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Avec plus de 40% des parts du marché mondial du cacao, la Céte d’Ivoire est depuis
une dizaine d’années le premier producteur mondial de féves de cacao (E.D. & F. Man, 2002).
Cependant, le cacao ivoirien n’est pas en premiere position du point de vue qualitatif. La
situation est si préoccupante que tous les acteurs (producteurs, exportateurs, organismes de
contrdle qualité) de la filiére café-cacao ivoirienne ont décidé de s’engager résolument dans
I’amélioration de la qualité du cacao en provenance de la Cote d’Ivoire. Tout récemment, le
ministre ivoirien de ’agriculture s’est élevée contre la dégradation continue de la qualité de la
production nationale (http://www.izf.net/iz{/AFP). Le cacao marchand est une matiére
premiére dont la transformation industrielle aboutit a 3 produits principaux : la liqueur de
cacao, la poudre de cacao (30%) et le beurre de cacao (60%). Le beurre de cacao est le
compos¢ le plus précieux et le plus cher (1897 livres sterling/t) des féves de cacao. Il est 1,5
fois plus cher que la poudre de cacao et 2 fois plus que les feves elles-mémes (E.D. & F.Man,
2002). En raison de ses propriétés physico-chimiques et rhéologiques particuliéres, le beurre
de cacao est 5 a 10 fois plus cher que les autres matiéres grasses végétales. Il reste
actuellement la premi¢re matiére grasse végétale utilisée dans les industries du chocolat et de
la confiserie. A tant que matiére premiére, le beurre de cacao contribue a hauteur de 25 a 36%
dans la formulation du chocolat (Dimick, 1991). L appréciation de la qualité du cacao differe
sensiblement selon que ['on est producteur, transporteur, vendeur, utilisateur ou
consommateur. Pour les beurriers et les chocolatiers par exemple, un cacao est de bonne
qualité lorsque sa teneur en beurre est ¢levée et lorsque ce beurre est dur, avec une teneur en
acides gras libres (AGL) inférieure a 1,75% en équivalents d’acide oléique conformément aux
directives de I’Union Européenne (Codex Alimentarius, 1994).

Depuis quelques années, selon les statistiques des données obtenues aupres d’un
exportateur de cacao installé en Cdte d’[voire, en moyenne 15 a 20% du cacao en provenance
de ce pays sont considérés de fagon récurrente et saisonniere comme ayant des teneurs
anormalement ¢levées en AGL dépassant la norme officielle (1,75%). La présence importante
d’AGL dans le beurre de cacao a des conséquences que I’on peut considérer sous trois
angles :

D’abord une teneur excessive en AGL du beurre de cacao entraine une dépréciation
considérable de la qualité et en conséquence de la valeur commerciale du cacao. Ainsi, jointe
a d’autres défauts de qualité associé€s au cacao ivoirien, la forte teneur en AGL induit des
pertes financiéres pour les producteurs ainsi que pour I’Etat ivoirien.

Ensuite, une forte présence d’AGL dans le beurre de cacao affecte ses propriétés

technologiques fondamentales c'est a dire que les AGL alterent les courbes de solidification et



ramollissent quelque peu le produit. Ainsi donc une forte teneur en AGL du beurre présente
un effet défavorable sur les traitements de cristallisation (tempérage) du chocolat au cours de
sa formulation. (Boussard, 1982 ; Pontillon, 1998).

Enfin, il semblerait aussi que la présence importanted’ AGL dans le beurre de cacao
tavorise I’apparition du bloom c’est a dire du blanchiment du chocolat pendant le stockage.

Afin d’éviter tous ces inconvénients technologiques dus a une forte teneur en AGL des
surcolits de raffinage du beurre de cacao sont appliqués par les beurriers avant son utilisation
industrielle.

A notre connaissance, a ce jour aucune approche globale et complete n’a étudié les
causes d’hydrolyse des triglycérides du beurre de cacao. Bien que jamais réellement
démontré, le role de lipases a été évoqué pour expliquer la formation des AGL. En effet, au
cours de cette étude I’hypothése d’une réaction chimique a été écartée parce que celle ci
conduit a la formation d’AGL a courtes chaines carbonées alors que 1’acidité du beurre de
cacao est essentiellement due a la présence d’AGL a longues chaines carbonées (Richardson,
2001). En définitive, seules les hypothéses d’une action enzymatique souvent évoquée ont été
retenues :

- une voie de recherche d’activité lipasique endogene naturellement présente dans la
féve de cacao et dont le fonctionnement dépendrait du “génotype™ et des diftérents traitements
post-récolte du cacao.

- une autre piste portant sur Dactivité lipasique d’origine exogéne notamment
microbienne. Les microorganismes inféodés aux feves de cacao pourraient se développer suite
a des traitements post-récolte défectueux (provenance des féves de cabosses initialement
pourries, fermentation prolongée, mauvais séchage ou stockage prolongé en conditions
humides) et sécréter des lipases dont 1’action pourrait catalyser 1’apparition des AGL dans le
beurre de cacao.

Face a ces hypotheses, I’objectif de ce travail est double :

- d’abord, étudier I'origine et les conditions de fonctionnement de 1’activité lipasique et les
facteurs impliqués.
- ensuite, formuler des propositions permettant aux opérateurs ivoiriens d’améliorer cette
caractéristique de la qualité associée aux féves de cacao marchand en provenance de la Cote
d'Ivoire.

Afin d’y parvenir, I’hypothése d’une présence naturelle d’activité lipasique dans la
féve de cacao a été initialement privilégiée. Aprés avoir mis en évidence une faible activité

lipasique a partir de féves marchandes, I’influence du “génotype™ et des différents traitements



post-récolte sur cette activité ainsi que sur la formation des AGL durant le stockage en
conditions de température et d'humidité relative proches de celles rencontrées en zone
portuaire en Cote d'Ivoire a été étudiée. Dans une seconde voie de recherche, I’influence de la
qualité initiale des feves de cacao, de la formation artificielle des brisures ainsi que de la
décontamination microbienne du cacao sur la formation des AGL a été étudiée. La suite de ce
travail propose aussi une approche microbiologique impliquant le criblage des
microorganismes capables de sécréter des lipases parmi la microflore inféodée aux feves et
dont activité pourrait catalyser ’hydrolyse des triglycérides de la matrice lipidique des
feves. La biosynthése et I’¢tude des conditions optimales de fonctionnement de la lipase du
Rhizopus oryzae isolé du cacao et pris comme moisissure modele ont été réalisées.

Se fondant sur I’ensemble de résultats obtenus, cette étude s’achéve en suggérant une
série de recommandations pratiques pour limiter la formation des AGL et pour favoriser une
amélioration de ce critere de qualité du cacao ivoirien. Elle propose également des pistes de
recherche intéressantes a explorer pour comprendre et résoudre d’autres problémes de qualité

associés au cacao.
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Peu d’ouvrages ou d’articles se sont réellement intéressés aux causes de la formation
d’AGL a partir des triglycérides du beurre dans les féves de cacao. Afin de ne pas surprendre
le lecteur avec des termes spécifiques au monde du cacao, nous avons jugé utile d’orienter
notre étude bibliographique sur les caractéristiques taxonomiques, technologiques, chimiques
et industrielles du cacao ainsi que sur I'impact de la teneur élevée en AGL sur la qualité du
beurre de cacao. Dans un second volet, nous avons fait une approche générale des lipases :
leur origine, leur mode d’action, les méthodes de dosage de leur activité. Cette étude s’est

achevée par une approche des lipases végétales et des lipases d’origine fongique.

IL- QUELQUES GENERALITES SUR LE CACAOYER ET SUR LES FEVES DE
CACAO
I.1.- Le cacaoyer
I.1.1.- Taxonomie et description
De nombreuses ¢tudes générales ont été effectuées sur le cacaoyer (Theobroma cacao
L.) (Braudeau, 1969; Kennedy, 1995; Wright, 1999). Le cacaoyer appartient a la famille des
sterculiacées, au genre Theobroma et est connu du point de vue botanique sous le nom de

Theobroma cacao L.

Position systématique

Ordre : Malvales

Famille : Sterculiacées

Tribu : Bilterneriées

Genre : Theobroma

Espéce : cacao L.

Le genre Theobroma a été subdivisé par Cuatrecasas (1964) [cité par Villeneuve
(1982)] en six sections regroupant vingt deux espéces. Les féves de la plupart des especes
peuvent étre utilisées en chocolaterie 1l s’agit de : Theobroma cacao, T. grandifiora, T.
bicolor, T. speciosa, T. microcarpa et T. herrania. Parmi toutes ces especes, seule Theobroma
cacao L. est cultivée pour I’industrie chocolatiere (Lanaud ef al., 1999). A I’heure actuelle,
’industrie du cacao reconnait traditionnellement trois principaux groupes cultivables. Chaque
groupe est lui-méme subdivisé en plusieurs cultivars (Kennedy, 1995):

® Le groupe Criollo (7. cacao subsp.) : Les cacaoyers du groupe Criollo sont peu

robustes et résistent moins bien aux maladies du cacaoyer et autres aléas climatiques. Pour ces



raisons, cette variété est actuellement trés peu cultivée. Leurs fruits allongés et c¢otelés sont de
couleur orange a maturité. Ils donnent de grosses féves avec des cotylédons a casse claire. Les
Criollo sont originaires du Mexique et de I’Amérique centrale. lls figurent parmi les variétés
réputées pour donner un cacao de bonne qualité. Les industriels le classent parmi les “cacaos
fins” car ils sont caractérisés par des ardmes de caramel et de noisette, appréciés en
chocolaterie (Clément, 2001).

@ Le groupe Forastero (7. cacao subsp. Sohaerocarpum) : Les cacaoyers du groupe
Forastero se rencontrent a I’état sauvage en Amazonie et dans le bassin amazonien. lls
forment un groupe trés diversifie. L’arbre du Forastero est habituellement vigoureux. A
maturité, les fruits des Forasteros sont arrondis, lisses et de couleur jaune. Leurs féves sont
aplaties, les cotylédons violets. Ce cacao est considéré comme de qualité standard. La majeure
partie de la production mondiale de cacao provient de cette population.

@ Le groupe Trinitario : C’est un groupe issu du croisement naturel entre les Criollo
et les Forastero. Les Trinitario sont connus uniquement a 1’état cultivé. Ils proviennent de I'ile
de Trinidad et de toute la zone de recouvrement des deux premiéres variétés. Ils présentent a
la fois la robustesse des Forastero et un arome plus fin des Criollo. La couleur de leurs féves

est variable.

1.1.2.- L’écologie du cacaoyer
Dans son habitat naturel, le cacaoyer est un petit arbre haut de 6 a 9 metres des foréts
tropicales humides de 1I’Amérique du sud. C’est une plante tropicale s’étendant entre le 20°
latitude Nord et Sud. Mais le maximum de culture est souvent situé entre le 10° latitude Nord
et Sud. 1l exige une pluviométrie régulicre et supérieure a 2 meétres, avec un minimum de 10
cm par mois (Bastide, 1987 ; Kennedy, 1995). Le cacaoyer pousse mieux dans les zones

ombragées ct nécessite des sols bien drainés et aérés de pH 6.5.

1.2.- Le fruit du cacaoyer
Considéré comme une drupe, le fruit du cacaoyer est communément appelé
« chérelles » pendant la durée de sa croissance, puis « cabosse » lorsqu’il atteint la maturité
apres cing a six mois selon ses origines. Il est indéhiscent et sa taille varie de 10 a 30 cm de
longueur. De forme allongée, il posséde 5 a 10 sillons longitudinaux plus ou moins marqués et
régulierement espacés longeant la cabosse d’une extrémité a ’autre. La surface du fruit peut

étre parfaitement lisse ou, au contraire, trés verruqueuse. Sa couleur varie de vert a rouge pour
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un jeune fruit, passe au jaune (fig. 1), rouge pourpre (fig. 2) pour un fruit mir (Mossu, 1990).
Selon les variétés, 20 a 90% des “chérelles” n’arrivent pas a maturité a cause du
dessechement qui intervient quand la cabosse est dgée de 50 jours (Braudeau, 1969). La
cabosse contient 20 a 60 féves de forme ovoide de 2 a 4 cm de long alignées sur cinq rangées

(fig. 3 et 4).

Figure 1. Des cabosses immatures et matures. Source :
http://www.nybg.or./bsci/belize/Theobroma_cacao.html

Figure 2. Cabosse de cacao violette en maturité. Source :
http://www.nybg.or./bsci/belize/ Theobroma_cacao.html
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Figure 3. Coupe longitudinale d’une cabosse de cacao mature. Source :

http://www.perso.wanadoo.fr/harry.mongongnon/cacao_feve.html.

Pe‘doqculr

___ Pericarpe

Mesocarpe

Figure 4. Schéma des coupes longitudinale et transversale de cabosse
de cacao. Source : Mossu (1990)
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I.3.- La graine

La graine du cacaoyer est communément appelée “féve de cacao”. On réservera
cependant I’appellation “féve de cacao” a la désignation de la graine ayant subi les opérations
de fermentation et de séchage nécessaires a la préparation du cacao marchand, le terme de
“graine” ou de “féve fraiche” seront conservés pour désigner la graine telle qu’elle est extraite
du fruit mar (Mossu, 1990). A maturité, les féves fraiches représentent jusqu’a 25% massique
de fruit. La graine de cacao a la forme comparable a celle d’'une amande plus ou moins
bombée. Elle est recouverte d’une pulpe mucilagineuse de couleur blanche, de saveur sucrée
et acidulée. C’est une graine sans albumen, constituée de I’extérieur vers I’intérieur de :

® Une coque mince résistante, rosée, nervurée, issue du développement du tégument
de I’ovule,

® Une fine pellicule, le tégument « argenté », translucide, brillant,

® Deux cotylédons de ’embryon qui occupent, a I’intérieur de ce tégument, tout le
volume de la graine. De coloration variant du blanc au violet foncé selon les origines de la
graine, les cotylédons sont plissés avec de nombreux lobes imbriqués les uns dans les autres,

® Un germe qui est en fait I’ensemble formé par la radicelle et la gemmule, situé
entre les deux cotylédons (fig. 5).

La composition chimique de la féve non fermentée et séchée est variable en fonction

de sa provenance géographique mais nous retiendrons celle de Minifie (1980) (Tab. 1).

Tableau 1. Composition chimique (%) de la graine de cacao séchée.

Constituants Cotylédons Coques

Moyenne Gamme Moyenne  Gamme

Eau® 3 2-5 7 4-11
Matiere grasse (beurre de cacao et graisse de coque) 54 48-57 3 2-6
Protéines 12,5 11-24 15 13-16
Amidon 6 6-9

Pectines & cellulose 10 10-25 17 13-19
Cendre 3 2,5-4 7 6-21
Théobromine 1,3 0,8-1,4 0,8 0,2-1,3
Caféine 0,2 0,1-0,7 0,1 0,05-0,3

" Variable en fonction du degré de séchage ou de torréfaction

Source : Minifie (1980)




Figure 5. Coupe longitudinale d'une graine de cacao (Mossu, 1990)

I.4.- Technologie post-récolte du cacao
I.4.1.- La récolte des cabosses

La récolte du cacao a lieu a maturité des fruits. Elle est toujours effectuée
manuellement a ’aide de sécateurs et d’émondoirs tranchants. La récolte du cacao est une
opération délicate car le pédoncule de la cabosse est porté par un coussinet floral qui supporte
¢galement des bourgeons, des fleurs et des jeunes fruits qu’il faut préserver pour les récoltes a
venir.

