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Nous soussignés, membres du Jury de soutenance de la thése de Doctorat/Ph.D en Biologie
des Organismes Végétaux option Biotechnologies Végétales de I’étudiante TCHOUATCHEU
NGOUAMBE Germaine Audrey, Matricule 075234, soutenue publiquement le 29 Novembre 2019
sur le sujet «Qualité du cacao en relation avec quelques génotypes et les stades de
fermentation» attestons que les corrections conformément aux remarques et recommandations du

jury lors de la soutenance de la dite thése de Doctorat/Ph.D ont été effectuées par la candidate.

En foi de quoi, la présente attestation lui est délivrée pour servir et valoir ce que de droit./-
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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2018/2019
(Par Département et par Grade)
DATE D’ACTUALISATION 19 Février 2019

ADMINISTRATION

DOYEN: TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA: DONGO Etienne, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE: AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DRC: ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef de Division Administrative et Financiere: NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de
Conférences

Chef de Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR :
MBAZE MEVA’A Luc Léonard, Professeur




1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (37)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
2 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
3 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
4 BIIIET\ILCHOM PENLAPV. epouse Professeur En poste
5 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
6 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
7 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
8 EELINGA nee NDOYE FOE M. C. Maitre de Conférences Chef DAF / FS
9 | BIGOGA DIAGA Jude Maitre de Conférences En poste
10 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
11 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
12 | FOKOU Elie Maitre de Conférences En poste
13 | KANSCI Germain Maitre de Conférences En poste
14 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
15 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
16 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
17 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste
18 | AKINDEH MBUH NJI Chargée de Cours En poste
19 BEBO.Y EDZENGUELE Sara Chargée de Cours En poste
Nathalie
20 | DAKOLE DABOQY Charles Chargeée de Cours En poste
21 | DJOKAM TAMO Rosine Chargée de Cours En poste
22 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Chargée de Cours En poste
24 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
25 EB)IC; i';IeGMO LEKAGNE Joseph Chargé de Cours En poste
26 | EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste
27 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
28 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
29 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
30 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
31 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
32 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
. . , Inspecteur de Service
33 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Chargée de Cours MINESUP
34 | PACHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Chargée de Cours En poste
37 MBOUCHE FANMOE Marceline Assistante En poste
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2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (44)

1 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département

2 | DIMO Théophile Professeur En Poste

3 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste

4 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur VDoyen/FMSB/UYI

5 | FOMENA Abraham Professeur En Poste

6 | KAMGANG René Professeur C.S. MINRESI

7 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste

8 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste

9 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste

10 | NOLA Moise Professeur En poste

11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste

12 TCHUEM TCHUENTE Louis Professeur Inspecteur de service
Albert Coord.Progr./MINSANTE

13 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM | Maitre de Conférences VICE-DOYEN / DSSE

14 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré | Maitre de Conférences En poste

15 | FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences En poste

20 ﬁgéﬁp@r%ldléENG Hermine épouse Maitre de Conférences En Poste

16 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste

17 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste

18 | MONY Ruth épouse NTONE Maitre de Conférences En Poste

19 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste

21 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste

22 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert | Maitre de Conférences En poste

23 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste

24 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste

25 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste

26 | BILANDA Danielle Claude Chargée de Cours En poste

27 | DJIOGUE Séfirin Chargée de Cours En poste

28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste

29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste

30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste

31 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste

32 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste

33 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste

34 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargeée de Cours En poste

35 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste

36 g(?b(gUATEU KENFACK Omer Chargé de Cours En poste

37 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste

38 | NJUA Clarisse Yafi Chargee de Cours Chef Div. UBA

39 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste

40 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste

41 | YEDE Chargé de Cours En poste

43 | ETEME ENAMA Serge Assistant En poste

44 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste




3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (27)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYl
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
4 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
5 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
6 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste
7 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
8 | DJOCGOUE Pierre Francois Maitre de Conférences En poste
9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire | Maitre de Conférences En poste
10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/UDs
12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste
13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
14 EGONKEU MAGAPTCHE Eddy Maitre de Conférences En poste
15 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
16 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
17 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
18 MAHBOU SOMO TOUKAM. Chargé de Cours En poste
Gabriel
19 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
20 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
22 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
23 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
24 ’,\ISOM ZAMO Annie Claude Chargée de Cours Expert national/UNESCO
épouse PIAL
25 | TONFACK Libert Brice Chargé de Cours En poste
26 | DJEUANI Astride Carole Assistante En poste
27 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Assistante En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (32)
1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Vice-Recteur Univ.
Bamenda
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste
3 Florence UFI CHINJE épouse Professeur Recteur Univ.
MELO Ngaoundere
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Chargé
deMiss.PR
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
6 | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI/Chef de
Departement
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.
Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargée Mission P.R.
11 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
12 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste




KEMMEGNE MBOUGUEM Jean

13 C Maitre de Conférences En poste

14 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste

16 | NGOMO Horace MANGA Maitre de Conférences Vice Chancelor/UB
17 | NJIOMOU C. épouse DJANGANG | Maitre de Conférences En poste

18 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste

19 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste

20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste

21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste

23 | EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste

24 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste

24 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste

25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

26 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste

27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

28 | NDI NSAMI Julius Chargé de Cours En poste

29 Hggﬁ\(gee NDOSIRI Bridget Chargée de Cours Inspeﬁ\t/lelul\rlgél\s/lerwce
30 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste

31 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste

32 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (32)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / PSAA

2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDS

3 | NGOUELA Silvére Augustin Professeur En poste

4 | NKENGFACK Augustin Ephreim Professeur Chef de Département

5 | NYASSE Barthélemy Professeur Directeur/UN

6 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP

7 | WANDJI Jean Professeur En poste

8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences DEPE/ Rectorat/UYI

9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences Chef Service DPER

10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste

11 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste

12 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste

13 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste

14 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste

15 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste

16 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences | Sous/Direct. MINERESI

17 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste

18 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste

19 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI

20 TIH nee NGO BILONG E. Maitre de Conférences En poste
Anastasie

21 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste

22 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste

23 | FOTSO WABO Ghislain Charge de Cours En poste




24 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargeé de Cours En poste
25 | MVOT AKAK CARINE Charge de Cours En poste
26 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
27 QS;NO BIKOBO Dominique Charge de Cours En poste
28 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Chargé de Cours Chef Service/MINESUP
29 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
30 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargeé de Cours En poste
31 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
32 | NGNINTEDO Dominique Assistant En poste

6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25)

TCHAPNDA NJABO Sophonie B.

Maitre de Conférences

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

2 | FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGA MINESUP

3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste

4 | AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste

5 | DJAM Xaviera YOUHEP KIMBI Chargé de Cours En Poste

6 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste

7 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

8 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste

9 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste

10 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste

11 | KAMGUEU Patrick Olivier Chargé de Cours En poste

12 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste

13 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa

14 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste

15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste

16 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste

17 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste

18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste

19 | EBELE Serge Assistant En poste

20 | HAMZA Adamou Assistant En poste

21 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste

22 | KAMDEM KENGNE Christiane Assistante En poste

23 | MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste

24 | MEYEMDOU Nadeége Sylvianne Assistante En poste

25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (28)

1 | BITJONG NDOMBOL Professeur En poste

2 | DOSSA COSSY Marcel Professeur En poste

3 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département

- . CD Info/ Chef division

4 | EMVUDU WONO Yves S. Maitre de Conférences MINESUP

5 | NKUIMI JUGNIA Celestin Maitre de Conférences En poste

6 | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste

7

Directeur/AIMS Rwanda
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AGHOUKENG JIOFACK Jean

Chef Cellule

8 | Gérard Charge de Cours MINPLAMAT

9 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

10 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

11 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste

12 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste

13 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste

14 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste

15 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

16 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste

17 | MBEHOU Mohamed Chargé de Cours En poste

18 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste

19 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste

20 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste

21 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste

22 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste

23 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste

24 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste

25 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste

26 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste

27 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste

28 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (12)

1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM
Chef de

2 | ETOA Francois Xavier Professeur Departemer_n/ FS./ QYI

Recteur Université de

Douala

3 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste

4 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste

5 | NYEGUE Maximilienne Ascension | Maitre de Conférences En poste

6 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste

7 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste

8 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste

9 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste

10 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste

11 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste

12 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours En poste

13 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste

9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)

1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste

2 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste

3 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste

4 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département

5 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur Sous-Directeur/ MINRESI

6 | NJOMO Donatien Professeur En poste
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7 | PEMHA Elkana Professeur En poste
8 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
9 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
10 | WOAFO Paul Professeur En poste
BIYA MOTTO Fréderic Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
14 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
DJUIDJE KENMOE épouse N .
12 ALOYEM Maitre de Conférences En poste
15 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Division. UN
16 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
17 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences En poste
18 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
19 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste
20 | NANA ENGO Serge Guy Maitre de Conférences D|rector/StllJJd§nts/Affa| s
21 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
22 | NOUAYOU Robert Maitre de Conférences En poste
23 | SAIDOU Maitre de Conférences | Sous-Directeur/Minresi
24 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
25 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
26 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences En poste
. . - . Sous-Directeur/
27 | WAKATA nee BEYA Annie Maitre de Conférences MINESUP
28 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
29 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
30 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
ENYEGUE A NYAM épouse .
31 BELINGA Chargée de Cours En poste
32 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
33 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
34 MBONO SAMBA Yves Christian Chargé de Cours En poste
35 | MELI'T Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
36 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
37 | NDOP Joseph Chargé de Cours En poste
38 | OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ Inter
Etat/Sangmalima
39 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
40 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 | FOUATEU Rose épouse YONGUE Professeur En poste
3 | KAMGANG Pierre Professeur En poste
Conseiller
4 | MEDJO EKO Robert Professeur Technique/UYII
5 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
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6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste

7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste

8 | ABOSSOLO nee ANGUE Monique | Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC

9 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/UMa

10 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT

11 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy | Maitre de Conférences En poste

12 | NGOS IlI Simon Maitre de Conférences DAAC/Uma

13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste

14 | ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences En poste

15 | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences D|recteur/PrOJ§et Barrage
Memve’ele

16 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste

17 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste

18 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste

19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste

20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste

21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. IMINTP

22 | ZO’0O ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART

23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D ’Etat/MINMIDT

29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste

30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste

31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste

32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste

33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma

34 | MOUAFO Lucas Chargé de Cours En poste

35 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargeée de Cours En poste

37 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste

38 | NGUEUTCHOUA Gabriel Chargé de Cours CEA/MINRESI

39 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste

36 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste

40 L%TJ?A*EOEWNTE J. epouse Chargée de Cours Chef.cell / MINRESI

41 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste

42 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste

43 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste




Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de
Yaoundé |

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

. Maitres de Chargés de )
DEPARTEMENT Professeurs Assistants  Total
Conférences Cours
BCH 5(1) 12 (6) 19 (11) 1(1)  37(19)
BPA 12 (1) 10 (5) 20 (07) 2(0)  44(13)
BPV 5(0) 10(2) 9 (04) 2(02) 26 (9)
Cl 9(1) 9(2) 14 (3) 0 (0) 32 (6)
CO 7 (0) 14 (4) 10 (4) 1(0) 32(8)
IN 2 (0) 1(0) 13 (0) 10 (3) 26 (3)
MAT 2 (0) 4 (1) 19 (1) 2 (0) 27 (2)
MIB 2 (0) 5(2) 5(2) 0 (0) 12 (3)
PHY 10 (0) 17(2) 11 (3) 1(0) 39 (5)
ST 7 (1) 15 (1) 21 (5) 1(0) 43(7)
Total 61 (4) o7 (25) 141 (39)) 19 (6) 318 (75)
Soit un total de 318 (75) dont :
Professeurs 61 (4)
Maitres de Conférences 97 (25)
Chargés de Cours 141 (39)
Assistants 18 (5)
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RESUME

La fermentation est un processus essentiel dans le développement des précurseurs
d’ar6mes et du golt du chocolat que sont d’une part, les acides aminés qui proviennent de
I’hydrolyse des protéines, et d’autre part, les sucres réducteurs qui proviennent de I’hydrolyse
du saccharose. L’effectivité des milieux d’incubation et la fermentation de cacao se
présentent comme des moyens efficaces d’induire les changements biochimiques des feves
qui conduisent a différents stades de feves de cacao telles que les féves ardoisées (non
fermentées), violettes (sous fermentées) et brunes (entierement fermentées). Cette
hétérogénéité de stade dans un ensemble d’échantillon peut influencer la qualité des produits
finaux. Le présent travail a pour objectif de caractériser les marqueurs physico — chimiques
des feves de cacao. Pour cela, la quantification et 1’identification des teneurs en acides aminés
libres ont été réalisées par marquage de o - phthalaldehyde et détectés avec un
spectrophotometre de fluorescence couplé a un systéeme de RP-HPLC. Des polyphénols ont
été analysés a 280 nm par HPLC en utilisant un détecteur de rangée photodiode. Les
parameétres physico - chimiques des féves incubées et non incubées séchées sont évalués et
I’impact de la variabilité génétique sur la teneur des acides aminés, des polyphénols et des
sucres réducteurs des féves incubées et séchées est étudiée. La teneur en acides aminés dans
les féves violettes a été sensiblement plus élevée (11,165 + 4281 mg.kg™ ffdm) que celle des
féves ardoisées (4304,5 + 1927,6 mg.kg™ ffdm). Cependant, aucune différence significative
entre les féves violettes et brunes n’a été notée. Le contenu en épicatéchine, en catéchine, en
cyanidine-3-arabinoside et en cyanidine-3-galactoside a été significativement faible dans les
féeves violettes et brunes une fois comparé aux feves ardoisées. Les teneurs en sucres
réducteurs varient suivant le génotype et le pH du traitement. Le saccharose et le raffinose
sont présents dans tous les génotypes non incubés et aux concentrations élevées. Cependant,
le galactose et le fructose sont presents dans tous les génotypes incubés et non incubés, a des
concentrations élevées dans les traitements 1 (acide acétique) et 2 (acide lactique puis acide
acéetiqgue) mais faibles chez les feves non incubées. Par contre, le glucose est présent
uniquement dans les traitements 1 (acide acétique) et 2 (acide lactique puis acide acétique) a
des concentrations élevées et variables exception faite chez trois génotypes. La comparaison
entre les traitements appliqués lors des incubations a révélé que la nature de 1’acide influence

les marqueurs biochimiques.

Mots-clés: Cacao, génotypes, fermentation, acides aminés, polyphénols, sucres.
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ABSTRACT

Fermentation is an essential process in flavors precursors development and taste of
chocolate which are, on the one hand, amino acids which come from proteins hydrolysis, and
on the other hand, reducing sugars which come from sucrose hydrolysis. The effectivity of
incubations media and cocoa fermentation and cocoa fermentation arise as effective means to
induce biochemical changes of cocoa beans which lead to various stages of cocoa beans such
as slaty (not fermented), violets (under fermented) and brown (fully fermented). This
heterogeneity of stage in a sample set can influence quality of end products. The present work
aims to characterize physico-chemical markers of cocoa beans. To achieve this,
quantification and identification of free amino acids were performed by labeling o -
phthalaldehyde and detected with a fluorescence spectrophotometer coupled to an RP - HPLC
system. Polyphenols were analyzed at 280 nm by HPLC using a photodiode array detector.
Physico-chemical parameters of incubated and non-incubated dried beans are evaluated and
impact of genetic variability on content of amino acids, polyphenols and reducing sugars of
incubated and dried cocoa beans is studied. Amino acid content in violet beans was
significantly higher higher (11.165 + 4281 mg.kg ™ ffdm) that of slaty cocoa beans (4304.5 +
1927.6 mg.kg ™ ffdm). However, no significant difference between violet and brown cocoa
beans was noted. Contents of epicatechin, catechin, cyanidin-3-arabinoside and cyanidin-3-
galactoside were significantly low in violet and brown cocoa beans once compared to slaty
cocoa beans. Contents of reducing sugars vary according to genotype and pH of treatment.
Sucrose and raffinose are present in all non-incubated genotypes at high concentrations.
However, galactose and fructose are present in all incubated and non-incubated genotypes, at
high concentrations in treatments 1 (acetic acid) and 2 (lactic acid and then acetic acid) but
low in non-incubated beans. In addition, glucose is present only in treatments 1 (acetic acid)
and 2 (lactic acid and then acetic acid) at high and variable concentrations except in three
genotypes. Comparison between treatments applied during incubations revealed that nature of

acid influences biochemical markers.

Keywords: cocoa, genotype, fermentation-like incubation, amino acids, polyphenols,

sugars.
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Introduction générale



I.1. Introduction générale

Le cacao (Theobroma cacao L.) est une plante pérenne appartenant a la famille des
Malvaceae (Alverson et al., 1999 ; Motamayor et al., 2002), avec trois principales variétés :
Criollo, Forastero et Trinitario dominant le commerce mondial (Motamayor et al., 2003,
2008). Ces variétes sont distinctes en raison des différences dans la morphologie, les
caractéristiques génétiques et leurs origines geographiques. Le cacao est principalement
cultivé en Afrique centrale et occidentale, en Amérique du sud et en Asie du sud-est. Les huit
plus grands pays producteurs regroupent la Cote d’Ivoire, le Ghana, 1’Indonésie, le Nigéria, le
Cameroun, le Brésil, I’Equateur et la Malaisie (ICCO, 2019). Le cacao est consommé
largement sous forme de chocolats et le taux de consommation a augmenté vu la demande
croissante des confiseries de chocolat dans le monde entier. Le cacao est également utilisé

dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques (Kongor et al., 2016).

Le cacao est une culture de rente et fait partie intégrante de 1’économie du Cameroun.
Il est le deuxiéme produit d’exportation du pays dans le domaine agricole (aprés le bois, le
coton les bananes et le café) avec un taux de 12,4 % et contribue ainsi, efficacement a son
développement socioéconomique (Anonyme 1, 2018). Selon 1I’Organisation Internationale de
Cacao, le Cameroun occupe le 5°™ rang mondial avec une contribution estimée a 240 000
tonnes sur une production mondiale de 4 645 000 tonnes pour la saison 2017/2018 (ICCO,
2019). Bien que I’or brun camerounais mobilise plus de 600 000 emplois directs et indirects,
sa production demeure I’ceuvre des petits producteurs. Ces cacaoculteurs pratiquent une
culture généralement sous ombrage (en association avec d’autres arbres) ou encore dans des
régions d’agroforesterie semi-naturelle qui constituent par conséquent un habitat
particulierement stable pour de nombreuses espéces notamment Theobroma cacao (Anonyme
1, 2018). Les feves de cacao présentent un potentiel intrinseque de qualité qui dépend
fortement du génotype, de la saison de récolte, de I’origine, du terroir et du savoir-faire
agronomique du planteur (Barel, 2013). Mais, ce potentiel peut étre valorisé ou dégradé au

cours des opérations post-récolte (Barel, 2013 ; Saltini et al., 2013).

