est expliquée par les deux premieres composantes

principales (PC1 et PC2) (Figure 40 a).
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La PC1 représente 37,2 % de la variabilité totale et est associée a une forte quantité de
feves, une insuffisance de feuilles de bananier et un transport positivement corrélé par le
transport des feves de cacao vers le village. La PC2, représentant 28,8 % de la variabilité totale
est expliquée par I’extraction du jus de cacao, la recommandation des structures cacaoyeres et
une bonne fermentation. La projection des charges sur les axes PC1-PC2 a mis en évidence la
répartition des supports de fermentation en fonction des justifications observées.

Ces résultats ont permermis de classifier les producteurs en quatre groupes principaux
en fonction de leurs motivations dans la fermentation. Le premier groupe représente les
produeteurs utilisant les feuilles de bananier comme support de fermenatation, le deuxieme par
ceux utilisant les baches plastiques, les feuilles de palmier et baches en polyprpylene. Le
troisieme par ceux qui utilisent les sacs et le quartieme groupe par les producteurs utilisants les
cabosses de cacao comme supports de fermentation.

L'utilisation de feuilles de bananier comme support de fermentation est expliquée par la
bonne fermentation des feves de cacao, la consommation du jus de cacao et la recommandation
fréquente de ce support. En revanche, l'utilisation de baches plastiques et de feuilles de bananier
et baches en polypropyléne est corrélée par le manque ou l'insuffisance de feuilles de bananier
pour la fermentation mais par la reutilisabilité et le rendement de ces supports. L'utilisation de
sacs est justifiée par le vol fréquent de feves de cacao fraiches dans les champs et transport des
feves du champ vers le village. Les cabosses de cacao sont occasionnellement utilisées en cas
d'oubli de ses cabosses lors du ramassage pour I’écabossage final.

Dans la zone de Soubré, 1'analyse des (PC1 et PC2) a révélé 62,3 % de la variabilité
totale (Figure 40 b). La PC1 représentait 33,6 % et était associée aux cas de vol signalé ainsi
qu'au transport des feves fraiches vers le village, montrant une corrélation positive en
opposition a l'insuffisance des feuilles de bananier. La PC2 représentait 28,7 % de la variabilité
totale et était expliquée par la grande quantité de feves de cacao, ainsi que par une bonne
fermentation, en opposition aux cas d'oubli de cabosses sous les cacaoyers lors du ramassage.
La projection des charges sur les axes PC1-PC2 révele que l'utilisation de sacs comme supports
de fermentation était justifiée par la grande quantité de feves et le transport vers le village par
des camions transporteurs. L'emploi de feuilles de palmier et de bache plastique était motivé
par la présence d'une grande quantité de feéves fraiches, tandis que l'utilisation de baches en
polypropyléne était justifiée par l'insuffisance des feves de cacao. L'utilisation des cabosses de

cacao s'est régulicrement distinguée par des tas oubliés lors du ramassage sous les cacaoyers.
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Dans la zone de Daloa la somme des deux premieres composantes principales représente
un taux de 66,5 % de la variabilité totale (Figure 40 c). La PC1, qui représente 36,7 % de cette
variabilité est principalement expliquée par la présence importante de feves fraiches,
l'insuffisance des feuilles de bananier, le manque de feuilles de bananier et les cas de vol de
feves fraiches. La PC2, avec 29,8 % de la variabilité totale, est expliqué par une bonne
fermentation, les recommandations, le jus de cacao positivement corrélé en opposition aux tas
oubliés. La projection des charges sur les axes PC1-PC2 a révélé que I'utilisation de baches
plastiques, de baches en polypropylene et de feuilles de palmier était caractérisée par la quantité
de feves fraiches, l'insuffisance ou le manque de feuilles de bananier. Les feuilles de bananier
étaient caractérisées par une bonne fermentation, la consommation de jus de cacao et les
recommandations alors que les sacs étaient associés aux cas de vols signalés, tandis que les

cabosses de cacao €étaient liées aux cas d'oubli.
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Figure 40: Facteur d'utilisation des supports de fermentation
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1.3. Supports de séchages et facteurs motivants/limitants

Les résultats des enquétes ont révélé que parmi les 919 personnes présentes dans les

trois zones de culture du cacao, 713 personnes, soit 76 % de la population, utilisent des baches

en plastique noir comme supports de séchage. En outre, 185 personnes (19 %) utilisent des

baches en polypropylene, 26 personnes (3 %) utilisent des claies, et 16 personnes (2 %)

préferent les aires cimentées (Figure 41).
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Figure 41: Supports de séchage en fonction des zones d'étude

1.3.1. Temps de séchage

Aires cimentés

v

Le séchage des feves de cacao apres la fermentation est différemment utilisé par les

producteurs dans les trois zones de production. Le Tableau XVII révele que dans les zones de

San-Pédro et de Daloa, plus de 50 % des producteurs réalisent des séchages solaires d’au moins

5 jours. Dans la zone de Soubré, les producteurs effectuent un séchage d'une durée plus longue

(6 jours), avec plus de 45 % des producteurs suivant cette pratique.

Tableau XVII: Différents temps de séchage selon la zone d'étude

San-Pédra : Soubré : Daloa '
Towmps desiciags Nb.cit. | Freq. Temps de sechage Nb. cit. Fréq. Temps de séchage Nb.ct. | Fréq.
1jour 0 | 00% || tiour 0| 00% | [1iours 0| 00%
2jours 0 0.0% 2 jours 0 0,0% 2 jours 0 0,0%

- 3 jours 0 0,0% jours < 18%
el o J2% 4 jours 23 6,3% djours 18 8.2%
4 jours 70 | 208% | 5iours 136 | 375% | | Siours 12 | 555%
5jours 192 | 57.1% [ jours 166 | 457% | | 6jours 74 | 336%
6 jours 49 | 146% | 7jours 3B | 105% | | Tiours 2| 09%
TOTAL OBS. 336 100% || TOTAL OBS. 363 100% TOTAL 0BS. 220 100%

Moyenne = 4,79 Ecart-type = 0,78

Moyenne = 5,60 Ecart-type = 0,76

Nb. Cit : Nombre de personnes cité ; Fréq : Fréquence

Moyenne = 5,24 Ecart-type = 0,69
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1.3.2. Facteurs motivants ou limitants I’usage des nouveaux supports de

séchage

A lissue des enquétes, quatre supports de séchage ont été répertoriés : la claie, 1'air
cimenté, la bache plastique et la bache en polypropylene. La diversification dans I'utilisation de
ces supports de séchage a été motivée par plusieurs facteurs en fonction de la zone d’étude. En
effet, dans la zone de Daloa (Figure 42 b), I'utilisation des baches plastiques et baches en
polypropyléne comme supports de fermentation a été majoritairement justifiée par manque de
claie a des proportions respectives de 72 % et 56 %. Les aires cimentées se sont quant a elles
justifiées par la grande quantité des feves de cacao destinée au séchage a des proportions
significatives de 35,7% et 25 %. En revanche, I’utilisation des claies a été justifiée par
recommandation des agents de coopératives avec une proportion de 57,1 %, mais aussi a son
rendement a la fin du séchage a 32,9 %.

Dans la zone de San-Pédro (Figure 42 a), les producteurs ont également observé les
motivations d’utilisation de supports de séchage. En effet, 1’utilisation de ces supports de
séchage etait justifiée par le manque de claie avec des proportions supérieures a 50 %. Les
baches en polypropyléne et aires cimentées ont été justifiées par la grande quantité des feves
apres fermentation a des proportions de 30 % et 26 %. Par ailleurs, les claies sont utilisées pour
sa recommandation de la part de la coopérative auxquelles ils appartiennent a une proportion
de 75 % et a un séchage rapide a 25 % et le rendement apres séchage a une proportion de 25 %.

Les facteurs de motivation sur 1’utilisation de ces nouveaux supports de séchage restent
inchangés dans leurs ensembles. Ainsi, dans la zone de Soubré (Figure 42 c), les baches
plastiques et les baches en polypropylene ont ét€ motivées par le manque de claie a 88,3 et 71,4
%. Les claies étaient en grande partie utilisées sous recommandation avec une proportion de

57,1 % a Daloa et Soubré€.
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Figure 42: Facteurs limitants ou motivants de I'utilisation des supports de séchage

1.3.3. Corrélation entre les facteurs limitants ou motivants et des supports

de séchage

L'analyse en composantes principales (ACP) a été utilisée pour mieux comprendre la
diversification dans l'utilisation des supports de séchage dans les trois zones d’étude (Figure
43). Dans la zone de San-Pédro (Figure 43 a), les deux premieres composantes principales (PC1
et PC2) ont contribué a hauteur de 95,7 % de la variabilité totale. La PC1 représentait 75,1 %
de cette variabilité totale et était positivement corrélée a la recommandation, en opposition au
manque de claies et a la quantité de feves a sécher. En revanche, la PC2, représentant 20 % de

la variabilité totale, était expliquée par le rendement apres séchage, positivement corrélé, a
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l'opposé de la rapidité du processus de séchage. La projection des charges sur les axes PC1-
PC2 montre que, dans cette zone, l'utilisation des baches plastiques et des baches en
polypropylene est caractérisée par le manque de claie. En revanche, les surfaces cimentées sont
associées a une grande quantité de feves et a un séchage rapide de celles-ci.

Dans la zone de Daloa (Figure 43 b), I'analyse des deux premieres composantes
principales (PC1 et PC2) était expliquée par 98,23 % de la variabilité totale. Trois groupes
distincts de producteurs ont émergé. La PC1 représentant plus de 66 % de la variabilité totale
et étant influencée par le rendement et la recommandation, chargée négativement en opposition
au manque percu de claies. En revanche, la PC2, représentant 31,5 % de la variabilité, était
caractérisée par le séchage rapide. Ainsi, cette analyse suggere que l'utilisation des aires
cimentées €tait associée au séchage rapide et a la quantité de feves stockées pour le séchage.
Quant a l'utilisation des claies comme supports de séchage, les producteurs I'ont justifiée par la
recommandation et le rendement obtenu. En revanche, I'utilisation de baches en polypropylene
et de jute comme supports de séchage €tait expliquée par le manque de claies.

Les résultats de 1'analyse dans la zone de Soubré (Figure 43 c) ont également révélé
l'utilisation des mémes supports de séchage, mais avec des justifications différentes parmi les
producteurs de cacao. L'analyse en ACP a indiqué que les deux premieres composantes
principales, PC1 et PC2, expliquaient 89,1 % de la variabilité totale. La PC1, représentant 54,5
% de la variabilité, était principalement expliquée par le séchage rapide, la quantité de feves de
cacao et le rendement avec une charge positive. La PC2, représentant 34,6 % de la variabilité,
était expliquée par le manque de claies, avec une charge positive en opposition a la
recommandation, qui était chargée négativement. L'utilisation de supports tels que les claies
étaient caractérisées par la recommandation, tandis que I'utilisation de baches en polypropylene
et de baches en plastique était expliquée par le manque de claies. En revanche, les aires
cimentées étaient associées au séchage rapide, au rendement et a la quantité de feves de cacao

a sécher.
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2.  DISCUSSION

Le contexte socio-culturel des trois zones d'étude exerce une influence notable sur le
role occupé par les femmes au sein des communautés dédiées a la culture du cacao. Les résultats
de l'enquéte indiquent une prédominance masculine dans le secteur cacaoyer, avec des
proportions significatives de participants masculins : 89,6 % dans la zone de San-Pédro, 92,8
% dans la zone de Soubré, et 93,2 % dans la zone de Daloa. La prépondérance masculine dans
ce domaine pourrait s'expliquer par la nature ardue de ce travail demandant un effort physique
et un courage particulier.