Au moment de la récolte, la maturité des cabosses s’apprécie exclusivement par leur
couleur (fig. 6). Malgré son manque de précision, cette méthode se révele suffisante. Avant
maturité, certaines biosynthéses ne sont pas achevées. C’est le cas de la matiére grasse qui est
en quantité nettement plus faible que la normale. Parallélement la qualité de la pulpe ne
garantit pas une fermentation correcte.

Une récolte tardive entraine des risques de dessechement de la pulpe conduisant a des
fermentations insuffisantes génératrices de féves violettes. Elle peut entrainer également des
risques de germination et de pourrissement des féves qui provoquent la contamination
microbienne par le micropyle et un pourcentage élevé de feves défectueuses (noires) avec un

beurre de mauvaise qualité (Barel, 1995).



Figure 6. La récolte du cacao par des paysans africains. Source :
http://www.perso.wanadoo.fr/rene.oster/chocolat1

1.4.2.- L’ecabossage

Contrairement aux apparences, 1’écabossage n’est pas une opération mineure qui ne
consisterait pas qu’a ouvrir les cabosses pour en extraire les graines (Barel, 1995).
L’ouverture des cabosses, encore aujourd’hui manuelle, s’effectue avec un couteau ou une
machette ou encore en les frappant avec un morceau de bois ou une pierre. Bien que trés
répandu, 1’usage d’outils tranchants est a proscrire afin de ne pas blesser les graines. 11 a été
conseillé durant longtemps d’écabosser le cacao immédiatement aprés la récolte. Cependant,
différentes études (Barel, 1987 ; Mossu, 1990) ont montré que parfois la pratique d’un
écabossage différé est bénéfique pour la diminution de I’acidité des féves. La durée idéale de
ce stockage varie de 5 a 6 jours selon les lieux de production (Barel, 1998). Le planteur
ivoirien, par exemple, a I’habitude de stocker ses cabosses de cacao sur la plantation en tas
(fig. 7) par manque de main d’ceuvre pour I’écabossage (fig. 8) (Guéhi, 2002). Une fois les
cabosses ouvertes, il est important de bien séparer les féves les unes des autres non seulement
mais aussi du rachis afin d’éviter I’accolement de féves qui aboutit & la formation
d’agglomérats de féves ou grabos. En effet, la présence du rachis et les féves collées qui en
découlent empéchent une pénétration correcte de I’air dans la masse. Ceci entraine
d’importants problémes de fermentation. De plus, ces agglomérats forment des masses

compactes qui ne peuvent étre séparées qu’en produisant des brisures si les féves collées sont
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trés séches. Selon Oyeniran (1980), a cause de leur insuffisance de séchage, les féves collées
sont également exposées a la contamination par les moisissures qui favoriseraient la formation
des AGL.

Figure 7. Stockage en tas de cabosses de cacao a la plantation. Source :
http://www.membres.lycos.fr/saotome/cacao3.html.

Figure 8. Ecabossage du cacao par des ouvriers agricoles. Source :
http://www.cirad.fr
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1.4.3.- La fermentation

La fermentation du cacao est une opération complexe qui doit étre débutée au plus tard
24 h apres I’écabossage. Elle a deux objectifs principaux (Vincent, 1996) :

® L’¢limination de la pulpe par liquéfaction suite a une dégradation microbienne.
Ceci permet un séchage rapide des feves dans les conditions climatiques tropicales humides.

® Le déclenchement des réactions biochimiques responsables de 1’apparition des
précurseurs d’ardme du cacao.

La mort de I’embryon qui s’ensuit en supprimant le pouvoir germinatif des féves est a
la fois un objectif et une conséquence des réactions chimiques qui ont lieu au cours de la
fermentation.

La fermentation est 1’étape primordiale du traitement post-récolte du cacao (Barel,
1987, Vincent, 1996). Dans la cabosse, les feves fraiches et la pulpe qui les entoure sont
initialement stériles sur le plan microbiologique (http//www.fao.org). Aprés écabossage, elles
sont contaminées par les microorganismes de [’environnement véhiculés par [’air, les insectes
(drosophiles, guépes), les mains des travailleurs, les feuilles de bananiers utilisées pour les
couvrir, les outils et le matériel de travail (Stessels, 1994). Des brassages réguliers de toute la
masse sont nécessaires toutes les quarante-huit heures pour 1’aération de la masse de cacao
(Barel, 1998). La durée de fermentation du cacao et les méthodes utilisées sont variables non
seulement suivant les pays et les variétés mais aussi suivant le producteur. Trois types de
fermentation constituent les méthodes usuelles. Ces méthodes durent généralement 2 a 8
jours. Ce sont la fermentation en paniers, la fermentation en tas (fig. 9) et la fermentation
en caisses perforées (Stessels, 1994 ; Barel, 1998). Quelle que soit la méthode employée,
c¢’est une fermentation qui se déroule en trois étapes d’abord alcoolique, puis lactique et enfin
acétique :

@® [ ¢tape: la fermentation alcoolique: C’est une fermentation en anaérobie
stricte, la pulpe autour de la féve forme une structure collante qui empéche la pénétration de
I’air dans la masse de cacao. Celle ci est contaminée par les levures, dont des pectinolytiques,
favorisées par une richesse en sucres et un pH acide de la pulpe. Leur nombre devient tres
important et passe de =2.10% a 3.107 UFC/g de cacao. L’oxygéne introduit dans la masse de
cacao est rapidement consommé. Les levures liquéfient la pulpe et passent alors a un
métabolisme fermentaire en transformant les sucres en alcool éthylique (C,HsOH) et en
dioxyde de carbone (CO,) selon la réaction suivante. Cette réaction peu exothermique dure
entre 24 et 48 heures (Biehl, 1996). 1l s’ensuit une augmentation du pH a cause de la

consommation de ’acide citrique.



Levures —T

CeH,,0, 2 C,H.0H+2 CO, +933 K;
180 g 2x46 g

@® 2™ étape : la fermentation lactique : La liquéfaction de la pulpe entrainant une
micro-aréation, la transformation des sucres en alcool et I’augmentation du pH créent de
nouvelles conditions favorables au développement des bactéries lactiques qui remplacent
progressivement les levures. Ces bactéries, en anaérobiose facultative, transforment les sucres
en acide lactique, en éthanol et en dioxyde de carbone (Stessels, 1994). LLa fermentation
lactique n’est pas souhaitable a cause de la trés faible volatilité de 1’acide lactique qui pénétre
dans les cotylédons et qui y reste définitivement.

@ 3 étape : la fermentation acétique : Le brassage de la masse de cacao favorise
naturellement la colonisation par une population bactérienne majoritairement constituée de
bactéries acétiques. L’éthanol issu de ’activité¢ des levures est oxydé en acide acétique et
’eau selon la réaction exothermique ci dessous. Ceci entraine une élévation brutale de la

température supérieure a 50°C en soixante douze heures de fermentation (Barel, 1998) :

Bactéries acétiques
C,HOH+ O, > CH,COOH +H,0 + 496 k;j

(46 g) (60¢)

La migration d’acide acétique et I’élévation de la température a travers les cotylédons
entrainent la mort du germe. L’ensemble des parois cellulaires et cytoplasmiques deviennent
perméables, les échanges cellulaires deviennent alors possibles. 11 s’établit les contacts entre
les diverses enzymes et leurs substrats. Les réactions cotylédonaires portent essentiellement
sur la transformation des constituants complexes de réserve de la graine en composés plus
simples. Ainsi, les protéines sont hydrolysées en peptides et acides aminés ; et les sucres en
monosaccharides. Les polyphénols sont transformés en composés insolubles (tannage,
oxydation) (Mossu, 1990 ; Cros et Jeanjean, 1998). La matiére grasse ne subit pas de
transformation notable (Schwan, 1998).

La fermentation est arrétée par des critéres subjectifs : gonflement des féves, odeur de
la masse, couleur des cotylédons et la chute de la température. Toutes ces observations

demandent la pratique et de I’expérience de [’opérateur. Si la fermentation est prolongée, les
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bactéries acétiques sont remplacées par des bactéries sporulées; et les moisissures se

développent. Il se forme des acides gras courts (C3, C4, Cs) et des amines biogénes.

Figure 9. La mise en fermentation en tas des féves de cacao
Source :http://www.gerkenscacao.com

1.4.4.- Le séchage

A la fin de la fermentation, les féves de cacao présentent une teneur en eau de 55 a
60%. L’objectif du séchage est de ramener cette teneur 3 moins de 8% de maniére a assurer au
cacao une bonne conservation durant le stockage et le transport (Pontillon, 1998 ; Fowler,
1999). Le séchage du cacao est une opération tres capitale car la qualité finale du beurre et des
tourteaux en dépendent intimement Les méthodes de séchage du cacao peuvent étre classées
en deux principaux types qui sont le séchage naturel ou solaire ct le séchage artificiel.

Le séchage solaire est le plus utilisé a travers le monde (Mossu, 1990). Malgré sa
lenteur, il présente 1’avantage de s’effectuer sans dépense d’énergie et de favoriser
I’évaporation de I’acide acétique produit au cours de la fermentation (Barel, 1998). Il permet
également la poursuite des réactions biochimiques pendant les premiers jours de 1’opération.
Cependant, il présente des inconvénients de nécessiter d’importantes surfaces pour 1’étalage
des feves et de la main d’ceuvre pour les brassages réguliers de la masse (fig. 10). De plus, il
est trés dépendant des variations climatiques du moment.

Le séchage artificiel est trés souvent utilisé dans les grandes coopératives ou pendant
les périodes particuliérement humides. Il nécessite des tables de séchage en tdles perforées sur

lesquelles le cacao est disposé en couches épaisses et 1’air chaud est pulsé. Ce type de séchage



présente de nombreux avantages : rapidité, homogénéité, mise en ceuvre facile, demande une
main d’ceuvre moins importante. Cependant, I’inconvénient majeur qu’on lui connait est la
rétention des acides volatils et une consommation élevée d’énergie. Les différences de tension
de vapeur et de diffusion entre 1’eau et 1’acide acétique observées aux températures du
séchage artificiel (a partir de 45°C) font que 1’eau s’évapore de la féve en premier. Ceci
provoque le dépot de substances dissoutes en périphérie de la feéve. Il se crée alors une
barriére qui s’oppose au départ de 1’acide acétique. De plus, I’air chaud au contact des féves
séche la pulpe résiduelle et provoque la formation de croflites interne et externe. Ces croflites
ralentissent le départ des composés volatils. Ceci conduit a une demande énergétique jugée
trop importante pour une faible vaporisation.

Quel que soit le mode de séchage utilisé, la teneur en eau des feves de cacao est
déterminante pour la qualité industrielle ultérieure du cacao. En effet, selon Boussard (1982)
lorsque la teneur en eau est inférieure a 5%, les coques se brisent facilement et les fentes
provoquées dans la coque sont autant de voies de pénétration possibles pour les insectes et les
moisissures en cas de réhydratation du cacao. A l’inverse, un cacao trop humide est tres

rapidement contaminé par les moisissures.

© Gerkens Cacao BV., Wormer, Netherlands

Figure 10. Séchage solaire du cacao sur claie. Source :
http://www.gerkenscacao.com
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1.4.5.- Le stockage et le transport du cacao

1.4.5.1.- Le stockage
Derniére étape avant ’exportation du cacao, le stockage est considéré comme une

opération capitale mais délicate en zones de production a cause des variations climatiques
(température et humidité défavorables) qui y prévalent. Pour cela, on y assiste trop souvent a
une détérioration de la qualité des feves durant le stockage (Boussard, 1982). Il a lieu a
plusieurs niveaux : chez le planteur et chez I’acheteur avant la livraison, au port avant
I’expédition et a ’usine avant [’utilisation (Barel, 1995). Les conditions de stockage du cacao
ont pour but de garantir un minimum d’évolution de la qualité des féves ¢’est a dire :

PPas de reprise d"humidité,

DPas de développement de moisissures ni d’attaques d’insectes,

PPas d’hydrolyse des triglycérides constitutifs de matiére grasse,

DPas de reprises de gouts ni d’odeurs étrangers

Les normes internationales précisent de nombreuses précautions de stockage du cacao
(Mossu, 1990) :

PUne humidité ambiante ne dépassant pas 70%,

PUn entreposage des sacs a au moins 7 cm du sol pour permettre la circulation de air,

PUne vérification périodique de la teneur en humidité de chaque lot,

PDes contrbles réguliers afin d’éviter I’apparition d’odeurs et de saveurs indésirables,

des poussieres

DUne désinfection par fumigation (bromure de méthyle)

En général, le cacao est livré par les producteurs avec une teneur en eau trop élevée car
ces producteurs sont trop souvent mal outillés pour sa mesure et son contréle (Guéhi, 2002).
En effet, les producteurs de cacao en zone rurale se fondent sur le bruit des feves au soleil en
y passant la main. Or, il est admis que c’est lorsque la marchandise contient plus de 8% d’eau
que la conservation est difficile et que les moisissures peuvent s’y développer (Fowler, 1999).
Ceci pourrait occasionner une formation plus accrue des AGL durant cette étape a cause de
I’action des lipases d’origine fongique (Pontillon, 1998).

Des tentatives d’amélioration du stockage du cacao ont été étudiées. L’utilisation de
gaz inertes, d’atmosphéres contrélées et du vide sont des techniques qui bien que
satisfaisantes, demandent des investissements jugés trop importants par les filieres (Barel,

1998).
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1.4.5.2.- Le transport
Le transport du cacao est un véritable probléeme dans les zones de production a cause

des conditions d’humidités qui y sont généralement élevées. L’enquéte effectuée auprés de
quelques producteurs en Cote d’Ivoire a révélé que les moyens de transport sont tres limités
(Guéhi, 2002). Ceci entraine un long temps de séjour et d’attente du produit en stockage dans
les plantations. Si les conditions climatiques sont défavorables, les risques de reprise
d’humidité deviennent importants. Ceux ci sont également €levés lors du transfert de produit
des zones de production vers les zones portuaires. En saison pluvieuse, le cacao peut étre
accidentellement mouillé. En saison séche, les risques ne sont pas négligeables puisque le

cacao reprend de 1’eau pendant la nuit (Renaud, 1954).

II.- LA PRODUCTION, LE BROYAGE ET LA COMMERCIALISATION DU CACAO
EN COTE D’IVOIRE

Située en Afrique de 1’Ouest sur le Golf de Guinée, entre 1’équateur et le tropique du
cancer, la Cote d’Ivoire est limitée & I’Est par le Ghana, a 1’Ouest par le Libéria et la Guinée,
au Nord par le Mali et le Burkina Faso. Seize millions de personnes (recensement de 1998)
occupent les 322.462 km? constituant sa superficie. Au lendemain de 1’indépendance,
plusieurs études ont permis de retenir 1’agriculture comme base du développement
économique. Le choix de I’agriculture comme moteur de I’économie ivoirienne n’est pas
fortuit. En effet, la position géographique en longitude et en latitude confére a ce pays une
formidable diversité climatique. Laquelle diversité entraine toute une variété de sols et de
zones de végétations du Nord au Sud et évidemment une diversité de cultures. Les cultures du
cacao, du café, du palmier a huile, de I’hévéa, etc. sont essentiellement pratiquées au Sud en
raison des conditions climatiques et de la végétation qui y sont favorables. Celles du coton, du
karité, des céréales, I’arachide, etc. sont concentrées au Nord. L autre atout dont dispose la
Cote d’Ivoire est le facteur humain. La population ivoirienne est dans sa grande majorité
rurale. En 1991, 60% de la population active était dans les campagnes

(http://www.ci.refer.org.).
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I1.1.- La production

En 2002/2003, la production mondiale de cacao en féves est estimée a 3.040.000
tonnes (E.D. & F. Man, 2002). Ceci représente une augmentation de 263.000 tonnes (9,5%)
par rapport aux 2.807.000 tonnes (OICC, 2002) enregistrées au cours de la campagne
2001/2002. Parmi les régions productrices, la production prévisionnelle de 2002/2003
comparée a celle de I’année cacaoyére précédente a augmenté en Afrique de 179.000 tonnes
(9,5%).