Le Cameroun est confronté au probléeme de la qualité du cacao avec 45 % de ses
produits classés courant et seulement 13 % considérés comme de qualité supeérieure
(Anonyme 1, 2018). La qualité des féves de cacao dépend essentiellement de la conduite de
la fermentation, étape au cours de laquelle s’effectue la synthese des précurseurs d’arome.

L’¢évaluation de la qualité des féves séchées est étroitement liée a 1’aspect morphologique de



leur cotylédon. La couleur des cotylédons est modifiée au cours de la fermentation par
’acidification des féves qui déclenche les changements biochimiques, induisant 1’activation
d’un ensemble d’enzymes spécifiques. Au stade préliminaire de la fermentation (stade
anaérobie) : les levures pectinolytiques générent de 1’éthanol et du lactique qui sont
responsables de la liquéfaction de la pulpe. Elles génerent des sueurs qui sortent du systeme
et permettent I’entrée d’air dans la masse de fermentation (Moreira et al., 2013). Au cours de
cette phase, la valeur du pH dans la masse est initialement inférieure a 4 en raison de la
teneur en acide citrique. Lorsque 1’activité des micro-organismes commence, la température
du milieu augmente, créant ainsi les conditions optimales pour la croissance et le
développement de nouvelles espéces. Les bactéries acides lactiques convertissent 1’acide
citrique et les glucides résiduels de la pulpe, principalement en acide lactique, acide acétique
et / ou mannitol (Moreira et al., 2013). Au stade aérobie, la croissance des bactéries acides
acetiques est facilitée par le processus de liquéfaction de la pulpe, qui permet le transfert
d’oxygéne dans les graines de cacao. Au cours de cette phase, la teneur en acide acétique
augmente, entrainant la diffusion subséquente d’éthanol et d’acide acétique dans les graines
de cacao, ce qui provoque la baisse du pH de 7 a 4-4,5 a I’intérieur des graines. De fagon
générale, I’activité de levures sur la pulpe de cacao produit 1’éthanol qui est oxydé par les
bactéries en acide lactique et acide acétique (stade aérobie) (De Roos & De Vuyst, 2018 ;
Romanens et al., 2018), indispensables pour 1’obtention d’un cacao marchand de bonne
qualité. Le processus d’oxydation produit de la chaleur qui entraine la mort de I’embryon
empéchant la germination et simultanément, ’acide acétique s’infiltre lentement dans les
cotylédons (Biehl et al., 1985). La diminution du pH (< 5) compromet I’intégrité de cellules
et permet a plusieurs enzymes d’interagir avec leurs substrats (Moreira et al., 2013). Ainsi,
les protéines de réserve sont hydrolysées par la protéinase aspartique et la carboxypeptidase
(Biehl et al., 1993 ; Voigt et al., 1994) et produisent des acides aminés libres et des peptides
tandis que I’invertase coupe le saccharose en fructose et glucose (Lopez et al., 1978). Sous
les conditions aérobies et de pH ¢€levés, la polyphénoloxydase catalyse 1’oxydation de divers
métabolites phénoliques aux quinones. Les quinones réagissent avec chacun d’eux aussi bien
qu’avec d’autres donneurs d’électrons dans le tissu altéré, pour former des polymeres
insolubles bruns appelés polyphénols. Au méme moment, les anthocyanines sont hydrolysées
par les B - glycosidases pour produire les anthocyanidines, le galactose et ’arabinose. En
outre, la dimérisation des leucocyanidins et I’exsudation des flavonoides dans les feves se
produisent. Par la suite, durant le séchage, la quantité de polyphénols est substantiellement
réduite par le brunissement enzymatique (Wollgast & Anklam, 2000).



Selon la durée de la fermentation, ’homogénéité de la taille des féves dans le panier /
caisse, la fréquence du mélange et la température, I’état biochimique des féves de cacao
changent. Cette variabilité peut étre caractérisée visuellement en utilisant 1’épreuve a la coupe
ou « cut test » qui permet de distinguer les féves bien fermentées montrant la couleur brune.
Les feves sous-fermentées apparaissent violettes a violettes-brunes et les féves non-
fermentées sont ardoisées. Ces trois groupes sont souvent trouvés dans le cacao marchand
(Lieberei & Rohsius, 2003).

Les industries de cacao mélangent des féves de diverses origines qui ont été traitées
différemment dans le but d’uniformiser I’ensemble des matiéres premiéres pour produire le
chocolat. Les parameétres de traitement pour produire le chocolat sont alors ajustés sur la
caractéristique prévue du mélange des feves, réguliérement sur la base des indicateurs
simples tels que I’origine du cacao (Saltini et al., 2013). Dans I’optique de comprendre la
fermentation et de 1’améliorer, plusieurs études ont ét¢ menées sur des changements
biochimiques se produisant pendant la fermentation, le séchage et la torréfaction du cacao de
différentes origines et génotypes. Mais, ces études sont effectuées sur le cacao marchand dans
sa globalité, ne prenant pas en compte la composition des lots (Kirchhoff et al., 1989 ;
Niemenak et al., 2006 ; Rohsius et al., 2006 ; Lieberei et al., 2013), elles se concentrent sur
les pratiques agricoles ou différentes conditions influencent les parameétres spécifiques des
féves de cacao. De telles informations atteignent rarement les fabricants de chocolat. Un des
défis résultant de I’existence des feves ardoisés, violettes, brunes et les différents stades de
transition de ces étapes majeures est de savoir I’impact de ces violettes sur la qualité d’un lot
de féves et le chocolat qui peut en étre issu. Par ailleurs, des études sur le dynamisme du
milieu de fermentation révélent une production simultanée des acides lactiques et acétiques
en début de fermentation (Biehl et al., 1982 ; Eyamo et al., 2016). Sachant que les acides
lactique et acétique sont importants pour 1’obtention du cacao marchand de qualité, il est
nécessaire de verifier si contrairement a 1’ordre d’apparition admise (acide lactique les 2
premiers jours, puis acide acétique a partir du 3eme jour de fermentation), d’autres ordres
d’apparition d’acides influenceraient les marqueurs physico — chimiques de la qualité des

feves.
Le présent travail a été conduit selon les hypotheses de recherche suivantes :

Les féves violettes (I'un des stades de transition entre les féves ardoisées et brunes)

contenues dans le cacao marchand influenceraient la qualité finale du chocolat.



Le processus d’incubation des féves fraiches dans les milieux modélises de
fermentation se présenterait comme une opportunité pour la bonne compréhension des

transformations physico - chimiques qui influencent la qualité du cacao.

Pour vérifier ces hypothéses, les feves de quelques génotypes fermentées par les
producteurs ainsi que celles issues de la fermentation en condition de laboratoire ont été
utilisées. L’objectif général de ce travail est de caractériser les marqueurs physio - chimiques
de ces féves dans le but d’améliorer la qualité des feves en général et de valoriser celles de

couleur violette observées dans le cacao marchand camerounais.
Plus spécifiquement, il s’agit de :
- déterminer les teneurs en acides aminés et en polyphénols dans le cacao marchand;

- évaluer la dynamique des acides aminés au cours de I’incubation des féves dans

différents milieux;

- évaluer les parametres physico — chimiques des feves incubées et séchées et élaborer
I’impact de la variabilité génétique sur la teneur des acides aminés, des polyphénols et

des sucres réducteurs dans les féeves séchées apres incubation.



Chapitre 1. Généralités



1.2. Revue de la littérature
1.2.1. Historique et répartition mondiale du cacao

Theobroma cacao L. est un arbre originaire du continent américain. D’aprés
Cheesman (1944), il proviendrait de la Haute Amazonie dans une zone comprise entre les
rivieres Napo, Putumayo et Caqueta, qui prennent naissance dans les Andes équatoriennes et
affluent vers le fleuve Amazone. Toutefois, méme si sa dispersion a pu se faire naturellement
dans toute la région de la Haute Amazonie, les données récentes indiquent que 1’introduction
du cacaoyer en Amérique centrale (Mexique) est probablement l’ceuvre de 1’homme
(Motamayor et al., 2002). La découverte plus tot du fruit de cacao est créditée a I’Olmeque
(1500-400 ans avant Jésus Christ). Le cacao a donc hérité son nom scientifique et générique
d’une part, de son origine Maya : Theobroma du latin « Theo » qui signifie Dieu et «bromay,
nourriture soit Théobroma: nourriture des Dieux (Whitlock et al., 2001). Pendant cette
période, les feves de cacao ont été écrasées, mélangées a I’eau et a diverses épices ayant pour
résultat une boisson écumeuse appelée le “tchcolatl” (ou xocolalt) a 1’origine du chocolat
actuel (Knight, 1999). L’histoire du cacaoyer remonte a celle des Indiens d’Amérique

centrale, qui considéraient le cacao comme un élixir divin.

Sa culture s’est répandue successivement grace aux civilisations Olmeques, Mayas et
Aztéques (Motamayor et al., 2002). Avec les Aztéques (13°™ — 16°™ siécle), les plantations
s’étendirent dans les Iles Caraibes, au Venezuela, en Equateur et en Colombie. C’est au 17%me
siecle qu’une expansion rapide du marché du cacao au niveau du continent européen se
produisit. Au cours de ce siécle, les espagnols avaient réussi le transfert de quelques plants a
Manille aux Philippines. La culture s’est progressivement répandue vers le sud a travers
I’Inde orientale puis au Sri Lanka au cours du 19°™ siécle. Au début du 20°™ siécle
commence une série d’introduction de la culture par les Hollandais a Java et par les
allemands en Papouasie-Nouvelle-Guinée a partir de plusieurs régions d’Amérique Latine.
De maniere autonome, la province de Bahia au Brésil a crée de grandes plantations

cacaoyeres au 19°™ siécle (Loor, 2007).

C’est a partir de la région de Bahia que le cacao a pris la direction de I’Afrique de

I’Ouest ou d’importantes plantations ont 6té créées au 19°™ et au 20°™ siécle notamment au
Cameroun (a la veille de la premiere guerre mondiale, plus de 11 000 hectares étaient déja
plantés en cacaoyers sur les pentes du Mont Cameroun), au Nigeria, au Togo, au Ghana et en

Cote d’Ivoire (Oro, 2011 ; Torres & Momsen, 2011) puis en Asie (en Malaisie et en
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Indonésie). Aujourd’hui, on retrouve le cacaoyer sur les cinq continents avec une part

importante de la production en Afrique (Alet, 2013).

‘-
» Equateur

B Pays producteurs de cacao

7

o 3 000 km

Fig. 1. Aspects géographiques de la production de cacao sur le globe terrestre (Alet, 2013)

1.2.2. Diversité biologique du cacaoyer

La classification de la diversité génétique de ’espéce T. cacao a été proposée par
Morris (1882) en référence a trois groupes morpho-géographiques de cacaoyers
traditionnellement cultivés dans le monde : Criollo, Forastero et Trinitario. Les groupes
Criollo, Forastero et Trinitario ont servi de base a la premiére classification du cacaoyer ; ces
groupes ne refletent plus actuellement la vraie dimension, structuration et diversité génétique
de cette espece (Bartley, 2005). Dans le genre Theobroma cacao L., les différentes sous-
especes peuvent étre identifiées. Selon la littérature, ces sous-especes sont classifiées en
quatre variétés : Criollo, Forastero, Trinitario et Nacional (Saltini et al., 2013 ; Kongor et al.,
2016). 1l est bien connu que les féves de cacao venant de différentes origines géographiques
avec différents génotypes ont des profils caractéristiques de saveur (Kongor et al., 2016). Les
quatre principales variétés distinctes présentent des différences dans les formes de cabosses,
des profils de saveur et la résistance aux pestes/maladies (Afoakwa et al., 2008, 2010 ;
Kongor et al., 2016).



1.2.2.1. Criollo

Les Criollo signifiant «créole» en espagnol, cultivés a 1’origine en Amérique centrale,
au Mexique et au Venezuela, représentent la variété la plus anciennement exploitée. C’est le
groupe majoritairement cultivé (Saltini et al., 2013). Aujourd’hui, on les retrouve également
aux Antilles, en Colombie et a Madagascar (Motamayor et al., 2002). Criollo est le cacao le
plus recherché et plus cher mais ne représente que 1 a 1,5 % de la production mondiale (Loor,
2007 ; Oro 2011). Ce groupe comprend des variétés produisant des staminodes de couleur
rose pale, des cabosses de couleur verte ou violette et de forme variable s’approchant le plus
souvent du Cundeamor (allongée, pointues a I’extrémité inférieure et leur surface est
rugueuse) qui a maturité deviennent rouges ou rouge-oranges (Fig. 2 A) ; et renferment des
feves dodues de section presque ronde blanches ou rosatres du fait de 1’absence ou la faible
concentration en anthocyanes (Kongor et al., 2016). Un sous-groupe de cette variété est
appelé Sanchez et est cultivé particulierement en République Dominicaine (Saltini et al.,
2013). La plante de Criollo est trés sensible aux parasites et champignons (Schwan &
Wheals, 2004). Parmi les principaux types de Criollo, on peut citer le cacao Pentagona ou

Lagarto, le cacao Real et le cacao Porcelana (Mossu, 1990).
1.2.2.2. Forastero

Les Forastero signifiant « étranger » en espagnol, regroupent en fait tous les autres
types de cacaoyers « non Criollo ». La plupart sont originaires de la Haute Amazonie et sont
naturellement dispersés dans tout le bassin de 1’Amazone (Dias et al., 2003). Ce groupe est
particulierement diversifié et renferme des génotypes tres résistants aux maladies (Pound,
1945) et beaucoup plus productifs que les Criollo. Il existe de trés nombreux cultivars
Forastero. Ils constituent le support de la production principale de I’ Afrique de 1’Ouest et sont
aussi cultivés dans le nord de I’Amérique du sud, au Breésil, en Equateur. In extenso, ce
groupe représente 75 a 80 % de la production mondiale (Loor, 2007 ; Oro, 2011). Le
Forastero est caractérisé par sa résistance aux maladies. Il produit des cabosses arrondies et
lisses de couleur verte qui a maturité deviennent jaune et parfois rouge (Fig. 2 B). Ces feves
sont habituellement plates, astringentes et pourpre en couleur due a la présence des
anthocyanines (Kongor et al., 2016 ; Saltini et al., 2013). Ils ont également un pH plus élevé
apres la fermentation et le séchage comparé aux féves de Criollo. Le chocolat produit avec

des féves de Forastero contient moins d’amertume, moins d’acidité et moins d’astringence



comparées au chocolat produit avec les feves de Criollo ou de Trinitario (Kongor et al.,
2016).

1.2.2.3. Trinitario

Les Trinitario (provenant de I’ile de Trinidad) sont des populations hybrides de
cacaoyers. Ils sont issus d’un croisement naturel entre les Criollo plantés au 17°™ siécle par
les colons espagnols a Trinidad et les cacaoyers importés de la Basse Amazonie d’origine
Forastero (Pound, 1938, 1945). Ils sont cultivés sur les mémes terres que le Criollo, et furent
rapidement implantés dans les pays d’Amérique Centrale, dans certains pays du nord de
I’Amérique du sud (Colombie, Venezuela, Equateur, etc.), ainsi que dans quelques pays
d’Afrique et d’Asie du sud-est. Les feves sont de couleurs variables et cette variété est
connue pour avoir un ardme vinicole particulier non trouvé dans les autres variétés (Afoakwa
et al., 2008 ; Saltini et al., 2013 ; Kongor et al., 2016). Hybrides naturels trés hétérogénes, ils
offrent une bonne résistance aux maladies et représentent actuellement environ 20 a 25% de
la production mondiale (Loor, 2007 ; Oro, 2011). Les cultivars de Trinitario portent en
général le nom des organismes ou centres de recherche ou ils ont été sélectionnés : ICS
(sélection d’imperial college, Trinidad), UF (sélection de United Fruit, Costa Rica), SNK

(sélection de la station Nkoemvone, Cameroun), etc.... (Mossu, 1990) (Fig. 2 C).
1.2.2.4. Nacional

Nacional est un petit cultivar développé en Equateur, avec peu de différences

génétiques de Criollo.

Fig. 2. Les variétés du cacao : (A) Criollo, (B) Forastero, (C) Trinitario, (D) Nacional.
Source: journal.org/PLOS ONE. (E : 2 cm)



Le nacional a des cabosses de grande taille, vertes, tres rugueuses, avec des graines violettes
assez grosses (Tixier, 2013) (Fig. 2 D). Le cacao Nacional est considéré comme variété la
plus fine produisant de célebres féves d’Arriba avec des florales typiques et de saveur épicées

(Counet et al., 2004 ; Kongor et al., 2016).

1.2.3. Systématique et taxonomie du cacao

Le cacaoyer est une plante spermaphyte de la division des magnoliophyta qui
appartient a la classe des Magnoliopsideae; les résultats de la systématique moléculaire le
classe dans I’ordre des Malvales (Whitlock, 2001 ; Silva & Figueira, 2005) (Tableau ).

Tableau I. Position systématique de Theobroma cacao L.

Domaine
Regne

Sous regne
Infra regne
Superdivision

Superdivision

Division
Division
Classe

Sous classe
Super -Ordre
Ordre

Famille

Sous —Famille
Tribu

Genre

Espece

Biota

Plantae (plantes)

Viridaeplantae

Streptophyta (plantes terrestres)
Embryophyta

Spermatophyta (plantes a
phanérogames)

Tracheophyta (plantes vasculaires)
Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Magnoliopsida (Dicotylédones)
Magnoliidae

Rosanae

Malvales

Malvaceae

Byttnerioideae

Theobromeae

Theobroma

Theobroma cacao L., 1753

graines,

Source : (Silva & Figueira, 2005).

Le genre Theobroma comporte 22 espéces (Bartley, 2005) et Theobroma cacao (L.) est
I’espéce la plus intensivement cultivée (Santos et al., 2012 ; Tixier, 2013). Ces sections

appartiennent a trois autres espéces : Theobroma grandiflorum (Willd. Spreng) K. Schum;



Theobroma bicolor Humb. et Bonpl. et Theobroma angustifolium Mocino et Sessé (Tableau

).