Par ailleurs, la sous-représentation des femmes dans le domaine de la cacaoculture peut
étre attribuée a des facteurs évoqués par Kouakou et al. (2018) qui selon lesquels le role
traditionnellement assigné aux femmes est centré principalement sur la reproduction familiale.
En effet, historiquement exclues de 1'héritage foncier, les femmes jouent un role actif dans la
production vivriere durant les premieres phases de la culture cacaoyere. Cependant, au-dela de
cette période initiale, leur implication dans I'exploitation du cacao devient marginale, se limitant
fondamentalement aux activités de cassage et de transport des feves.

Le matériel de fermentation utilisé par les producteurs de cacao dans les trois zones
enquétées se compose principalement de sacs en polypropylene, sacs en jute, de baches en
polypropylene, de cabosses de cacao, feuilles de palmier, feuilles de bananier et de bache en
plastique noir. La proportion d'utilisation des supports de fermentation constitués de baches
plastiques était supérieure a celle des autres supports dans toutes les localités étudiées avec
51,36 £ 3,68 % contre 32,96 + 11,35 % pour les sacs (polypropylene, jute), 2,5 + 2,2 % pour
les baches en polypropylene et 25,03 + 10,9 % pour les feuilles de bananier (Support témoin).
Les caisses en bois ne sont pas utilisées dans les rtrois zones d’étude.

Les résultats different de ceux obtenus par Kouakou et al. (2018), qui ont rapporté un
pourcentage d'utilisation de feuilles de bananier comme supports de fermentation de 70 %, 60
% et 64 % respectivement a Abengourou, Oumé et Soubré. Cette disparité pourrait s'expliquer
par les variations climatiques impactant négativement les bananiers et par l'expansion des
cacaoyers, étouffant fréquemment les bananiers dans les plantations cacaoyeres.

Cependant, 1’absence d’utilisation des caisses en bois pourrait €tre attribuée a la
complexité de leur fabrication et aux dommages causés par les termites en l'absence de
conditions de conservation appropriées (Yao, 2014). Selon les observations d’ Ardhana et Fleet
(2003), I’adoption de la fermentation en caisse reste peu courante parmi les producteurs,

notamment en raison des ressources financieres nécessaires a 1’acquisition de ce type
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d’équipement. Ces derniers privilégient généralement des méthodes de fermentation plus
traditionnelles, auxquelles ils sont depuis longtemps habitués. Les cabosses de cacao et les
feuilles de palmier ont été généralemnt constaté lors des échanges avec les producteurs et sont
utilisés pour leurs disponibilités et [’accessibilit¢ bien qu’ils soient utilisés avec des
pourcentages relativement faibles. En effet, I'utilisation des cabosses de cacao comme supports
de fermentation pourrait €tre envisagée, étant donné que ces cabosses sont produites
naturellement par le cacaoyer. Par ailleurs, bien que les baches en polypropyléne soient
couteuses, leur utilisation pourrait permettre de surmonter les défis liés a la gestion de grandes
quantités de feves fraiches a fermenter.

La durée de fermentation des feves dans les trois zones d’étde varie en fonction de la
période de récolte, distinguant la saison des pluies ou de la saison seche. Une moyenne de temps
de fermentation générale est comprise entre 5 a 7 jours a été observée a 66,87 + 15,95 % et
conforme aux normes requises pour une fermentation efficace. Dans la zone de San-Pédro,
45,5 % des producteurs présentent une durée de fermentation inférieure ou égale a quatre jours,
tandis que 55,5 % se situent entre 5 et 7 jours. Les pourcentages correspondants dans la zone
de Soubré sont de 14,9 % inférieure ou égale a quatre jours contre 85,1 % entre 5 et 7 jours, et
dans la zone de Daloa, de 40 % inférieure ou égale a quatre jours contre 60 % entre 5 et 7 jours.

Ces résultats témoignent d'une fermentation parfois méprisée dans les localités
examinées. Nos résultats sont attestés par les études menées par Camu et al, (2008), qui ont
signalé une insuffisance générale de temps de fermentation dans toutes leurs zones d'étude en
Cote d'lvoire. Cette disparité peut s'expliquer par l'influence des saisons de pluies et de
secheresse. Selon les producteurs, pendant la saison des pluies, le temps de fermentation est
réduit au profil du temps de séchage qui s'allonge permettant aux feves de poursuivre la
fermentation. En revanche, pendant la saison seche, les temps de séchage sont plus courts,
limitant la possibilité pour les feves de mener a bien le processus de fermentation.

Le brassage des feves de cacao est une étape cruciale visant a uniformiser le processus
de fermentation, prévenant la formation de feves ardoisées ou insuffisamment fermentées,
comme le soulignent Guéhi et al. (2010). Cependant, le brassage des feves pendant la
fermentation est largement sous-pratiqué dans l'ensemble des trois régions étudiées. La
proportion de brassage était faible dans toutes les zones d’étude : 6,3 % (Soubré), 5,1 % (San-
Pédro) et 4,5 % (Daloa) conforme aux constatations de Kouakou et al, (2018). Selon Aneani &
Takrama (2006), de nombreux producteurs manquent d'informations sur l'importance du

brassage pendant la fermentation pour I'hnomogénéité des feves et leurs qualités finales.

119



Résultats et discussion

Les diverses pratiques de fermentation adoptées par les producteurs trouvent leur
justification dans plusieurs raisons qui ont été évoquées lors de nos entretiens. Les échanges
avec les chefs de village et les producteurs ont permis de recueillir ces motivations a 1'égard de
I'adoption de nouvelles méthodes de fermentation. Il est notable que tous les producteurs
interrogés n'ont en aucun cas abandonné l'utilisation des feuilles de bananier, qu'ils considerent
comme le support de fermentation incontestable.

En effet, ces producteurs bénéficient des avantages de la fermentation réalisée sur les
feuilles de bananier, en raison de 1'association fréquente des cacaoyers avec les bananiers. Cette
pratique permet de bénéficier de 'ombrage offert par les bananiers pendant les premieres années
de production. Ainsi, les feuilles de bananier sont ais€ément accessibles et sont couramment
employées pour la fermentation, comme souligné par Kouakou et al. (2018). Mais, au cours de
I'enquéte, d'autres raisons ont émergé en faveur de l'adoption de nouvelles pratiques de
fermentation des feves de cacao. Les résultats révelent que la dégradation progressive des sols
ne permettait plus le développement des bananiers dans les plantations de cacaoyers. De plus,
au-dela de cinq ans apres la mise en place de la plantation, l'ombrage généré par les cacaoyers
entrainait la disparition des bananiers dans les champs de cacaoyers.

Les analyses de corrélation menées sur les motivations liées a la diversification des
pratiques post-récolte ont révélé que les feuilles de bananier sont largement per¢cues comme des
supports de fermentation efficaces. De plus, cettte pratique était motivée par plusieurs facteurs,
notamment les recommandations des coopératives encadrantes, la recherche du jus de cacao
apprécié comme boisson et la qualité des feves obtenues apres le séchage. Les feuilles de
bananier étaient plus utilisées dans la région du Haut-Sassandra et expliquées par la
disponibilité des bananiers dans les champs et leurs environs, permettant aux producteurs
d'acquérir facilement les feuilles nécessaires a la fermentation.

En revanche, l'utilisation de baches en polypropylene, de baches plastiques et de feuilles
de palmier était davantage motivée par l'insuffisance, voir le manque de feuilles de bananier
dans ces régions. Certains ont également mentionné l'impact de l'acidité du sol générée par
l'océan Atlantique, qui influence la zone de San-Pédro et entrave le développement des
bananiers. Par ailleurs, 1'utilisation de sacs comme supports de fermentation était motivée par
la récurrence de vols de feves fraiches constatée ces dernieres années dans les champs. Afin de
faire face a cette situation, I'écabossage est effectué directement dans les sacs qui sont scellés
et disposés en bordure de routes. A la fin de I'écabossage, des véhicules de transport ou des

motos (tricycles) les récuperent directement pour les convoyer au village, et apres un délai de
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cinq jours, le processus de séchage est initié. Les producteurs ont également argumenté que
cette pratique les protégeait des dommages pendant les saisons de pluies, car les sacs leur
permettaient de conserver les feéves fraiches plus longtemps.

Par ailleurs, 'utilisation des cabosses de cacao était limitée a une seule occasion des cas
d'oubli de certains tas lors du ramassage. Pendant la cueillette, de petits tas sont préalablement
disposés pour faciliter la visibilité lors de la constitution de tas plus importants, généralement
réalisée par les femmes. Cependant, il arrive parfois que d'autres petits tas soient oubliés et
échappent a I'écabossage initial. Ainsi, les producteurs, constatant ces cabosses oubliées apres
quelques jours, procedent a une micro-fermentation dans les cabosses, qui sont fractionnées a
l'aide de gourdins. Les feves sont ensuite conservées a l'intérieur pendant 3 a 4 jours de
fermentation avant d'étre séchées séparément.

Les résultats de l'enquéte révelent que la bache plastique noire, la bache en
polypropylene, les aires cimentées et les claies constituent les quatre principaux types d'aires
de séchage. Parmi les 919 personnes interrogées dans les trois zones de culture de cacao, les
baches en plastique sont les supports les plus largement utilisés pour le séchage, avec des
fréquences de 69,3 % dans la zone de San-Pédro, 81,3 % dans la zone de Soubré et 88,6 % dans
la zone de Daloa. Quant aux baches en polypropylene, leur utilisation vient au second plan
apres les baches plastiques. En effet, ce sont 29, 8 % des personnes enquétées a San-Pédro, 17,4
% a Soubré et 10 % a Daloa qui utilisent ces supports pour le séchage.

Ces résultats divergent de ceux obtenus par Kouakou et al. (2018), qui ont identifié les
supports de séchage tels que claies, aires cimentées et bache plastique, avec les claies en téte
avec une fréquence de plus de 50 %. Ces variations refletent les évolutions auxquelles les
producteurs sont confrontés au fil du temps dans la culture du cacao. Toutefois, 1'utilisation des
baches en polypropyléne pour le séchage des féves a connu une augmentation au fil des années,
en raison de 1'absence des claies, comme 1'ont confirmé les producteurs lors des entretiens. Les
producteurs ont expliqué que les matériaux nécessaires a la fabrication des claies, en particulier
le bambou, ont été détruits ces dernieres années en raison de I'expansion de la riziculture. En
effet, ces bambous poussent généralement dans les basfonds, désormais consacrés a la
riziculture pour répondre aux besoins alimentaires.