La Cote d’Ivoire est le premier producteur mondial du cacao depuis une décennie avec
plus de 40% des parts du marché international (fig. 11). La récolte est évaluée a 1.300.000

tonnes, soit une augmentation de 90.000 tonnes (7,4%) par rapport a la saison précédente.
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Figure 11. Productions mondiale et ivoirienne de cacao de 1993 a 2003 (E.D.
& F. Man, 2002)

I1L.2.- Le broyage
En 2003, les broyages mondiaux de cacao ont été évalués a 2.995.000 tonnes, soit une
augmentation de 5% (136.000 tonnes) par rapport a la saison précédente (E.D. & F. Man,
2002). Les broyages du cacao en provenance des pays producteurs continuent d’étre effectués
pour I’essentiel dans les pays consommateurs (OICC, 1999/2000). Faute de moyens

technologiques adéquats, la part de broyages des pays africains producteurs de cacao est
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modeste par rapport a leur production. Elle est restée pratiquement stable au cours de ces trois
derniéres campagnes (Tab. 2).

En Cote d’Ivoire, les broyages locaux représentent seulement 20% de la production de
cacao (E.D. & F.Man, 2002). Ceci explique que chaque année pres de 80% de la production

ivoirienne du cacao en féves est destin¢ a |"exportation (fig. 12).

Tableau 2. Quantités annuelles de féves de cacao broyées par les principaux pays
africains producteurs de cacao (en milliers de tonnes)

93/94 [94/95]95/96 | 96/97 | 97/98 | 98/99 [ 99/00 [ 00/01 [ 01/02" |01/03"

Cote d’Ivoire 110 108 | 130 | 145 | 195 | 210 | 230 | 285 276 260

Ghana 46 64 60 68 67 65 75 80 70 85
Cameroun 12 17 23 26 29 31 32 30 30 30
Nigeria 10 10 16 20 15 20 28 20 15 20
Afrique du Sud 5 6 6 7 6 5 3 6 4 5
Autres pays

(Togo, Gabon 1 » |y 2 | 1 | s |5 | 7| 9 9
Sao Tomé
| Principe)

Total 185 207 | 237 | 268 | 313 | 336 | 374 | 427 | 404 409

¥ 14 . .
Prévisions

Source : E.D. & F. Man (2002)
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Figure 12. Cote d’lvoire : productions et broyages de cacao de 1993 a 2003
(E.D. & F. Man, 2002)
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I1.3.- La commercialisation

La Cote d’Ivoire est le premier pays producteur en Afrique a avoir commencé la
libéralisation de la filiere cacao en janvier 2000 (OICC, 2000). Les principales actions de
cette libéralisation ont été de dissoudre la Caisse de stabilisation (Caistab) et de renforcer le
contrdle de qualité et le conditionnement du cacao en zones de production. Ceci, pour
accorder aux producteurs eux-mémes le plein controle de la qualité de leur production et pour
constituer un moyen de financement garanti du commerce avec des coopératives provinciales.
Cette politique a permis de créer plusieurs usines de conditionnement dont une a capacité de
15 tonnes par heure au Sud Ouest du pays et quelques coopératives. Mais sur le terrain, le
mouvement coopératif a été plus tardif que dans d’autres pays comme le Cameroun. A ¢6té
des coopératives, existent des pisteurs indépendants et de nombreux agents privés en relation
avec les grands commergants. Ces opérateurs prennent une part active a la commercialisation
du cacao. Ils présentent les avantages de disposer de moyens de transports efficaces pour
l'enlévement du cacao des zones de production enclavées permettant ainsi d’écourter le temps
de séjour du produit chez le producteur et de payer comptant le cacao. Malheureusement leur
méconnaissance et leur manque de rigueur au regard de I’évaluation de la qualité du cacao les
conduisent a ne s’intéresser qu’a la quantit¢ au détriment de la qualit¢ du cacao. La
multiplicité de ces agents et les différents mélanges des féves réalisés a tous les niveaux de la
filiére contribueraient a I’apparition des défauts de qualité souvent associés au cacao en bouts

de chaines.

.- EXAMEN DE LA QUALITE DES FEVES DE CACAO

Suivant la destination finale du cacao marchand, des critéres beaucoup plus
spécifiques de qualité reposent sur ’ardbme, la pureté, I’uniformité, la teneur en matiére
utilisable en chocolaterie, les caractéristiques chimiques (la teneur en AGL, absence des off-
favours) et enfin les propriétés physiques (la dureté) de la matiere grasse (Daviron, 1996). Il
n’existe pas de dispositif de classification universelle appliqué par tous les opérateurs du
marché du cacao. Une norme internationale négociée au sein de la FAO, coexiste avec
différentes dispositions définies dans le cadre de contrats des différentes associations de

négoce de cacao (Tab. 3).
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Tableau 3. Comparaison des différents contrats de négoce de cacao (Fowler, 1999)

Description  Grainage Défauts (%) Humidité Matiéres
pour 100 g (%) étrangéres
de foves Féves Feves Féves (%)

moisies ardoisées défectueuses ®

FAO® Grade 1 NS° 3 3 3 7,5 0
AFCC! Bien 100 5 5 7,5 NS
fermentées -
CAL' Bien 100 5 5 NS NS
fermentées -
(récolte
principale)
CMAA!  Récolte 100 4h 10 4" NS NS

principale

“ Féves défectueuses= féves (mitées+germées+plates)

 La FAO spécifie que le cacao doit étre fermenté, exempt de matiéres étrangeres et d’odeurs
indésirables.

 Non spécifié

4 Association Frangaise du Commerce des Cacaos

¢ Feves défectueuses incluant les féves moisies.

"' Cocoa Association of London

® Cocoa Merchant’s Association of America.

"Maximum de féves moisies et défectueuses est de 6%

Outre ces constats, chaque pays producteur posseéde son propre systéme de
classification. Ces différentes normes définissent en commun le pourcentage autorisé de féves
moisies, ardoisées, mitées, plates et germées. Mais aucune d’entre elles ne donne
d’information ni sur la force de I’arbme ni sur les caractéristiques physiques des beurres a
I’exception. L’évaluation des défauts de qualité et de la valeur marchande du cacao repose
principalement sur le test a la coupe. Ce test qui est un examen essentiellement visuel donc
subjectif consiste a couper longitudinalement les féves de cacao. Dans les usines de traitement
du cacao avant I’exportation en Cote d’Ivoire, des analyses de [’aspect physique des féves de
cacao sont réalisées sur environ 300 feéves prélevées a partir de 25 kg échantillonnés a partir

de 25 tonnes de produit.
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II1.1.- Evaluation du taux de matiéres étrangéres
Sous la dénomination de matiéres étrangeres, il faut entendre tout ce qui n’est pas
feves de cacao : cailloux, particules métalliques, plastiques, bois, plumes, placentas, etc.
[’estimation du taux de matieres étrangeres se fait par la détermination de la différence entre
la pesée de 1’échantillon prélevé avant et apres tamisage. Le tamis couramment utilisé en Cote

d’Ivoire a des mailles carrées (4x4 mm) ou circulaire (=5 mm).

I11.2.- Evaluation du taux de brisures
Les brisures sont des feves dont il manque un fragment de cotylédons, la partie
manquante ayant une taille inférieure a la moitié¢ d’une féve. et les particules d’amandes de

cacao. Elles sont déterminées soit par tri manuel soit par 'utilisation d’un tamis.

[I1.3.- Evaluation des défauts de qualité

Les défauts de qualité des feves de cacao sont déterminés sur 300 g de féves enticres et
individualisées (Crespo, 1986).

@ La masse spécifique (ou le grainage) est déterminée par comptage des feves a
partir de 100 g. Le critére de bonne qualité est fixé a un grainage inférieur ou égal a 100 féves
pour 100 g de cacao.

@ Le cut test ou le test de la coupe permet d’apprécier le degré de fermentation d’un
lot de cacao (Barel, 1987) mais aussi de déterminer le pourcentage de feves défectucuses
(Crespo, 1986) telles que :

dLes feves ardoisées : les féves ardoisées sont des féves qui se caractérisent
par un défaut de fermentation. Leur coupe présente une couleur grise ardoisée ;

dLes feves moisies : ce sont des feves dont la partie interne présente des traces
de moisissures visibles a I’ceil nu par la présence de filaments de couleur blanchatre ou d’une
poudre vert grisatre ou jaune claire ;

DLes féves mitées : une feve est mitée s’il y a présence d’insectes vivants, des
déchets visibles a I’ceil nu (sciure), de trace de passage de I’insecte ou de cocons.

DLes féves collées ou grabos ou agglomérats de féves : les feves collées sont
des agglomérats de deux ou plusieurs feves enrobées par la pulpe séchée. Ces agglomérats
sont dus soit a 'immaturité des fruits, soit a une mauvaise séparation des féves du rachis
pendant I’écabossage, ou encore a un mauvais brassage des feves au cours de la fermentation.
Elles constituent un défaut de qualité car elles sechent difficilement et seraient en

conséquence le siege de développement de moisissures.
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I11.4.- Détermination de la teneur en AGL du beurre de cacao a I’usine
Cette analyse porte sur un échantillon de 500 g de feéves prélevé a partir de 25 kg
échantillonnés a partir de 25 tonnes de cacao. Une fraction (200 a 300 g) de cet échantillon est
grossierement broyée. Environ 150 g du broyat sont chauffés au four a micro-ondes (3 min a
900 watts ou 5 min a 750 watts) ou chauffés avant d’étre broyés. Une nouvelle fraction (100
g) obtenue a partir de la fraction précédente est emballée dans du papier absorbant avant
d’étre placée dans le moule d’extraction a la presse. Les AGL sont déterminés sur au moins 5

g de beurre de cacao est extrait par pression de 100 g de broyat.

II1.5.- Cacao affecté par une teneur en AGL supérieure a la norme en Cote
d’Ivoire

[’évaluation de la qualité d’un lot de cacao n’est pas une activité aisée. En effet, ['on
ne dispose que d’informations fragmentaires sur I’itinéraire de préparation du cacao. En Cote
d’Ivoire par exemple, I’évaluation de la qualité des féeves est devenue encore plus difficile
depuis la libéralisation de la fili¢re a cause du fait qu’aucun des acteurs (producteurs, pisteurs,
traitants) n’est outillé pour cela (Guéhi, 2002) et pour deux raisons fondamentales :

- d’abord la teneur en AGL du beurre de cacao étant un critere de qualité du cacao
parmi d’autres, elle est différemment considérée selon les produits finis qui vont en découler.
Ainsi, certains industriels rejettent catégoriquement les lots de cacao affectés par une teneur
en AGL supérieure a la norme, d’autres les achetent avec une décote comprise entre 5 a 10
Francs CFA sur le prix du kilogramme selon des contrats établis de gré a gré avec les
traitants.

- ensuite les lots de cacao affectés par des fortes teneurs en AGL sont mélangés avec
des lots de cacao sains contenant une faible teneur en AGL afin d’obtenir une teneur en AGL
moyenne dans les normes.

Tous ces facteurs expliquent pourquoi bien que certains lots de cacao contiennent des
fortes teneurs en AGL, il est difficile d’en évaluer I'impact sur la qualité du produit et sur les
pertes financieres résultants pour les opérateurs de la filiere. Cependant, les statistiques des
données obtenues auprés d’un exportateur de cacao installé en Cote d’Ivoire révélent que pour
ces 4 dernieres campagnes cacaoyeres (1998-2002) 15 a 20% en moyenne de la production
annuelle ivoirienne de cacao sont affectés par des teneurs anormalement élevées en AGL (fig.

13). Si ces données ne portent pas sur toute la production ivoirienne, elles restent
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suffisamment représentatives du probléme vu la saisonnalité et la récurrence persistantes du

probleme des AGL en Cdte d’Ivoire (fig. 14).

12%

71%
55%
Campagne 1998/1999. Taille de Campagne 1999/2000. Taille de
I’échantillon 198.500 t I’échantillon 48.617t
32,81% 23%
42,79% 48%
24,40% 29%
Campagne 2000/2001. Taille de Campagne 2001/2002. Taille de
P’échantillon 50.024 t Péchantillon: 198025 t

EEEREEEN Toncur en AGL<Z1,5%
1,5%<Teneur en AGL>1,75%
Teneur en AGL>1,75%

Figures 13. Variation de la teneur en AGL exprimée en pourcentage du
cacao de Cote d'lvoire durant la période 1998-2002. Source:
statistiques d’un exportateur privé.
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Figures 14. Variations annuelles de la teneur en AGL du cacao ivoirien
en fonction des périodes d’achat. Source : statistiques exportateurs
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1V.- LES MOISISSURES DU CACAO MARCHAND
De la récolte en passant par les opérations manuelles jusqu’a la transformation finale,

les aliments sont généralement exposés a la contamination par une population importante de
microorganismes dont les moisissures (Huis in’t Veld, 1996). Au cours du stockage, le
développement des moisissures est sous la dépendance de multiples facteurs dont les uns, dits
externes, sont liés aux caractéristiques du milieu et les facteurs internes propres au produit
(Mossel et al., 1995). La vitesse de multiplication des moisissures sur un substrat est
¢galement sous la dépendance de leur nature, de I’inoculum initial. Quel que soit le facteur
considére, I’espece qui prédomine est celle qui se trouve le plus pres des conditions optimales
requises pour son développement (Poisson et Cahagnier, 1979).

1l est généralement admis que les moisissures, par leurs activités vitales, contribuent
a la dépréciation de la valeur technologique, nutritionnelle, sanitaire (Poisson et Cahagnier,
1979. Airede et Esuruso, 1987) des aliments. Perez et al. (1982) ont signalé que le
développement des moisissures dans les aliments est le meilleur indicateur sensible de leurs
mauvaises conditions de stockage et de la détérioration de leur qualité. Chez le cacao,

plusieurs facteurs favorisent le développement des moisissures.

1V.1.- Etat des cabosses

D’une fagon générale, les moisissures des champs sont remplacés par les moisissures
des stocks en raison des différences de 1’activité¢ de I’eau des produits. Chez le cacao, les
observations faites par Renaud (1954) (Tab. 4) indiquent que le développement des
moisissures est favorisé en partie par les agents responsables des maladies de la pourriture des
cabosses comme la moniliose (fig. 15). De cette étude se dégagent plusieurs observations :

- le taux de féves moisies augmente avec le degré de maturité des cabosses,

- les cabosses atteintes par les agents de pourriture présentent un pourcentage ¢levé de
féves moisies par rapport aux cabosses saines,

- le pourcentage de féves moisies augmente avec la germination,

- ’endommagement des cabosses suivi d’une écabossage différé entraine des taux

¢levés de feves germées et moisies.
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Figure 15. Une cabosse de cacao atteinte par les agents de la moniliose

sur l'arb

re.