Tableau Il. Taxonomie du genre Theobroma.

Genre Especes

Rhythidocarpus T. bicolor

Oreanthes T. sylvestre, T. speciosum, T. velutinum, T. glaucum, T.
bernouilli
Theobroma T. cacao
Telmatocarpus T. gileri, T. microcarpum
Glossopetalum T. cirmolinae, T. stipulatum, T. simiarum, T. chocoense,

T. angustifolium, T. grandifrorum, T. obovatum, T. sinuosum

T. canumanense, T. subincanum, T. hylacum, T. nemorale

Andropetalum T. mammosum

Source : (Cuatrecasas, 1964).

Cuatrecasas (1964) dans une étude plus exhaustive et utilisant la méme méthode que
Bernoulli (1869), mais plus détaillée car en plus des caracteres de base tels que: la forme du
pétale, la position et la forme des staminodes, le nombre d’anthéres. Elle prend en compte le
type de germination (Hypogea et epigea), la forme et la pubescence des feuilles, le type de
pollen et de fruit, conduisant a nommer 22 espéces qui ont été validées et publiées dans le
United States National Herbarium vol. 35, en les placant en 6 sections: Andropetalum,

Glossopetalum, Oreanthes, Telmatocarpus, Theobroma et Rythidocarpus (Tableau I1).
1.2.4. Culture du cacao
I. 2.4.1. Ecologie et agronomie du cacao

Les sols sous cacaoyers ont des exigences tres prononcées. Le sol doit étre profond
d’au moins 1,5 m, bien drainé et de préférence argilo-sableux (Koko, 2014). Dans la forét
tropicale, ou s'épanouit naturellement le cacaoyer, 1’ombrage modéré nécessaire & son

développement est procuré par les grands arbres (Crane et al., 2013). Cette condition est

assurée en plantant les cacaoyers a I’ombre d’arbres qui les protégeront aussi du vent, de la
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pluie et d’une trop grande évaporation. Les conditions de sol des plantations de cacao exigent
¢galement qu’il soit poreux, drainé et primordialement tres riches en humus, en potassium, en
azote, en oligoéléments et d’autres minerais essentiels nécessaires pour leur croissance (Koko
et al.,, 2009 ; Koko, 2014). En effet, le sol devrait étre fertile. Le sol doit avoir
préférentiellement un pH entre le neutre et Iégérement acide, ce qui contréle soigneusement

la prédominance des parasites et des maladies (Fowler, 1999).

Il existe plusieurs méthodes de propagation du cacaoyer : la plantation de feves, le
bouturage, ou le greffage. La feve est préte a germer avant méme la maturité du fruit, mais
comme elle perd vite son pouvoir germinatif, il faut la semer rapidement apres 1’avoir extraite
de la cabosse. La germination de la graine de T. cacao est épigée et a lieu au bout de 4 a 6
jours apres le semis dans de bonnes conditions. Dans les 10-15 jours qui suivent la
germination, le rachis s’allonge tandis que les cotylédons sortent de la terre (Oro, 2011). Les
jeunes plantules sont d’abord cultivées pendant 6 mois en pépiniére avant d’étre replantées en
pleine terre (jusqu’a 1’a4ge de deux ans maximum), au début de la saison des pluies, soit sous
couvert forestier aménageé, soit sous des ombrages artificiels, ou encore a 1’abri de végétaux
plus grands tels que les bananiers ou les cocotiers. La culture, généralement extensive, est

intégrée dans des systemes de productions complexes (Oro, 2011).

Le régime pluviométrique pour la réussite des cacaoyers est estimé entre 1000 et 2000
mm par an avec moins de trois mois de pluies de hauteur inférieure @ 100 mm et une
température de 18 — 32 °C (Mossu, 1990 ; Koko, 2014). Kebe et al. (2009), préviennent que
la culture du cacaoyer exige une pluviosité annuelle supérieure a 1200 mm, régulierement
répartie. Leur culture exige les climats qui se trouvent entre les tropiques du Cancer et le
Capricorne respectivement. Les plantations de cacao sont appropriées a moins de 20° nord et
sud de 1’équateur. Mais la ceinture principale est & moins de 10° nord et sud de 1’équateur, et
au mieux pour le niveau de la mer jusqu’a un maximum d’altitude d’environ 500 m, mais

également entre 200 m et 300 m est approprié a la culture de cacao (Crane et al., 2013).

I. 2.4.2. Biologie et physiologie du cacao

T. cacao est une espéce diploide (2n = 2x = 20) qui a un petit génome (0,4 pg/1C)
(Lanaud et al., 1992). D’apreés Demol (2002), les grains de pollen, sphéroides, sont de petites
dimensions (16 a 23 microns). Leur viabilité est de courte durée et ne dépasse pas 48 heures

dans les conditions naturelles (Loor, 2007). L’ovaire renferme une quarantaine d’ovules.
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Cependant, toutes les fleurs ne donnent pas de cabosses, la plupart sechent et meurent. Un
cacaoyer produit annuellement plusieurs milliers de fleurs et régule naturellement sa
production. En effet, moins de 1 % des fleurs produites arrivent & maturité et deviendront des
cabosses. La pollinisation est entomophile (Paulin & Eskes, 1995). Elle est assurée par de
petits moucherons parmi lesquels plusieurs espéces du genre Forcipomya ont été identifiées
(Posnette, 1950 ; Young, 1985). La structure de la fleur rend difficile la mise en contact du
pollen avec le style ou les stigmates, a cause de la position des antheres et la présence de la
barriere que constitue la couronne de staminodes stériles (Loor, 2007). Les grains de pollen,
par suite de leur viscosité élevée, restent groupés en masses plus ou moins importantes,
difficilement transportables par le vent. Le cacaoyer commence a fleurir entre deux et cing
ans ; ’intensité de la floraison est influencée par 1’origine génétique de I’arbre (Mossu et al.,
1981 ; Paulin et al., 1983). Dans les conditions favorables, les féves germent au bout de 15
jours. La croissance verticale cesse généralement dés 1’apparition des premiéres ramifications
(Wood & Lass, 2001). Le cacaoyer atteint 25 m de hauteur a 1’état sauvage (Lachenaud et al.,
2007).

Les cacaoyers sont des arbres a feuilles persistantes caractérisées par une grande taille
et une forme simple, lancéolée ou oblongue selon le génotype, pointue et penninerve.
L’implantation des feuilles se fait selon une phyllotaxie distique sur les axes plagiotropes et
rayonnante sur 1’axe orthotrope (Charrier, 1969). Les feuilles juvéniles du cacaoyer sont
molles et tendres avec une coloration variant du vert trés clair a diverses tonalités de rouge
selon le génotype et la quantit¢ d’anthocyanes qu'elles contiennent, cependant elles
deviennent vertes a 1’état adulte (Vera, 1987). Le cacaoyer est cauliflore, les inflorescences
apparaissent sur des coussinets floraux, qui sont des renflements du tronc ou des branches
(Swanson et al., 2008).

Les premieres fleurs se développent et apparaissent tout au long de I’année, par
périodes successives et pendant toute la vie de la plante (Aneja et al., 1999). Les fleurs de
petite taille sont hermaphrodites, régulieres, pentameéres formées de cing sépales, cing pétales
et cing étamines alternant avec cing staminodes (Fig. 3 A). Les pétales sont composés de
deux parties distinctes, la cuculle attachée au réceptacle floral et la ligule. Les antheres sont
recouvertes par les cuculles et produisent des pollens dont la durée de vie n’excéde pas 48
heures (Paulin, 1994). Ces fleurs sont a ovaire supere comptant 30 a 60 ovules. L arbre peut
produire annuellement jusqu’a 100 000 fleurs et seulement environ 1/500 donnera des fruits.

Les fleurs ne produisant pas de nectar ni d’ardbme pour attirer d’autres insectes, la
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transmission de ce pollen épais ne peut se faire que par I’intermeédiaire de moucherons. Ce
pollen est incompatible pour le pistil de la méme fleur, des fleurs du méme arbre ou des
autres arbres de la plantation. Ce phénomene est qualifié d’auto-incompatibilité (Royaert et
al., 2011).

Le fruit de cacaoyer est une baie indéhiscente de forme fusiforme appelée chérelle
(Fig. 3 B) au jeune age et cabosse a 1’age adulte (Fig. 3 C). Ce fruit reste attaché a I’arbre par
son pedoncule fortement lignifié. Une cabosse ouverte présente une placentation axillaire
avec des graines disposées en cinq rangées, entourées d’une pulpe mucilagineuse. Le
péricarpe est constitué¢ de I’extérieur vers l’intérieur de 1’épicarpe, du mésocarpe et de
I’endocarpe. On dénombre 30 a 60 graines par cabosse (Santos et al., 2012). Les graines

entourées d’une pulpe mucilagineuse sont reliées au placenta par des funicules (Fig. 3 E).

Fig. 3. Plants de cacaoyers et ses composants. (A) fleur et boutons floraux, (B) feuilles et
chérelle, (C) cabosses de cacao immatures (vertes) et matures (jaunes), (D) coupe horizontale
de cacao, (E) graines de cacao avec pulpe, (F) graines de cacao sans pulpe. (E: 0.5 cm)
(Photo crédit, Tchouatcheu, 2016)

Les feves sont des gralles exalbuminées constituées de deux éléments :

- I’enveloppe, que I’on appelle coque ou tégument, est mince mais résistante, coriace, rosée,

tres nervurée ; elle contient ’amande. Le tégument est riche en tanins ;

- ’amande est elle-méme formée de deux parties : 1’albumen et deux cotylédons. La fine
couche d’albumen, muqueux, recouvre et pénétre dans les replis des deux cotylédons. Les
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deux gros cotylédons plan-convexes, inégalement plissés, charnus et riches en corps gras,
entourent le petit embryon violet. Ceux-ci sont formés de trois couches cellulaires : une
couche de cellules épidermiques, une couche de cellules parenchymateuses de réserve
particulierement riches en triglycérides, glycérides, acides aminés, enzymes et amidon, et une
couche de cellules pigmentées responsables de la coloration des cotylédons ; du blanc des
Criollo au violet foncé des Forastero, on passe par des teintes intermédiaires pour les
Trinitario. Elles regoivent les assimilats grace aux faisceaux vasculaires du funicule et des
tissus du hile (Vinogradova & Falaleev, 2012) (Fig. 3).

1.2.5. Contraintes de la cacaoculture

1.2.5.1. Maladies du cacao en champ

Tous les organes du cacaoyer, les tiges, les feuilles, les coussinets floraux, les fruits et
les racines, peuvent étre affectés par des champignons pathogénes. Plusieurs affections
virales ont aussi été répertoriées. Les cinqg maladies qui provoquent les dégats les plus
importants sont : la pourriture brune des cabosses et les chancres de 1’écorce dus aux
Phytophthora, le balai de sorciéere, la moniliose, le gonflement des tiges (CSSV), et le
Vascular Streak Dieback (VSD) (Pontillon, 1998).

Les maladies les plus fréquentes sont provoquées par des Oomycéetes du genre
Phytophthora (P. palmivora, P. megakarya, P. capsici et P. citrophothora), répandus dans le
monde entier et provoquant d’importantes pertes, essentiellement en Afrique. Cependant,
I’espéece la plus répandue est Phytophthora palmivora. Elle cause des dégats directs dans le
mésocarpe, mais aussi indirecte au niveau des jeunes feuilles, des fleurs, des racines et du
tronc sur lequel il provoque des chancres (Thevenin et al., 2012). PPR (Phytophthora Pod
Rot) est provoqué par Phytophthora de deux especes P. palmivora et P. megakaria. Au
Ghana, en Céte d’Ivoire et surtout au Cameroun, ces agents pathogénes causent des pertes de
cabosse en moyenne de 40 % (Opoku et al., 2000 ; Wessel & Quist-Wessel, 2015).
Cependant, en raison des codts élevés des fongicides, beaucoup de fermiers ne peuvent pas
adopter cette solution (Mpika et al., 2011 ;Wessel & Quist-Wessel, 2015) (Fig. 4 A).

D’autres fléaux sévissent comme le «Vascular Streak Dieback» (VSD), maladie
provoquée par le champignon Oncobasidium theobromae dans I’ Asie du sud et sud-est et une
partie de I’Extréme-Orient, il est marqué par le dépérissement avec nécrose vasculaire
(Samuels et al., 2012).
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Le virus du gonflement des tiges du cacaoyer (cacao swollen shoot virus ou CSSV),
transmis par des cochenilles, touche essenticllement 1’Afrique, En Amérique du Sud, le
Panama et les Caraibes, et notamment en Equateur (Fig. 4 B). Ce sont la moniliose et la
maladie du «balai de sorciére» qui constituent les atteintes les plus dévastatrices. Les
champignons responsables de ces maladies sont, Moniliophthora roreri (moniliose) qui
atteint les fruits et Moniliophthora perniciosa (maladie du «balai de sorciere») qui entraine la
mort de jeunes plants, des déformations graves des rameaux et de fortes pertes de production
(Evans et al., 2013 ; Anonyme 2, 2015) (Fig. 3 D). L’effet le plus évident a été vu au Brésil,
I’introduction de la maladie dans la région du Bahia a causé une diminution de la production
de presque 70 % pendant une période de 10 ans (Anonyme 2, 2015). Un des facteurs cruciaux
pour la reproduction de M. perniciosa est I’eau. Les basidiospores sont libérées pendant la
nuit avec un niveau d’humidité de 80 % et la température ambiante entre 20 ° et 30 °C
(Evans, 2016 ; Anonyme 3, 2015).

1.2.5.2. Insectes et ravageurs du cacao en champ

A chaque fois que T. cacao a été introduit dans une région nouvelle, il a rencontré des
insectes capables de ’attaquer. Ils peuvent étre défoliateurs, foreurs des rameaux et des tiges,
piqueurs ou suceurs des branchettes ou des cabosses, ou encore rongeurs des racines
(Wielgoss et al., 2012). Les deux ravageurs du cacaoyer les plus importants a I'échelle
mondiale sont les mirides et le foreur des cabosses (Fig. 4 C). Les criquets, les cochenilles et
surtout les punaises s’attaquent aux feuilles. Par ailleurs, le cacaoyer est la cible de plusieurs
insectes nuisibles parmi lesquels se trouvent : les perforateurs du tronc (Xyleborus
ferrugineus), les acares (Floracarus theobramae Keiffer), les thrips (Selanothrips
rubrocintus), et les perforateurs de fruits (Carmenta theobromae, Anadasmus porinodes,
Gymnandrosoma aurantium et Synanthedon sp.). Les principaux insectes ravageurs du
cacaoyer en Afrique sont des punaises des genres Sahlbergella, Distantiella, Helopeltis et
Menalonion (Heteropthera: Miridae), dont les larves piquent les branches, pouvant entrainer
la mort de I’arbre (Wessel & Quist-Wessel, 2015). A 1’état adulte, ces insectes provoquent
méme de fortes pertes en s’attaquant directement aux fruits. Dans le sud-est de 1’Asie, les
pertes de récolte dues au «cacao pod borer», dont 1’agent responsable est Conopomorpha
cramerella (Lepidopthera: Lithocolletidae), peuvent atteindre 80 % de la production.
Conopomorpha cramerella est un insecte foreur des cabosses (Wielgoss et al., 2012). Les
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pentatomes, les cicadelles et les thrips sont également des insectes nuisibles du cacaoyer. Les

cochenilles sont des vecteurs de virus de I’cedéme de pousse (Muller et al., 2001)..

Les larves des pyralidés s’attaquent aux cabosses. Les plantes parasites, tel que le gui

(Eskes & Lanaud, 1997), sont responsables de la baisse de la production des cacaoyers.

Fig. 4. Quelques affections du cacao; (A) cabosse infestée par: Phytophtora megakarya, (B)
swollen shoot, (C) attaque des mirides sur une cabosse, (D) balai de sorciére. (E :0.5 cm)
(Loor, 2007; Oro, 2011).

1.2.6. Economie de la cacaoculture Camerounaise
1.2.6.1. Macro-économie

Sous les tropiques, les cultures pérennes comme le cacao sont régulierement
pratiquées en plantation paysannes (Ruf, 1995 ; Endamana et al., 2001). Elles jouent un réle
important dans 1’économie des pays du bassin du Congo et, sont 1’une des principales sources
de revenus monétaires pour les paysans de la zone forestiere du Sud Cameroun et occupe au
moins 60% des superficies cultivées (Sonwa et al., 2000). Le cacao, 1’une des principales
denrées tropicales n’a pas échappé a cette crise des cours mondiaux. Le marché étant
stratégique pour la plupart des pays producteurs car, a la différence de nombreuses autres
denrées tropicales, ce produit est essentiellement exporté, et par la une source de devises et
taxes importantes. La crise des codts du cacao a ainsi entrainé une baisse considérable des
exportations, affectant directement des plans entiers du monde rural, et a compromis
1I’équilibre du budget de I’Etat (Gockowski & Dury, 1999). En plus, 1’on continue de noter
aussi des faiblesses dans le circuit de commercialisation des produits. Pareil au niveau de la
proportion de cacao transformé au Cameroun qui stagne a 15 % tandis qu’elle est de 25 % au
Ghana, 43 % en Coéte d’Ivoire et de 100 % en Indonésie (Anonyme 1, 2018).
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Le ministére en charge de I’ Agriculture (Minader) se félicite des performances de son
secteur en 2017. Selon cette administration, la contribution de ’agriculture a la croissance
économique du Cameroun a été de 76,38% en 2017 (Anonyme 1, 2018). Le produit intérieur
brut (PIB) est I’indicateur le plus retenu pour évaluer I’ensemble de la production des biens et
des services d’un pays pendant une année. Il indique I’ampleur de I’activité économique. A
cet effet, I’analyse des résultats du quatriéme trimestre de 2018 montre une amélioration de
I’activité économique, traduite par une croissance du PIB de 4 ,5 % par rapport au trimestre
correspondant en 2017. Dans ce sens, un accent a ét€¢ mis sur ’appui a la promotion de la
mécanisation agricole et des équipements dans les filiéres stratégiques : cacao, café, coton,
caoutchouc, riz, banane, manioc, etc. Tout cela a permis d’accroitre la production, par
exemple la production du cacao qui a connu un taux d’accroissement de 9% en 2016
(Anonyme 1, 2018). Les complexes agroindustriels représentent 10 % de la production
agricole nationale (Folefack, 2003). Cette agriculture nourrit largement la population du
Cameroun. En valeur, les exportations des agrumes et bois viennent en téte, suivies du cacao,
du café, du coton et de la banane. Et selon le bilan fait par le Ministere du Commerce
(Mincommerce), on a enregistré un accroissement de la production nationale (Anonyme 5,
2018). La production commercialisée est en effet passée de 231 642 tonnes lors la saison
2016-2017 a 253 510 tonnes lors de la campagne qui s’achéve, soit une augmentation de 21
868 tonnes. La relance de la filiére se voit aussi sur la qualité des produits (féves). Les
quantités de féeves exportées en Grade | ont progressé. Elles sont passées entre les campagnes
2016-2017 et 2017-2018 de 1 099 a 8 933 tonnes (Anonyme 3, 2018). On observe par ailleurs
une meilleure valorisation locale de la feve camerounaise. Les volumes transformés par

I’industrie locale sont passés de 33 023 a 53 403 tonnes entre les deux derniéres campagnes.
1.2.6.2. Micro-économie

L’observation de la structure du marché, montre au niveau de la filiére cacao,
I’existence d’une multitude d’acheteurs. Parmi ces acheteurs, ceux du secteur privé dominent
le marché. L’état du Cameroun a renforcé des initiatives et le dynamisme des producteurs par
I’appui aux organisations de producteurs leur permettant, d’une part, d’exercer un véritable
pouvoir de négociation, et d’autre part, de participer a 1’élaboration des politiques agricoles,

par la formation et I’information.