Le temps de séchage dans les zones de San-Pédro et de Daloa était de 5 jours avec au
moins 50 % des producteurs, tandis que dans la zone de Soubré, 55 % des producteurs
consacrent un temps de séchage compris entre 6 et 7 jours. Ces lacunes dans le processus de

séchage sont des pratiques préjudiciables a la qualité des feves de cacao. En effet, le séchage,
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en plus de déshydrater les feves, permet d'éliminer 1'acide, notamment volatil, formé lors de la
fermentation (Jaquet et al., 1980). Un séchage insuffisant entraine ainsi des feéves présentant
des taux d'humidité et d'acidité volatils élevés.

Les choix des différents supports de séchage ont été justifiés par plusieurs raisons,
comme révélé par I'analyse en composantes principales. Il apparait que les claies sont préférées
pour leur rendement satisfaisant et sur recommandation. En revanche, 1'utilisation des autres
supports est souvent motivée par le manque de bambou pour la fabrication des claies et la

nécessité de traiter de grandes quantités de feves a sécher.

3. CONCLUSION PARTIELLE

La fermentation des feves de cacao en Cote d'Ivoire présente des variations
significatives selon les régions de production. Les supports utilisés pour cette étape incluent
principalement les feuilles de bananier, les feuilles de palmier, les baches en polypropylene, les
sacs (en jute ou en polypropylene), les cabosses de cacao, ainsi que les baches plastiques.

Parmi ces zones, seule la zone de Soubré se distingue par une préférence marquée pour
l'utilisation des feuilles de bananier apres les baches plastiques. La durée de fermentation,
généralement inférieure a cing jours (entre 2 et 5 jours) dans les zones de San-Pédro et de Daloa,
est d'environ six jours dans la zone de la soubré. Toutefois, ces durées restent inférieures a la
durée minimale de sept jours recommandés pour une fermentation optimale.

Par ailleurs, dans ces trois zones d’étude, le séchage des feves s'effectue principalement
a l'air libre, a l'aide de supports variés, notamment les claies, les aires cimentées, les baches en
polypropylene et les baches plastiques noires. De maniere générale, la zone de Soubré présente
une meilleure efficacité dans les processus de fermentation et de séchage des feves de cacao.

Cependant, ces pratiques spécifiques pourraient influencer directement la qualité
commerciale, microbiologique, biochimique et organoleptique des feves de cacao et des
produits dérivés. Il est donc essentiel d'évaluer 1impact de ces technologies post-récolte,
notamment les supports de fermentation qui est I’acteur du developement des aromes, sur la
qualité finale des feves afin d'assurer leur valeur marchande et leur conformité aux normes de

qualité internationales.
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CHAPITRE II: VARIATION DES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES ET
MICROBIOLOGIQUES AU COURS DE LA FERMENTATION

La mise en place des différents dispositifs de fermentation des féves de cacao est un
processus essentiel pour assurer la qualité et le développement des ardmes caractéristiques du
cacao. Le chapitre précédent a permis d'identifier cinq nouveaux supports de fermentation
utilisés par les producteurs pour la fermentation des feves de cacao en Cote d'Tvoire. Cependant,
les données sur la qualité des feves fermentées sur ces supports sont actuellement limitées.

L'objectif de ce chapitre est d'évaluer les nouveaux supports de fermentation en suivant
de maniere rigoureuse le processus et analiser la qualité finale des feves de cacao obtenues. Ces
résultats seront ensuite comparés a celles fermentées sur des feuilles de bananier (Témoin). Il
s'agit donc d'évaluer la variation des parametres physico-chimiques et microbiologiques au
cours de la fermentation, susceptibles dimpacter la qualité finale des feves de cacao.

Pour une meilleure analyse, une codification a été utulisé pour un méme support de
fermenatation dans les trois zones d’étude :

F1 pour les feuilles de bananier (Support Témoin),

F2 pour les feuilles de pamier,

F3 pour les cabosses de cacao,

F4 pour les baches en polyprpylene,

FS pour sacs en polyprpylene

F6 pour les sacs en jute
1. RESULTATS

1.1. Evolution de la température et du pH de fermentation

La cinétique de variation de la température et du pH a suivi une tendance similaire, avec
une augmentation progressive des le premier jour de fermentation. Les valeurs maximales de
pH ont été enregistrées entre les jours 3 et 5, tandis que la température a culminé entre 25 et 50
°C, avant de diminuer en phase finale de fermentation (Figure 44).

Les résultats observés avec les feves de variété Forastero dans les zones de San-Pédro
et de Daloa, ont présenté des valeurs plus proches avec quelques différences significatives (p <
0,05) comparés aux différents supports de fermentation. En effet, la plage de température
observée a San-Pédro (25 a 50 °C) était légerement supérieure a celle de Daloa (24 a 47 °C).
Cependant, avant le premier brassage (jour 2) a San-Pédro, la température a été comprise entre

26 et 47 °C, tandis qu'a Daloa, elle oscillait entre 26 et 45 °C. Les feves en fermentation sur les
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supports F2 (47,93 £+ 0,76 °C) et F6 (46,67 = 0,55 °C) ont affiché une température de
fermentation plus élevée comparée au témoin F1 (45,67 + 0,35 °C) a San-Pédro.

Dans la zone de Daloa, ce sont plutét les feves en fermentation sur le support témoin F1
(45,83 = 1,34 °C) qui ont montré une grande température de fermentation suivi de celles
fermentées sur le support F4 (43,43 + 0,77 °C). Apres le premier brassage, la température a
repris sa croissance pour atteindre la valeur maximale de 50 °C a San-Pédro et 47 °C a Daloa
avant de diminuer les derniers jours de la fermentation.

Dans la zone de San-Pédro, les feves en fermentation sur le support témoin F1 (50,00 £
0,50 °C) et F2 (50,33 £ 0,50 °C) avaient la plus grande température de fermentation apres quatre
jours. Les feves issues de F5 (48,53 + 1,88 °C) au jour 5, F6 (47,10 £ 1,84 °C) et F4 (46,33 +
2,14 °C) au jour 4 avaient des températures de fermentations similaires. Quant aux feves en
fermentation sur le support F3, elles ont observé la plus faible température de fermentation avec
une valeur maximale de 35,33 + 1,15 °C au jour 3 de la fermentation.

Dans la zone de Daloa, ce sont plutdt les feves en fermentation sur les supports F5 (47,43
+ 4,33 °C) au jour 5 et F4 (45,96 £ 1,12 °C) au jour 4 qui ont obtenues les valeurs maximales
de température proche du support témoin F1 (46,73 £ 1,76 °C) au jour 4 de la fermentation.
Cependant, les feves en fermentation sur les supports F6 (41,56 = 1,25 °C) au jour 4 et F2
(44,63 + 0,90 °C) au dernier de fermentation ont enregistré une température moyenne avec des
différences significatives (P<0,05). Les feves en fermentation sur le support F3 (33,63 + 1,06
°C) a montré une température plus faible dans tous les supports analysés.

L’analyse des échantillons de la variété Mercedes collectés dans la zone de Soubré a
montré une évolution de la température de 26 °C a 46 °C, proche de celle obtenue avec les feves
de la variété Forastero. Avant le brassage, la température a atteint son maximum dans la masse
de feéves en fermentation sur le support F2 (38,60 £ 0,69 °C), suivi de F4 (37,40 £ 1,51 °C). En
revanche, la température la plus basse a été enregistrée pour les feves fermentées sur le support
F3 (31,83 £ 0,76 °C). Apres le brassage, une augmentation supplémentaire de la température a
été observée, atteignant son maximum avec les feves en fermentation sur le support témoin F1
(46,73 £ 0,25 °C), proche de F2 (46,67 + 1,52 °C) et F4 (46,50 + 0,50 °C) au jour 4 de la
fermentation. Les féves en fermentation sur les supports F5 (43,96 £ 0,83 °C) au jour 5 et F6
(42,40 + 1,35 °C) ont présenté des températures moyennes. La température de fermentation la
plus basse a été observée au jour 4 sur le support F3 (38 °C).

La variation de la température de fermentation a également conduit a une variation du

pH au cours de la fermentation. En effet, 1’analyse de la cinétique de croissance des deux

124



Résultats et discussion

variétés étudiées a montré une augmentation du pH de 2 a 6 sur l'ensemble des supports dans
les trois zones d’étude. Le pH était plus acide pendant les trois premiers jours de fermentation,
puis a augmenté au cours des jours suivants.

Dans la zone de San-Pédro, la plus grande valeur de pH a été enregistrée pour les feves
en fermentation sur le support F2 (5,99 + 0,01) au jour 4. Cette valeur est proche de celle
enregistrée pour les feves en fermentation sur le témoin F1 (6,17 + 0,58) au jour 5. Les feves
en fermentation sur les supports F3 (jours 3 a 4) et F5 (jours 2 a 4) ont montré un pH plus acide
tout au long du processus. La valeur maximale de pH a été enregistrée le dernier jour de
fermentation, soit 4,37 + 0,34 pour F3 et 4,84 + 0,07 pour F5 au jour 5.

Dans la zone de Daloa, le pH était de 4,68 = 0,07 au jour 6 sur le support F3 et de 4,95
+ 0,01 au jour 3 sur le support FS. De méme que la zone de Daloa et San-Pédro, la variation du
pH était a la méme allure d’évolution entre 2 et 6 dans la zone de Soubré sur I’ensemble des
supports. Les valeurs les plus élevées ont été enregistrées avec les feves en fermentation sur les
support F4 (4,81 + 0,15) au jour 4, et le support F2 (6,21 £ 0,01) au jour 6 semblable a la valeur
maximale observée avec les feves en fermentation sur le support témoin F1 (6,38 + 0,03) au
dernier jour de la fermentation. Tout comme la variété Forastero a San-Pédro et Daloa, les
feves en fermentation sur les supports F3 et F5 ont enregistré la plus faible valeur de pH
comprise entre 2 et 4. Cependant, les valeurs maximales ont été observées au jour 6 avec sur le

support F3 (4,38 + 0,02) et au jour 4 sur le support F5 (4,81 £ 0,15).
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Figure 44: Evolution de la température et du pH au cours de la fermentation

F1 SP : Feuille de bananier San-Pédro ; F2 SP : Feuille de palmier San-Pedro ; F3 SP : Cabosse de cacao San-
Pédro ; F4 SP : Bdche en polypropyléne San-Pédro ; F5 SP : Sac en polypropyléne San-Pédro ; F6 SP : Sac en
Jjute San-Pédro ; DA : Daloa ; SB : Soubré; ; J1: Jour 1; J2 : Jour 2 ; J3: Jour 3; J4: Jour 4 ;J5: Jour5 ;
J6 : Jour 6

1.2. Croissance de la flore microbienne au cours de la fermentation

La cinétique de croissance totale des levures, des bactéries lactiques, des bactéries

acétiques et des Bacillus au cours de la fermentation dans les différents supports de fermentation
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est illustrée par la Figure 45. Les résultats ont mis en évidence une corrélation positive entre la
croissance microbienne, le temps et le support de fermentation.