Tableau 4. Pourcentage de féves moisies et de feves germées en fonction de I’état des

cabosses

Etat des cabosses

Novembre 1950

Décembre 1951

Féves moisies (%) ‘ Féves germées (%)

Féves moisies (%) ‘ Féves germées (%)

Cabosses vertes
C. virant au jaune
C. normalement
mdres
C. trés mires
C. surmilries
envahies par les
saprophytes
C. partiellement
pourries
C. entiérement
pourries
C. endomimagées
au cours de la
récolte (délais
d’écabossage 7
jours)

1,1
4,8

7,6
12,5
26,6

38,2

0
0

4.4
15,8

23,6

0,6
0,5
0,9

1,4
4,0

3,5

0,0
0,0
0,0

0,0
4,2

2,9

Source : Renaud (1954)
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1V.2.- Traitements post-récolte du cacao

La rapidité de 1’écabossage du cacao réduit considérablement les risques de

prolifération des moisissures surtout au niveau des cabosses endommagées pendant la récolte

(Boussard, 1982). Les

modifications

des complexes

enzymatiques (glucosidases,

polyphénoloxydases,...) et celles de la composition biochimique des féves au cours de la

fermentation les rendent plus sensibles a la pénétration des moisissures. Apres la

fermentation, les féves deviennent plus sensibles aux moisissures a cause de la diminution de

leur teneur en alcool et de leur faible compacité (Renaud, 1954). La prolongation de la

fermentation est considérée comme une des causes principales du développement des

moisissures (Tab. 5).

Il importe donc de procéder au séchage le plus rapidement possible car plus la teneur

en eau du cacao marchand est élevée, plus le développement des moisissures est rapide (Tab.

6). Chez le planteur, le cacao conservé hors-sol dans des hangars ou dans des cases avec un

toit de toles bénéficie des mémes avantages que dans des magasins de commerce

(Dharmaputra, 1999). Par contre, les petites quantités de produit qui sont entreposées & méme

le sol de terre battue dans les cases de torchis recouvertes de chaumes ou d’autres matiéres

végétales sont inévitablement contaminés par les moisissures en raison de 1’humidité trop

importante des zones tropicales humides..

Tableau 5. Pourcentage de feves moisies en fonction du degré de fermentation du cacao

Degré de fermentation |

Féves moisies (%)

Féves violettes ou ardoisées
Feves normalement fermentées
Féves sur fermentées

1,9
11,1
30,9

Source : Renaud (1954)

Tableau 6. Pourcentage des féves moisies en fonction de la teneur en eau du cacao pendant le

stockage

Teneur en eau du cacao

Pourcentage des féves moisies (%)

(%) Aprés 7 semaines de stockage | Aprés 11 semaines de stockage
154479 0 0
10,54 11,8 0 1,24 10
1482152 5a5,5 14al5
16.4 20 40
+ de 20 100% en 3 semaines

Source : Renaud (1954)
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I'V.3.- Intégrité physique des féeves, présence d’impuretés et des insectes

Certaines espeéces comme Aspergillus fumigatus, Aspergillus glaucus et Mucor
buntingii, ont la faculté¢ de détruire les pentosanes ainsi que la cellulose des coques et de
pénétrer dans [’amande grace a ’action des enzymes qu’elles sécrétent. D’autres espéces
utilisent la porte d’entrée fournie par la pénétration des moisissures précédentes, les blessures
de la coque provoquées par les coutelas lors de 1’écabossage, la formation de brisures, les
dégats d’insectes et enfin ’orifice des feves germées (Boussard, 1982). C’est par le micropyle
que commence le développement des moisissures.

Il est également connu des technologues que les impuretés constituent des foyers
d’infection lorsqu’elles sont humides (Poisson et al., 1981). L’attaque du cacao par les
insectes, en occasionnant 1’ouverture d’orifices dans ’amande de la féve (Dharmaputra ef al.,
1999), favorise ainsi I'entrée des moisissures a I’intérieure de la féve. D’autre part, les
insectes assurent le transport et la propagation des spores de moisissures dans les stocks de
cacao (Boussard, 1982). Enfin, leur respiration au sein des stocks entraine une augmentation
de la teneur en humidité des produits en stock. Ceci favorise le développement des

moisissures (Lacey et al., 1991).

IV.4.- Conditions de stockage et de transport

Les conditions thermiques, hydriques, et la composition de 1’atmosphére de stockage
jouent un réle déterminant dans le développement des moisissures (Huit in’t Veld, 1996).
L’interférence de ces différents facteurs rend difficile leur ¢étude séparée et la mise en
évidence de la contribution de chacun. En dépit d’une somme importante d’informations sur
la biochimie et la physiologie des moisissures, leur aptitude a s’implanter et a se développer
dans un écosystéme donné est souvent difficile a expliquer. Les mécanismes par lesquels telle
ou telle espéce prévaut dans telles ou telles conditions, comment elle survit et comment elle
s’adapte sont méconnus la plupart du temps.

Au niveau du cacao marchand, la présence d’une soixantaine de champignons a été
signalée a I’intérieur des feves (Renaud, 1954). Les plus fréquents appartiennent aux genres
Aspergillus et Penicillium communément considérés comme des moisissures de stocks
(Christensen et Kaufman, 1965). Ensuite viennent des Mucorales (Guénot et al., 1976) et
enfin quelques genres d”Adélomycétes comme Monilia sitophila (Renaud, 1954). Lorsque la
teneur en eau du cacao reste trés élevée pendant assez longtemps, n’importe quel saprophyte

pourrait s’y développer (Renaud, 1954). Les especes les plus thermophiles peuvent apparaitre
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des le début de la fermentation. Ensuite viennent des organismes les moins thermophiles. Les
moisissures dont la température optimale de développement se situe entre 22 et 24°C
apparaissent généralement apres exportation (Boussard, 1982).

Lorsque le transport du cacao dure plusieurs jours par suite de mauvais état des routes
ou des véhicules, il peut subir a ce stade d’importants dégats si les conditions climatiques sont
particulierement défavorables (Renaud, 1954). Un séchage immédiat permet de réduire au

minimum |’effet néfaste de ces facteurs.

V.- ACTION DES MOISISSURES

D’une fagon générale, la relation entre la nature des métabolites issus de activité
vitale des microorganismes et la présence de ceux ci a été rarement établie (Drosinos et
Board, 1994). Dans certain cas, des relations ont été mises en évidence entre le
développement des moisissures et certains types de dégradations (Poisson et al., 1979). Dans
le cas du cacao, la seule présence des moisissures constitue un défaut de qualité (Renaud,
1954). Mais peu d’études se sont intéressées a 1’action réelle de ces microorganismes sur la
qualit¢ du produit. Ces études ont mis en évidence la présence de plusieurs espéces de
moisissures comme Aspergillus glaucus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus. flavus, Aspergillus niger, Fusarium spp, Penicillium spp, Mucor spp, Rhizopus
nigrans,... (Hansen, 1975 ; Niles, 1981). Ces moisissures peuvent sécréter une grande variété
d’exoenzymes comme les carbohydrases (Marin ef al., 1998), les protéases et les lipases
(Bigelis, 1992) dont I’action sur les triglycérides peut se poursuivre méme apres destruction
du mycélium (Jacosberg, 1977). Les lipases et les lipoxydases mycéliennes de nombreux
champignons comme les Penicillium, les Aspergillus sont a 1’origine de I’hydrolyse des
triglycérides de certains produits oléagineux stockés (De Lucca et Ory, 1987). Les résultats de
la sécrétion d’enzymes extracellulaires dépendent du substrat en présence et sont néfastes
pour la qualité des produits. Chez les céréales par exemple, le développement des moisissures
s’accompagne d’une modification d’aspects, d’odeurs, de golts et de la composition en

glucides alcoolo-solubles (Lacey et al., 1991).
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VI.- LE BEURRE DE CACAO

VI.1.- Définitions

Sur le plan économique, le beurre de cacao est le composant le plus précieux et le plus
cher des féves de cacao (Fowler, 1999). 1l colte 1,5 a 2 fois plus cher que les autres produits
dérivés du cacao telles que la liqueur et les poudres de cacao. Il contribue a hauteur de 25 a
36% dans la formulation du chocolat (Dimick, 1991). C’est I'unique phase continue
responsable de la dispersion de tous les constituants et de la rhéologie ultérieure du produit
(Fowler, 1999). De ce fait, ses caractéristiques physico-chimiques influent fortement sur la
qualité du chocolat (Chin et Nurshiwan, 1986). La dureté du beurre de cacao et sa fusion
compléte a la température de la bouche font de cette matiére grasse un produit unique et
indispensable dans I’industrie chocolatiere (Lipp et Anklam, 1998). Le beurre de cacao est la
principale matiére grasse végétale utilisée dans les industries du chocolat et de confiseries
(Nikless, 1996). Selon Pontillon (1998), on devrait dire “les beurres de cacao”. En effet,
d’apres le législateur, les formes et les dénominations du beurre de cacao dépendent :

PDes matieres de cacao utilisées pour son obtention ;

PDu mode d’extraction ;

PDe certaines caractéristiques liées aux traitements subis apres extraction.

VIL.2.- Les propriétés physico-chimiques
Les caractéristiques physico-chimiques du beurre de cacao déterminent la qualité
finale des produits dérivés du cacao et particuliérement du chocolat (Chin et Nurshiwan,
1986). Ces propriétés particulierement recherchées font du beurre de cacao un produit
répandu et incontournable dans plusieurs domaines tels que la chocolaterie, les industries

pharmaceutiques et cosmétiques (Pontillon, 1998).

VIL.2.1.- Propriétés physiques
La plupart des analyses des propriétés physiques du beurre de cacao portent sur les
caractéristiques de tempérage, sa stabilité a température ambiante et pendant la consommation
du chocolat (Nickless, 1996). Ce changement d’état d’abord pendant I’utilisation (moulage,
enrobage) et ensuite pendant la consommation (fusion dans la bouche) permet a Pontillon

(1998) d’affirmer que le beurre de cacao est la partie vivante du chocolat.
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VI1.2.1.1.- La dureté
Empiriquement, la dureté se définit comme étant la résistance a la pénétration. Elle est

déterminée au moyen d’un pénétrometre. Elle dépend de la teneur respective en acides gras
constitutifs saturés et insaturés des triglycérides et de celle en AGL du beurre de cacao
(Boussard, 1982). Une concentration €levée en acides gras saturés et une faible teneur en
acides gras insaturés en sont des indicateurs (Lipp et Anklam, 1998). Les propriétés et les
interactions des acides gras constitutifs des triglycérides influent également sur la dureté du
beurre de cacao (Nickless, 1996). Pour I'industriel, le critéere de dureté correspond a la
satisfaction du consommateur qui veut que le chocolat soit cassant et rapidement fondant en
bouche (Nickless, 1996). Les chocolatiers préférent un beurre de dureté élevée car les
propriétés de conservation, de manutention et de dégustation du chocolat en dépendent. Selon
leur origine, tous les beurres de cacao n’ont pas la méme dureté. Chin et Nurshiwan (1986)
ont rapporté par exemple que les beurres de cacao malaisien et indonésien sont plus durs que

les beurres de cacao des autres pays comme le Ghana et le Nigeria.

V1.2.1.2.- Le point de fusion
11 est lié¢ a la dureté et donne des indications sur la pureté et les caractéristiques de

tempérage du beurre de cacao (Selamat er al., 1996). Le point de fusion du beurre de cacao
tempéré s’étend sur une zone de température comprise entre 31,2 et 32,7°C (Pontillon, 1998).
C’est pourquoi Martin (1987) parle de plage de fusion. Cette plage de fusion serait influencée
aussi bien par la position des acides gras constitutifs dans les triglycérides que leur degré de
saturation. La conséquence majeure de I’augmentation de la teneur en AGL est la diminution

du point de fusion (Boussard, 1982).

VI1.2.1.3.- La cristallisation
Les conditions d’apparition et le degré de cristallisation du beurre de cacao sont d’une

importance capitale pour le chocolatier car ils affectent le tempérage et la solidification du
chocolat (Nickless, 1996). Le polymorphisme désignant les différentes formes cristallines du
beurre de cacao est affecté par une forte teneur en AGL et un traitement alcalin excessif
(Nickless, 1996 ; Pontillon, 1998). Un beurre de cacao de bonne qualité est un beurre qui
contient une teneur élevée en acides gras saturés (POP, POS, SOS) ou qui présente de bonnes

propriétés de cristallisation.
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VI. 2.2.- Propriétés chimiques
Afin de comprendre I'impact de nombreux parameétres sur la qualité du beurre de

cacao, il est nécessaire de connaitre la chimie de cette matiére grasse.

VI1.2.2.1.- Composition chimique
Comme toutes les matieres grasses, le beurre de cacao est composé principalement de

triglycérides et d’autres composés mineurs comme les di- et mono-glycérides, les AGL, les
tocophérols, les phospholipides et les impuretés (Tab. 7). Les féves de cacao sain n’ayant subi
aucune altération produisent du beurre a faible acidité oléique (0,2-1,20%) et une teneur en di-
glycérides ¢galement faible, de I’ordre de 1,0% quel que soit le mode d’extraction (Pontillon,

1998).

Tableau 7. Composition chimique moyenne du beurre de cacao en pourcentage.

Triglycérides 96,6%
Glycérides Di-Glycérides 1,0%
et leurs Mono glycérides Traces
constituants  Acides gras libres 1,2% Maximum légal : 1,75% exprimé en acide
oléique
Glycérol
Traces
Eau < 0,05%
Impuretés Matieres solides 0,1% Fines particules solides de cacao
Composants Phospholipides 0,3%
mineurs Glycolipides 0,3%
Insaponifiables 0,5%

Source : (Pontillon, 1998)

VI1.2.2.2.- La composition des acides gras constitutifs du beurre de cacao
Les acides gras sont des acides carboxyliques a longue chaine carbonée. Leurs teneurs

pour le beurre de cacao indiquées dans la littérature ne se recoupent pas toujours (Pontillon,
1998). Cependant, il est évident que les acides gras majeurs du beurre de cacao sont :

DL acide palmitique (C16 :0)

DL acide stéarique (C18 :0)

DL acide oléique (C18 :1)

DL acide linoléique (C18 :2)



Des études ont montré que les conditions climatiques qui prévalent pendant la
maturation des feves de cacao (Chin et Nurshiwan, 1986), I’origine géographique (Lipp et
Anklam, 1998) et le “génotype” du cacaoyer (Nickless, 1996) peuvent affecter la teneur en
différents acides gras constitutifs du beurre de cacao (Tab. 8). En effet, le cacao en
provenance des régions chaudes avec une forte pluviométrie donne du beurre plus ferme par
rapport au cacao des régions moins chaudes avec une faible pluviométrie (Lipp et Anklam,
1998). Ainsi, le beurre de cacao des pays africains (Cote d’Ivoire, Ghana) contient une plus
faible teneur en acide oléique que celui des pays de I’Amérique du Sud (Equateur, Brésil).

Celui des pays de I’ Asie du Sud Est (Malaisie, Java) est intermédiaire.