Cependant, la cacaoculture se heurte a plusieurs difficultés qui participent a faire

mauvaise presse a ce secteur d’activité. En effet, la baisse du prix du kilogramme qui
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concourt a démotiver des potentiels nouveaux producteurs et la migration vers d’autres
cultures. La production de cacao avait chuté de prés de 38 000 tonnes entre la saison 2015-
2016 et celle de 2016-2017, ceci a cause de la contrebande qui a favorisé la chute des cours
de prés de 40 % (Anonyme 1, 2018). Les inadéquations entre les standards de prix fixés par
les acquereurs qui definissent les normes de la qualité de plus en plus strictes et rigoureuses
aux detriments des producteurs, principaux acteurs dans les processus de production et de
traitement post-récolte du cacao. La faiblesse de la productivité et de la compétitivité
(qualité) des produits est souvent due aux difficultés techniques d’accés aux intrants et aux
services agricoles depuis la dévaluation du FCFA (franc des colonies frangaises d’Afrique)
comparativement au revenu des planteurs. De méme, qu’au vieillissement des planteurs et des

plantations (Anonyme 1, 2018).

En plus, I’insuffisance des traitements phytosanitaires et les mauvaises conditions de
stockage relevées chez certains planteurs sont de nature a favoriser I’altération de la qualité

du produit

La qualité du cacao dépend de plusieurs facteurs et les pouvoirs publics s’attélent déja
a améliorer par toute une série d’interventions. Cela, par un service minimum de
vulgarisation (encadrement) auprés des agriculteurs, des acheteurs et des négociants des
techniques de manipulation post récolte. Par ailleurs, ils ont amélioré 1’approvisionnement en
intrants tant pour accroitre les quantités que pour améliorer la qualité. Cependant, des
mesures doivent étre prises en compte pour assurer le pré contréle de qualité avant 1’achat du

produit par les acheteurs.

1.2.7. Traitements post-récolte du cacao

Le traitement post-récolte permet 1’expression du potentiel aromatique du cacao,
lequel est détermine par le génotype (Cros, 1995). La conduite des différentes étapes du
traitement post-récolte doit étre bien menée en vue de I’obtention d’un produit marchand qui
obeit aux normes de qualité. Les étapes du traitement post-récolte sont : 1’écabossage, la
fermentation, le sechage, le conditionnement et le stockage. La qualité commerciale du cacao
dépend surtout de la maitrise de deux opérations cruciales que sont la fermentation et le

séchage.
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1.2.7.1. Ecabossage des cabosses de cacao

L’écabossage des cabosses commence apres la récolte. La récolte est une opération
délicate toujours effectuée manuellement. On préléve les cabosses en coupant le pédoncule a
I’aide de machettes pour les cabosses les plus basses ou a 1’aide d’élagueurs aux bords trés
tranchants, montés sur une longue perche de bambou, pour les fruits en hauteur des arbres. La
cueillette a lieu exactement a maturité (Arvy & Gallouin, 2003). En effet, une récolte tardive
entraine des risques de pourriture et de germination des graines et une récolte précoce
diminue le rendement ; les graines immatures, mélangées aux graines mdres, donnent a la
récolte une saveur désagréable diminuant sa valeur marchande (Perrier, 2002). La maturité
s’apprécie a la couleur des cabosses. Selon le climat du pays producteur, la récolte se fait
deux fois par an ou toute I’année. Elle se fait toute I’année dans les régions trés humides,
avec une récolte abondante de mai a décembre (Paris & Moyse, 1981). Les cabosses sont
alors cueillies a intervalles réguliers de 10 a 15 jours, 3 semaines au maximum. En revanche,
dans d’autres régions du monde, elle a lieu deux fois par an. La récolte principale s’étale

d’aolt a décembre en Afrique de 1’Ouest et centrale (Pontillon, 1998).

Les études ont montré comment le stockage de cabosse diminue les acides non-
volatiles et les polyphénols des composés, particulierement -(-)epicatechin et (+)-catechin,
avec une réduction générale d’amertume et d’astringence dans le cacao (Kongor et al., 2016 ;
Shwan & Wheals, 2004). Toutefois, le stockage de cabosses ne donne pas seulement un effet
bénéfique ; en fait, un stockage prolongé augmente la moule de contamination de maniere
significative. Ainsi, le stockage de cabosse est utile seulement dans certaines conditions et
seulement s’il est bien contrdlé. La période de récolte, le temps de stockage, le degré de
maturation et la séparation entre les cabosses saines et infectées affectent les résultats finaux
(De Vuyst & Weckx, 2016 ; Saltini et al., 2013). Le stockage de cabosse réduit la teneur en
sucre et par conséquent la quantité d’éthanol et d’acide acétique formés pendant la
fermentation, en outre il augmente le pH dans les féves fermentées de cacao (Saltini et al.,
2013). Il permet en particulier une diminution de I’acidité des féves et une montée plus rapide

de la température au cours de la fermentation.

Le traitement apres la récolte des feves de cacao commence par 1’ouverture des fruits,
habituellement avec un outil de coupe, tel qu’une machette (Lima et al., 2011). Les cabosses
sont ouvertes afin d’en extraire les féves de cacao : c’est 1’écabossage. L’utilisation d’un

gourdin pour éclater le cortex est bien préférable. Les feves, entourées de leur pulpe blanche
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mucilagineuse, sont extraites avec les doigts (Hulin, 2001). Par la suite, le rachis, les feves
noires et les débris de cabosse doivent étre elimines (Hulin, 2001). La pulpe et les feves dans
les cabosses saines mlres sont censées étre microbiologiquement stériles (De Vuyst &
Weckx, 2016). Quand la masse de pulpe des féves de cacao est enlevée de I’intérieur des
cabosses par la main, elles deviennent immeédiatement inoculées avec différents types de
micro-organismes venant de I’environnement. Beaucoup constituent 1’inoculum sauvage
initial de démarreur, qui contribuent & la fermentation spontanée suivante de la masse de
feves (De Vuyst & Weckx, 2016 ; Schwan & Wheals, 2004).

1.2.7.2. Fermentation des feves de cacao

La fermentation est 1’étape primordiale du traitement post-récolte du cacao. Encore
empirigue, elle a une grande importance pour le développement ultérieur de 1’aréme et pour
la qualité du cacao (McFadden & France, 1999). Pour cette raison la masse de pulpe des
feves fraiches de cacao subit une fermentation normale pour obtenir un cacao et un chocolat
savoureux (McFadden & France, 1999). Pour comprendre [’origine des marqueurs
biochimiques obtenus apres fermentation, il est nécessaire de parler de la composition de la
pulpe du cacao, des techniques de fermentation des féves, du déroulement proprement dit de

la fermentation, du séchage des féves et du stockage avant le transport pour les industries.
1.2.7.2.1. Composition de la pulpe de cacao

La pulpe de cacao contient entre 82 et 87 % d’eau, 10 a 15 % de sucres (60 % de
saccharose et 39 % du mélange de glucose et fructose), 1 a 1,5 % de pectineet 1 a 3 %
d’acide citrique. Les protéines, les acides aminés, les vitamines (principalement la vitamine
C), et les sels minéraux constituent également la pulpe issue de la cabosse mdre (Schwan &
Wheals, 2004). La composition chimique de la pulpe et de la féve évolue drastiqguement au
cours de la transformation du cacao et notamment lors de la fermentation (Jannel-Oudot &
Misler, 1997). Au cours de la fermentation, la pulpe visqueuse disparait autour des feves,
d’ailleurs la fermentation contribue au changement de couleur et de saveur des feves tout en

réduisant I’amertume et 1’astringence (Jannel-Oudot & Misler, 1997).
1.2.7.2.2. Techniques de fermentation des feves de cacao

Suivant les régions et I’importance des plantations, plusieurs techniques sont utilisées
(Perrier, 2002). Le plus souvent, les féves fraiches et les pulpes sont mises a fermenter en tas
coniques a méme le sol ou sur des feuilles de bananier disposées a cet effet (De Vuyst &
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Weckx, 2016). Quand la fermentation est effectuée en utilisant la méthode en tas, au début du
processus la température augmente plus rapidement que celle réalisée dans les caisses en
bois, c’est probablement la raison pour laquelle moins de féves pourpres sont trouveées a la fin
de cette fermentation, précisant une meilleure homogénéité du processus (Saltini et al., 2013).
On peut aussi effectuer la fermentation dans des caisses de bois ou de ciment a fond perforé
(fermentoirs), voire dans des paniers (Fig. 5 B). L’ensemble est recouvert de feuilles de
bananiers ou de sacs. Les feves ne doivent pas étre enfermées dans des récipients étanches :
les jus doivent pouvoir s’écouler librement (Perrier, 2002). Les féves doivent étre aérées de
temps a autre par brassage ce qui permet d’obtenir une fermentation homogene et d’apporter
I’oxygene nécessaire a la fermentation acétique (Delattre, 1995 ; Saltini et al., 2013).
L’oxygéne apporté en remuant la masse en fermentation permet le développement de
nouvelles bactéries suivit de la fermentation acétique (Delattre, 1995 ; Saltini et al., 2013).

1.2.7.2.3. Déroulement de la fermentation des féves de cacao

Lors de la fermentation en condition idoine, 1’acétobacter oxyde 1’éthanol (produit par
des levures dans la toute premiere partie du procédé de fermentation) en acide lactique
(produits par bactéries acides lactiques) et en acide acétique, ou en acide acétique et en
acetoine (produit intermédiaire de la fermentation butanediolique synthétisé par
décarboxylation de 1’acétoacétate puis réduit en 2,3-butanediol) quand la fermentation est
prolongée. La suite de ce processus transforme 1’acide acétique en dioxyde de carbone et en
eau (Moens et al., 2014 ; De Roos & De Vuyst, 2018). La quantité d’acide acétique diminue
vers la fin de la fermentation, suite a son évaporation due a 1’élévation de tempeérature du
milieu. Ces acides détruisent la paroi de pectine qui recouvre les féves, celles-ci deviennent
perméables, et permettent aux métabolites produits par les micro-organismes de s’infiltrer
dans les cotylédons (Moreira et al., 2013). Ces derniers amorcent la dégradation des protéines
contenues dans ces féves en acides aminés et en peptides, précurseurs des ardmes du cacao
(Lopez et al., 1978). Plusieurs molécules sont produites pendant la fermentation en raison de
la dégradation biochimique des sucres présents dans la pulpe de cacao. Parmi ces composés,
I’acide propanoique, ’acide 2-methylpropanoique, 1’acide 3 methylbutanoique et 1’acide
acétiqgue améliorent les composés odeur-actifs (Kongor et al., 2016). Ces réactions
biochimiques détruisent environ deux tiers des polyphénols des feves, molécules
responsables de leur astringence et, entraine la condensation des tanins responsable de la
couleur brune, caractéristique des feves de cacao bien fermentées (Afoakwa, 2010 ; Kongor
et al., 2016 ; Saltini et al., 2013).
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L’ensemble du procédé de fermentation montre un intervalle d’augmentation de
température de 25 - 30 °C a 45 - 50 °C en raison des réactions exothermiques se produisant
en présence des levures, pendant la phase LAB (bactéries acides lactiques) et la phase AAB
(bactéries acides acétiques), ayant pour but la dégradation des populations de micro-
organismes a la fin de la fermentation (Schwan & Wheals, 2004). La température du milieu
conduit au cours du temps, a la mise en place d’un environnement propice au développement
ou a I’inhibition de microorganismes impliqués dans le processus fermentaire du cacao
(Schwan et al., 1995 ; Schwan & Wheals, 2004) ; II s’en suit une succession microbienne qui

conduit au développement des précurseurs spécifiques de 1’ardbme chocolat (Schwan et al.,
1995 ; Schwan & Wheals, 2004).

La durée de la fermentation (3 a 4 jours) et les pratiques appliquées par le planteur
varient suivant les pays, les variétés de cacao utilisées (Pontillon, 1998). Ainsi, les cacaos de
type fins (Criollo, Nacional) ont une durée de fermentation de 1’ordre de 3 jours tandis que,
celle des cacaos de type courant est de 5 jours et plus (Pontillon, 1998 ; Atlas, 2001). Le
moment opportun pour arréter la fermentation dépend de critéres subjectifs : gonflement des
feves, odeur de la masse, couleur des cotylédons, chute de la température, ce qui demande de
I’expérience et de la routine (Pontillon, 1998). Au-dela d’une semaine, la fermentation doit
étre interrompue par séchage afin d’éviter le développement de bactéries nuisibles comme
Escherichia coli, Pseudomonas ou Enterobacter et la formation d’amines dont 1’odeur

putride imprégnerait définitivement les féves. Apres la fermentation, les féves contiennent

encore 55 a 60 % d’eau, teneur qui doit étre inférieure a 6 — 8 % pour la conservation
(Kongor et al., 2016 ; Saltini et al., 2013).

Fig. 5. Fermentation : (A) stockage des cabosses, (B) féves introduit dans le panier, (C)
fermentation des féves. (E : 0.5 cm) (Abega, 2017).

22



La fermentation a pour but de dévitaliser I’embryon (pour empécher la feve de germer), de la
débarrasser de la pulpe mucilagineuse, et de provoquer des modifications biochimiques au
sein des cotylédons (gonflement, disparition de la couleur initiale remplacée par la couleur
brune, développement des précurseurs d’ardme, diminution de I’astringence et de I’amertume

pour les amener a un niveau agréable).

Selon (Barel, 1995), la durée de la fermentation détermine la couleur et la qualité
finale des féves. De facon générale, en absence de fermentation, on obtient les féves
ardoisées. Cependant, une fermentation trop courte donne les féves violettes et une trop

longue fermentation donne des feves pourries (Fig.6).

Absence Trop courte Trop longue
Féves Féves Féves
ardoiseées violettes pourries
Pas d’ar6me Peu d’ardéme . .
Goflits putrides
Forte amertume Amertume P

Forte astringence Astringence Gotts eétrangers

Fig. 6. Défauts de fermentation sur les féves de cacao (Barel, 1995).

1.2.7.3. Séchage des féves de cacao issues de la fermentation

Aprés la fermentation vient le séchage. Le taux d’humidité pendant ce processus est
crucial pour la qualité finale des féves de cacao. D une part, si le processus de séchage est
trop rapide, les féves de cacao tendent a maintenir une quantité excessive d’acide, y compris
I’acide acétique, avec effets délétéres en termes de saveur (Saltini et al., 2013). D’autre part,
si le processus de séchage est trop lent elle aura comme conséquence un faible taux d’acidité,

la couleur péle et la présence élevée des moules (Kongor et al., 2016 ; Saltini et al., 2013). Le
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séchage des féves permet I’arrét de la fermentation, la diminution de leur humidité et

I’élimination de 1’acide acétique (Kongor et al., 2016).

On observe de nombreuses techniques de séchage solaire : le séchage sur natte, le
séchoir a toit mobile, le séchoir basculant. Une grande partie des feves de cacao produites
dans le monde est séchée au soleil, en couche mince (3 a 4 centimetres) sur des aires
cimentées ou des claies de séchage (Perrier, 2002). L’utilisation de baches en plastique
posées sur le sol peut étre une bonne solution quand les installations n’existent pas ou sont
insuffisantes (Perrier, 2002). Quel que soit la technique utilisée, un remuage périodique
permet d’homogeénéiser la couche et de donner a toutes les feves le méme gradient de séchage
(Perrier, 2002). On apprécie la siccité du produit fini par le toucher et, surtout, par le son des
feves agitées dans la main (Perrier, 2002). Le séchage solaire, progressif, sans dépense
énergétique, permet la poursuite des réactions biochimiques pendant les premiers jours et
conduit & des cacaos de bonne qualité et de faible acidité volatile (Perrier, 2002). De plus, les
UV du rayonnement solaire provoquent une certaine stérilisation de la coque des feves,
assurant une protection contre les moisissures. Cette méthode présente cependant des
inconvénients : elle est lente (7 & 15 jours), elle nécessite des surfaces importantes (1 m? pour
20 kg de feves fermentées) et de la main d’ceuvre pour brasser les feves plusieurs fois par

jour, pour les couvrir la nuit et en cas de pluies.

Le séchage artificiel, est beaucoup plus rapide que le séchage solaire et dure en
général un a deux jours suivant le taux initial d’humidité. Il utilise des tables de séchage en
tole perforée, rectangulaires ou circulaires, sur lesquelles les féves sont disposées en couche
épaisse (30 a 50 centimetres) (Arvy & Gallouin, 2003). Un ventilateur souffle de 1’air chauffé
par des feux de bois a travers le lit de graines et généralement des systemes mécaniques
assurent le brassage régulier des féves (Arvy & Gallouin, 2003). Dans le cas d’un séchage
rapide, de type artificiel a air chaud, des problemes apparaissent pour extraire I’acide acétique
de la graine ce qui peut conduire a un cacao a godt acide. Un autre défaut vient de
I’utilisation de feux de bois dont la fumée est en contact avec les feves (Fowler, 1995). Ceci

entraine 1’apparition de gofts et d’odeurs de fumée trés désagréables (Fowler, 1995).