L’analyse des résultats du dénombrement de la population levurique a révélé une
population comprise entre 1 et 3.10° UFC/g pour les féves de variété Forastero, et entre 1 et
2.10° UFC/g pour les feves de variété Mercedes. La croissance maximale des levures a été
enregistrée au cours des premiers jours de fermentation, avec les feves fermentées sur le support
F5 (3,54 + 0,14.10° UFC/g), soit environ trois fois la valeur enregistrée sur le support témoin
F1 (1,72 = 0,03 10° UFC/g) au jour 2. Sur les autres supports, la population de levures était
d'environ 2. 10¢ UFC/g a San-Pédro. Quant a la zone de Daloa, la population la plus importante
a été dénombrée sur le support témoin F1 (3,20 + 0,23.10° UFC/g) suivie de F5 (2,50 + 0,12)
au jour 2 de la fermentation.

Par ailleurs, dans la zone de Soubré avec la variété Mercedes, la croissance des levures
a été observée avec une variabilité entre 1,36 et 2,5.10° UFC/g, plus faible que celle de la variété
Forastero. Les feves fermentées sur le support F5 (2,50 + 0,12.10¢ UFC/g) ont enregistré la
plus grande population au troisieéme jour de la fermentation, soit approximativement deux fois
supérieur aux valeurs obtenues sur le support témoin F1 (1,18 + 0,00.10° UFC/g) enregistré au
deuxieme jour de la fermentation. Les feves issues des supports F2 (1,89 + 0,16.10° UFC/g) et
F6 (1,78 £ 0,07.10° UFC/g) au troisi¢me jour de la fermentation ont également montré une plus
grande croissance de levures comparée au support témoin.

Cependant, la fermentation sur le support F3, dans toutes les zones d'étude, a montré
une croissance maximale des levures avec un retard par rapport aux autres supports. Une
population de 2,87 £ 0,21.10° UFC/g au quatriéme jour a San-Pédro, 2,12 + 0,16.10° UFC/g au
quatrieme jour a Soubré, et 2,70 +0,12.10° UFC/g au sixiéme jour de fermentation dans la zone
de Daloa a été observée.

La croissance des bactéries lactiques s'est échelonnée entre 0 et 26.10" UFC/g sur
l'ensemble des supports dans les trois zones d’étude. Plus spécifiquement, avec les feves de
variété Forastero analysées, sa croissance a évolué 0 a 26.10" UFC/g a San-Pédro tandis qu’elle
évoluait plus faiblement 2 Daloa avec une population comprise entre 0 et 17.10” UFC/g. La
croissance était plus accrue dans la masse de feves en fermentation sur le support F5 (26,49 +
0,57.107 UFC/g) au jour 3 de la fermentation a San-Pédro suivi de F4 (23,27 + 2.31.107 UFC/g)
comparer 2 la valeur maximale obtenue sur le support témoin F1 (20,45 £ 0,12.10” UFC/g). La

croissance des bactéries lactiques dans la masse de feves fermentée sur le support F3 a atteint
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son maximum au quatri¢me jour avec une population plus faible (11,95 + 0,06.10" UFC/g) par
rapport aux autres supports.

Dans la zone de Daloa, la croissance maximale des levures a été enregistrée au troisieme
jour avec les feves fermentées sur le support témoin F1 (17,50 = 0,64 x 107 UFC/g), suivi des
supports F6 (16,63 = 0,25. 107 UFC/g) et F4 (16,27 £ 0,77. 107 UFC/g) au jour 2. Le support
F5 a montré une croissance maximale légerement plus tard, au jour 5, avec 16,95 + 0,45 .107
UFC/g, tandis que la plus faible population, soit 9,90 + 0,25.107 UFC /g, a été enregistré sur le
support F3 au jour 5.

Toutefois, la croissance des bactéries lactiques pour la variété Mercedes a Soubré a

évolué de 0 2 22,95.10" UFRC/g. Sa croissance maximum a été atteinte tardivement comparer a
la variété Forastero. Les feves fermentées Témoin F1 (20,36 + 1,80.107 UFC/g) suivi de F4

(18,40 + 1,35.10' UFC/g) et F5 (16,72 = 0,77.10' UFC/g).

La fermentation dans la cabosse de cacao a également enregistré une plus faible
population de bactéries lactique. Soit 11,95 * 0,06.10” UFC/g au quatrieme jour de la
fermentation 4 San-Pédro, 9,90 + 0,25.10" UFC/g a Daloa et 10,31 * 0,06.10" UFC/g au
cinquieme jour de la fermentation.

Les bactéries acétiques ont montré une croissance notable dans les trois zones étudiées,
variant de 13,13 2 40,10” UFC/g. Pour la variété Forastero, 1a croissance des bactéries acétiques
était comprise entre 5 et 33,10" UFC/g, comparable a celle observée avec les feves de variété
Mercedes (entre 9 et 40,00 .10” UFC/g) avec des différences significatives (P<0,05). Dans la
zone de San-Pédro, les feves fermentées sur le support F2 ont montré la population la plus
¢levée (37,09 +0,00.107 UFC/g), suivies de celles sur le support F6 (33,27 =5 ,01. 107 UFC/g)
au jour 4 de la fermentation. Ces valeurs étaient supérieures a la population maximale
enregistrée sur le support témoin F1 (31,5 £ 0,70. 107 UFC/g) au jour 5 de la fermentation.

Dans la zone de Daloa, la population de bactéries acétiques variait entre 18,68 et 33,107
UFC/g. La croissance maximale a été atteinte avec les feves fermentées sur le support F2 (33,00
+0,00.10” UFC/g) au jour 5, dépassant la valeur maximale enregistrée sur le support F1 (28,68
+ 0,19.107 UFC/g) au méme jour. Les féves fermentées sur les supports F4 (27,04 + 0,19.10’
UFC/g) et F5 (26,68 + 0,45.10" UFC/g) ont montré des valeurs proches de celles du support
témoin au jour 5. La plus faible croissance a été observée sur le support F3 (13,13 + 1,74.107
UFC/g) au jour 4 a San-Pédro, tandis que dans la zone de Daloa, elle a été enregistrée sur le

support F6 (18,68 + 0,57.107 UFC/g) au dernier jour de la fermentation.
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En ce qui concerne la zone de Soubré avec la variété Mercedes, la population de
bactéries acétiques a varié de 0 a4 40,107 UFC/g. La croissance maximale a été atteinte au jour
5 sur le support témoin F1 (40,00 £ 0,38 107 UFC/g), similaire a celle observée sur le support
F2 (38,5 + 0,32.107 UFC/g) au jour 4. La plus faible population a été observée sur le support
F3 (13,14 + 1,74.10” UFC/g) au jour 4 de la fermentation.

Le développement des bactéries du genre Bacillus s'est avéré semblable et plus
prononcé durant les derniers jours de la fermentation sur lI'ensemble des supports, avec une
variation entre 1,59.107 et 16,59.107 UFC/g. L'analyse des feves de la variété Forastero a
montré une population comprise entre 0 et 16,59.10" UFC/g 4 San-Pédro, tandis qu'a Daloa, elle
évoluait de maniére légeérement plus faible, entre 0 et 11,95.10” URC/g. La population maximale
a été enregistrée au jour 6 de la fermentation avec les feves fermentées sur le support témoin
F1 (16,59 + 0,57.107 UFC/g), suivi du support F4 (10,68 + 0,32.107 UFC/g) & San-Pédro. Le
support F3 a toutefois enregistré la plus faible population (7,31 + 0,45.107 UFC/g) au dernier
jour de la fermentation.

A Daloa, la population la plus élevée a également été enregistrée sur le support témoin
F1 (11 £ 0,70.10" UFC/g) au jour 6 de la fermentation, 1égérement supérieure 2 la croissance
maximale observée sur le support F6 (9,68 + 1,48.10’7 UFC/g). La plus faible population a
toujours ét€ observée sur les feves fermentées sur le support F3 (1,92 + 0,12.107 UFC/g), soit
cinq fois inférieure a celle du support témoin F1.

Dans la zone de Soubré, avec la variété Mercedes, 1a population des Bacillus était plus
faible, variant de 0 4 2,59.10” UFC/g. La croissance maximale a été atteinte au jour 4 avec les
feves fermentées sur les supports témoins F1 (2,59 + 0,32.10” UFC/g) et F2 (2,50 + 0,38.107
UFC/g), environ deux fois supérieure a la plus faible population observée sur les feves
fermentées sur le support F5 (1,59 +0,77.10” UFC/g) au méme jour 4. La plus faible population

a été enregistrée sur les féves fermentées sur le support F5 (0,27 + 0,00.10’ UFC/g).
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Figure 45: Evolution de la flore microbienne au cours de la fermentation
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1.3. Temps de croissance maximal des différents microorganismes cibles

Pour une meilleure visibilité, les différents pics atteints par ces microorganismes au cours
de la fermentation dans chaque support de fermentation ont été répertoriés dans le Tableau
XVIIIL 11 ressort que les levures et les bactéries lactiques ont été présentes au début des
fermentations et elle s’est ensuite augmentée jusqu’a des populations maximales selon le
support de fermentation et de la zone d’étude. Quant aux bactéries acétiques et Bacillus leurs
croissances se sont révélées majoritaire les derniers jours de la fermentation dans 1’ensemble.
Toutefois, les cabosses de cacao ont été les seuls supports ou la croissance des levures et
bactéries a atteint son maximum avec un retard en comparaison aux taux de croissance sur les

autres supports.

Tableau XVIII: Pic de croissance des différents microorganismes cible

Levure et moisissure Bactérie Lactique (LAB)  Bactérie Acétique  Bacillus
(AAB)
Zone Support T.E Taille T.E Taille (UFC/gde T.E Taille T.E Taille
d’étude (UFC/g de pulpe) (UFC/g de (UFC/g de
pulpe) pulpe) pulpe)
San- F1 J2 1,72.10° 12 20,45.107 J5 31,50.107 J6 16,59.107
Pédro F2 12 2,16.10° 12 19,45.107 J4 37,09.107 I5 09,45.107
F3 J4 2,87.10° J4 11,95.107 J4 13,13.107 J6 07,36.107
F4 J2 2,74.10° 13 23,27.107 J4 31,54.107 J5 10,68.107
F5 13 3,54.10° 13 26,49.107 I5 29,22.107 I5 03,59.107
F6 12 2,66.10° 12 19,36.107 J4 33,27.107 J6 03,64.107
Soubré Fl1 13 1,64.10° J5 20,36.107 J5 40,00.107 J4 02,59.107
F2 J3 1,89.10° J4 16,05.107 J4 38,50.107 J4 02,55.107
F3 J4 2,12.10° J5 10,32.107 J6 21,59.107 J2 02,18.107
F4 J3 1,36.10° J5 18,41.107 J5 33,95.107 I5 02,09.107
F5 J3 2,50.10° J4 17,95.107 13 26,31.107 I3 02,18.107
F6 13 1,78.10° J4 17,90.107 J5 25,27.107 13 01,59.107
Daloa F1 J2 3,20.10° 13 17,50.107 J5 28,68.107 J6 06,54.107
F2 J2 1,88.10° 12 11,22.107 J5 33,00.10’ 12 06,59.107
F3 J6 2,70.10° J5 09,90.107 J6 18,45.107 J4 01,90.107
F4 J3 1,87.10° 12 16,27.107 J5 27,04.107 12 04,31.107
F5 J3 1,99.10° J5 16,95.107 J5 26,68.107 J4 02,40.107
F6 J3 1,48.10° 12 16,63.107 J6 18,68.107 IS 09,68.107

F1: Feuille de bananier; F2 : Feuille de palmier; F3: Cabosse de cacao; F4: Bdche en polypropylene ; F5: Sac
en polypropyléne; F6: Sac en jute San

1.4. Variation de la concentration des sucres réducteurs et des acides organiques au

cours de la fermentation

1.4.1.Variation de la concentration des sucres réducteurs au cours de la

fermentation

La composition en sucres réducteurs et acides organiques analysée par HPLC est

illustrée par la Figure 46. Les résultats ont révélé que la concentration des sucres réducteurs
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(Fructose et glucose) a augmenté les premiers jours de la fermentation avant de baisser a la fin
de la fermentation avec tous les échantillons analysés. Toutefois, la concentration du fructose
était plus élevée que celle du glucose.