Tableau 8. Composition en % massique des acides gras du beurre de cacao en fonction des
pays de production

ays d’origine | Equateur Brésil Ghana Cote Malaisie Java
Acides d’lvoire
Palmitique
(C16:0) 25,6 25,1 253 25,8 24,9 24,1
Stéarique
(C18:0) 36,0 33.3 37,6 36.9 37.4 37,3
Oléique (C18:1) 34.6 36,5 32,7 32,9 33,5 34,3
Linoléique
(C18:2) 2,6 3,5 2.8 2.8 2,6 2,7
Linolénique
(C18:3) 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Arachidique
(C20:0) 1,0 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Béhénique
(C22:0) 0,1 0.2 0,2 0,2 0,2 0,2

Source : Lipp et Anklam (1998)

VI1.2.2.3.- Composition en triglycérides
Les triglycérides sont des esters issus de la combinaison entre 3 molécules d’acides

gras et 1 molécule de glycérol (Lipp et Anklam, 1998). Ce sont les principaux composés du
beurre de cacao ou les acides gras en positions 1 et 3 sont généralement des acides gras
saturés et celui en position centrale est insaturé (Nickless, 1996). La composition des

triglycérides du beurre de cacao varie en fonction des régions de production (Tab. 9). Les
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triglycérides du beurre de cacao sont majoritairement constitués de trois acides gras : I’acide
palmitique, I’acide stéarique et I’acide oléique. Le profil triglycérique du beurre en fonction
de Dorigine est homogeéne a I’exception du beurre de cacao brésilien. Ce beurre est

particulierement riche en triglycérides di-insaturés (SOO, POO, POL, SOL).

Tableau 9. Composition en % massique des triglycérides constitutifs du beurre de cacao en
fonction des régions de production

Pays d’origine  Samoa Cote d’Ivoire Equateur Malaisie Ghana  Nigeria  Brésil

POL 0,8 0,6 0,7 0,6 0,6 0,8 11
MOO,MMP 0.3 0,2 0,3 0,5 0,2 0,2 0,2
PPL 1,6 1,9 1,9 1,5 1,9 1,9 1,7
000 0.2 0,8 0,8 0,8 0,7 0,4 0,9
SOL 0,5 0,9 0.8 0,7 0,4 0,8 1,0
POO 2,2 4.4 3,5 2,7 2,6 3,2 5,5
PSL 2,8 3,6 2,8 2.8 3.2 3,4 3,4
POP 16,4 15,9 15,3 13,8 15,2 14,8 14,0
SO0, PPP 3,7 6,0 4.8 3,8 45 5,1 8,4
SSL 2,1 1,8 1,5 2,0 2,1 1,9 2,1
PSO 38,3 36,6 36,3 36,6 373 37,4 34,6
OO0A 1,6 1,0 1,2 1,6 1,4 1,2 1,5
PPS 0,4 0,4 0,3 0,6 - 0,7 0,3
SOS 26,8 23,8 26,9 28,4 26,8 26,4 23,7
SSP 0,7 0,8 0,9 1,0 1,3 0,4 0,2
SOA 2,2 1,6 2,1 2,5 2,2 1,9 1,6

M=Acide myristique, P= palmitique, S=stéarique, O=oléique, L=linoléique, A=arachidique

Source : Podlaha ef al. (1984)

VI1.3.- Acidité du beurre de cacao : aspects réglementaires
Les AGL sont des acides carboxyliques libres qui sont libérés a partir de glycérides
soit par une réaction d’oxydation qui conduit a des AGL courts, soit par I’action d’une lipase
avec formation d’AGL a longues chaines carbonées. La teneur en AGL naturelle du beurre de
cacao est faible et n’augmenterait pas tant qu’il n’est pas humide ou contaminé par les
microorganismes (Selamat et al., 1996). L’acidification qui en résulte affecte la qualité
physico-chimique du beurre en le ramollissant et en induisant des modifications de gofits

(Pontillon, 1998). Le raffinage d’un beurre avec une forte teneur en AGL entraine des pertes
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de matieres en raison de I’élimination de ces AGL et de I’entrainement des triglycérides.
Classiquement la teneur en AGL des feves marchandes de bonne qualité varie de 0,8 a 1,5%
(Fowler, 1999). Cette teneur est réglementée dans de nombreux pays ; 1’Union Européenne
impose une teneur maximale de 1,75% (Pontillon, 1998). L’acidité¢ du beurre de cacao est
exprimée selon différents modes :

DL’acidité oléique : C’est la forme d’expression la plus employée. Elle exprime le
pourcentage en masse des constituants acides dosés (Pontillon, 1998). Elle est mesurée sur au
moins 5 g de beurre dissous dans un mélange d’éthanol et d’éther éthylique (50/50; v /v)
préalablement neutralisé en présence de la phénol phtaléine par une solution alcoolique de
soude ou de potasse a 0,1N. La masse est déterminée en équivalents d’acide oléique.

D L’indice d’acide: Il fait partie de la série des divers indices (d’iode, de
saponification, de peroxydes...). Il se définit comme la quantité en mg de KOH nécessaire

pour neutraliser 1 g de matic¢re grasse.

VI1.4.- Différentes qualités de beurre de cacao
V1.4.1.- Le beurre de cacao de pure pression
Ce beurre est obtenu par pression de la partie noble de la féve a savoir le grain
décortiqué. Les seules caractéristiques légales sont la teneur en insaponifiables (stérols,

alcools terpéniques, tocophérols) inférieure a 0,35% et ’acidité oléique inférieure a 1,75%.

VI1.4.2.- Le beurre de cacao d’expeller

Les féves traitées a I’expeller sont des féves de fermentation défectueuse ou des feves
de petites tailles posant des problemes de décorticage. Le procédé d’extraction est le passage
en presse a vis en continu des féves de cacao entieres ou €ventuellement mélangées avec les
matieres nobles énumérées pour le beurre de cacao de pure pression. Le tourteau qui en dérive
est tres dévalorisé. Le maximum de 1,75% d’acidité oléique s’applique aussi au beurre
d’expeller sans raffinage alcalin. Cependant sa teneur en insaponifiables est plus forte
(jusqu’a 0,50%) car la coque en est particulierement riche (Pontillon, 1998). Ce type de beurre
présente aussi une faible résistance a la fusion parce que riche en acide linoléique (Timms and

Stewart, 1999).
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V1.4.3.- Le beurre de cacao raffiné
Les procédés d’obtention sont les mémes que ceux décrits ci dessus (les pressions
discontinues ou a vis). Afin de satisfaire aux normes, la directive européenne autorise des
traitements classiques des huileries tels que les traitements de démucilagination, de
neutralisation alcaline, de décoloration et de désodorisation a vapeur sous vide (Pontillon,

1998).

VI.4.4.- Les graisses de cacao
Toute matiere grasse obtenue a partir de féves de cacao ou de parties de feves de cacao
et qui pour une raison ou pour une autre ne correspond pas a I’'une des définitions ci dessus est

considérée comme graisse de cacao (Pontillon, 1998).

VL.5.- Les traitements d’amélioration de la qualité du beurre de cacao

En industrie, deux traitements, I’un chimique et I’autre physique, sont utilisés pour
abaisser la teneur en AGL et normaliser la qualité du beurre de cacao (Nickless, 1996). Le
traitement chimique (la saponification des AGL) est effectué par un lavage avec une solution
alcaline. Les savons obtenus sont ¢liminés par centrifugation, lavage et séchage. La
désodorisation physique vise a éliminer les odeurs indésirables et a stériliser en méme temps
le beurre de cacao (Timms and Stewart, 1999). Ce traitement utilise la distillation sous vapeur
a une température comprise entre 130 et 180°C pendant des courtes durées (Nickless, 1996).
Une température plus élevée peut entrainer un réarrangement des acides avec une réduction de

certains triglycérides comme les SOS.

VII.- LES LIPASES : CINETIQUES ET SPECIFICITES

VIIL.1.- Introduction et définitions
Les substances biologiques sont classées en quatre groupes principaux : les glucides.
les protéines, les acides nucléiques et les lipides. Contrairement aux autres, la définition des
lipides est ambigué. Elle est bas€e sur une propriété physico-chimique commune. Les lipides
constituent un groupe de molécules organiques structurellement hétérogene qui ont la
propriété d’étre relativement insolubles en milieux aqueux mais solubles dans les solvants

apolaires comme 1’hexane ou peu polaires comme [’éther, le chloroforme ou le benzéne
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(Egloft er al., 1995). Small (1968) a classé les lipides en deux groupes basés sur leur
comportement dans 1’eau : les lipides polaires et les lipides non polaires. Les lipides polaires
sont subdivisées en différentes classes :

@® Classe I : Ces lipides ne présentent pas le phénomeéne de gonflement et forment des
films monomoléculaires stables comme les tri- et les di-glycérides, les rétinols et les
vitamines A, K et E, les phytols, les stérols et les cires.

@ Classe 11 : les lipides s’étalent aussi sur I’eau mais s’hydratent et gonflent comme
les mono-glycérides et phospholipides

@® Classe III : les lipides partiellement solubles dans I’eau et formant des films
monocouches instables. C’est le cas des détergents et des savons ainsi que des solutions

micellaires au-dela de leur concentration micellaire critique.

VIL.2.-Les lipases
Les lipases sont des enzymes lipolytiques qui font partie de la classe des hydrolases
d’esters carboxyliques et qui ont pour classification internationale : glycérol ester hydrolase
(E.C.3.1.1.3) (Egloff et al.,1995). Ce sont des catalyseurs qui, a ’intérieur d’un organisme,
participent au dépot et a la mobilisation des lipides ainsi qu’au métabolisme des membranes
biologiques. D’origines (bactéries, champignons, plantes, mammiferes,..) et de propriétés
diverses, elles ont une grande spécificité pour les matieres grasses et catalysent

principalement 1’hydrolyse des triglycérides (Rajeshwara et Prapkash, 1995) selon la réaction

suivante :
RiCOO — CH, HO — CH, R;COOH
| Lipases _ |
CH —COOR; — CH—OH + RyCOOH
|
R;COO0 —CHp HO — CH3 R;COOH
Triglycéride Glycérol Acides gras libres



VIIL.2.1.- Spécificité des lipases

La définition de la spécificité pour un substrat est difficile car de nombreux paramétres
liés aux propriétés de I’interface eau/lipides influencent le mode d’action de la lipase (Jensen
et al., 1990). La spécificité des lipases par rapport aux triglycérides peut étre subdivisée en
trois catégories :

@ La typosélectivité : c’est ['activité lipasique par rapport a un acide gras donné

® La régiosélectivité : c’est une plus grande affinité de la lipase pour ’une des
liaisons esters carboxyliques primaires (positions sn-1 et sn-3) par rapport a I’ester secondaire.

@ La stéréosélectivité : c’est la spécificité de la lipase de discriminer entre deux

énantiomeres d’un substrat racémique.

VI1.2.2.- Activation/inhibition des lipases
La mise au point et |'utilisation d’inhibiteurs ou d’activateurs permettent de mieux
comprendre le mécanisme d’action des lipases (Patkar et Bjorkling, 1994). Ces composés
permettent d’avoir des informations sur la topographie du site enzymatique ainsi que sur les
interactions moléculaires enzyme-substrat. L’inhibition des lipases a été étudiée soit avec
divers composés amphiphiles qui modifient la tension interfaciale lipide/eau, soit avec des
réactifs chimiques qui réagissent de maniére covalente avec différents résidus de la lipase

(Raghavendra et Prakash, 2002).

VI1.3.- Les méthodes de dosage de I’activité des lipases
Plusieurs méthodes permettant de mesurer ’activité ont été développées. Ce qui
explique qu’aucune d’entre elles ne soit complétement satisfaisante et qu’il n’existe pas de
méthode universelle pour le dosage de |'activité des lipases. La plupart des dosages de cette
activité lipasique reposent sur trois méthodes : soit la disparition du substrat, soit la formation
d’un acide carboxylique ou d’un alcool, les deux produits résultant de I’hydrolyse du substrat

(Egloff et al., 1995).

VIL.3.1.- Disparition du substrat
Encore appelée la technique des films mono moléculaires (Verger, 1980), cette
méthode permet de moduler et de contrdler la tension inter faciale en absence des détergents.
De ce fait, les propriétés physico-chimiques de I'interface sont définies et maitrisées. Il y a

aussi la méthode de la goutte d’huile. Ces deux méthodes permettent d’obtenir des cinétiques
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d’hydrolyse a tension inter faciale constante. Cependant, elles ne permettent pas de connaitre

la quantité d’enzyme effectivement en action a I’interface (Egloff er /., 1995).

VI1.3.2.- Apparition d’acides carboxyliques
L’une des méthodes les plus simples utilisée pour le dosage de la quantité d’acides
carboxyliques formés est la mesure de la diminution du pH au cours du temps en présence
d’un indicateur coloré approprié (rouge de méthyl, rouge de phénol rhodamine B) (Jette et
Ziomek, 1994). La variante de cette technique est la méthode du pH-stat qui consiste a
maintenir le pH constant pendant I’addition continue d’une solution basique. La formation des
AGL peut aussi étre révélée en les complexant avec la rhodamine 6G (Van Autryve et al.,

1991) ou des sels cuivriques (Safarik, 1991).

VII1.3.3.- Formation d’alcool
L’hydrolyse totale des triglycérides libere du glycérol. Celui-ci peut étre détecté par
des réactions enzymatiques séquentielles (glycérol kinase, glycérol phosphate oxydase et

peroxydase) (Fossati et al., 1992) ou par chromatographie liquide haute performance.

VII.4.- Les lipases végétales
VI1.4.1.- La physiologie des lipases des plantes oléagineuses

De nombreuses études sur les lipases végétales ont montré que leur activité n’est
décelable que pendant la phase germinative de la plante (Jachmanian ef al., 1995) a
’exception de certaines plantes oléagineuses comme le ricin (Ory ef al., 1962), la nigelle
(Mert et al., 1995) et la noix de Barbode (Abigor ef al., 2002). Ces dernieres contiennent des
lipases aussi bien a I’état dormant qu’a 1’état germinatif. La mobilisation des réserves
lipidiques est essentielle pour la production d’énergie nécessaire a la croissance de I’embryon
et a I’entretien de la jeune plante (Huang et al., 1988). Les lipases végétales catalysent a la
fois les réactions d’hydrolyse et d’estérifications (Mert et al., 1995). En plus de la
germination, la formation de brisures et I’endommagement des tissus cellulaires des graines
oléagineuses entrainent une augmentation de I’activité des lipases végétales (Huang er al.,
1988). Ceci montre que la lipase et les lipides de réserves sont stockées dans des
compartiments cellulaires ou tissulaires distincts sinon les plantes concernées ne seraient pas

viables (Alibert ef al., 2001).
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VI1.4.2.- La spécificité des lipases végétales

Les lipases végétales ont une plus grande spécificité pour les matiéres grasses natives
et pour les substrats contenant en grande partie les principaux acides gras natifs des plantes
dont elles sont issues (Tab. 10). La lipase du mais par exemple a une meilleure activité sur les
triglycérides qui contiennent une part importante d’acide linoléique qui est un acide gras
majeur de 1’huile de mais. Rappelons que la spécificité pour le substrat ne se limite pas
seulement a la nature des acides gras, elle dépend aussi de la qualité des émulsions ¢’est a dire
de la solubilité du substrat, de la qualité de ’interface lipide / eau (Huang et al., 1988 ; Egloff
etal , 1998).