1.2.7.4. Stockage apres séchage et transport

Les feves seches sont habituellement stockées dans des sacs a la ferme avant d’étre

vendues sur le marché. Les spores fongiques présentes a la fin de la période de séchage
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restent viables pendant de longues périodes, de sorte que les bonnes conditions de stockage
soient cruciales pour maintenir la qualité des féves et d’éviter la propagation de la
contamination (Fig. 7). Si les féves de cacao sont stockées dans un endroit impropre, le taux
d’humidité élevé peut favoriser le développement des moisissures, fournissant des conditions
favorables pour la germination de spores, la croissance fongique et la détérioration de la
qualité des feves (Copetti et al., 2014). Des sacs a jute sont remplis de féves seches de cacao

aux poids appropriés, placés dans des récipients et puis transportés par bateaux aux pays

consommateurs.
Reprise d’humidite entrée d’insectes contaminations
Feu de bois, fiunées
Gasoil
Féves moisies Féeves Insecticides

Sacs pourris

Contamination
Gout de moisi
Toxicité
Beurre acide

Perte de poids Gouts etrangers

Fig. 7. Défauts de cacao dus a un stockage inadéquat (Barel, 1995).

1.2.8. Composition des marqueurs biochimiques de cacao

La graine est constituée de cotylédons. Dans les vacuoles des cellules des cotyledons,
on trouve du beurre de cacao formant un film lipidique (50 %), des substances de réserves
hydrosolubles (sucres complexes et protéines), des substances polyphénoliques. Au cours de
la fermentation, 1’acide acétique pénetre dans la graine et I’acidification des cellules entraine
la destruction du film lipidique, la formation de globules lipidiques rendant les composés
hydrosolubles accessibles aux enzymes, ce qui permet I’obtention des acides aminés par les

protéines ; des glucides simples par les complexes (amidon et diholosides).
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1.2.8.1. Polyphénols de cacao

Les propriétés des polyphénols ont de tout temps vivement intéressé les industries du
secteur alimentaire, responsables du brunissement, impliqués dans les sensations d’amertume,
d’astringence, d’aromes ou de couleurs. D’ou la présentation générale des composés

phénoliques ou polyphénols puis les voies de synthése et sa classification.

1.2.8.1.1. Généralités

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres
ou engagés avec un glucide (Boizot & Charpentier, 2006). Les polyphénols sont des familles
de substances chimiques largement distribués dans les végétaux. Ils sont présents dans toutes
les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et
bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou la maturation des fruits (Boizot &
Charpentier, 2006).

La famille des polyphénols comporte prés de 8 000 molécules organiques issues d’un
métabolisme secondaire complexe (Stalikas, 2007 ; Bravo, 2008). Les composés phénoliques
ont en commun un noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyl. Selon le
nombre d’unités phénoliques présents, on les classe en composés phénoliques simples et
polyphénols. Par abus, on les appelle indifferemment composés phénoliques ou polyphénols
et comprennent essentiellement les phénols simples, les acides phénoliques, les stilbénes, les
flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les lignines et les
xanthones (Stalikas, 2007).

Forsyth (1955), a rapporté que la féve de cacao contient quatre types de catéchines,
dont (-) — I’épicatéchine constitue environ 92 %. Brennetta Adam et al. (1928), ont indiqué
que la feve de cacao non fermentée contient a la fois du tanin et de la catéchine. A cote de ces
composeés, on a découvert que le cacao avait des leucoanthocyanines présentes sous forme de
glycosides. De méme, il a été observé que les feves de cacao contiennent deux cyanidines
glycosides et au moins trois composés de leucocyanidines (procyanidine) (Forsyth, 1955).
Les leucocyanidines constituent environ 60 % des polyphénols totaux dans le cotylédon de
cacao frais (Forsyth & Quesnel, 1963). Quesnel (1968), a trouvé que la féve de cacao

contenait de la leucocyanidine et de ’épicatéchine diméres simples. L’épicatéchine et les
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leucocyanidines simples 1, 2 et 3 (L1, L2 et L3) sont présentes dans les feves de cacao, telles
qu’identifiées par chromatographie bidimensionnelle sur papier (Jalil & Ismail, 2008). De
plus, la cyanidine est également présente sous forme de cyanidine-arabinoside et de
cyanidine-galactoside. La fraction anthocyane se compose essentiellement de cyanidine-3-
arabinoside et cyanidine3- galactoside (Belitz et al., 2009). Les plus représentés sont les
anthocyanes, les flavonoides et les tanins. Ils ne sont pas directement impliqués dans un
processus métabolique quelconque et sont de ce fait considérés comme des métabolites
secondaires (lvory, 2000 ; Niemenak et al., 2006). On les classe parmi les antioxydants
naturels vu qu’ils permettent de diminuer la formation des radicaux libres. Les polyphénols
dans des feves de cacao subissent la réaction d’oxydation qui est non enzymatique et
enzymatique par 1’action de 1’oxydase de polyphénol. Hansen et al. (1998), ont rapporté que
cette enzyme est strictement inactivée pendant le premier jour de la fermentation. Forsyth
(1952), a rapporté que la perte de polyphénols est provoquée par diffusion dans les sweatings
de fermentation et confirmée par les études microscopiques effectuées par De Brito et al.
(2000).

1.2.8.1.2. Voies de synthese et classification des polyphénols

Les polyphénols dérivent de deux voies principales de synthése primaire : la voie de
I’acétate / malonate et celle du shikimate; toutes deux provenant du métabolisme du glucose

(Chaouche, 2014). La voie de I’acétate : I’acide acétique sous sa forme active, 1’acétyl-CoA,

est le point de départ de la synthése des lipides dans le métabolisme primaire mais également
celui de la synthese du cycle A des flavonoides dans le métabolisme secondaire (Chaouche,
2014). Quant a la voie du shikimate, le métabolisme primaire permet la synthése des acides
aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine), cependant leur dégradation conduit & la voie
secondaire qui permet la synthese des phénylpropanoides qui sont a I’origine d’une série de
composés phénoliques présents dans les plantes comme les flavonoides et les stilbénes
(Wollgast & Anklam, 2000 ; Crozier et al., 2006).

1.2.8.1.2.1. Origine biogénétique des flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d’un hétérocycle central de type pyrane,
formant une structure C6-C3-C6 (Ghedira, 2005). Les precurseurs de la plupart des
flavonoides sont le malonyl-CoA et le p - coumaroyl-CoA, dérivant respectivement de la voie

métabolique des carbohydrates et des phénylpropanoides. Les acides propanoiques (acides en
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C9) sous leur forme active se condensent avec trois moles de malonate (C6) pour former un
chalcone en C15. La fermeture et I’hydratation ultérieures, selon le cycle conduisent a la
formation des divers flavonoides. Ainsi, le cycle A des flavonoides résulte de la condensation
de trois moles de malonyl-CoA et les cycles C et B sont formés par les acides
phenylpropanoiques (Wollgast & Anklam, 2000 ; Ferrer et al.,, 2008). Les composés
flavonoides sont formés d’un squelette de base a 15 carbones (C6-C3-C6), correspondant a la

structure de la 2-phényl-benzopyrone (Ferrer et al., 2008).
1.2.8.1.2.2. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer
deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes
(D’Archivio et al., 2007). Les composes phénoliques simples sont des composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont
représentés par deux sous-classes : les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique (C6-C1) et de
I’acide hydroxycinnamique (C6-C3) (Bruneton, 2008).
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Fig. 8. Classification des familles de polyphénols (Basheer & Kerem, 2015).

En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : les
flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines
(Havsteen, 2002). Les non flavonoides qui sont des polyphénols complexes a 1’exemple du
tanin (Fig.8). Les tanins hydrolysables qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un

nombre variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol
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est soit I’acide gallique dans le cas des gallotanins soit I’acide ellagique dans le cas des tanins

classiguement dénommés ellagitannins (Bruneton, 1993).

Les tanins peuvent former des complexes avec de multiples molécules (protéines,
polysaccharides, alcaloides, anthocyanes) et le processus peut étre réversible ou irréversible
(Bruneton, 1999). Les tanins condensés ne possedent pas de sucre dans leur molécule et leur

structure est voisine de celle des flavonoides (Bruneton, 1999). (Fig.8).

1.2.8.1.3. Propriétés et intéréts des polyphénols

L’effet des polyphénols sur les lignées de cellules cancéreuses humaines est
fréguemment protecteur et induit une réduction du nombre de tumeurs et de leur croissance
(Scalbert et al., 2005). Les polyphénols agissent par différents mécanismes dont 1’inhibition
de I’absorption du glucose au niveau intestinal (Dembinska-Kiec et al., 2008). Les propriétés
antioxydantes des polyphénols ont longtemps été considérées comme étant le principal
phénomene expliquant leurs effets protecteurs (Nijveldt et al., 2001). Cependant, de
nombreuses études ont pu montrer que les polyphénols et leurs métabolites agissaient
¢galement comme des modulateurs des voies de signalisation de 1’inflammation (Ksouri et
al., 2007). Les flavonoides jouent un rdle trées important dans le traitement du diabete
(inhibant 1’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations
(inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs,
de I’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols) et des affections bactériennes et
viraux (anti-HIV) (Yao et al., 2004).

Chez les plantes, les composés phénoliques en particulier les flavonoides seraient
impliqués dans un certain nombre de fonctions. Ces composés assurent la pigmentation des
fleurs, des fruits et des graines pour attirer les pollinisateurs et les disperseurs de graines
(interviendraient dans la fertilité des plantes et la germination du pollen) (Stalikas, 2007). Ils
interviennent également dans les processus de défense contre le rayonnement UV en
protégeant les plantes contre les radiations UV, en absorbant a la fois ces radiations et les
espéces réactives de 1’oxygene formées. lls représentent un systéme de défense contre les
organismes micro pathogenes les (attaques microbiennes) (Crozier, 2003 ; Stalikas, 2007).
Toutes les grandes familles de composés phénoliques solubles (dérivés hydroxycinnamiques,
flavonols, flavanols, anthocyanines, tanins) participent aux qualités organoleptiques et

nutritionnelles des produits alimentaires d’origine végétale (Macheix et al., 2006).
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1.2.8.2. Acides aminés

En biochimie, les acides aminés jouent un role crucial dans la structure, le
métabolisme et la physiologie des cellules et de tous les étres vivants connus, en tant que
constituants des peptides et des protéines. D’ou sa présentation, sa biosynthése et sa
classification.

1.2.8.2.1. Généralités

Les acides amineés sont a la base de la constitution des protéines et autres peptides. Ce
sont les produits primaires de 1’assimilation de 1’azote et les précurseurs des protéines et des
acides nucléiques (Stewart & Lahrer, 1980). Les métabolites primaires sont des produits issus
directement des photoassimilats (sucres simples, acides aminés, protéines, acides nucléiques
et organiques), qui participent a la structure de la cellule végétale ainsi qu’a son
fonctionnement de base (Hopkins, 2003). Ces métabolites sont aussi définis comme des
molécules qui se trouvent dans toutes les cellules végétales et, nécessaires a leur croissance et
a leur développement (Raven et al., 2000). Par opposition, les métabolites secondaires (MII)
ne sont pas produits directement lors de la photosynthése mais sont synthétisés a partir des
métabolites primaires et résultent de réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont
limités a certaines espéces de végétaux et sont importants pour la survie et la valeur

adaptative des especes qui les synthétisent (Croteau et al., 2000 ; Raven et al., 2000).

1.2.8.2.2. Biosynthese et classification des acides aminés

1.2.8.2.2.1. Biosynthese des acides aminés

Chez les plantes, les premiers acides aminés sont formés dans la racine. Leur
distribution est assurée par la seve brute (Anonyme 4, 2017). Le métabolisme des acides
aminés nécessite de 1’énergie et des squelettes carbonés qui seront principalement fournis par
la photosynthése durant la journée et par la respiration durant la nuit (cycle de calvin,
glycolyse, voie des pentoses phosphate et cycle de Krebs) (Anonyme 4, 2017). La premiére
étape de la biosynthése des acides aminés est 1’assimilation de NHz (Anonyme 4, 2017).
L’une des principales portes d’entrée utilisée par la cellule pour introduire I’ammoniac au
ceeur du métabolisme des acides aminés est 1’amination réductive de 1’a-cétoglutarate en
glutamate catalysée par le glutamate déshydrogénase. L’hydrogéne est fourni par le NAD(P)
H. La réaction se fait en deux étapes au niveau des mitochondries. Elle correspond a la

condensation d’ammoniac avec le groupe carbonyle de 1’alpha-cétoglutarate pour former un
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intermédiaire alpha-iminium glutarate qui est fixé temporairement a 1’enzyme pour étre
ensuite réduit en glutamate (Anonyme 4, 2017). L’alpha-cétoglutarate provient de 1’isocitrate
dans le cycle de Krebs (Anonyme 4, 2017). Dans la cellule, les acides cétoniques peuvent
étre transformeés en acides aminés correspondants. Le glutamate joue un réle prépondérant
dans les réactions de transamination (Anonyme 4, 2017). En effet, le groupe aminé du
glutamate peut étre transféré a divers acides a-cétoniques en formant les acides aminés
correspondants. Ces réactions de transamination permettent donc de fabriquer un grand
nombre d’acide aminés courants (Anonyme 4, 2017).

La synthése des autres acides aminés, notamment celle des acides aminés
aromatiques, est extrémement complexe, entre autres du fait qu’a partir d’un squelette
carboné linéaire, il y a cyclisation ou bien ramification (Anonyme 4, 2017). La premiére
étape de la biosynthése de ces acides aminés fait intervenir : un précurseur issu de la
glycolyse : le phosphoénolpyruvate ; un précurseur issu de la voie des pentoses phosphate :
I’érythrose-4-phosphate. Il s’ensuit une voie commune qui aboutit a la formation du
shikimate (la shikimate déshydrogénase joue un grand role) puis du chorismate (Anonyme 4,
2017). C’est a partir de ce dernier intermédiaire commun que les voies se séparent pour
former : d’une part, la phénylalanine et la tyrosine. La deuxiéme étape est la transamination a
partir du glutamate. A partir du glutamate comme acide aminé 1 et d’un acide alpha-
cetonique 1 ; avec formation d’un acide aminé 2 et d’alpha-cétoglutarate comme acide alpha-
cétonique 2. Oxaloacétate : Asp, pyruvate : Ala, a-céto-b-méthyl valérate : lle, a-céto
isovalérate: Val, phénylpyruvate: Phe, 4-hydroxyphényl pyruvate: Tyr, préphénate: arogénate
(précurseur de Phe et Tyr), 3-phosphohydroxy pyruvate: 3-phosphosérine. Par la suite, la
deuxiéme incorporation d’ammoniac entraine la formation de la glutamine a partir du
glutamate par la glutamine synthétase. Cette transformation est caractérisée par une grande
affinité pour NH,". La formation du glutamate & partir de la glutamine & par le glutamate
synthétase (GOGAT) correspond au transfert sur 1’alpha-cétoglutarate du groupe amide de la
glutamine. C’est une réduction irréversible catalysée par la glutamine 2-cétoglutarate
aminotransférase NAD(P) H-oxydante (glutamate synthétase (GOGAT) (Anonyme 4, 2017).
La biosynthése du tryptophane est sans doute la plus complexe de tous les acides aminés. Elle
fait intervenir une molécule impliquée dans la biosynthese de nombreuses autres molécules
dont I’histidine : le 5-phosphoribosyl 1-pyrophosphate (PRPP). Aussi, la glutamine et/ou le
glutamate intervient dans la biosynthése de 3 acides aminés aromatiques (Anonyme 4, 2017).
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Seule, la lysine et la thréonine ne peuvent étre re-synthétisées a partir du radical carboné
(Anonyme 4, 2017).
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Fig. 9. Principales voies de biosynthése des acides aminés (Anonyme 4, 2017).

Le principal lieu de biosynthése des acides amines reste la feuille ou la photosynthése
fournit directement les métabolites nécessaires aux transaminations (Anonyme 4, 2017). Les
voies de synthese sont trés souvent branchées, c'est-a-dire que plusieurs acides aminés
peuvent étre issus d’un précurseur unique (Miflin & Lea, 1982 ; Lea & Forde, 1994). La
synthése des acides aminés serait régulée par la lumiére, la disponibilité en sucres, en certains
acides aminés comme la glutamine ou encore en nitrate (Morot-Gaudry et al., 2001). Les
plantes et les microorganismes sont capables de faire la biosynthése de tous les acides aminés

protéinogenes. (Fig. 9).

Les principales voies de production et d’utilisation des acides aminés et des protéines
sont la synthése protéique (Anonyme 5, 2014). La synthese protéique se fait a partir d’un
pool (compartiment) d’acides aminés libres de trés petite taille, environ 70 g (soit moins de 1
% des acides aminés de 1’organisme), lui-méme compartimenté en deux pools, extracellulaire
et intracellulaire (Anonyme 5, 2014). Ce dernier représentant environ 95 % des acides aminés
libres et étant le véritable précurseur de la synthése ; la protéolyse (ou dégradation protéique),

libérant des acides aminés dans le pool. Ces deux phénomenes de synthéese protéique et de
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protéolyse sont simultanés et constituent le renouvellement protéique (Anonyme 5, 2014).
Des protéines sont dégradées par les enzymes respectives aux polypeptides et aux acides

aminés, qui forment la base des précurseurs de saveur de chocolat (Anonyme 5, 2014).

1.2.8.2.2.2. Classification des acides aminés

Les acides aminés constituent les bases des protéines. Les acides aminés, appelés
aussi molécules quaternaires, sont composés de quatre éléments: le Carbone (C),
I’Hydrogéne (H), I’Oxygéne (O) et I’Azote (N) (Anonyme 6, 2017). Les acides aminés
(acides alpha-aminés) sont formés de 3 composantes essentielles. La fonction acide (-
COOH), la fonction amine (-NH2) et le radical R qui change d’un acide aminé a un autre et
fait ainsi, la différence entre les différents acides aminés (Anonyme 6, 2017). Les acides
aminés (AA) peuvent étre subdivisés en AA apolaires (9 AA) et en AA polaires (11 AA). Ces
derniers peuvent étre des Acides aminés polaires non chargés (6 AA), Acides aminés polaires
chargés (-) (appelés aussi AA acides) et des Acides aminés polaires chargés (+) (appelés aussi
AA basiques) (Anonyme 6, 2017). Afin de produire de plus de caractéristiques et
d’observations, les divers acides aminés libres ont été groupés selon le systeme de la
classification de Kirchhoff et al. (1989). Ce systeme de classification met les divers acides

aminés libres dans les groupes distincts comme suit :

- Groupe 1 : Acides aminés hydrophobes ; composé de I’alanine, de la leucine, de la

phénylalanine, de la valine, de la tyrosine et de I’isoleucine ;

- Groupe 2 : L’asparagine, 1’acide aspartique, la glutamine, I’acide glutamique et 1’histidine

composent les acides aminés acides ;

- Groupe 3 : Ce groupe se compose des acides aminés libres qui n’appartiennent ni au groupe
1 ni au groupe 2 ; le tryptophane, la lysine, la sérine, la glycine, 1’arginine et la thréonine

appartiennent a ce groupe.