La concentration en glucose variait selon le support de fermentation, la zone d'étude et
la variété analysée. Pour la variété Forastero, la concentration en glucose oscillait entre 1,47 et
5,75 mg/g a Daloa, et entre 1,02 et 3,92 mg/g a San-Pédro. La valeur maximale pour la variété
Forastero a été observée au jour 1 de la fermentation avec les feves fermentées sur le support
témoin F1 (5,75 + 0,05 mg/g) et le support F6 (5,00 + 0,20 mg/g) a Daloa. A San-Pédro, les
feves fermentées sur le support F6 (3,90 + 0,07 mg/g) ainsi que sur le support témoin F1 (3,16
+ 0,04 mg/g) au jour 3 de la fermentation ont également montré des concentrations élevées en
glucose, tout comme celles sur le support F3 (3,92 + 0,05 mg/g).

Dans la zone de Soubré, pour la variété Mercedes, la concentration de glucose a été
faible sur tous les supports de fermentation, variante entre 0,05 et 0,59 mg/g. Cette
concentration €tait environ dix fois inférieure a celle mentionnée a Daloa et six fois a celle de
San-Pédro. Les concentrations les plus élevées de glucose ont été observées avec les feves
fermentées sur le support F5 (0,59 + 0,07 mg/g) au jour 1 de la fermentation. Ces valeurs étaient
cinq fois supérieures a celles du support témoin F1 (0,12 + 0,02 mg/g) au mé€me jour.

La concentration en fructose pour la variété Forastero a varié de 1,46 a 4,86 mg/g dans
la zone de San-Pédro, tandis qu'elle oscillait entre 1,41 et 7,12 mg/g a Daloa. Les valeurs les
plus élevées ont été observées sur les supports témoins F1 (5,93 + 0,32 mg/g) et le support F6
(5,92 £ 0,08 mg/g) au jour 2 de la fermentation a Daloa. Les feves fermentées sur le support F3
(7,12 £ 0,03 mg/g) ont enregistré la concentration la plus élevée, mais au dernier jour de la
fermentation. Toutefois, des concentrations similaires ont été observées a San-Pédro, sur les
mémes supports qu’a Daloa. Notamment, les feves en fermentation sur le support F6 (4,63 +
0,04 mg/g) au jour 2, le support F3 (4,86 + 0,03 mg/g) au jour 1 de la fermentation et le support

témoin F1 (4,01 £ 0,14 mg/g) au jour 3 de la fermentation.

Dans la zone de Soubré, la concentration en fructose varie entre 0 et 1, 65 mg/g. Les
feves en fermentation dans les supports F3 (1,46 + 0,05 mg/g), F6 (1,19 + 0,06 mg/g) et le

témoin F1 (1,65 £ 0,08 mg/g) ont enregistré les plus grandes concentrations en fructose.
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Figure 46: Variation de la concentration en sucre réducteur au cours de la fermentation

F1 SP : Feuille de bananier San-Pédro ; F2 SP : Feuille de palmier San-Pédro; F3 SP : Cabosse de cacao San-
Pédro ; F4 SP : Bdches-en polypropylene San-Pédro ; F5 SP : Sac en polypropyléne San-Pédro ; F6 SP : Sac en
jute ; J1 : Jour 1 ; J2 : Jour 2 ; J3 : Jour 3 ; J4 : Jour4 ; J5 : Jour 5 ; J6 : Jour 6.

1.4.2.Variation de la concentration des acides organiques au cours de la

fermentation

L'évaluation exhaustive des feves issues de chaque support de fermentation, basée sur
les acides organiques identifiés dans I’ensemble des trois zones d’étude : I’acide citrique,
I’acide lactique, 1’acide acétique, 1’acide oxalique et I’acide succinique a été conduite via une
classification hiérarchique agglomérative conjointe a une carte thermique et représenté par la
Figure 47 (du bleu représentant la plus faible valeur au rouge représentant la valeur la plus
élevée). Les résultats obtenus révelent qu’avec les féves de variété Forastero dans les zones de
San-Pédro et Daloa, les principaux acides organiques majoritaires étaient 1’acide citrique,
I’acide lactique et I’acide acétique. Alors que celle de la variét¢ Mercédes dans la zone de

Soubré, était I’acide oxalique, I’acide succinique, ’acide acétique et 1’acide lactique.
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La concentration en acide citrique a montré une diminution progressive de 15,44 a 1,08
mg/g a San-Pédro et de 10,06 a 1,08 mg/g a Daloa. Initialement, l'acide citrique était plus
concentré avec les feves fermentées sur les supports F4 (15,44 + 0,04 mg/g) au jour 1 et le
support F3 (13,62 + 0,04 mg/g), comparé a 9,76 + 0,03 mg/g sur le support témoin (F1). La
diminution a été¢ plus marquée avec les feves fermentées sur le support F3 (1,98 + 0,02 mg/g)
au jour 6 de la fermentation, contre 5,12 + 0,04 mg/g pour le support témoin au méme jour
(Figure 47). A Daloa, initialement les concentrations en acide citrique des féves en fermentation
sur les supports témoins F1 (10,06 + 0,06 mg/g), F5 (8,50 + 0,40 mg/g), F3 (8,40 + 0,30 mg/g),
et F6 (8,03 + 0,04 mg/g) étaient plus élevées au jour 1. Cependant, la baisse de concentration a
été avec les feves fermentées sur les supports F6 (1,08 + 0,02 mg/g) au jour 6.

La concentration en acide lactique et acide acétique a progressivement évolué de
maniere similaire sur I'ensemble des supports de fermentation pour la variété Forastero. Sa
concentration variait entre 0,31 et 12,28 mg/g, supérieure aux résultats observés a San-Pédro,
ou elle oscillait entre 0,25 et 4,16 mg/g. La valeur maximale de concentration en acide lactique
a été observée avec les feves en fermentation sur le support F5 (4,16 £+ 0,03 mg/g) au jour 3,
légerement supérieure a celle du le support témoin F1 (3,71 £ 0,03 mg/g) a San-Pédro.

La concentration en acide acétique variait entre 0,32 et 5,12 mg/g a San-Pédro, tandis
qu'elle oscillait entre 1,17 et 5,27 mg/g a Daloa. Les concentrations les plus élevées ont été
observées avec les feves en fermentation sur le support F4 (5,12 + 0,12 mg/g) au jour 4 et sur
le support F2 (5,01 = 0,01 mg/g). Les feves en fermentation sur le support témoin F1 (5,27 +
0,03 mg/g) ainsi que sur le support F6 (5,00 = 0,30 mg/g) au jour 2 de la fermentation

présentaient les concentrations les plus élevées en acide acétique.

Dans la zone de Soubré, les premiers jours de fermentation ont ét€ marqués par une
concentration prédominante en acide succinique, dont la concentration est passée de 4,17 a 0,38
mg/g. Les feves en fermentation sur le support F4 (4,17 + 0,03 mg/g) au jour 2 présentaient une
concentration plus élevée que celle observée sur le support témoin F1 (2,57+ 0,04 mg/g) au jour
2 également. Ensuite, la concentration en acide oxalique a montré une diminution significative
avec des valeurs comprises entre 0,02 et 4 mg/g. La concentration la plus élevée a été observée
dans les feves fermentées sur le support F5 (10,27 + 0,03 mg/g) au jour 3 de la fermentation,
soit environ trois fois supérieure a celle du support témoin F1 (1,42 + 0,01 mg/g) obtenue au

jour 4 de la fermentation.

La concentration en acide lactique a été comprise entre 0,40 et 3,27 mg/g, avec une

dominance sur les feéves en fermentation sur le support témoin F1 (3,27 + 0,03 mg/g) au jour 2,
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suivie du support F4 (2,26 + 0,02 mg/g) au jour 1 de la fermentation. Quant a la concentration
en acide acétique, elle variait entre 0,47 et 3,62 mg/g. Les féves en fermentation sur le support
F6 (3,62 £ 0,02 mg/g) au jour 5 ainsi que sur le support témoin F1 (3,13 £+ 0,03 mg/g) au jour

2 ont montré les concentrations les plus élevées.

id
Acide Citrique
Acide Oxalique
Acide Succinique
Acide Lactique
Acide Acétique

San-Pédro

id
Acide Citrique
Acide Oxalique
Acide Succinique

Acide Lactique
Acide Acétique

Daloa

id
Acide Oxalique
Acide Citrique
Acide Succinique
Acide Lactique
Acide Acétique

Soubré

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6

Figure 47: Evolution des acides organiques au cours de la fermentation

F1 : Feuille de bananier; F2: Feuille de palmier; F3: Cabosse de cacao; F4 : Bdche en polypropyléne; F5: Sac
en polypropyléne; F6 : Sac en jute; DA : Daloa ; SB : Soubré ; J1 : Jour 1 ; J2 : Jour 2 ; J3 : Jour 3 ; J4 : Jour
4;J5: Jour 5; J6 : Jour 6 ; Du bleu représentant la plus faible valeur au rouge représentant la valeur la plus
élevée.
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2. DISCUSSION

Le pH représente un indicateur adéquat pour évaluer le niveau global d'acidité dans les
processus de fermentation et la diffusion de l'acide dans les féeves marquant le début du
processus de fermentation interne. Au cours du processus de fermentation, la température a
augmenté de 25 a 50 °C sur l'ensemble des supports dans les trois zones étudiées, a I'exception
des cabosses dont la température de fermentation était inférieure a 40 °C tout au long du
processus. En effet, les feves fermentées dans la cabosse de cacao (F3) ont maintenu un pH plus
acide, oscillant entre 2 et 4. Cette tendance s'est observée tout au long des six jours de la
fermentation. Cette variation du pH serait liée a 1’activité des levures et des bactéries lactiques
plus lente comparée aux autres supports analysés quelle que soit la zone d’étude. Cette
observation pourrait s'expliquer par l'espacement entre les cabosses, favorisant un
environnement plus aéré, ainsi que par le faible nombre de feves (40 feves) a l'intérieur de
chaque cabosse fermentée. Ce nombre restreint de feves pourrait étre insuffisant pour induire
une activité microbienne significative, limitante ainsi I'augmentation de la température au cours
du processus de fermentation.