Tableau 10. Hydrolyse de divers triglycérides par des lipases végétales de différentes

sources
Source de lipase
Substrats Ricin Mais Colza Orme Moutarde
Activité relative (nmol/heure)”
Tricaprine 43 127 89 —100 -
Trilaurine 60 0 31 4 -
Trimyristine 26 0 92 3 -
Tripalmitine 46 0 27 0 39
Tristéarine 62 0 36 0 40
Trioléine 55 38 44 4 96
Trilinoléine 57 —100 89 6 89
Triricinoléine —100 0 83 0 -
Tribehenine - 0 16 0 -
Triérucine 36 45 —100 0 —100

* Activité lipasique relative (%)/100 représente 96 nmol/h pour le ricin, 145 pour le mais, 32 pour le colza, 143

pour ["orme, 28 nmol/h pour la moutarde

Source : (Lin et Huang, 1986)
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VILS.- Les lipases de moisissures
VILS.1.- Etudes antérieures

La biosynthése de la lipase intracellulaire de plusieurs especes de Rhizopus a été
étudiée : Rhizopus niveus (Khono et al., 1994), Rhizopus arrhizus (Gancet et Guignard, 1986),
Rhizopus javanicus (Uyttenbroeck e/ al., 1993), Rhizopus oryzae (Salleh, 1993 ; Essamri et
al., 1998); et la lipase extracellulaire de Rhizopus oryzae (Hiol et al., 2000). Celle de I’activité
lipasique du Rhizopus oryzae a été étudiée sous différentes conditions. Elle est influencée par
la composition du milieu de culture et la température (Salleh er al., 1993 ; Fadiloglu et
Erkmen, 1999). 11 a ét¢ démontré que les substrats glucidiques favoriseraient plus la
production de lipase extracellulaire et que la lipase intracellulaire serait produite en présence
de substrats lipidiques (Salleh er al., 1993). Plusieurs études ont rapporté que la peptone est la
meilleure source d’azote pour la production de lipases par les champignons (Tsujisaka ef al.,
1973, Nakashima e/ al., 1988). La température d’incubation du milieu de culture affecte
également la production de la lipase : la lipase extracellulaire est obtenue a 45°C alors que la
lipase intracellulaire est produite a 37°C (Salleh ef al., 1993). La plupart de ces études visent a
comprendre la relation entre la structure et les fonctions des lipases en vue de leur utilisation
en industrie. D’autres études ont porté sur leur role dans la dépréciation de la qualité et/ou
dans la modification des caractéres organoleptiques des aliments particulierement dans
I’industrie laitiere (Stead, 1986). Plusieurs moisissures lipolytiques ont été fréquemment et
abondamment rencontrées dans le cacao marchand notamment les Mucorales. Si la formation
des AGL est attribuée essentiellement aux moisissures (Hansen, 1975 ; Guénot ef al., 1976),
aucune ¢tude ne s’est encore vraiment intéressée a 1’isolement et & la caractérisation des
enzymes lipolytiques de ces moisissures en vue de déterminer le niveau réel de leur
implication dans ce processus. Certaines études ont montré I’implication des lipases de Mucor
hiemalis et R. oryzae dans I’acidification de matieres grasses comme I’huile de palme (Hiol,

1999 ; Hiol et al., 2000) et le beurre de karité (Jacosberg, 1977).

VIL.5.2.- Propriétés biochimiques
Les propriétés physico-chimiques et les spécificités d’action des lipases microbiennes
montrent en général qu’il s’agit d’une famille d’enzymes trés hétérogéne. Cette diversité, loin
d’étre un inconvénient, constitue un atout majeur d’utilisation de ces molécules en
biotechnologie (Hiol et al., 2000). La plupart des études sur les activités lipasiques de
moisissures portent essentiellement sur 1’optimisation de leur production en vue de leur

application industrielle (Salleh er al, 1993). Les lipases extracellulaires produites sont
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facilement séparées du mycélium par filtration ou par centrifugation (Iwai etTsujisaka, 1984).
Les conditions de production des lipases d’origine fongique sont variables. Selon Nakashima
et al. (1988), la présence de plusieurs substrats a la fois améliore la production de lipases. La
majorité des substrats lipidiques comme 1'huile d’olive, la trioléine et I’acide oléique
favorisent la production de lipases intracellulaires chez Rhizopus oryzae (Saleh ef al., 1993).
Qu’elle soit extra ou intracellulaire, 1’activité lipasique obtenue est optimale au bout d’un

certain temps puis diminue au cours de la croissance de la biomasse (Essamri ef al., 1998).
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| MATERIELS ET METHODES
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I.- MATERIEL VEGETAL

I.1.- La mise évidence et la détermination des conditions de fonctionnement de
Pactivité lipasique a partir du cacao

Un lot de féves entieres de cacao marchand et un lot de brisures naturelles (source

exportateur — Abidjan) prélevés en octobre 1999 ont été utilisés. 11 n’a pas été possible

d’obtenir de renseignement ni sur le “génotype” ni sur les conditions de traitements post-

récolte de ces cacaos d’ou sont issus ces lots.

I.2.- La recherche d’activité lipasique a partir des féves fraiches
Des cabosses de cacao (descendances libres) ont été récoltées dans une plantation
privée en Cote d’Ivoire en octobre 1999. Les féves fraiches extraites de ces cabosses ont servi

pour I’étude d’activité lipasique a partir du cacao frais non fermenté.

1.3.- L.’étude de ’influence des traitements post-récolte sur I’activité lipasique et la

teneur en AGL du cacao
1.3.1.- Conditions de fermentation et de séchage du cacao

Le cacao analysé a été récolté dans une plantation privée dans la région de Soubré

(Cote d’Ivoire) par un chercheur du Cirad au cours de la grande campagne cacaoyére en début

(novembre 2000) et en fin (janvier 2001). Seule la couleur des cabosses a €t¢ utilisée comme

le critere de maturité. Vingt cing cabosses de chacun des protocoles décrits ci dessous ont été

récoltées puis ouvertes. Les féves ont été¢ fermentées selon la technique de microfermentation

dans une caisse en bois de 65x50x50 cm avec deux retournes a 48 et 96 heures. Tous les

cacaos ont €t¢ séchés au soleil sur des baches plastiques noires pendant une semaine jusqu’a

une teneur en eau d’environ 8% avant d’étre expédiés par avion a Montpellier.

1.3.2.- “Génotype”
Des féves issues de cabosses matures d’ Amélonado, d’hybrides de 19 génération de
Cote d’Ivoire (Amélonado x Trinitario ouest africain) et de descendances libres ont été

utilisées pour cette étude.
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1.3.3.- Degré de maturité des cabosses a la cuecillette
L’influence du degré de maturité¢ des fruits a été étudiée sur des féves issues des
cabosses immatures, matures et surmatures d’hybrides de 1°° génération de Cote d’Ivoire.
Aprés 5 jours de stockage en tas des cabosses, les féeves ont été extraites, fermentées puis

séchées.

[.3.4.- Délai d’écabossage
Des cabosses matures d’hybrides de 17 génération récoltées le méme jour ont été
séparées en trois lots sur la plantation. Le lot n°1 a été écabossé le jour de la récolte (Jy), le lot
n°2 et le lot n°3 respectivement au bout de 5 et 9 jours de stockage sur la plantation. Les féves

issues de ces traitements ont été fermentées et séchées.

1.3.5.- Durée de fermentation
L’influence de la durée de fermentation a été étudiée sur des féves extraites des
cabosses matures de descendances libres puis fermentées sur la plantation. Des prélévements
de feves ont été effectués au cceur de la caisse chaque jour pendant toute la durée de

fermentation puis les feves ont €té séchées.

1.3.6.- Durée de stockage

Tous les échantillons ont été stockés dans une armoire climatique (Firlabo, type SB-
BVEHF) dont la température et ’humidité relative ont été respectivement fixées a 30 °C et
HR 80% pendant le premier mois par simulation des conditions thermiques et hydriques
moyennes porches de celles des zones de production en Cote d’Ivoire. Un développement
massif de moisissures inféodées au cacao nous a amené a réduire la température a 27°C et le
taux d"humidité relative a 75%. Des prélévements de 35 a 40 g de féves de chaque échantillon
ont été effectués chaque mois pendant les trois premiers mois de stockage puis tous les deux
mois. La teneur en AGL et I’activité lipasique ont ¢été conjointement mesurées a partir de la

poudre de feves décortiquées.

1.3.7.- Décontamination des féves
Dans cette étude, deux solutions de décontamination a différentes concentrations ont
¢té utilisées : une solution d’hypochlorite de sodium et une solution de peroxyde d hydrogéne
Environ 600 g de féves noires prélevées a partir d’un exportateur a Abidjan ont été

grossierement brisées puis fractionnés en deux parts de 300 g chacune :
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- 300 g de brisures ont été décontaminés par trempage dans une solution de peroxyde
d’hydrogéne (Sigma) puis fractionnés en 8 parts égales dans des flacons stériles
hermétiquement fermés avant d’étre conservés en atmosphere confinée a 27°C/HR 75%.

- 300 g de brisures non traitées ayant été placées dans des flacons (30-40g/flacon) puis

stockées dans les mémes conditions que précédemment ont servi de contrdle.

1.3.9.- L’étude de I’évolution de la teneur en AGL en fonction de la qualité des

féeves, de la formation artificielle des brisures durant le stockage
Quatre lots (600 g) de feves de différentes qualités (feves saines, collées, noires et
brisures naturelles) ont été fractionnés en deux échantillons de 300 g chacun. Les feves d’une
fraction ont été grossiérement brisées et I'autre fraction conservée telle quelle. Tous les
échantillons ont été stockés dans I’armoire climatique a 27°C, sous une humidité relative de
75% pendant 3 mois. Des prélevements de 35 a 40 g ont été effectués toutes les deux

semaines et la mesure de la teneur en AGL a été réalisée.

I.4.- Influence de la méthode d’échantillonnage sur la mesure de la teneur en

AGL du cacao

Cette étude a été réalisée a partir d’un lot de 1 kg feves noires considérée comme
contenant une teneur en AGL supérieure a 1,75% selon les mesures effectuées a I'usine d’un
traitant privé. Ce lot de cacao a €té aléatoirement fractionné en deux parts égales de 500 g
chacune.

Toutes les feves de la premiére part ont €té€ entierement (cotylédons + coques) réduites
en poudre tamisées (500 pm). Huit échantillons de 10 a 11 g de poudre ont été prélevés apres
homogénéisation du broyat obtenu.. Le beurre de cacao a été extrait au Soxhlet et la teneur en
AGL mesurée par la méthode acido-basique.

Les féves de la seconde part (535 feves) ont été alignées dans un quadrillage de 25
colonnes x 22 lignes. Un échantillonnage aléatoire a été réalisé par tirage de féves par
I’utilisation de la table des nombres aléatoires. A partir de cette randomisation, 8 échantillons
de 10 féves chacun, 6 échantillons de 15 féves et 6 de 20 feves ont été constitués. Les féves de
chacun des échantillons prélevés ont été entierement réduites en poudre puis la mesure de la

teneur en AGL a été réalisée.
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L.5.-. Influence des conditions de stockage sur la formation des AGL des brisures

de cacao

Des brisures artificielles obtenues a partir d’un lot de féves noires ont été reparties en
deux parts ¢gales de 300 g. Les brisures de la premiére part ont été reparties dans 8 flacons
(35 a 40 g de brisures par flacon) hermétiquement fermés puis stockés ainsi a 27°C sous une
humidité relative de 75%. Les brisures de la seconde fraction ont été étalées sur un plateau et
stockées directement a 27°C sous une humidité relative de 75%. Des prélévements de 35 a 40
g de brisures ont €té réalisés toutes les deux semaines puis la mesure de la teneur en AGL a

été effectuée.

I.6. - Influence de la formation artificielle de brisures de féves sur la formation

des AGL du cacao.- Etude quantitative et qualitative de la microflore du cacao

Cette étude a porté sur 16 lots de feves de différentes qualités (feéves saines, noires,
collées, brisures de naturelles) prélevés en fonction de leur teneur en AGL dans trois régions
productrices de Cote d’Ivoire (Aboisso, Hiré et Vavoua). Chaque lot de féves enticres a été
fractionné en deux échantillons. Les féves du premier échantillon ont été grossiérement
brisées et les feves du second échantillon ont été conservées intactes. Tous les échantillons ont
été emballés dans des sacs en plastiques puis transtérés par avion a Montpellier. Le cacao a
été ensuite stocké dans une armoire climatique a 27°C sous une humidité relative de 75%
pendant 3 mois. Le dénombrement de la flore totale et la mesure de la teneur en AGL des
¢chantillons ont €t€ conjointement effectués chaque mois a partir de prélevements de35a 40 g

de féves.

11.- METHODES ANALYTIQUES

I1.1.- Mesure de Pactivité lipasique du cacao
I1.1.1.- Principe
Une hydrolyse compléte d’un triglycéride produit une molécule de glycérol et trois
molécules d’AGL. Pour la détermination de [activité lipasique a partir du cacao, une
émulsion a base d’un substrat lipidique riche en triglycérides a été préparée dans une solution
de gomme arabique a 10%. Apres action enzymatique sur les triglycérides a 40°C pendant un

temps défini, les acides gras libérés sont protonnés par ajout d’un mélange acétone anhydre /
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éthanol absolu / acide sulfurique a 95-97% (Merck) (50/50/0,1, v/v/v/) qui a constitué¢ la
solution d’arrét de la réaction enzymatique (solution “STOP”). La différence entre la quantité
d’AGL du mélange réactionnel incubé et celle du flacon témoin correspond a la quantité
d’AGL formés sous I’action lipasique. L’unité enzymatique a été définie comme étant la
quantité d’enzyme nécessaire pour la formation de 1 nmol d’AGL par min et par mg de

poudre de cacao ou 1pumol par min et par ml d’extrait enzymatique de cacao.

I1.1.2.- Protocole

I1.1.2.1.- Broyage du cacao
Les féves de cacao frais et les féves de cacao marchand ont été¢ décortiquées a ’aide

d’un scalpel. Les cotylédons ont été congelés puis broyés dans de 1’azote liquide (Henderson
et Osborne, 1991) dans un bol mixer de type Waring Blendor. Le broyat a été tamisé a travers
un tamis de mailles 500 um. La poudre de cacao obtenue a été utilisée pour la préparation de

’extrait enzymatique.

[1.1.2.2.- Préparation de la poudre de cacao acétonique
Il a été constaté que les conditions expérimentales utilisées ne permettent pas de doser

’activité lipasique mise en évidence a partir de la poudre de cacao non dégraissée. Cette
observation a conduit a la délipidation de la poudre de cacao avant le dosage de I’activité
lipasique. Une autre raison de cette élimination partielle des lipides endogénes du cacao est
d’¢éviter le contact entre I’enzyme et son substrat naturel afin de mieux maitriser la quantité de
substrat présente dans le milieu réactionnel.

A cette fin, 25 ml d’hexane (Prolabo Normapur) ont été ajoutés a 5 g de poudre de
cacao a température ambiante. [.’ensemble a été laissé sous agitation magnétique pendant 20
min. L’hexane a été éliminé et la poudre reprise dans 2x20 ml d’acétone anhydre (Prolabo
Normapur) (Hansen et al., 1998 ; Hassanien et Mukerjee, 1986). Ce traitement a |’acétone a
pour effet de dégraisser encore la poudre de cacao et d’en éliminer partiellement les poly
phénols. La poudre de cacao acétonique de couleur blanchatre et exempte d’acétone obtenue a
¢té séchée a I’air libre pendant 20 min puis a 40-60°C pendant 30 min. Cette poudre a

constitué le matériel enzymatique.
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I1.1.2.3.- Préparation de I’extrait enzymatique de cacao
Cet extrait a été préparé a partir de la poudre de cacao acétonique reprise dans du

tampon K,HPO4/KH,PO4 (0,15 M, pH 5.5) contenant 2 mM de DL-dithiotréithol (DTT)
(Sigma) (1g.5ml™). Du polyvinylpolypirrolidone (PVPP) (Sigma) a ¢té additionné afin de
complexer les composés phénoliques (0,5 g pour 1 g de cacao). Le mélange laissé sous
agitation magnétique a 4°C pendant une demi-heure a été filtré sous vide sur papier filtre sans
cendre (Durieux, n°111). L’extrait de cacao obtenu est immédiatement utilisé pour le dosage

de I"activité lipasique.