1.2.8.2.3. Réles des acides aminés

1.2.8.2.3.1. Dans le cacao

Les acides aminés se retrouvent dans les cellules et les fluides intercellulaires des
plantes et jouent un role essentiel dans de trés nombreux processus physiologiques : phase de
croissance, de développement et de formation des fruits, ou lorsque le gel, la sécheresse ou

tout autre stress abiotique ont modifié la capacité de synthese de la plante (Anonyme 7,
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2017). Par exemple, la phénylalanine est a I’origine des acides phénoliques, des flavonoides,
des gluconisates, des alcaloides, des subérines et des lignines qui jouent un réle essentiel dans
les mécanismes de défense et de constitution des parois et des fibres. Elle favorise la

germination des pousses et stimule 1’enracinement (Anonyme 7, 2017) (Fig. 10).

L’acide aminé a une corrélation significative avec la formation de la saveur dans des
circonstances normales de fermentation (Misnawi et al., 2005). La formation des acides
aminés peut étre employée comme guide pour déterminer la durée appropriée pour obtenir les
feves de cacao fermentées qui ont de bonnes saveurs (Voigt et al., 1994). Misnawi et al.
(2005) ont montré que le meilleur ardbme de cacao est habituellement produit & partir des
feves de cacao qui ont de niveaux élevés d’acides aminés libres et de sucre réducteur. De
plus, Voigt et al. (1994) ont constaté que les acides aminés libres et les oligopeptides sont les
précurseurs essentiels d’arome. Les acides aminés ont une diversité de fonction mais une
seule organisation avec comme unité de base les protéines. L’activité combinée des enzymes,
de I’aspartate d’endoprotéase et de la peptidase de carboxyl, sur la protéine des feves de

cacao est exigée pour la formation de certains précurseurs d’ardbme de cacao.
1.2.8.2.3.2. Dans le corps humain

Les années récentes ont été témoin de la découverte que les acides aminés (AA) sont
non seulement les cellules signalantes des molécules mais sont également des régulateurs
d’expression de génes et de la cascade de phosphorylation de protéines (Wu, 2009). En plus,

elles sont responsables du métabolisme et de la croissance du corps humain.
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Fig. 10. Différents réles et fonctions des acides aminés (Anonyme 7, 2017).

Les acides aminés ont des fonctions trés différentes. Chaque acide aminé a un impact
différent sur ’organisme. Les acides aminés ont une diversité de fonction mais une seule
organisation avec comme unité de base les protéines. Certains acides aminés reglent les voies
métaboliques principales qui sont nécessaires pour I’entretien, la croissance, la reproduction,
et I’'immunité (Wu, 2009). Ils s’appellent acides aminés fonctionnels, qui inclut 1’arginine, la
cystéine, la glutamine, la leucine, la proline, et le tryptophane (Wu, 2009). Les acides aminés
ou leurs radicaux carbonés peuvent étre les précurseurs de composés biologiquement actifs

(Wu, 2009) et de certains acides aminés.

1.2.8.3. Sucres

Les sucres courants de faible masse moléculaire sont le glucose, le fructose, le
saccharose, le lactose, le maltose et ceux de masse moleculaire élevée, les polymeres
glucidiques appelés polysaccharides ou encore polyholosides, sont 1’amidon, le glycogéne ou

la cellulose.
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1.2.8.3.1. Généralités

Les sucres ou saccharides sont les biomolécules les plus abondantes sur la planéte
(Gillet, 2012). lls sont importants dans bon nombre de roles biologiques. Ce sont les
constituants majoritaires de 1’alimentation. Les sucres insolubles servent également de
matériel structurel dans la paroi cellulaire des végétaux (Gillet, 2012). On englobe dans le
terme « glucide » les sucres réducteurs ou les composées donnant par hydrolyse un ou
plusieurs sucres réducteurs. Le glucide le plus abondant dans la nature est le glucose qui par
polymérisation peut donner la cellulose, I’amidon ou le glycogene. Les glucides sont des

hydroxyaldéhydes et de hydroxycétones (Gillet, 2012).

La pulpe douce mucilagineuse des féves mdres contient des quantités variables de
sucres (les hexoses et le saccharose) et de polysaccharides (pectines, hémicelluloses, et
cellulose), (Biehl & Ziegleder, 2003). La pulpe de cacao est riche en sucres réducteurs, tels
que le glucose, le fructose et le saccharose, et a un pH bas de 3,0-3,5, principalement en
raison de la présence de I’acide citrique (Ardhana & Fleet, 2003 ; Guehi et al., 2010) rendant
le milieu riche pour la croissance microbienne (Lefeber et al., 2010). De méme, Afoakwa et
al. (2008) ont rapporté que, pendant la fermentation, le saccharose est converti en sucres
réducteurs (fructose et glucose) due a I’activité d’invertase. Des sucres réducteurs sont
impliqués dans le développement de la saveur typique de chocolat par les réactions de
Maillard avec les acides aminés pendant la torréfaction (Zhao et al., 2014). Jusqu’a 90 % de
glucose et de fructose sont consommés pendant la torréfaction (Biehl & Ziegleder, 2003). Les
travaux réalisés par Lefeber et al. (2010) ont prouvé que le rapport du saccharose, glucose, et
le fructose actuel dans la pulpe change avec 1’age de la cabosse.

1.2.8.3.2. Synthese et classification des glucides

1.2.8.3.2.1. Synthese des glucides

Le sucre se trouve naturellement dans certaines plantes (fruits, racines, feuilles, tiges
et méme dans la seve des arbres). Toutes les plantes vertes utilisent, grace a la chlorophylle,
I’énergie solaire pour transformer le CO;, de I’air et de I’eau du sol, en matiéres organiques,
en particulier en glucides (Gillet, 2012). La photosynthese a lieu majoritairement dans les
cellules du mésophylle des feuilles matures (organes sources) (Piel, 2002). Au cours de cette
photosynthése, le composant glucidique le plus important qui apparait est le fructose (Piel,
2002). Ces molécules sont soit directement utilisées pour la synthése d’amidon dans les

chloroplastes ou elles ont été synthétisés, soit exportés vers le cytosol pour étre converties en
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saccharose (Frommer & Sonnewald, 1995). En effet, une partie du fructose se transforme en
glucose et la molécule de glucose se lie au fructose pour former le saccharose (Piel, 2002).
Une partie de ces glucides est utilisée pour la respiration de la plante (la réaction se passe la
nuit avec dégagement de CO,), ainsi que ses besoins de croissance. Le reste de glucides est

stocké dans les organes de reserve (Fig. 11).
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Fig. 11. Biosynthése des glucides (Raven, 1986).

Les Trioses phosphate (TP), qui contiennent le CO, assimilé, peuvent étre utilisés de

plusieurs facons dans les cellules chlorophylliennes :
- Pour régénérer 1’accepteur du CO; ;
- Pour la synthése de glucose et d’amidon dans le chloroplaste ;

- Pour étre exportés vers d’autres compartiments de la cellule ou ils fournissent énergie

et chainons carbonés pour sa maintenance ;

- pour la synthese de saccharose qui est exporté vers d’autres parties de la plante
comme source d’énergie et fournisseur de squelettes carbonés alimentant de

nombreuses biosyntheéses (Fig. 11) (Raven, 1986).

Le dioxygene peut se fixer sur le RuBP: cette oxygénation est a 1’origine d’une voie

métabolique, la photorespiration, qui consomme aussi de I’ATP et du NADPH.
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1.2.8.3.2.2. Classification des glucides

Les sucres différent les uns des autres non seulement par le nombre d’atomes de
carbone mais également par la position dans 1’espace des groupements OH (Touitou, 2005).
Les glucides sont des hydroxyaldéhydes et des hydroxycétones. Ils sont subdivisés
principalement en oses et osides (Touitou, 2005) (Fig. 12).

Les oses, encore appelés monosaccharides ou sucres simples sont les plus simples des
glucides. Ils sont réducteurs (Touitou, 2005). Les sures simples sont des chaines carbonées de
trois a huit carbones. Ce sont des « dérives » d’une chaine droite de polyhydroxy-alcool.
Deux classes existent : dans la premiére, un alcool primaire terminal est oxydé en un
aldéhyde pour donner un membre de la série des aldoses, tandis que dans la seconde, un
alcool non-terminal secondaire est oxydé pour donner un membre de la famille des cétoses
(Touitou, 2005). Les osides résultent de la condensation, avec élimination d’cau, des
molécules d’oses et, éventuellement, de substances non glucidiques également appelés
"groupement aglycones". lls se subdivisent en holosides et hétérosides (Touitou, 2005) (Fig.
12).

Classification simplifiée des glucides ou
hydrates de carbone

il ~

Oses ou monosaccharides Osides (qui
donnent des oses
/ \ par hydrolyse)

Aldoses Cétoses \
Avec une fonction Avec une fonction Hétérosides ou glycosides
aldéhyde dans la cétone dans la (qui donnent des oses par
forme linéaire. Ex. forme linéaire. Ex. hydrolyse)

glucose fructose Composés d'oses et d'autres

molécules. Ex. amygdaline
dans les amandes,
coniférine, acides
nucléiques

Holosides (uniquement
composés d'oses)

/ \b

Oligoholosides ou oligosaccharides

Composés de moins de 10 oses. On
y trouve entre autres les diholosides
ou disaccharides. Ex. saccharose,

Polyholosides ou polysaccharides
Composés de 10 a 3000 oses. Ex.
cellulose, amidon, glycogéne.

maltose, lactose, cellobiose.

Fig. 12. Classification des glucides (Touitou, 2005).
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Chapitre I1. Matériel et méthodes



I1.1. Matériel végétal

Le materiel végétal est constitué des féves issues de seize (16) cabosses de cacao de
type Forastero et Trinitario (Tableau Ill, Fig. 13). Ces cabosses proviennent des plantations
de la station de recherche expérimentale de Nkoemvone (localité de la région du Sud
Cameroun). Les cacaoyers de type Forastero et Trinitario sont connus pour leur productivite,
rusticité, taille moyenne des feves et leur resistance aux maladies (Nyassé, 2007). Les
Trinitario du Cameroun se distinguent de leur saveur plaisant. Au début des années 1900, des
variétés de cacao d’Amérique latine, ont été introduit au Cameroun. Parmis les principales
variétés introduites a cette époque, on compte les Trinitario (Tr), originaire des Trinidad et les
Forastero originaire de upper amazonien (UA). Des champs expérimentaux ont été créés pour

le développement des variétes hybrides a partir des clones parentaux Tr et UA.

Tableau I11. Différents génotypes de cacaoyer utilisés au cours de ce travail

Trinitario Forastero
TIKO31 IMC67
TIKO32 T60/887
SNK10 SNK64
SNK16 SNK620
SNK450 SNK624
SNK377 T79/501
SNK48 German cocoa
SNK15 /

ICS40 /

Des feves de cacao séchées provenant des échantillons ont été rassemblées pendant la
campagne 2009-2010 de cacao dans les régions du Sud (latitude 255'; longitude 1107"),
Centre (latitude 434'; longitude 1128") et Littoral (latitude 933'; longitude 429", du
Cameroun. Dans chaque region, 30 échantillons (sachet contenant des féves de cacao

fermentées et sechées) ont été collectés auprés de 30 différents fermiers. Des échantillons
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d’environ 1-2 kilogrammes par fermier ont été collectés pour chaque région, scellés dans des

sachets en plastique et conservés a température ambiante pour les analyses ultérieures.

Fig. 13. Cabosses matures de cacao. (E : 1 cm) (photo crédit : Tchouatcheu, 2016).

111.1.1. Description des cabosses de cacao

Le cacao marchand collecté aupres des planteurs et 16 génotypes de cacao provenant
de 2 variétés différentes ont été utilisés au cours de cette étude. La revue de littérature des

études morphologiques ont permis d’établir le tableau ci — dessous (Tableau 1V).
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Tableau IV. Caractéristiques morphologiques des différents génotypes utilisés.

Clones | Couleur des | Forme de bout | Originaire Rugosité de la
cabosses des cabosses cabosse
IMC67 | Verte (immature) ) Rugueuse
ronde Iquitos/ Perou
Jaune (mature)
TIKO31 | Verte (immature) . Rugueuse
] . Tiko/sud-ouest
Jaune  orangée Allongee Cameroun/
(mature)
T60/887 | Verte (immature) Rugueuse
Rond Tafo/ Ghana
Jaune (mature)
TIKO32 | Verte (immature) . Rugueuse
] . Tiko/sud-ouest
Jaune orangée Allongee Cameroun
(mature)
SNK64 | Verte (immature) - Locale/ Nkoemvone Rugueuse
ointu
Jaune (mature) P (Cameroun)
SNK10 | Verte (immature) Lisse
) Locale/ Nkoemvone
Jaune-orangée Rond (Cameroun)
(mature)
SNK16 | Verte (immature) . Locale/ Rugueuse
pointu
Jaune (mature) Nkoemvone(Cameroun)
SNK620 | Verte (immature) _ Rugueuse
Rond Haute amazonie
Jaune (mature)
SNK624 | Verte (immature) Rugueuse
Jaune_orangée Pointu Haute amazonie
(mature)
SNK450 | Verte (immature) ] Rugueuse
Pointu Locale/ Nkoemvone
Jaune (mature)
SNK377 | Verte (immature) Rugueuse
Jaune-orangée Pointu
(mature)
SNK48 | Verte (immature) Point Locale/ Nkoemvone Hyper rugueuse
ointu

Jaune (mature)

(Cameroun)
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SNK15 | Verte (immature) ) Rugueuse
Pointu
Jaune (mature)

T79/501 | Verte (immature)
Jaune (mature)

Tafo/ Ghana

ICS40 | Verte (immature)
Jaune (mature)

Trinidad/ Trinidal

German | Verte (immature)
cocoa

Jaune (mature)

11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation des solutions d’incubation

La préparation des solutions et les incubations ont été réalisées au laboratoire de
physiologie et de biochimie de I’Ecole Normale Supérieure de Yaoundé suivant la méthode
de Eyamo et al. (2016).

La solution d’acide lactique (Sigma-Aldrich) (1 L) 100 mM, pH 4 a été préparée en
diluant 7,73 mL d’acide lactique dans de I’eau distillée pour un volume total de 1 L. Le pH de
la solution obtenue a été ajusté a 4 avec une solution de NaOH (Sigma-Aldrich) de 1 M. Les
solutions d’acide acétique (Fluka) (1 L) de 100 et 200 mM ont été préparées en diluant
respectivement 5,88 et 11,77 mL, dans I’eau distillée pour volume total de 1 L. Le pH de la
solution obtenue a été ajusté a 4 ou 5 avec une solution de NaOH de 1 M. La solution mixte
(acides lactique et acetique) a été obtenue en mélangeant a volume égal les solutions d’acide
lactique et / acétique prealablement préparées (au pH 4 chacune). Ensuite le pH de la solution

finale a été ajusté a 4.
11.2.2. Milieu et conditions d’incubation

11.2.2.1. Milieu d’incubation

Le milieu d’incubation comprend trois traitements préparés a partir de 1’acide lactique

et / ou de I’acide acétique.
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11.2.2.2. Aseptisation et conditions d’incubation

Les conditions d’incubation ont été appliquées suivant le protocole de Rohsius (2007)
révisé par Eyamo et al. (2016). Les cabosses matures et saines récoltées ont été trempées
pendant 15 min, et deux fois de suite dans I’hypochlorite de sodium & 3 %, puis rincées trois
fois dans I’eau distillée et séchées sous la hotte a flux laminaire (MECAPLEX AG, CH -
2540 GRENCHEN). Elles ont été ensuite flambées a I’éthanol puis ouvertes. Vingt-cing
feves en moyenne ont été introduites dans les bouteilles stérilisées contenant 150 mL du
milieu d’incubation suivant les traitements (Tableau V et VI). Aprés deux jours d’incubation
dans le bain marie, les féves ont été transférées sous hotte a flux laminaire dans une autre
bouteille contenant le second milieu d’incubation. La température du bain marie était
comprise entre 30-50 °C suivant les étapes décrites dans le tableau. Les feves ont été séchées
au soleil entre 8 h et 17 h avec remuage toutes les trois heures jusqu’a I’obtention d’un taux
d’humidité de 6,9 %. Les féves seches obtenues ont été emballées dans les plastiques noires

et conservées a température ambiante 25-28 °C. L’expérimentation a été répétée trois fois.

Tableau V. Dispositif expérimental des incubations pour 13 génotypes

Jours d’incubation
Traitements Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5
30°C 40 °C 45°C 50°C 50°C
1 Acide acétique 100 mM; pH 4 | Acide acétique 200 mM; pH 5
2 Acide lactique 100 mM; pH 4 | Acide acétique 200 mM; pH 5

Pour évaluer la dynamique des acides amines et polyphénols apres incubation, quatre

autres traitements ont été utilisés pour 3 génotypes.
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Tableau VI. Dispositif expérimental des incubations pour 3 génotypes (T79/501, German
cocoa, 1SC40).

Jours d’incubations
Traitements Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5
30°C 40°C 45°C 50°C 50°C
1 Acide acétique 100 mM; pH 4 Acide acétique 200 mM; pH 5
2 Acide lactique + acide acétique | Acide acétique 200 mM; pH 5
100 mM + 100 mM; pH 4
3 Acide lactique 100 mM; pH 4 Acide acétique 200 mM; pH 5
4 Acide lactique 100mM; pH 4 Acide lactique + acide acétique
100mM + 100 mM; pH 5

11.2.3. Coloration des féves

L’épreuve a la coupe a été conduite suivant la méthode Shamsuddin & Dimmick
(1986), avec quelques modifications. Dix féves issues de chaque traitement ont été fendues
longitudinalement en deux parties égales. Chaque partie a été observée a la lumiére du jour et
photographiée.