Ardhana & Fleet (2003) ont a ce titre démontré que la condition de température (40 °C)
et de pH (4) caractérise la phase alcoolique propice a I'épanouissement des processus
microbiens li€s aux réactions biochimiques au cours de la fermentation. Mais, selon De Vuyst
& Weckx (2015), les feves considérées comme bien fermentées sont celles dont la température
maximale de fermentation se situe entre 45 et 50 °C.

Le temps et la température jouent un role important dans le métabolisme de la levure et
donc dans la production de composés d’aromes (Langraf, 2002). Dans 1'ensemble des trois
zones d'étude, les supports F2, F4, F5 et F6 ont montré une température maximale dépassant
les 45 °C, comparable a celle observée sur le support témoin F1 sur les six jours de fermentation.
Notamment, la fermentation sur les feuilles de palmier (F2) et sur les feuilles de bananier (F1)
a généré une température de fermentation particulicrement élevée dans les trois zones,
atteignant une valeur maximale comprise entre 48 et 50 °C. Cette augmentation de température
sur les supports F1 et F2 dans toutes les zones d'étude pourrait étre attribuée aux caractéristiques
biologiques de ces supports, favorisant ainsi une activité microbienne plus intense pour assurer
une fermentation optimale. En effet, selon Ho et al. (2014c¢), la production d'éthanol et d'acide
citrique par la levure, ainsi que l'oxydation de 1'éthanol en acide acétique par les bactéries
acétiques, sont souvent accompagnées d'une élévation de température au cours de la

fermentation.
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Des études ont également montré que, lors de la fermentation aérobie, I'éthanol et 1'acide
acétique diffusent dans les feves et déclenchent une réaction exothermique, entrainant une
élévation de la température. Cette augmentation thermique peut, selon certains auteurs,
provoquer la mort de 1'embryon de la graine (Sandhya et al., 2016).

De méme, le pH mesuré dans ces supports (F2, F4, F5 et F6) dans les trois zones d'étude
a également affiché des valeurs comprises entre 2 et 6, similaires a celles du support témoin FI1.
Nos résultats concordent avec ceux de Vanderschueren et al. (2020), qui ont rapporté un pH
final de fermentation compris entre 5,2 et 6. Ces différentes observations de la variation du pH
et la température ont motivé a 1’évaluation de croissances microbienne par un dénombrement
de la flore microbienne (levures et bactéries) de fermentation qui représente, en effet, une étape
essentielle du procédé post-récolte.

Pour identifier les supports favorisant des conditions optimales de croissance
microbienne en fonction de la variété et de la zone de production, une approche analytique a
été utilisé. La microflore de fermentation isolée au cours de notre étude comprenait des levures,
des bactéries lactiques, des bactéries acétiques et des bactéries du genre Bacillus, ce qui
concorde avec les résultats rapportés dans plusieurs études antérieures (Thompson et al. 2012.
Bankoff er al., 2013a;). Nos résultats ont mis en évidence une corrélation entre la croissance
microbienne, le temps de fermentation, le support utilisé, la variété de cacao et la zone d'étude.

Dans toutes les zones d'étude, la croissance des levures était similaire sur les différents
supports des les premiers jours de fermentation, culminant entre le deuxieme et le quatrieme
jour. Cette croissance était accompagnée d'une légere augmentation de la température, variante
de 25 2 40 °C. Cette observation concorde avec les travaux de Schwan & Wheals (2004b), qui
indiquent que les levures, responsables de la fermentation alcoolique, émergent entre 18 et 24
heures apres le début de la fermentation. Les supports F2 et F5 ont montré une croissance des
levures généralement supérieure a celle observée sur le support témoin F1 dans I'ensemble des
trois zones d'étude.

Pour la variété Forastero, la croissance maximale des levures a ét€ enregistrée un jour
apres le début de la fermentation, avec les féves fermentées sur le support F2 (5,28 + 0,05. 10¢
UFC/g), et sont environ cinq fois la valeur obtenue sur le support témoin F1 (1,71 + 0,03. 10°
UFC/g) au jour 2 de la fermentation. La croissance des levures a également atteint son
maximum sur le support F5 (3,51 + 0,14. 10° UFC/g) au jour 3 a San-Pédro.

Dans la zone de Daloa, le support F2 a montré une croissance maximale (3,20 + 0,23. 10°

UFC/g), environ deux fois supérieure a celle du support témoin F1 (1,18 + 0,00 100 UFC/g),
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qui prédominait également au jour 2 de la fermentation. Les feves fermentées sur les supports
F5 (2,5 + 0,12.10° UFC/g) et F2 (1,89 + 0,16.10° UFC/g) ont enregistré la plus grande
population de levures a trois jours de la fermentation pour la variété Mercedes a Soubré. Les
résultats sont dans une certaine mesure différents de Sanchez et al. (1985) qui ont observé une
population maximale de cellules de levure de 3.10° UFC/g lors de la fermentation en pots
plastique des feves de cacao en Cote d'Ivoire. En effet, les feves contenues dans la cabosse sont
stériles a I’origine et ne peuvent étre colonisées que par des micro-organismes indigenes, issus
des contaminants naturels intervenant au cours du processus de fermentation.

Les organismes contaminants proviennent de la surface externe de la cabosse, des mains
des travailleurs, des instruments de découpe, ainsi que des paniers non lavés utilisés pour le
transport des graines. Ils peuvent également €tre issus du mucilage séché présent sur les parois
des récipients ayant servi a des fermentations antérieures, ainsi que de divers matériaux
végétaux et de la végétation entrant en contact avec les grains. Jespersen et al. (2005) ont
démontré que certaines especes de levures associ€es aux fermentations des feves de cacao au
Ghana provenaient de la surface des gousses et des plateaux utilisés pour la fermentation.

Cependant, la plus grande population de levures observée dans les sacs en
polypropyleéne pourrait s'expliquer par la structure et l'usage antérieur de ces sacs pour la
fermentation. En effet, ces sacs en polypropylene, utilisés comme emballages pour des produits
alimentaires tels que le riz, le sucre, la farine de blé et bien d'autres, sont généralement
recouverts de sachets plastiques pour éviter 'numidité. De plus, ces sacs offrent une meilleure
étanchéité, et les feves a l'intérieur sont plus accolées les unes aux autres apres avoir été scellées
par le producteur, créant ainsi des conditions anaérobies favorables a la croissance des levures.

Quant a la variété Mercedes, la croissance maximale des levures observée sur les
supports F5 et F2 confirme la prédominance de croissance des levures sur ces supports. La
croissance observée sur les supports F1 et F2 pour les deux variétés pourrait étre liée aux
propriétés imperméables de ces supports des le premier jour de fermentation, favorisant un
environnement anaérobie facultatif propice a la croissance des levures. La croissance maximale
obtenue sur ces supports de fermentation était nettement inférieure a celle observée par Bankoff
et al. (2013), qui ont comparé trois supports de fermentation (feuilles de bananier, caisses en
bois et baches plastiques). Ils ont observé une population de levures atteignant des pics de
153.10% UFC/g et 144.10" UFC/g dans les caisses en bois et les baches plastiques,

respectivement, contre 9. 10’ UFC/g dans les fermenteurs utilisant des feuilles de bananier.
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La faible population de levures observée pourrait s’expliquer par 1’utilisation de la
cabosse de cacao elle-méme comme support de fermentation. Le retard observé dans la
cinétique de croissance des levures sur les cabosses de cacao dans les trois zones d’étude
pourrait également s’expliquer par la faible teneur en sucres du mucilage entourant les féves,
ce dernier constituant un facteur essentiel a la croissance des levures. Les feves a l'intérieur de
la cabosse sont initialement stériles et ne peuvent &tre contaminées que par des micro-
organismes endogenes provenant de contaminants naturels associ€s au processus de
fermentation.

La croissance des bactéries lactiques était positivement corrélée a celle des levures, ces
deux micro-organismes évoluant parfois simultanément dans un intervalle de température
compris entre 26 et 35 °C. Cela se produisait dans un environnement de pH trés acide des feves
en fermentation, particulicrement entre les jours 2 et 4 jours. Schwan & Wheals (2004) et De
Vuyst & Weckx (2016a, b) ont montré dans leur étude que les levures et les bactéries lactiques
se développent simultanément pendant environ 24 et 36 heures de fermentation au cours de la
phase anaérobie du processus de fermentation du cacao. Selon ces auteurs, cette phase démarre
a une température ambiante d’environ 25 a 30 °C dans les conditions riches en glucide et acides.
Leur crossance maximale a été révélée a la suite de celle de la population 1évitique et plus
accrue sur les supports FS5, F4, F6 et dans certaines conditions supérieures au support témoin
témoins F1. Dans la zone de San-Pédro le support F5 (26,49 + 0,57.10 UFC/g) et F4 (23,27 +
2,31.10" UFC/g) au jour 3 de la fermentation ont montré une croissance plus accrue comparée
a la valeur maximale obtenue sur le support témoin F1 (20,45 + 0,12.10” UFC/g). De méme,
dans la zone de Soubré avec la variété Mercedes, le support F5 (22,95 + 1,61.10" UFC/g) a
présenté la plus grande population, légerement supérieure au support témoin FI (20,36 +
1,80.107 UFC/g). Sauf dans la zone de Daloa ot la croissance maximale a été plutdt observée
au troisiéme jour sur le support témoin F1 (17,50 + 0,64.10’ UFC/g).

Cependant, la valeur observée était plus proche de celles des supports F6 (16,63 +
0,25.10" UFC/g) et F4 (16,27 + 0,77.10" UFC/g) au jour 2 de la fermentation et sur le support
F5 (16,95 + 0,25.10" UFC/g) Um peu plus tard au jour 5. Toutefois, nos résultats sont proches
de ceux obtenus par Bankoff ef al. (2013a) sur la feuille de bananier (pic de 153.107 UFC/g).
La différence observée entre les différents supports de fermentations s'expliquerait par la
différence de configuration des supports (forme, taille, étanchéité, profondeur) et aux feves
retirées des cabosses et attensées sur les supports F1 (feuilles de bananier) et F5 (sacs en

polypropyléne), F4 (bache en polypropylene) et F6 (sac en jute) qui firment un ciment et
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empéchent donc I’entrer de I’air et créent un environnement anaérobique préférentiel a la
croissance de ces bactéries lactiques. En effet, tout comme les levures, les bactéries lactiques
sont des microorganismes qui se développent plus en absence d’oxygene et donc ne peuvent
croitre que dans les conditions anaérobies.

La faible population observée sur les différents supports de fermentation dans la zone
de Soubré pourrait étre due a une modification de la composition en sucres du mucilage des
feves fraiches, induite par I'hybridation de la variété Mercedes. Cette modification pourrait
affecter la disponibilité des substrats nécessaires a la croissance microbienne pendant la
fermentation. Ces résultats confirment les observations faites par Koffi ef al. (2013) qui ont
évalué la microflore de fermentation sur les supports en bache plastique, caisse en bois et feuille
de bananier. En revanche, le niveau de croissance observé sur les cabosses de cacao était
initialement plus bas que celui observé sur les feuilles de bananier, mais il s'est avéré plus élevé
au dernier jour de la fermentation. Cela pourrait étre 1i¢ a P’activité tardive des levures a
convertir les sucres en éthanol vu les conditions anaérobies insuffisantes dans les cabosses de
cacao pour étre utilisé par les bactéries pour la suite de leurs activités.