I1.1.2.4.- Préparation des émulsions

Les émulsions ont été préparées extemporanément aux concentrations voulues dans
une solution de gomme arabique (Sigma) a 10% au moyen d’un Ultra turax (IKA, T 25,
Staufen, Germany) a une vitesse de 13000 tours/min pendant 45 a 60 secondes. Différents
substrats ont €té utilisés pour la préparation des émulsions : le beurre de cacao industriel
(groupe Barry), ’huile d’olive (Sigma), I’huile de soja (Sigma), la trioléine (Sigma), la

triacétine (Sigma).

I1.1.2.5.- Composition et conditions d’incubation du mélange réactionnel

La détermination de I’activité lipasique de 1’extrait enzymatique de cacao a été réalisée
a partir de 0,6 ml d’extrait de cacao additionné de 1,9 ml de solutions tampons (0,15 M) de
CH;COOH /CH;3;COONa et de KH,PO4 / K;HPO4 a pH déterminé.

Celle de la poudre de cacao a été déterminée a partir de 200 mg de poudre de cacao
acétonique auxquels sont ajoutés 2,5 ml de la solution tampon précédente. Les différents
mélanges ont été incubés a 40°C pendant 15 min avant d’ajouter 2,5 ml de substrat
(émulsion). Le pH du mélange a été ajusté a 5,2 et 7,4. Le mélange réactionnel est incubé a
40°C pendant 20 min sous agitation magnétique. La réaction enzymatique est arrétée par

addition de 10 ml de solution “STOP”.

I1.1.2.6.- Extraction des AGL du mélange réactionnel

Aprés arrét de la réaction enzymatique, les AGL sont extraits en ampoules a décanter
par 3x15 ml d’hexane. La phase aqueuse est écartée et la phase hexanique d’environ 45 ml

contenant les AGL est récupérée.
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11.1.2.7.- Quantification des AGL formés sous I’action enzymatique.

La méthode utilisée est celle de Chakrabatry ef al. (1969) modifiée par Van Autryve et
al. (1991). Cette technique utilise la rhodamine 6G (Fluka) qui s’associe aux AGL a longues
chaines carbonées (a partir de 12 carbones) en formant un complexe de coloration rose dont

I’absorbance est mesurée a 513 nm.

I1.1.2.7.1.- Préparation et étalonnage de la solution de rhodamine 6G

La solution de rhodamine est composée de 100 mg de rhodamine 6G dissous dans 100
ml de tampon NaOH/NaH,PO4 (0,2 M, pH 10) afin d’obtenir la forme basique du réactif. La
rhodamine est ensuite extraite avec 100 ml de toluéne (Prolabo Normapur). La phase
organique est récupérée et la phase aqueuse reprise a nouveau dans 3x100 ml de toluéne. Les
phases organiques sont regroupées puis filtrées et séchées par percolation sur pastilles de
NaOH. Environ 400 ml de solution de rhodamine totalement anhydre sont obtenus et stockés
a I’abri de la lumiere a 4°C. L’étalonnage de cette solution est fait a chaque préparation avec

une solution d’acide oléique (Sigma) a une concentration de 100 mg/ml dans I’hexane.

11.1.2.7.2.- Quantification des AGL
Apres extraction des AGL formés par I’hexane, un volume déterminé de cet extrait est
dilué dans de I’hexane de sorte a avoir une concentration en AGL mesurable par la gamme
d’étalonnage. Ainsi 0,5 ml de solution rhodamine 6G sont ajoutés sur 3,5 ml de I’extrait dilué.
Le mélange est incubé dans un bain-marie chauffé et thermostaté a 25°C pendant 5 minutes.
L’absorbance du complexe formé a été mesurée contre un essai a blanc. Cette absorbance

permet de déterminer la quantité d’AGL correspondante a partir de la courbe d’étalonnage.

I1.2.- Etude des conditions de fonctionnement de ’activité lipasique a partir du
cacao
I1.2.1.- Influence de la délipidation de la poudre de cacao et du solvant
La poudre de cacao a été dégraissée par S lavages successifs avec I’hexane (5 ml pour
1 g de poudre) a température ambiante pendant 20 min sous agitations magnétiques. L activité
lipasique de la poudre délipidée a été¢ mesurée sur 200 mg de poudre de cacao, en présence de
7,5 ml de solution tampon CH3;COOH /CH3;COONa (0,15 M, pH 5,2), de 2,5 ml d’émulsion a

base de beurre de cacao (0,25 g.ml'l).
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Dans une seconde étude, la poudre de cacao a été délipidée par 3 lavages successifs
avec I’acétone anhydre (5 ml pour 1 g de poudre) & +4°C pendant 20 min.

Enfin, d’autres essais de délipidation de la poudre de cacao ont été réalisés par trois
lavages successifs dont 1'un avec I’hexane a température ambiante et les 2 suivants avec
I’acétone anhydre a froid. L activité lipasique a été mesurée dans les conditions similaires a

celles décrites ci dessus.

I1.2.2.- Influence du pH
L’influence du pH a été évaluée sur 0,6 ml d’extrait de cacao (cf. I1.1.2.3.) a des pH
compris entre 4 et 5,5 avec une solution tampon CH3COOH /CH3COONa (0,15 M) et a des
pH compris entre 5,2 et 8.5 avec une solution tampon K,HPO4#KH,PO4 (0,15 M)

(Sambanthamurthi ef al., 1995) en présence du beurre de cacao.

I1.2.3.- Influence de la nature du substrat
Cette étude a été réalisée aux pH 5,2 et 7,4 a partir de 0,6 ml d’extrait de cacao en
présence de 2,5 ml d’émulsion a base de différentes matieres grasses dont :
- le beurre de cacao a 25 mg/ml
- I’huile d’olive, huile de soja a 25 mg/ml
- la triacétine a 25 mg/ml

- latrioléine a 2,2 et 4,44 mg/ml

I1.2.4.- Influence de la concentration du milieu réactionnel en substrat
L’activité lipasique a été mesurée a partir de 0,6 ml d’extrait enzymatique de cacao a
pH 5,2 en présence de concentrations croissantes (25 a 150 mg/ml) d’émulsion a base d

beurre de cacao dans le mélange réactionnel.

I1.2.5.- Influence de la concentration enzymatique du milieu réactionnel
DA partir de la poudre de cacao : I'activité lipasique a ét€¢ mesurée a partir de quantités
croissantes (100-300 mg) de la méme poudre de cacao délipidée en présence de 25 mg/ml de
beurre de cacao a pH 5,2 dans du tampon KoHPO4/KH,PO4.
D A partir de Pextrait de cacao : I’activité lipasique a €t€¢ mesurée a partir de volumes
croissants d’extrait de cacao (0-1,2 ml) a pH 5,2 en présence d’émulsion a base de beurre de

cacao.
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I1.2.6.- Influence du temps de réaction
L’influence du temps de réaction a ¢été étudiée a partir de ’extrait de cacao a pH 5.2.
Dix flacons contenant le mélange réactionnel de méme composition (0,6 ml d’extrait
enzymatique, de 1,9 ml de solution tampon K;HPO4/KH,PO4 et de 2,5 ml d’émulsion a base
de beurre de cacao a 50 mg/ml) ont été préparés puis incubés a 40°C pendant un temps
compris entre 0 et 10 min. A chaque minute, la réaction enzymatique dans un flacon est

arrétée par ajout de 10 ml de solution “STOP”.

I1.3.- Mesure de la teneur en AGL de la matiere grasse par la méthode acido-

basique
[1.3.1.- Extraction la matiére grasse

A partir des féves entieres (cotylédons + coques) ou de féves décortiquées (cotylédons

seuls) la matiére grasse a été extraite au Soxhlet. Environ 15 g de féves ou de cotylédons sont

réduits en poudre dans un bol mixer (Waring blendor). Dix grammes de poudre tamisée (tamis

de maille 500 pum) sont plongés dans 350 ml d’éther de pétrole (Prolabo Normapur, type

40°C-60°C) pendant une nuit. [.’extraction du beurre de cacao est conduite pendant 8 heures.

Le solvant est ensuite éliminé dans un évaporateur rotatif puis le ballon contenant la matiére

grasse est étuvé a 105°C pendant 4 h.

11.3.2.- Dosage des AGL du beurre de cacao
Les AGL du beurre de cacao ont été dosés par la méthode officielle 42-1993 (OICC,
1996). Environ 5 g de beurre de cacao est dissous dans 50 ml du mélange éther de
pétrole/éthanol absolu, 1:1, (v/v) préalablement neutralisé. Les AGL sont titrés par une
solution alcoolique de KOH a 0,1 N régulierement contrélée a I’aide d’une solution
d’hydrogénophtalate de potassium (Aldrich) a 200 mg/30 ml en présence de phénol phtaléine

(Sigma). Les teneurs sont exprimés en équivalents d’acide oléique.

11.4.- Analyse des AGL de la matiére grasse par la chromatographie en phase
gazeuse
11.4.1.- Préparation et dépot de solutions de matiéres grasse sur plaque CCM
Les solutions de beurre de cacao ont été préparées a des concentrations permettant
d’avoir une quantité suffisante d’AGL dans le dépdt pour étre visible a la révélation sans

risque de surcharge de la plaque. Chaque solution a été donc préparée dans ’hexane en
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fonction de la teneur en AGL préalablement déterminée par la méthode acido-basique. 20 pl
de solution de beurre de cacao ont été¢ déposés en une bande de 2 ¢m de long par un déposeur
automatique (Camag Linomat IV Y) sur plaques de silice (Merck, 20x10 cm, épaisseur 25

mm) préalablement lavées a I’éther diéthylique et réactivée a 120°C pendant 1 heure.

I1.4.2.- Conditions d’élution et révélation par carbonisation

Apres migration sur environ 15 cm dans une solution d’hexane / éther diéthylique /
acide acétique glacial, 70/30/1 (v/v/v), la plaque témoin comportant plusieurs dépots dont
d’une solution d’acides gras standards (acides palmitique, stéarique, oléique, linoléique) est
séchée a I’air libre. Les spots sont révélés par carbonisation de la plaque a 180°C pendant 10
min apres pulvérisation d’un mélange acide orthophosphorique / une solution aqueuse saturée
d’acétate de cuivre, 50/50, (v/v). Les triglycérides moins polaires migrent jusqu’au front. Les
AGL (Rg = 0,5) sont repérés en comparaison de la plaque échantillon a la plaque témoin

comportant des AGL standards.

11.4.3.- Extraction des AGL

La bande correspondant aux AGL est grattée puis extraite par 2x25 ml d’un mélange
méthanol / solution aqueuse de NaCl a 1% / acide acétique glacial, 10:10:1, (v/v/v) pendant
15 min a température ambiante sous agitation magnétique. L’extrait est filtré sur papier filtre
puis séché par percolation sur sulfate de sodium anhydre. Les AGL sont ensuite extraits en
ampoule a décanter par 3x50 ml de solvant hexane / éther diéthylique, 75/25 (v/v). Les phases
hexaniques réunies sont séchées sur sulfate de sodium anhydre. L’extrait est filtré puis
concentré sous azote jusqu’a 0,5 ml (Turbovap II Zmak) aprés ajout de 1 ml d’une solution

d’acide margarique utilisé comme étalon interne a une concentration de 0,8 mg/ml.

11.4.4.- Analyse qualitative par chromatographie en phase gazeuse

€ Phase stationnaire : La phase FFAP (Free Fatty Acid Phase) est une phase
stationnaire polaire spécialement congue pour 1’analyse des AGL, en particulier dans les
produits laitiers. Elle est constituée d’un polyéthyléneglycol modifi€ a I’acide nitrophtalique.
Grace a sa température d’utilisation maximum de 250°C en isotherme, tous les acides de C2 a
C24 peuvent étre analysés sur un seul chromatogramme, sans dérivatisation en esters
méthyliques. La structure rigide de ce polymére due aux réticulations empéche sa dégradation
par les acides.

@ Caractéristiques de la colonne
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Colonne FFAP
¢ Dimension : Longueur : 25 m
Diamétre interne : 0,32 mm

Epaisseur du film : 0,3 pm

# Conditions chromatographiques
¢ Températures :
- Colonne : programmation de 3°C.min™" de 200 & 230°C puis 30 min a 230°C
- Injecteur : 270°C
- Détecteur : 300°C
¢ Gaz vecteur : Hélium
- Pression en téte de colonne : 50 kPa
- Débit : 1,58 ml.min"
- Débit de fuite : 16 ml.min™

¢ Injection : 2ul, mode split, rapport de division =10.

11.4.5.- Analyse quantitative des AGL par CPG
Les teneurs relatives en AGL majeurs ont été déterminées par la méthode d’étalonnage
interne (étalon interne = acide margarique ; C17:0) aprés détermination du coefficient de

réponse de chaque AGL standard identifié¢ a partir du chromatogramme.

IL.5.- Préparation des milieux de culture et des solutions pour P’isolement de la
flore microbienne
I1.5.1.- Extraction et isolement des microorganismes des féves
La solution d’extraction des microorganismes a partir des féves a été préparée par
adjonction de 1 g de peptone trypsique, (Difco), 8,5 g de NaCl (Carlo Erba) et 0,5 g de Tween
80 (Fluka) dans 1 | d’eau distillée chauffée a 60°C. La solution obtenue est stérilisée a
I"autoclave a 120°C pendant 20 min. 5 g de brisures de feves ont été plongés dans 3x45 ml de
cette solution puis placés sous agitation magnétique pendant 1h a 28°C. Tous les extraits
réunis constituent la solution mére. L’isolement des microorganismes a été effectué a partir
d’un étalement de 0,1 ml de dilutions successives de la solution meére de 10" a4 107 sur 3

boites de Pétri par dilution selon la méthode proposée par Milslivec et al. (1992).
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Un milieu solide préparé avec de la gélose nutritive ordinaire (Difco) 23g.l" et
contenant 107 mg.ml™" de cycloheximide a été utilisé pour le dénombrement des bactéries.

Le milieu « potatoes dextrose agar » (PDA) 39g.1", contenant 5.107 mg.ml™ de
chloramphénicol (Sigma) et 0,1 mg.ml” d’acide tartrique (Carlo Ebra) ajouté aprés filtration
sur membrane Millipore type GS, 0,45um a été utilisé pour le dénombrement des levures et
des moisissures. Les résultats ont été exprimés en nombre d’unités formant des colonies

microbiennes sur milieux de culture par g de matiéres seches de cacao (UFC/g de cacao).