De plus, cent graines par échantillon (féves marchandes) collecté ont été coupées en
long avec une guillotine de cacao (type MAGRA, compagnie suisse TESERBA). L’aspect
des feves a chaque stade de fermentation a été évalué : les feves ardoisees, violettes, brunes et
blanches. Les feves ont été regroupées en couleurs obtenues a chaque stade de fermentation,
de chaque région, puis les couleurs obtenues dans chaque région ont été combinées pour
chaque stade de fermentation. Les coquilles et les radicules ont été enlevées. Cinquante
grammes (50 g) de féves ont été écrasées avec un mélangeur et les poudres ont été stockées a

-20 °C. Les analyses ont été faites en trois répétitions et & chaque stade de 1’incubation.

11.2.4. Indice de fermentation

L’¢évaluation de I’indice de fermentation a été¢ conduite suivant la méthode décrite par
Gourrieva & Tsirrevitinov (1979) révisée par Misnawi (2008). Cing cent milligrammes (500
mg) de poudre de cacao délipidée ont été dissous dans 50 mL de méthanol acidifié (MeOH-
HCI) (97:3, v/v) et le mélange a été incubé a 8 + 2 °C durant 16 & 18 heures. La solution a été

ensuite filtrée et 50 mL de méthanol acidifie ont été ajoutés au filtrat obtenu. L’absorbance du

44




filtrat a ét¢ mesurée a 460 nm et a 530 nm a 1’aide d’un spectrophotométre (JENWAY).
L’indice de fermentation de 1’échantillon est égal au rapport de I’absorbance a 460 nm sur

530 nm.

11.2.5. pH des feves

La détermination du pH des féves a été conduite suivant la méthode décrite par
Eyamo (2017) en accord avec la méthode officielle N 970.21 de «I’Association of Analytical
Chemists (AOAC)». Quatre a cing féves ont été débarrassées de leur testa puis écrasées au
blinder. Trois grammes (3 g) de cette poudre ont été dissous dans 30 mL d’eau bouillante
puis homogeneisé pendant 10 min. le mélange obtenu a été laissé au repos puis filtré sur
papier (Whatman N° 4). La mesure du pH a ¢été¢ effectuée sur le filtrat obtenu. L’opération a

été réalisée trois fois pour chaque échantillon.

11.2.6. Détermination des polyphénols par RP-HPLC

Les analyses ont été faites sur des poudres délipidées. Les feves ont été écrasées au
blinder, 10 ml de n-hexane ont été ajoutés a 2 g de poudres, le mélange a été homogénéisé.
L’homogénat a été rincé avec environ 75 ml de 1’éther de pétrole (point d'ébullition 40 — 60

°C), puis, a été filtré et séché dans une étuve de vacuum.

11.2.6.1. Extraction des polyphénols

L’extraction et I’analyse des composés phénoliques a été faite suivant la méthode de
Rohsius (2007). Pour I’analyse RP-HPLC, cinquante milligrammes (50 mg) de la poudre de
cacao délipidée dans un tube & centrifuger (16 x 100 mm?) a été pesé. Puis, trois millilitres (3
ml) de méthanol a été ajouté et, enfin le mélange a été agité pendant 20 a 30 s avec un
ULTRA-TURRAX® T 25 (Ika Labortechnik, Staufen, Allemagne). L’agitateur a ensuite été
rincé avec 2 mL de méthanol et les solutions ont été combinées. Le tube de centrifugation a
été refroidi pendant 15 min a 0 °C, puis centrifugé pendant 10 min a 5 000 trs / min. Le
surnageant methanolique contenant des composés phenoliques a été décanté dans un ballon
en forme de poire de 50 ml. L’extraction a été répétée 3 fois supplémentaires, avec une phase
de refroidissement de seulement 2 min. Le méthanol a été éliminé des extraits combinés par
évaporation rotative sous vide partiel & 40 °C et 100 mbar. Ensuite, le résidu a été dissous
dans 1,5 ml de méthanol (Lichrosolv®). L’échantillon a été transféré dans un flacon de

HPLC a travers un filtre seringue de 0,45 pum (PTFE Multoclear®, Service de
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chromatographie en phase gazeuse, Langerwehe, Allemagne). Le flacon a été scellé

hermétiquement et I’échantillon a été conservé a -20 °C jusqu’a une analyse ultérieure.

11.2.6.2. Quantification et identification des polyphénols

Les polyphénols ont été mesurés a I’aide d’un détecteur PDA (Photodiode Array
Detector, Waters 996) dans une plage de longueurs d’onde de 225 a 540 nm. Les polyphénols
ont ét¢ quantifiés a une longueur d’onde de 280 nm et les anthocyanines a 540 nm. La
catéchine, 1’épicatéchine, le cyanidine-3-galactoside et le cyanidine-3-arabinoside ont été
utilisés comme étalons pour la quantification. La détermination de la catéchine,
I’épicatéchine, les cyanidine-3-galactoside et les cyanidine-3-arabinoside a été exécutée selon
le protocole de Stoll et al. (2017).

Tableau VII RP-HPLC gradients utilisés pour la separation des polyphénols.

Temps Volume Composition de la solution
(min) (mL min-1) d’élution
A (%) B (%)
0 1,2 90 10
8 1,2 90 10
38 1,1 77 23
50 1 60 40
70 1 10 90
73 1 10 90
78 1,2 90 10
93 1,2 90 10

11.2.7. Détermination des acides amines libres par HPLCY

Avant toute analyse, les féves séchées ont été délipidées. Deux grammes (2 g) de
féves écrasées de chaque stade de fermentation (ardoisées, violettes, brunes et blanches) a été

mélangée avec 10 ml d’hexane. Le lipide a été enlevé en pulvérisant la poudre avec 100 mi
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d’éther de pétrole en utilisant un entonnoir a vide. La poudre finale a été séchée sous vide a la

température ambiante pendant 30 minutes et stockée a -20 °C pour des analyses.

11.2.7.1. Extraction des acides aminés

Les acides aminés libres ont été analyses selon la méthode de Rohsius et al. (2006).
0,5 g de poudre délipidée a été agité a < 4 °C pendant 1 heure avec 1,4 g de polyvinyl-
polypyrrolidone (PVPP) et 50 ml de H,O. Immédiatement apres 1’ajout d’eau, le pH a été
ajusté a 2,5 avec une solution aqueuse a 50 % d’acide trifluoroacétique. La solution a été
centrifugée pendant 10 min a 5000 trs / min. La solution limpide surnageante a été filtrée a
travers un filtre de 0,45 um (Multoclear, CS-Chromatographie). 30 pl de chaque échantillon
ont été lyophilisés (1 h; -20 °C, 0,05 mbar) directement dans le flacon et conservés a -20 °C

pour les analyses.

11.2.7.2. Séparation des acides aminés par RP-HPLC

Les acides aminés libres ont été séparés avec un systeme HPLC en phase reverse. Les
poudres délipidées ont été analysées aprés derivatisation o-phtalaldéhyde (OPA) selon la
méthode de Rohsius et al. (2006). Colonne de séparation : LicChroCART 250-4 (Merck) ;
précolonne: Lichrospher 100 RP-18 (5 um); température de la colonne: 30 °C; Eluants: A:
1,6 1 de solution d’acétate de sodium / acide acétique glacial (50 mmol I; pH 6,2), 50 ml de
MeOH (Lichrosolv R, gradient grade), 20 ml de tétrahydrofurane (Lichrosolv R; gradient). B
: 200 ml de solution d’acétate de sodium / acide acétique glacial (50 mmol I™* ; pH 6,2), 800
ml de MeOH (Lichrosolv R, gradient gradient); débit: 1,3 ml min-1. La colonne a été
équilibrée avec I’éluant A. Gradient (A + B =100 % v / v) : (1) 2 min 100-95 % A, (2) 10
min, 95-85 % A, (3) 8 min, 85-60 % A, (4) 5 min, 60-50 % A, (5) 15 min, 50-0 % A, (6) 10
min, constant 0 % A, (7) 5 min, 0-100 % A, (8) 20 min, constante 100 % A. Détecteur :
spectrophotometre a fluorescence HitachiF-1050 (Aex = 334nm, Aem = 425nm) ;
Echantillonneur automatique : Merck-Hitachi AS-4000.

11.2.7.3. Quantification et identification des acides aminés par HPLC

Pour la mesure par HPLC, 800 pl de tampon borate (200 mmol I-* d’acide borique
ajusté a pH 9,5 avec du KOH concentré, bouilli pendant 5 min) ont été administrés aux
échantillons lyophilisés. Les solutions standard contenaient 1 & 10 pmol pl ™ de chaque acide

aminé, dissous dans du tampon borate. Ensuite, 400 pl de réactif OPA ont été ajouté a ces
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solutions avant chaque injection. Preparation du réactif OPA : 100 mg d’ophtaldialdéhyde
(Merck, N ° 11452) préalablement solubilisé dans 2,5 ml de MeOH (Lichrosolv R, a gradient
de concentration) plus 22,4 ml de tampon borate (pH 9,5) plus 100 pl de 2-mercaptoéthanol
(Merck, N ° 15433). Le réactif OPA a été préparé 24 h avant d’étre utilisé. Aprés injection
de 20 pl de ce mélange, la dérivatisation a été stoppée exactement apres 2 min en faisant
passer 1’éluant dans la colonne. Solution de dégazage : Degassex DG-4400, Phenomenex.
Quantification : calculée par la surface de pic des chromatogrammes a partir de mélanges
standard contenant 1-10 pmol pl™ de chaque acide aminé. L’écart type des substances de
référence était égal a + 2,0 %, a I’exception de 1’acide glutamique, de la glutamine, de
I’alanine et du tryptophane (x 2,9 a 3,8 %) ; I’arginine, I’asparagine, la thréonine et la sérine
(£5,7a7,3%); laglycine (£ 9,2 %) et la lysine (+ 9,6 %).

11.2.8. Détermination des sucres par RI-HPLC

11.2.8.1. Extraction des sucres

Le protocole (Toppner et al., 2013) utilisé est le suivant : 100 mg de poudre de cacao
délipidée ont été suspendus dans 1 ml d’eau. La suspension a ét¢ homogénéisée au vortex
pendant 20 s et incubée dans un Thermomixer comfort (Eppendorf, Hambourg, Allemagne)
pendant 1 heure a 1300 trs / min et a 80 °C. Apres centrifugation a 13000 trs/min pendant 10
min, 300 pL du surnageant ont été recueillis et dilués avec 900 pL d’eau ultrapure. La
solution a été filtrée a travers un filtre & membrane de 0,2 um (PES Perfect Flow, Wicom,

Heppenheim, Allemagne) et soumise a une analyse HPLC. L’opération a été réalisée 2 fois.
11.2.8.2. Quantification et identification des sucres par RI-HPLC

Les sucres ont été séparés par chromatographie d’échange de ligands sur une colonne
Rezex RCM-Monosaccharide Ca** avec une réticulation a 8 % (Phenomenex, Torrance,
USA). La séparation de 10 pL d’échantillon a été établie a 85 °C en utilisant un débit de 0,6
mL / min d’eau ultrapure. Pour la quantification, un ensemble de cinq standards de 0,02 a 0,1
mg / mL a été appliqué. Le systeme HPLC utilisé consistait en un dégazeur ERC 3512 (Erma,
Tokyo), un échantillonneur automatique AS-2000A, une pompe intelligente L-6200, un four
a colonne L-7350D et un détecteur d'indice de réfraction L-7490 (tous Merck Hitachi,
Darmstadt, Allemagne). Le logiciel D-7000 HPLC-System-Management HSM version 4.1 a
été utilisé pour enregistrer les données. Les durées de rétention des différents sucres ont été

déterminées grice a I’enregistrement de I’indice de réfraction (RI). Le signal RI est
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communiqué dans un chiffre sans dimension en nRIU (nano Refractive Index Unit) et indique
la différence entre I’indice de réfraction de 1’échantillon dans la cellule et la phase mobile

dans la cellule de référence.

11.2.9. Analyses statistiques

Les données ont été traitées par I’analyse de variance (ANOVA) en utilisant les
logiciels SPSS 22.0 et R-studio. Le test de Tukey et le test LSD ont été utilisés pour la
comparaison des moyennes au seuil 5 %. Les résultats exprimés sous forme de moyenne +
écart type ont été présentés en histogrammes (Excel 2013), en Boite de moustache et
diagramme en baton (R-studio). Le logiciel R-studio (version 0.96.122) a été également

utilisé pour 1’analyse en composantes principales (ACP).
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Tableau VIII: Techniques des différentes analyses

Obijectifs

Méthodes

Outils

Techniques d’analyse des données

Déterminer les teneurs en acides
aminés et en polyphénols dans le

cacao marchand

Analyses univariées et multivariées
Les analyses univariées permettent de
préciser la relation entre deux groupes.
Les analyses univariées reposent sur
des tests statistiques, permettant
I’obtention d’une p-value (qui est la
probabilité, que la différence observée
soit due au hasard) :
Pour une variable numérique et 1’autre
qualitative
e Pour comparer plus de deux
groupes
o Plus de 30 patients par
groupe : Anova (analyse
de variance)
p-value réalisera automatiquement ces
tests dans un tableau et générera :

Des boites a moustache lorsqu’on

Excel

SPSS " Statistical
Package for the
Social Sciences”
R. interface R-

studio

Anova (analyse de variance) LSD.
Utilisation de tests t pour effectuer toutes
les comparaisons appariées entre des
moyennes de groupe. Le taux d’erreur
n'est pas corrigé dans le cas de

comparaisons multiples.
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croise une variable numérique avec une
variable qualitative,

des parametres de position moyenne
percentiles, dont la médiane premiere
(Q1l) et troisieme quartile (Q3)
représentant 75 % de nos échantillons
qui sont inférieures ou égales a la
valeur du troisieme quartile. Ces boites
sont constituées de 1% quartile (Q1)
représentant 25 % de nos observations
d’échantillon qui sont inférieures ou
égales a la valeur du 1* quartile. Donc,
le 1% quartile est également le 25°
percentile. Il est suivie de la médiane
de I’échantillon qui se trouve au milieu
des données, au moins la moitié des
observations lui est inférieure ou égale,
et au moins la moitié lui est supérieure
ou égale. Enfin, le 3° quartile (Q3)
représentant 75 % de nos observations

d’échantillon qui sont inférieures ou

o1




égales a la valeur du troisieme quartile.
Donc, le troisieme quartile est
également le 75° percentile.

Les feves mixées ont été prises dans un
stock sans tenir compte de la couleur
des cotylédons. Valeurs moyennes (n =
18) Post hoc Test : Fisher LSD, P <
0,05.

L’analyse en composantes principales
(ACP) a été réalisée afin d’étudier les
corrélations entre les acides aminés, les
flavonoides, les anthocyanines et les
couleurs. L’ACP est une analyse
factorielle essentiellement descriptive ;
son objectif est de présenter, sous
forme  graphique, le  maximum
d’information contenue dans un tableau
de données, composé de n lignes
(individus) et p colonnes (variables)
(avec 5 lignes (couleurs) et 22 colonnes

(marqueurs de qualité) dans notre cas).
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Evaluer la dynamique des acides
aminés au cours de I’incubation des

feves

L’histogramme sert a représenter
uniquement les séries & caractére
quantitatif ~ continu  (effectifs ou
fréquences). C’est a dire que lorsque
les valeurs prises par le caractere sont
regroupées en classes : on porte en
abscisse les limites des classes. En
ordonnée on peut représenter: les
effectifs (n ; ) : D’effectif d’une classe
est représenté par un rectangle dont
’aire est proportionnelle a I’effectif de

la classe (les rectangles sont "accolés™).

Excel
SPSS

* Les valeurs avec les lettres différentes dans un
méme  graphique  sont  significativement
différentes au seuil de probabilité P < 0,05 (post-
hoc-Test : le test de Tukey d’aprés ANOVA, n >
4).
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Evaluer les parametres pysico-
chimiques des féves incubées et
séchées ; et analyser I’influence de
la variabilité génétique sur la teneur
en acides aminés, en polyphénols et
en sucres réducteurs dans les féves

incubées et séchées

On réalise des analyses univariées et
des analyses multivariées a 1’aide de
modeles statistiques.

Les modeles statistiques permettent
d’obtenir des petites p. Ils ont un intérét
supplémentaire non négligeable : ils
permettent de mesurer a quel point un
facteur agit sur la variable d’intérét.
Ces mesures d’association sont :

Odds

régressions logistiques

e Les Ratio pour les

e Les Estimates ou les
coefficients pour les régressions
linéaires

La p-value renseigne sur la

significativité statistique, les mesures

d’association quantifient le lien entre

deux variables.

R. interface R-

studio

Les valeurs avec les étoiles différentes

dans un méme graphique sont
significativement différentes au seuil de
probabilité P < 0,05(*), P < 0,01 (**) et P
> 0,05 (ns) (t-test d’apres ANOVA).

LSD. Utilisation de tests t pour effectuer
toutes les comparaisons appariées entre
des moyennes de groupe. Le taux d'erreur
n'est pas corrig¢ dans le cas de
comparaisons multiples.

Tukey. Utilise les statistiques de plages de
Student pour effectuer toutes les
comparaisons appariées de groupes. Les
valeurs de I’indice de fermentation des
féves incubées (jour 5) et les féves non
incubées (jour 0) ont été calculées suivant
le ratio des absorbances obtenues aux

longueurs d’onde A = 460 nm et 530 nm..
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Chapitre I11. Résultats et discussion



111.1. Résultats

111.1.1. Variation de la coloration interne des cotylédons issus du cacao marchand

L’¢épreuve a la coupe des cotylédons a permis de regrouper les féves suivant leur
coloration. L’observation des féves issues du cacao marchand met en évidence des féves

ardoisees, violettes, brunes et blanches ce qui informe sur la qualité du cacao marchand.

Ardoizées Violetteg Bruneg

Durée de fermentation croissante

Fig. 14. Principales couleurs des féves de cacao marchand représentant différents stades de
fermentation. Ardoisées, violettes et brunes, pour les feves pas, assez et bien fermentées
respectivement.

111.1.2. Teneur des acides aminés libres dans le cacao marchand

Dans le cacao marchand, on a identifié les acides aminés protéiques et ’acide y-
aminobutyrique (GABA), un acide aminé non — protéique. De fagon générale, la valeur
moyenne des acides aminés libres totaux a été plus élevée dans les féves violettes (11164,85
+ 4281,072) et les feves ardoisées (4304,47 + 1921,576) présentent des teneurs les plus

petites.
111.1.2.1 Acides aminés protéiques

Les acides aminés hydrophobes montrent des valeurs élevées par rapport aux autres
groupes apres incubation, ces valeurs évoluent en fonction des stades de fermentation. Les
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valeurs maximales ont été notées a chaque stade de fermentation, exemple, 1’acide aminé
alanine des feves ardoisées et ardoisées-violettes ont enregistrées des valeurs de 502,50 +
165,136 mg/kg ffdm et 754,10 + 340,87 mg/kg ffdm respectivement. La leucine a été I’acide
aminé dominant de ce groupe pour les féves violettes, brunes et blanches qui par ailleurs, n’a

présenté aucune différence significative entre ces stades.