Par ailleurs, la croissance des bactéries acétiques variait de 13,13 2 40.10” UFC/g. Le
support F2 a montré une cinétique de croissances plus rapide pour la variété Forastero. En effet,
le support F2 a San-Pédro et Daloa ont été enregistrés respectivement 37,09.107 UFC/g et
33,07.107 UFC/g. Dans la zone de Soubré avec la variété Mercedes, ¢’était plutot le support
témoins F1 (40.10" UFC/g) qui avait enregistré la plus grande croissance de bactérie acétique.
Cette grande croissance serait liée a I’activité précédant des levures et bactérie lactique sur ces
supports. Dans leurs actions, les bactéries acétiques, oxydent 1'éthanol produit par les levures
en acide acétique apres le brassage par suite de la destruction du mucilage autour de la graine
par les levures et les bactéries lactiques. Ce qui pourrait le plus créer I’entrée d’air en plus du
brassage dans la masse des feves au cours de la fermentation et favoriser la croissance des
bactéries acétiques. Ardhana & Fleet (2003) ont également rapporté que les bactéries acétiques
prosperent plus sur les conditions aérobies.

La population maximale de bactéries acétiques enregistrées dans les supports F1 et F2
pour les deux variétés dans toutes les zones d’études serait également liée a 1’augmentation
rapide de la température au cours de la fermentation sur ces supports de fermentation. De plus,
nos résultats sont comparables a ceux d’Ardhana & Fleet (2003) qui ont obtenu au cours de
leurs études une population de bactéries acétique comprise entre 10° — 10° UFC/g avec les sacs

en polypropyléne et sac en jute en Indonésie.
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Le développement des Bacillus s'est avéré plus prononcé durant les derniers jours de la
fermentation telle que rapporté par la littérature (Lima et al., 2011; Hompson et al., 2012). La
croissance des Bacillus variait entre 1,59.107 et 16,59 .10’ UFC/g. Cette croissance était plus
élevée sur le support témoin F1 (16,59.107 UFC/g) a San-Pédro constituent environ deux fois
la population maximale dénombrée sur le support F6 (9,68.107 UFC/g) a Daloa pour les feves
de variétés Forastero. La croissance maximale avec la variété Mercedes dans la zone de Soubré
a été également observée sur les supports F1, mais avec une population plus faible que celle de
la variété Forastero avec 2,59.107 UFC/g.

La croissance des Bacillus et des bactéries acétiques sur les supports F1, était corrélée
positivement a une élévation de température de 45 a 50 °C et de pH de 4 et 6 sur ces supports
avant de diminuer les derniers jours apres le deuxieme brassage. Cette observation pourrait
s’expliquer par la capacité aux Bacillus de résister a un niveau de température au cours de la
fermentation. Selon Schwan et al (1986), les Bacillus tolerent les températures plus élevées et
leurs actions symbiotiques avec les bactéries acétiques entraine la mort de I'embryon de la
graine et empéche la germination des feves. Yao et al. (2014) ont également démontré que la
croissance de Bacillus est favorable a la production des acides organiques et d’ardme tels que
les pyrazines et le 2,3-butanediol qui impactent la qualité du chocolat produit.

Les résultats ont révélé que la concentration des sucres réducteurs (Fructose et glucose)
a augmenté les premiers jours de la fermentation avant de baisser a la fin de la fermentation tel
que rapporté par Hirko et al. (2023). Toutefois, la concentration du fructose était plus élevée
que celle du glucose. Une augmentation des concentrations des sucres réducteurs (fructose et
glucose) a été observée et varie sur I’ensemble des trois zones d’étude. Cette augmention
pourrait s’expliquer par la réduction du saccharose contenu dans le mucilage des féves en
fructose et glucose sous 1’action des levures. Selon Ho et al., (2014) le saccharose des feves de
cacao a subi une hydrolyse complete pendant les fermentations, ce qui conduit a une
augmentation progressive des concentrations de fructose et de glucose.

La valeur maximale du glucose pour la variét€é Forastero a été observée dans les feves
fermentées a un jour de la fermentation sur le support témoin F1 (5,75 + 0,05 mg/g), et F6 (5,00
+ 0,20 mg/g) dans la zone de Daloa. Dans la zone de San-Pédro, la concentration maximale a
été observée sur les feves en fermentation sur les mémes supports F6 (3,90 + 0,07 mg/g) et le
support témoins F1 (3,16 + 0,04 mg/g) au jour 3 de la fermentation. Mais également sur le
support F3 (3,92 + 0,05 mg/g). Cependant, dans la zone de Soubré avec la variété Mercedes, la

concentration observée était plus faible que les valeurs observées sur la variété Forastero.
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Toutefois, la concentration du glucose était plus élevée dans les feves en fermentation
sur le support F5 (0,59 + 0,07 mg/g) a un jour, soit deux fois le support F3 (0,22 + 0,02 mg/g)
au jour 2 et 5 fois celle obtenue sur le support témoins F1 (0,12 + 0,02 mg/g). Les valeurs plus
élevées en fructose ont été révélées sur F3 (7,12 + 0,03 mg/g) tandis que les supports témoins
F1 (5,93 + 0,32 mg/g) et le support F6 (5,92 + 0,08 mg/g) était sensiblement plus proches dans
la zone de Daloa. Cette observation été confirmée avec les analyses des feves collectées dans
la zone de San-Pédro avec le F6 (4,63 + 0,04 mg/g) au jour 2, le support F3 (4,86 + 0,03 mg/g)
au jour 1 et le support t¢émoin F1 (4,01 + 0,14 mg/g) au jour 3 de la fermentation.

La concentration plus basse en glucose observé pour la variété Mercedes, la
concentration en fructose était également plus faible comparé a la variét€ Forastero. Le F1
(1,65 = 0,08 mg/g) au jour 1 ainsi que les supports F3 (1,46 + 0,05 mg/g) au jour 2. Les
contractions maximales observées dans I’ensemble sur le support témoin Flainsi que sur les
supports F3 et F6 est positivement corrélé a la croissance accrue des levures et bactéries
lactiques sur ces mémes supports. Toutefois, les plus grandes concentrations observées sur les
supports F1 et F6 dans les premieres heures pourraient étre liées au plus 1’activité significative
des levures au cours de la fermentation dans ces supports.

Cependant, selon Crafack et al. (2013) la différence de concentration en sucres
réducteurs serait liée aux levures, possédant une activité pectinolytique élevée, permettant
I'hydrolyse du mucilage entourant les feves et induisant ainsi la liquéfaction de la pulpe. De
plus, selon De Vuyst et Leroy (2020), les levures utilisent préférentiellement le glucose issu de
la conversion du saccharose, fermentant ce substrat en pyruvate par glycolyse pour produire de
I'ATP. Ce processus favorise une production accrue d'éthanol et de dioxyde de carbone (CO»),
assurant des conditions anaérobies en transformant les sucres disponibles (saccharose, glucose
et/ou fructose) en éthanol avec libération de CO-, dans un environnement acide et anaérobie.

De fagon générale, en présence d’une solution acide, I’hydrolyse du saccharose conduit
au sucre inverti constitué d’un mélange de D-glucose et de D-fructose. Von Wright & Axelsson
(2019) ont montré que les bactéries lactiques, initialement présentes dans la pulpe de cacao, se
développaient de maniere anaérobie en consommant préférentiellement du fructose. Elles
participent également a la conversion de l'acide citrique, jouant un rdle clé dans les
transformations biochimiques au cours de la fermentation. Cependant, la plus grande
concentration en fructose observée sur le support F3 s’expliquerait par la faible température de
fermentation (T< 40 °C) durant tout le processus qui réduit ’activité microbiologique et

favoriserait d’avantage la conversion du saccharose.
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Les acides organiques jouent un role clé dans le développement du caractere du chocolat
(De Vuyst & Weckx, 2015). Les acides organiques identifiés au cours de la fermentation étaient
I’acide citrique, 1’acide lactique et I’acide acétique dans la zone de San-Pédro et Daloa avec la
variété Forastero. Le changement observé pour les acides oxaliques et acides succiniques
n’était pas significatifs pour tous supports. Mais, la concentration élevée en acide citrique sur
tous les supports au début de la fermentation s’expliquerait par la composition initiale du
mucilage des feéves fraiches dans la cabosse riches en acide citrique (Lefeber et al., 2010).

La concentration en acide citrique a été mesurée entre 1 et 10 mg/g dans la zone de
Daloa, entre 1 et 15 mg/g dans la zone de San-Pédro, et a des niveaux trés faibles dans la zone
de Soubré pour la variété Mercedes, avec des valeurs comprises entre 0,11 et 0,38 mg/g.
Toutefois, au cours du processus de fermentation, une diminution progressive de la
concentration a été observée, les valeurs atteintes comprennent entre 1,08 et 15,44 mg/g a San-
Pédro, et entre 1,08 et 10,06 mg/ g a Daloa. Ces résultats sont proches a ceux de Ho et al. (2014)
dans les feves de cacao non fermentées, avec 13-14 mg/g d’acide citrique.

Dans I’ensemble, les féves en fermentation sur les supports F3, F4 et F5 ont présenté
des concentrations en acides citrique, lactique et acétique plus élevée tout comme le support
témoins F1 pour la variété Forastero. En effet, les feves fermentées sur le support F4 (15,44 +
0,04 mg/g) au jour 1 et le support F3 (13,62 + 0,04 mg/g) avait enregistré des contractions
initiales supérieures a celle obtenue sur le support témoins F1 (9,76 + 0,03 mg/g) au jour 1 de
la fermentation dans la zone de San-Pédro. La concentration observée avec les feves fermentées
sur le support témoins F1 (10,06 £ 0,06 mg/g) au jour 1 a plut6t enregistré une plus grande
concentration légerement supérieure a F5 (8,50 £+ 0,40 mg/g), F3 (8,40 £ 0,30 mg/g) et F6 (8,03
+ 0,04 mg/g) également au jour 1 de la fermentation. La conversion a été plus abondante avec
les feves fermentées sur les F6 (1,08 mg/g), F4 (1,94 mg/g) et F2 (1,11 mg/g) a la fin de la
fermentation. La plus grande conversion observée dans ces supports au cours de la fermentation
est en accord avec la croissance microbienne observée sur ces mémes supports avec
I’augmentation de la température et du pH de fermentation. Nos résultats corroborent les
travaux de Von Wright & Axelsson (2019), qui ont montré que la conversion de l'acide citrique
présent dans la pulpe en acides lactique et acétique entraine une augmentation du pH de 3 a 4.

Dans la zone de Soubré avec la variété Mercedes, ce sont plutot I’acide oxalique, I’acide
succinique, I’acide acétique et I’acide acétique qui ont montré une plus grande concentration
contrairement a la concentration en acide citrique qui n’était pas significative. Cette observation

est en adéquation avec les résultats de Hamdouche, (2015) qui a également observé au cours de
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leurs travaux que 1’acide oxalique était le plus présent durant toute la fermentation. En effet, la
concentration de 1’acide citrique observée sur tous les supports avec la variété Mercedes était
compris entre 0,37 a 2,47 mg/g contrairement a I’acide oxalique (0,39 a 4,03mg/g) et de ’acide
succinique (0,04 a 10,27mg/g). Les feves en fermentation sur le support F4 (4,17 mg/g) étaient
plus dominant au jour 2 de la fermentation en acide oxalique alors que celles fermentées sur le
support F5 (10,27 mg/g) étaient plus concentrées en acide succinique au jour 4 de fermentation.

La forte concentration en acide oxalique et en acide succinique enregistrée dans les feves
de la variété Mercedes dans la zone de Soubré pourrait étre attribuée a des différences variétales.
Ces variations reflétaient une modification de la composition du mucilage des graines de cette
variété hybride (Mercedes). Cela se confirme d’ailleurs par la faible concentration de glucose
variant entre 0, 06 et 0,59 mg/g a Soubré contre 1 et 3 mg/g a San-Pédro et Daloa. Mais
également du fructose (0,06 et 1,65 mg/g) contre 1 et 7 mg/g a San-Pédro et Daloa. Toutefois,
les concentrations plus élevées observées sur les supports F4 et F5 seraient liés a leur structure
commune (polypropylene) plus étanches en plus imperméable que les autres supports.

La concentration en acide lactique était nettement plus élevée a Daloa, variant entre 0,31
et 12,28 mg/g, préférentiellement aux valeurs enregistrées a San-Pédro, soit entre 0,25 et 4,16
mg/g pour les feves de la variété Forastero. Dans la zone de Soubré, les feves de variété
Mercedes ont montré des concentrations variantes entre 0,40 et 3,27 mg/g, proches de celles
observées a San-Pédro. La production de I’acide acétique au cours de la fermentation variait
cependant avec des concentrations sensiblement égales a celles des feves de variété Forastero.
A San-Pédro, la concentration mesurée variait entre 0,32 et 5,12 mg/g, tandis qu'elle oscillait
entre 1,17 et 5,27 mg/g dans la zone de Daloa. En revanche, les féves de la variété Mercedes a
Soubré présentaient une concentration plus faible, comprise entre 0,47 et 3,62 mg/g. Ces
résultats s’expliqueraient par la plus grande activité des bactéries lactiques et acétiques au cours
de la fermentation dans ces supports. Selon Ho et al. (2015) et Romanens et al. (2019) apres la
phase de levure dominante, se développent principalement des especes de bactéries lactiques
hétérofermentaire, qui convertissent les glucoses en acides lactiques, acides acétiques, éthanol,
dioxyde de carbone et/ou mannitol.

La valeur maximale des acides lactiques a été enregistrée le 3e jour de fermentation sur
le support F5 (4,16 £ 0,03 mg/g). Cette concentration était légerement supérieure a celle
enregistrée sur le support t¢émoin F1 (3,71 + 0,03 mg/g) a San-Pédro. Quant a la zone de Daloa,
la concentration en acide lactique a plus été produite avec les feves en fermentation sur le

support F4 (12,28 £+ 0,20 mg/g) au jour 4 largement supérieur comparé au support témoin F1
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(7,44 £ 0,11mg/g). Les feves de variété Mercedes dans la zone de Soubré avaient une plus faible
concentration en acide lactique. Mais les feves en fermentation sur le support témoin F1 (3,27
+ 0,03mg/g) au jour 2 et de F4 (2,26 + 0,02 mg/g) au jour 1 de la fermentation avaient de
meuilleurs concentrations. Ces observations s’expliqueraient par la plus grande activité de
bactéries lactiques sur ces supports au cours de la fermenation. La production d'acide acétique
a été plus abondante sur les supports F4 (5,12 + 0,12 mg/g) au jour 4 et F2 (5,01 + 0,01 mg/g)
dans la zone de San-Pédro. Elle a également été élevée sur les feves fermentées sur le support
témoin F1 (5,27 £ 0,03 mg/g) et F6 (5,00 + 0,30 mg/g) au jour 2 a Daloa.

Quant a la zone de Soubré avec les feves de variété Mercedes, la plus grande
concentration a été produite avec les feves en fermentation sur le support F6 (3,62 + 0,02 mg/g)
au jour 5 et le support témoin F1 (3,13 + 0,03 mg/g) au jour 2. Les productions plus abondantes
de métabolites enregistrées sur les supports F4, F5 et le témoin F1 seraient liées a une activité
accumulée des levures, des bactéries lactiques et des bactéries acétiques. Cette activité plus
élevée serait liée a la quantité des feves rassemblées dans la méme masse contrairement aux
autres supports. En effet, selon Pelicaen et al. 2019) les concentrations d’acides acétiques

élevées sont produites en présence a la fois de levure et bactérie lactiques.

3. CONCLUSION PARTIELLE

A la fin de cette étude, il apparait que les feves de variété Forastero ont favorisé une
croissance plus importante de la microflore de fermentation et une production accumulée de
métabolites par rapport aux feves de variété Mercedes. Pendant la fermentation, les feves
fermentées sur des feuilles de palmier, des baches en polypropyléne, des sacs en polypropyleéne
et des sacs en jute ont atteint des températures supérieures a 45 °C, optimales pour une
fermentation efficace. Leur pH final, compris entre 2 et 6, était proche de celui du support
témoin. Ces supports ont également produit davantage de sucres réducteurs (fructose, glucose)
et d'acides organiques (citrique, lactique, acétique). Au début de la fermentation, la croissance
des levures (10° UFC/g) et des bactéries lactiques (107 UFC/g) était élevée et similaire dans ces
supports, tandis qu'a la fin, celle des bactéries acétiques (107 UFC/g) et des Bacillus (107 UFC/g)
augmentent fortement. En revanche, les feves fermentées dans les cabosses de cacao ont atteint
des températures inférieures a 40 °C et un pH acide (2 a 4). Elles ont également montré une
croissance microbienne plus lente et une production réduite de métabolites comme les sucres

réducteurs et les acides organiques.
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CHAPITRE 1III: COMPOSITION PHYSICO-CHIMIQUE ET VALEUR
MARCHANDE DES FEVES DE CACAO FERMENTEES ET SECHEES

Les feves séchées sont I'ingrédient principal utilisé dans la fabrication de divers produits
semi-finis tels que la liqueur de cacao, le beurre de cacao, le tourteau de cacao et la poudre de
cacao. La qualité des feves de cacao doit €tre contr6lée avant la vente du cacao. Cette opération
est cruciale dans la mesure ou elle peut considérablement influencer le prix final payé au
producteur. A I'issue d'un suivi rigoureux des procédés de fermentation pour chaque support
identifié, les feves ont été séchées en couche mince a l'air libre, exposées a la lumiere du soleil.
Le séchage a été effectué sur une bache en polypropylene, couramment utilisée pour
I’entreposage des feéves dans les magasins des coopératives agricoles de cacao, en raison de
l'absence de claies adaptées. A l'issue du processus de séchage, une évaluation des paramétres
de qualité physico-chimique et nutritionnelle des feves séchées a été réalisée pour une meilleure
appréciation. L'objectif étant d’évaluer I’influence des nouveaux supports de fermentation et de

déterminer le support de fermentation qui produirait des feves de la meilleure qualité.

Pour une meilleure analyse, une codification a été utulisé pour un méme support de

fermenatation dans les trois zones d’étude :

» F1 pour les feuilles de bananier (Support Témoin),
F2 pour les feuilles de pamier,

F3 pour les cabosses de cacao,

F4 pour les baches en polyprpylene,

FS pour sacs en polyprpylene

YV V V V V

F6 pour les sacs en jute
1. RESULTATS

1.1. Composition physico-chimique des feves fermentées et séchées

Les différentes réactions cinétiques de température et de pH, qui ont conduit a la croissance
des microorganismes essentiels a la fermentation et a la production de divers métabolites, ont
induit des modifications externes et internes des feves de cacao finales. Ces modifications se
sont manifestées tant au niveau physique que chimique, influengant ainsi la valeur marchande

des feves de cacao finales.
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1.1.1. Coloration de la coque des féves de cacao fermentées et

séchées

Dans I’ensemble, une différence a été¢ observée sur la couleur de la coque des feves juste
apres le séchage selon le support de fermentation utilisé (Figure 48). Les feves fermentées sur
les feuilles de bananier (F1), feuilles de palmier (F2), bache en polypropylene (F4), sac en
polypropylene (F5) et sac en jute (F6) ont des coques de couleurs brun foncé sensiblement
identique. Quant aux feves fermentées dans la cabosse de cacao (F3), elles ont montré des

coques de couleurs brun clair.

Figure 48: Coloration de la coque des feves fermentées et sé€chées selon les supports

F1 : feuille de bananier; F2 : feuille de palmier; F3 : cabosse de cacao ; F4 : bdche en polypropyléne; F5 : sac
en polypropyléne ; F6 : sac en jute

1.1.2. Potentiel d’hydrogéne

Le pH des feves séchées était compris entre 4 et 6 avec des différences significatives (P
< 0,05) sur I'ensemble des supports de fermentation (Tableau XIX). La variété du cacao n’a pas
d’influence significative sur le pH. Dans les trois zones d'étude et pour les deux variétés
examinées, les feves fermentées sur le support F3 ont enregistré des valeurs de pH largement
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supérieures au seuil recommandé de 5,5. La moyenne de pH était de 6,26 + 0,04 a San-Pédro,
6,36 £ 0,0 a Daloa et 6,23 + 0,04 a Soubré. Toutefois, les analyses statistiques avec Dunnett ont
montré qu’en comparaison avec celles du support témoin, les feves fermentées sur les F2 (5,16
+ 0,00) a San-Pédro et F2 (5,09 + 0,01) Soubré ainsi celles du support F4 (5,42 + 0,02) a Daloa

a été plus proches sans différence caractéristiques (P < 0,01).

1.1.3. Teneur en eau

La teneur en eau des feves analysées, présentait des valeurs aussi variables d’un support
a I’autre d’une plage comprise entre 6,5 et 8,85 % avec des différences significatives (P<0,05),
(Tableau XIX). La variété n’a cependant eu d’impact significatif. Néanmoins, les feves
fermentées sur les supports F4 (8,85 + 0,13 %) et FS (8,76 £ 0,20 %) dans la zone de San-Pédro,
F5 (9,03 £ 0,15 %) et F6 (8,23 £ 0,3 %) a Daloa, et les feves fermentées sur le support F5 (9,1

+ 0,26 %) a Soubré ont montré une teneur supérieure a 8 %.

Par ailleurs, le test de Dunnett a montré qu’aucune différence significative n’a été
observée avec les feves fermentées sur le support F6 (7,6 = 0,17 %) en comparaison avec celle
du support témoin (7,86 + 0,35 %) pour les échantillons collectés a San-Pédro. De méme, les
feves fermentées sur les supports F2 (7,83 + 0,3 %), F3 (6,8 + 0,26 %) et F4 (7,86 + 0,11 %)
dans la zone de Daloa et celles des supports F2 (7,11 £ 0,81 %), F4 (7,83 = 0,66 %) et F6 (7,9
+ 0,4 %) a Soubré n’ont montré aucune différence significative en comparaison 