Les acides aminés acides ont une valeur moyenne plus faible que les acides amines
hydrophobes. En fonction des stades, des valeurs maximales ont été notées chez : ardoisée
(Glu : 595,28 + 256,579 mg/kg ffdm), ardoisée-violette (Asn : 810,41 + 567,521 mg/kg
ffdm). De plus, aucune différence significative n’a été notée entre ces deux stades de
fermentation. Toutefois, les feves violettes, brunes et blanches ont eu pour acide aminé
dominant le glutamate (Glu). Une différence significative est notée entre : les stades ardoises,

ardoisés - violettes et les stades violettes, brunes, blanches.

Les acides aminés autres ont enregistré des valeurs maximales pour la sérine, qui a été
I’acide aminé dominant dans tous les stades de fermentation. Toutefois, une différence
significative a été notée entre les féves au stade ardoisé et ardoisé — violette d’une part et

d’autre part entre les feves aux stades violette, brune et blanche (Tableau X).

De facon générale, les valeurs moyennes des acides aminés libres totaux ont évolué
avec la fermentation excepté les acides aminés des feves de coloration brune qui diminue

Iégerement comparé aux féves de coloration violette.

Pour les acides aminés hydrophobes, les valeurs moyennes sont situées entre 2
242,17 + 949,658 mg/kg ffdm (ardoisées), 2 849,71 + 1 353,062 mg/kg ffdm (ardoisées-
violettes), 6 892,14 + 2 693,92 mg/kg ffdm (violettes), 6 411,91 + 1 679,062 mg/kg ffdm
(brunes) et 7 812,17 £ 2 219,857 mg/kg ffdm (blanches).

Pour les acides aminés acides, les valeurs moyennes sont de 1 615,94 + 782,494
mg/kg ffdm (ardoisées), de 2 119,38 + 1 254,054 mg/kg ffdm (ardoisées-violettes), de 3
195,23 + 1 220,185 mg/kg ffdm (violettes), de 3 187,6 + 849,465 mg/kg ffdm (brunes) et de 4
259,69 + 1 758,535 mg/kg ffdm (blanches).

Les acides aminés autres ont enregistré des valeurs moyennes de 446,36 + 189,424
mg/kg ffdm (ardoisées) soit 5 fois moins que les ardoisés des acides aminés hydrophobes, de
598,65 *+ 226,175 mg/kg ffdm (ardoisées-violettes), de 1 077,48 + 366,96 mg/g ffdm

(violettes) soit 6 fois moins par rapport aux violettes des acides aminés hydrophobes, de
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963,76 = 176,62 mg/kg ffdm (brunes) et de 1 493,75 + 424,40 mg/kg ffdm (blanches)
(Tableau X).

Entre les feves ardoisées et les feves ardoisées-violettes, il n’y a pas de différence
significative ; le méme constat est fait entre les féves violettes, brunes et blanches. Toutefois,
entre les deux groupes, il y a une différence significative au seuil P < 0.05.
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Tableau IX. Profil des individus des acides aminés libres totaux hydrophobes, acides et autres a différents stades de fermentation

Ardoisée A-V Violette Brune Blanche
Val 280.13 + 152.732° 433.14 + 139.796° 856.39 + 310.524" 868.62 + 317.383" 1555.26 + 616.251°
Leu 341.10 + 171.334° 667.67 + 359.275° 1716.24 + 753.896"° 1546.29 + 390.177° 2192.63 + 286.233"
lle 297.13 + 111.123° 405.29 + 112.373? 708.77 + 294.718° 674.69 + 189.113° 852.10 + 261.295°
Ala 502.50 + 165.136° 754.10 + 340.879% 1176.16 + 298.435% 1051.93 + 230.776° 1394.19 + 360.175¢
Tyr 441.00 + 148.176° - 747.70 + 367.252° 844.12 + 132.525" -
Phe 380.31 + 201.1572 589.51 + 400.739° 1686.88 + 669.102" 1426.26 + 419.088" 1817.99 + 695.903°
Total Hydro 2242.17+949.658 2849.71+1353.062° 6892.14+2693.927° 6411.91+1679.062° 7812.17+2219.857°
Asp 118.56 + 52.854° 173.15 + 79.325% 251.94 + 85.912° 259.82 + 57.519° 393.33 + 155.740°
Glu 595.28 + 256.579° 680.49 + 314.955° 1149.78 + 333.126" 1075.82+184.320° 1344.13 + 447.553°
Asn 527.05 + 255.145° 810.41 + 567.521° 926.08 + 370.028% 905.94+ 318.249%° 1299.00 + 578.311°
Gln 219.43 + 89.7132 172.49 + 68.260° 247.95 + 76.7512 212.41 + 74.815° 291.92 +190.878%
His 155.62 + 128.203° 282.84 + 223.993% 619.48 + 354.368™ 733.61 + 214.562° 931.31 + 386.053°
Total Acides 1615.94+782.494%°  2119.38+1254.054%®°  3195.23+1220.185™ 3187.6+849.465° 4259.69+1758.535°
Thr 152.70 + 62.560° 203.14 + 82.897° 359.38 + 123.703° 315.20 + 60.144° 504.06 + 118.922°
Gly 124.75 + 35.5442 154.09 + 35.336% 260.33 + 86.364° 219.48 + 46.874"° 343.81 + 81.972°
Ser 168.91 + 91.320° 241.42 + 107.942° 457.77 + 156.893° 429.08 + 69.617° 645.88 + 223.507°
Total Autres 446.36+189.424° 598.65+226.175° 1077.48+366.96" 063.76+176.635" 1493.75+424.40°
Total AA 4304.47+1921.576%  5567.74+2833.291° 11164.85+4281.072° 10563.27+2705.162" 13565.61+4402.793°
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111.1.2.2. Acide aminé non — protéique : acide gamma-aminobutyrique (GABA)

La méthode pour la fonction récapitulative graphique est donnée par les boites de
moustaches. L’acide gamma-aminobutyrique (GABA), a présenté des valeurs comprises
entre 1 200 a 2 673 mg/kg ffdm avec une moyenne de 1 667 mg/kg pour les feves blanches
(Fig. 15). Statistiquement, aucune différence significative (P>0,05) n’a été observée entre les
differents stades de fermentation car la p value associée entre les teneurs en GABA et les

couleurs représentant les différents stades de fermentation a été de P>0,05.
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Fig. 15. Variation du contenu de 1’acide y-aminobutyrique (GABA) dans différentes féves de
cacao a différents stades de fermentation (ardoisée, ardoisée-violette (A-V), violette, brune,
blanche et feves de cacao mixees (total)).

111.1.3. Polyphénols dans les féves du cacao marchand

111.1.3.1. Teneur en flavonoides

L’évaluation de la teneur en flavonoide (épicatechine et catéchine) en fonction des
couleurs des feves a différents stades de fermentation présente des valeurs variables. En effet,
la forme générale de la boite a moustaches n’est pas identique pour toutes les couleurs et la
teneur en catéchine dans la distribution est moins importante que la teneur en épicatéchine
(Fig. 16). Les moustaches inférieures sont bien plus courtes que les moustaches supérieures

pour les couleurs brunes et blanches dans les flavonoides (épicatéchine et en catéchine).
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Cependant, les moustaches inférieures sont plus longues que les moustaches supérieures pour
la couleur violette (Fig. 16).
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Fig. 16. Variation du contenu de 1’épicatéchine (A) et de la catéchine (B) dans différentes
feves de cacao a différents stades de fermentation.

Les valeurs avec des lettres différentes dans un méme graphique sont significativement
différentes au seuil de 5 %.

L’analyse des flavonoides a présenté des teneurs moyennes en épicatéchine comprises
entre 30 000 mg, 15 000 mg, 10 000 mg et 8 000 mg pour les féves ardoisées, violettes,
blanches et brunes, respectivement. La teneur moyenne en catéchine a été de 700 mg (feves
ardoisées), 450 mg (féves violettes), 200 mg (féves blanches) et 300 mg (féves brunes). Le
contenu d’épicatéchine et de catéchine a été sensiblement plus €levé dans les féves ardoisées
par rapport aux autres stades de fermentation (Fig. 16). La fermentation réduit la teneur en
flavonoides des féves de cacao. L’analyse statistique n’a présentée aucune différence
significative entre les féves blanches, brunes et violettes, pour I’épicatéchine et la catéchine
(Fig. 16).

111.1.3.2. Teneur en anthocyanines

L’ analyse de la teneur en anthocyanine en fonction des couleurs des féves a différents
stades de fermentation, la teneur en cyanidine-3-arabinoside et en cyanidine-3-galactoside ont

été étudiée. Ces deux anthocyanines présentent une distribution relativement similaire entre
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les couleurs des féves a différents stades de fermentation. La distribution de la teneur en
cyanidine-3-arabinoside et en cyanidine-3-galactoside dans des feves de cacao a montré une
prépondérance dans les échantillons ardoisés avec des quantités de 2 840 mg/kg ffdm et de 4
789 mg/kg ffdm respectivement (Fig. 17). Les teneurs des féves ardoisées sont plus élevées
suivies des teneurs des féves ardoisées-violettes. Les autres couleurs de féves ont une teneur

faible proche du total moyen.

Les moustaches sont asymétriques, les moustaches inférieures sont inexistantes
contrairement aux moustaches supérieures qui sont observées dans tous les stades de
fermentation excepté le stade ardoisé. Cependant, le cyanidine-3-arabinoside présente les

moustaches supérieures et longues chez les féves ardoisées et violettes (Fig. 17).
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Fig. 17. Variation du contenu de Cyanidine-3-galactoside (A) et cyanidine-3-arabinoside (B)
dans les feves a difféerents stades de fermentation (ardoisée ardoisée-violette (A-V), violette,
brune, blanche et féves de cacao mixees (total). Les valeurs avec des lettres différentes dans
un méme graphique sont significativement différentes au seuil de 5 %.

Bien que, la distribution soit découpée en 4 zones (quartiles) de méme effectif (25 %)
chez les féves ardoisées, les plages de teneur en anthocyanine different en fonction des
couleurs (Fig. 17). La quantité totale de cyanidine-3-arabinoside a été 3 fois plus élevée que

celle du cyanidine-3-galactoside.
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111.1.3.3. Corrélation entre les couleurs et les marqueurs biochimiques des féves

La corrélation entre les couleurs caractéristiques des différents stades de fermentation
et les marqueurs biochimiques des feves a été évaluée par analyse en Composante Principale
(APC). En effet, 22 marqueurs de qualité des feves de cacao ont été étudiés. Il s’agit des
flavonoides (épicatéchine et catéchine), des anthocyanines (cyanidine-3-arabinoside et
cyanidine-3-galactoside) et les acides aminés. L’ ACP a indiqué que les couleurs des feves de
cacao marchand ont été bien discriminés les unes des autres selon les constituants

biochimiques (Fig. 18).

A B

[}
1
1.0

05

Dim 2 {11.93%)
Dim 2 (11.93%)
00
I

-1.0

0.0 0.5

Dim 1 (75.92%) Dim 1 (75.92%)

Fig. 18. Analyses en composantes principales de la composition biochimique des feves de
cacao marchand a différents stades fermentation selon leurs attributs biochimiques. (A) nuage
de points des stades de fermentation des féves de cacao (B) Cercle de corrélation de I’ACP
entre les différents attributs biochimiques.

Selon les deux premiers axes de cette ACP, 87,84 % de la variance totale est expliquée. Ce
pourcentage de variance totale est expliqué a 75,92 % par la premiere composante principale

(Dim 1) et a 11,93 % par la seconde composante principale (Dim 2).

Suivant ces deux premieres composantes trois groupes bien distincts (cercles verte,
bleu et rouge) se discriminent dans le cercle des corrélations. En effet, Dim 1 est fortement
corrélé du coté positif par les fortes teneurs en acides aminés (par exemple Asp et Asn) qui
conditionne dans le nuage de points la discrimination des différents stades de fermentation

caractérisés par les couleurs blanche, violette et brune. Tandis que, dim 2 est fortement
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corrélé du coté positif par les fortes teneurs en flavonoide (épicathéchine et catéchine), en
acide aminé (lysine) et en cyanidine-3-arabinoside et également corrélé par de faibles teneurs
en acides aminés. Alors que, suivant la Dim 2, la teneur élevée en GABA et tyrosine
conditionne la discrimination des nuages de points violette et brune ou on a des valeurs

faibles en cyanidine-3-galatoside.

I11.1.4. Teneur des acides aminés libres dans les féves au cours de I’incubation chez 3

génotypes

111.1.4.1. Acides aminés hydrophobes

Les acides aminés hydrophobes identifiés dans cette étude sont : I’alanine, la leucine,
la phénylalanine, la tyrosine, la valine et 1’isoleucine.

111.1.4.1.1. Génotype T79/501

La teneur en acides aminés hydrophobes dans cet échantillon a été évaluée entre 100
et 550 mg/g ffdm au jour 0 dans les traitements 1, 2, 3 et 4.

La concentration en alanine (500 mg/g ffdm) et tyrosine (550 mg/g ffdm)
respectivement dans les traitements 1, 2 et 3 est plus élevée par rapport a d’autres acides
aminés hydrophobes observés dans ce génotype. Aucune différence significative n’a été
observée entre I’alanine et la tyrosine au jour 0, cependant, entre ses deux acides et les autres

du méme jour, une différence significative est notée.

La teneur des acides aminés hydrophobes du génotype T79/501 montre une méme
tendance au cours des traitements 1, 2, 3 et 4 pendant les deux premiers jours. Aprés le
deuxiéme jour, suite au changement du milieu, on note une diminution des acides aminés
dans les traitements 1 et 3 et une augmentation au jour 5 dans les traitements 2 et 4. Dans le
traitement 1, on note 1’effet délétére de I’acide acétique uniquement sur les acides aminés
apres un séjour de plus 4 jours dans ce milieu d’incubation. Les valeurs des acides aminés
hydrophobes sont comprises entre 700 mg/g ffdm et 1 400 mg/g ffdm pour la leucine et
I’alanine dans les 4 traitements avec une différence significative entre la leucine, la

phénylalanine et 1’alanine exception faite dans le traitement 1 (Fig. 19).
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Fig. 19. Variation en teneur des acides aminés hydrophobes libres des feves incubées et non
incubées sechées de cacao (mg/g ffdm) chez T79/501. (A : traitement 1 = féves incubées a
I’acide acétique ; B : traitement 2 = acide lactique + acide acétique puis acide acétique ; C :
traitement 3 = acide lactique puis acide acétique ; D: traitement 4 = acide lactique puis acide
lactique + acide acétique).

De méme au jour 3 pour les traitements 1 et 3 respectivement, la leucine (2 400 mg/g
ffdm), la phénylalanine (1 800 mg/g ffdm) et la leucine (1 800 mg/g ffdm) a été marqué par
une différence significative dans chaque traitement. Une Iégére diminution a été notée au jour
3 pour les traitements 2 et 4 ou les valeurs sont comprises entre 500 et 400 mg/g ffdm

respectivement.

Les acides aminés hydrophobes diminuent au jour 5 pour les traitements 1 et 3 et les
valeurs sont comprises entre 250 et 400 mg/g ffdm excepté la leucine (700 mg/g ffdm). Par
contre, une augmentation est notée dans le traitement 2 ainsi que la différence significative
entre les acides aminés. La méme observation a été faite pour le traitement 4 mais sans
aucune différence significative entre la leucine (1 100 mg/g ffdm) et la phénylalanine (1 300

mg/g ffdm) respectivement (Fig. 19).
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Dans le génotype T79/501, I’alanine, la leucine et la phénylalanine ont eu des valeurs

élevées au cours du temps et ce dans tous les traitements.

111.1.4.1.2. Génotype 1CS40

Dans ce génotype, la distribution est pareille dans tous les traitements. Les teneurs en
acides amines libres commencent a montrer des fluctuations des valeurs des les premiers
jours (jour 1 et 2) (Fig. 20). Ces fluctuations diminuent a partir du jour 3, puis gardent une

certaine stabilité entre le jour 4 et le jour 5.
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Fig. 20.Variation en teneur des acides aminés hydrophobes libres des féves incubées et non
incubées sechées de cacao (mg/g ffdm) chez 1CS40. (A : traitement 1= acide acétique ; B :
traitement 2= acide lactique + acide acétique puis acide acetique; C: traitement 3= acide
lactique puis acide acétique; D: traitement 4= acide lactique puis acide lactique + acide
acetique).

De maniére générale, la teneur des acides aminés hydrophobes du génotype ICS40 montre
une diminution au cours de I’incubation et ce dans tous les traitements. Le traitement 1

présente une différence significative entre le jour 2 et le jour 5 de méme que le traitement 2.
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Cependant, le traitement 3 ne présente pas de différence significative entre le jour 2 et le jour

5 de méme que le traitement 4.

Les traitements 1, 2 et 3 ont synthétisé 5 acides aminés, tandis que le traitement 4 en a 6 soit

un acide aminée (lle) de plus.

Dans le génotype ICS40, les acides aminés dominants avec des concentrations élevées au

cours de I’incubation et ce dans tous les traitements sont 1’alanine, la leucine et la tyrosine

(Fig. 20).
111.1.4.1.3. Génotype German cocoa

Les teneurs en acides aminés hydrophobes chez German cocoa, dans les féeves non
incubées (jour 0) présentent des valeurs élevées dans tous les traitements et au cours de

I’incubation.

Cependant, au début de I’incubation (jour 1), les teneurs ne changent pas vraiment de
celles du jour 0, excepté dans le traitement 3. Les traitements 1 et 3 ont la méme tendance
(synthése des acides aminés) tandis que les traitements 2 et 4 présentent également la méme
tendance avec des différences significatives entre certains acides aminés (Fig. 21). Au jour 2,
le milieu d’incubation change, une 1égére augmentation des acides aminés est notée. Cette
augmentation continue au jour 3, aucune différence significative n’est notée entre ses acides
et entre les traitements. A partir du jour 4, une diminution des acides aminés est observée
dans le milieu avec une différence significative entre les traitements mais pas entre les acides
aminés. De facon générale, une diminution continuelle des acides aminés est observée a partir
du jour 4 (Fig. 21).
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