I1.5.2.- Etude des propriétés lipolytiques des microorganismes
La technique utilisée consiste en la réalisation d’une culture microbienne sur un milieu
de culture solide en présence d’un substrat lipidique et de la rhodamine B (Hiol, 1999). Les
colonies des souches ayant des propriétés lipolytiques sont entourées d’un halot de

fluorescence apres incubation lorsqu’elles sont exposées aux rayons UV

11.5.2.1.- Composition du milieu rhodamine B pour ’étude des propriétés

lipolytiques des bactéries et des moisissures

Un mélange de 10 g de peptone (Difco), 3 g d’extrait de levure ( Difco), 5 g de NaCl
et 30 g de gélose bacto agar (Difco) est dissous dans 890 ml d’eau milli-Q. Le mélange est
g/100 ml) préparée par sonnication dans une solution stérile a 2% d’alcool polyvinylique
(Merck) et 10 ml de solution de rhodamine B (1 mg/ml) préalablement stérilisée par filtration
(Millipore type GS, 0,22 um) y sont ajoutés. Le milieu est coulé dans les boites de Pétri de 90
mm de diametre. Les souches bactériennes ou fongiques ont €té repiquées sur ce milieu a
partir de jeunes colonies pures. Les cultures ainsi réalisées sont incubées a 28°C pendant 48
heures. Aprés complexation de la rhodamine B se complexe avec les acides gras libérés sous
I’action de la lipase microbienne produite, I’intensité de ’activité lipolytique de la souche est
déterminée par la mesure du diamétre de la zone de fluorescence sur trois boites de Pétri a

I’aide d’un pied a coulisse et la valeur moyenne est retenue.

I1.5.2.2.- Préparation du milieu YNB-rhodamine B pour les levures

Ce milieu est composé de S g de glucose, 20 g de bactor agar (Difco), 790 ml de
tampon NaH,PO,4/Na,HPO, (0,2 M, pH 7), de 5 g d’huile de colza commerciale émulsionnée
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dans 100 ml d’une solution d’alcool polyvinylique a 2%, 10 ml d’une solution de rhodamine
B stérile (I mg/ml). Enfin 100 ml d’une solution de Yeast Nitrogen Base with amino acids

(YNB, Difco) a 6,7% stérilisée par filtration (Millipore type GS, 0,22um) y sont ajoutés.

I1.5.3.- Détermination de la nature des microorganismes

L’identification des germes a porté essentiellement sur les bactéries et les moisissures
ayant des propriétés lipolytiques.

Les tests de coloration de Gram et 'utilisation des tests d’identification de la galerie
API 20E ont permis I’identification des bactéries. La galerie API 20E comporte 20 microtubes
contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension
bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant I’incubation a 28°C
pendant 24 4 48h se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition
d’autres réactifs. La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du tableau de lecture et permet
d’obtenir une série de chiffres affectés a chaque résultat. L’identification des souches se fait
grace a cette série de chiffres a I’aide d’un logiciel d’identification dit API CAB +.

Les moisissures ont été identifiées par I’'Institut de Mycologie de 1'Université
Catholique de Louvain en Belgique. Cette identification est basée sur les observations
macroscopiques (croissance et morphologie des colonies) et microscopiques (morphologie des

thalles, des spores et des conidies).

I1.6.- Méthode d’étude de la biosynthése de la lipase du Rhizopus oryzae
I1.6.1.- Techniques de cultures

La souche de R. oryzae i1solée du cacao marchand a été conservée dans des tubes de
milieu PDA a +4°C jusqu’a utilisation. Une jeune culture a été réalisée a partir du tube de
conservation par repiquage sur milieu PDA pendant 4 jours a 28°C. Une suspension de spores
a ¢été préparée a partir de cette culture dans une solution composée de Tween 80 (0,005%) et
de peptone (1g.ml™"). La numération des spores a été réalisée par le comptage hématimétrique
de Thomas (Guiraud, 1998).

Le milieu de Czapeck-Dox liquide composé de 0,5g.1" KCI, 70g.I" NaNO;3, 1g.l”
KH,PO4, 10mg.l" FeSOy, 0,5g.1" MgS04.H,0, 30g.1" glucose a été utilisé pour la pré culture
des spores. La culture a été effectuée au 1/10™ dans une série de 10 flacons Erlenmeyer de
100 ml rempli au 1/10°™ de leur volume 4 une concentration finale d’environ 10° spores/ml.

Les milieux de culture ont été incubés a 28°C sous agitation (80 oscillations/min, 7 cm
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d’amplitude). Apres 48 h d’incubation, le surnageant de culture de chaque flacon Erlenmeyer
est éliminé par centrifugation (11159g pendant 10 min). Le culot de mycéliums est repris dans
10 ml d’eau physiologique stérile avant d’étre mis en culture dans un autre Erlenmeyer
contenant le milieu de production de lipase. La composition de ce milieu est la méme que
celle du milieu de pré culture sauf qu’il est sans glucose et additionné d’une émulsion a base
d’huile de colza commerciale & concentration finale de 5g.I"". Tous les milieux de culture ont
ét¢ incubés comme décrit ci dessus et des prélevements (un par Erlenmeyer) ont été réalisés
au cours du temps. Le milieu de culture est centrifugé a 11159g pendant 10 min. La biomasse
produite est lavée dans 1’eau stérile puis placée dans un flacon Becher préalablement taré. La
quantité de biomasse formée au cours du temps est mesurée par pesée du flacon Becher aprés

dessiccation a 100-105°C jusqu’a ["obtention d’un poids constant (environ 18 a 24 heures).

I1.6.2.- Détermination de Pactivité lipasique du R. oryzae

L activité lipasique a été €tudiée au cours de la croissance de la biomasse. Les cultures
ont été réalisées sur le milieu de production de lipase. L’activité lipasique a ¢été mesurée au
cours du temps a partir du surnageant de culture puis centrifugé (11159g pendant 10 min).
L activité lipasique de cet extrait enzymatique a ¢té mesurée apres 5 min de réaction a 37°C.
Le milieu réactionnel est composé de :

- 100 ul d’extrait enzymatique
- 900 ul ml de tampon phosphate NaH,PO4/Na,HPO, (50mM a pH 7),
- 100 pl d’émulsion de trioléine (Sigma) a SOmM.

La réaction est arrétée par addition de 2 ml d'une solution “STOP” composée
d’acétone, d’éthanol et d’acide sulfurique 36 N (50/50/0,1, v/v/v). Les produits de la réaction
ont ét¢ extraits dans 1 ml d’hexane. Les AGL formés sont mesurés par la méthode de la
rhodamine 6G. Une unité enzymatique correspond a la libération de 1 uM d’acides gras par
minute par ml d’extrait enzymatique. Un blanc a été réalisé auquel la solution “STOP” est
ajoutée avant incubation afin de tenir compte de la quantité d’acides gras initialement présente

dans le mélange réactionnel.

I1.6.3.- Etude des conditions optimales de ’activité lipasique du R. oryzae
- Influence du pH : Le milieu réactionnel est composé de 100 ul d’extrait enzymatique de 30
h de culture incubés en présence de 100 ul d’émulsion a base de trioléine (50mM), 800 pl de
solution tampon citrate (50mM, pH compris entre 2,7 et 7) et tris/HCL, (50mM, pH compris

entre 7 et 9) sans ajustement de pH.
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- Influence de la concentration en enzyme : Des volumes croissants (100-500pl) d’extrait
enzymatique d’une culture de 18 h ont été incubés en présence de 100pl d’émulsion a base de
trioléine (50mM) et de solution tampon KH,PO4/K,;HPO,4 (50mM, pH 6,5).

- Influence de la nature du substrat : 5 matiéres grasses végétales ont été testées : le beurre
de cacao industriel, les huiles de lin, de soja, de colza et d’olive a une concentration finale de
0,025g.ml™" avec ’extrait enzymatique de 48 h de culture.

- Influence de la température de réaction : Le milieu réactionnel est composé de 100pl
d’extrait enzymatique aprés 48h de culture, de 100pl d’émulsion a base d’huile de lin a
25mg.ml”, et de 800 pl de tampon KH,PO4/K,HPO, a pH 6,5. Ce milieu a été placé a des

températures comprises entre 25 et 55°C.

[1.6.4.- Etude du métabolisme oxydatif ou fermentaire des bactéries
La méthode utilisée est basée sur la modification du pH. Elle utilise le milieu semi-
solide de Hugh et Leifson. Aprés incubation, le virage de I’indicateur coloré et la présence de
gaz indiquent le type de métabolisme utilisé par les bactéries.

Le milieu de Hugh et Leifson est composé de 2g.1" de peptone trypsique, de 5g.1" de
chlorure de sodium, de 0,3g.1" de phosphate di-potassique (Prolabo), de 30mg.I" de bleu de
bromothymol et de 2,5¢.1" de gélose bacto agar. Aprés dissolution compléte des différents
pendant 20min. Avant emploi, 1ml d’une solution de glucose (Riedel-deHaén) a 10%
stérilisée par filtration (Millipore, GS 0,22um) est ajouté. Deux tubes sont ensemencés a partir
d’une jeune culture bactérienne par une piqlre centrale au fil droit. L un des tubes est incubé
a 37°C pendant 48h comme tel, ’autre est recouvert d’une couche d’environ lcm de paraffine

préalablement stérilisée (Guiraud, 1998).

I1.7.- Décontamination des brisures de cacao
La décontamination des brisures artificielles de feéves noires a été réalisée par
trempage pendant 3h a 28°C dans une solution de peroxyde d’hydrogene a 5% (Sigma)
(p/v=10) sous agitation magnétique (Guiraud, 1998). La phase liquide est éliminée par
filtration sur une toile synthétique stérile de porosité 2mm. Le cacao décontaminé a été
ensuite étalé sur un plateau préalablement désinfecté a 1’éthanol absolu puis séché sous une
hotte a flux laminaire jusqu’a obtention d’une teneur en eau de 8%. Le produit ainsi traité a

été placé dans des flacons stériles fermés hermétiquement puis stockés a 27°C.
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11.8.- Dosage des protéines

La mesure de la teneur en protéines des extraits enzymatiques de cacao a été réalisée
selon la méthode standard de Bradford (1976). Cette méthode utilise le Bleu de Coomassie G-
250 qui s’associe aux protéines par l'intermédiaire des groupes amines et arginines en
modifiant leurs spectres d’absorption. Ceux ci présentent alors une bande intense dont le
maximum est situé a 595nm.

Une variante (Microassay Procedure) permettant de doser des quantités de protéines
comprises entre 1 & 20ug (Anon., 1990) a été utilisée pour la mesure de la teneur en protéines
du surnageant de cultures microbiennes. La quantité de protéines est déterminée a partir d’une
courbe standard réalisée avec le sérum albumine bovin. Le protocole consiste a ajouter 0,2ml
du réactif Dye reagent concentré 5 fois (Bio-rad) a 0,8ml de I’échantillon. La coloration reste
stable entre 5 et 60min. L absorbance a été mesurée a 595nm contre un blanc réalisé avec de

I’eau Milli-Q.

11.9.- Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été faites avec les logiciels SAS et Sigmaplot V 8.0. La
méthode d’estimation du maximum de ressemblance restreinte (REML) a été utilisée pour la
corrélation entre la teneur en AGL et la teneur en microflore du cacao au cours du stockage.
La comparaison des moyennes obtenues de 1’é¢tude de I’influence des méthodes
d’échantillonnage des féves sur la mesure de leur teneur en AGL a été réalisée par le test de

Student & 0,001 et celle des écarts-types par le test de Fischer a 0,01 (Dagnelie, 1998).
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CHAPITRE 1.

ETUDE DES CONDITIONS OPTIMALES
DE FONCTIONNEMENT DE L’ ACTIVITE
LIPASIQUE MESUREE A PARTIR DU

CACAO MARCHAND
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L’hypothése initiale qui a orienté les premieres expérimentations donnait une origine
endogeéne aux féves a la lipase responsable de la formation des AGL du cacao. Ainsi 1’étude
d’activité lipasique potentiellement issue des féves de cacao a été réalisée dans un premier
temps a partir de féves marchandes décortiquées et réduites en poudre. Cette poudre a été
préparée a partir de lots dont I’identification concernant leur “génotype” et leur provenance

précise en Cote d’Ivoire n’était pas connue.

L1.- INFLUENCE DE LA DELIPIDATION DE LA POUDRE DE CACAO

L’influence de la délipidation a été étudiée en dégraissant par 5 lavages successifs la
méme poudre de cacao avec I’hexane. Aprés chaque lavage, environ 1 g de poudre est mis de
coté pour la mesure de ’activité lipasique en fonction du nombre de traitements de
délipidation.

L’influence du solvant a été étudiée a partir de la poudre de cacao dégraissée par 3
lavages avec 1’hexane, par 3 lavages avec 1’acétone anhydre et par 3 lavages successifs dont
un lavage avec I’hexane et par deux lavages avec 1’acétone anhydre.

Les conditions de dosage utilisées n’ont pas permis de mettre en évidence une activité
lipasique a partir de la poudre de cacao non dégraissée. L’activité lipasique mise en évidence
a partir de la poudre de cacao dégraissée augmente avec le nombre de lavages successifs. Elle
diminue apres le troisieme lavage (fig. 16). Mesurée a partir de la poudre de cacao acétonique,
Iactivité lipasique est plus importante que celle mesurée a partir de la poudre délipidée
uniquement avec 1’acétone elle-méme plus importante que celle mesurée a partir de la poudre
hexanique (fig. 17).

L’absence d’activité lipasique dans la poudre non dégraissée semble étre due a la
présence de lipides endogénes. Ce méme phénoméne a été observé dans les graines d’autres
végétaux (Sahasrabudhe, 1982, Njoku et al., 1996). L’augmentation de I’activité lipasique en
fonction du degré de délipidation indique que I’enzyme est probablement sous forme de pré
lipase. Cette forme semble susceptible de passer a la forme active suite a une élimination
partielle des lipides endogenes. Ceci indique que les lipides endogénes sont probablement
néfastes pour son fonctionnement. Cependant, la diminution de D’activité suite a un
dégraissage exagéré peut étre reliée a une modification du site actif de la lipase. L activité de
cette lipase aprés élimination partielle des poly phénols par extraction avec ’acétone est
comparable a celle obtenue par dégraissage avec 1’hexane. La présence des poly phénols

semble bloquer aussi I’activité de la lipase détectée comme les lipides endogénes. Ce
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phénoméne de blocage des activités enzymatiques par les composés polyphénoliques a été
déja décrit par plusieurs auteurs (Hagermann, 1992 ; Kallithraka e al., 2001 ; Misnawi et al.,
2002). Il semble que cela est di a I’établissement d’une liaison hydrogéne entre le

groupement hydroxyle des polyphénols et le groupement amide carboxyle des protéines.
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Figure 16. Influence du nombre de délipidations successives par |’hexane sur
l'activité lipasique du cacao.
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Figure 17. Influence du solvant de délipidation de la poudre de cacao sur
l'activité lipasique du cacao
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L2.- INFLUENCE DU PH

L’influence du pH a été étudiée a partir de |’extrait enzymatique de cacao préparée a
partir de la poudre de cacao acétonique dans une solution tampon KH,PO4/K,;HPO,4 (1 g.5ml”
1. Une solution tampon CH;COOH/CH3;COONa pour des pH compris entre 4 et 5,5 et une
solution tampon KH,PO4/K,;HPO,4 pour des pH compris entre 5,2 et 8,5 contenant 2 mM de
DTT ont été¢ utilisées. Le milieu réactionnel composé de 0,6 ml d’extrait de cacao, 1,9 ml de
solution tampon et 2,5 ml d’émulsion & base de beurre de cacao (50 mg.ml™") a été incubé a
40°C pendant 8 min. Le pH a été ajusté si nécessaire.

L activité lipasique mesurée a partir de la poudre de cacao acétonique présente deux
pH optima dont I’un acide est compris entre 5,2 et 5.4 et I’autre basique entre 7 et 7,5 (Fig.
18). Ceci impliquerait la présence de deux lipases indépendantes ou d’un systeéme d’iso
enzymes. Le pH optimal acide pourrait avoir une signification physiologique car ce pH est
avoisine celui des féves cacao marchand qui est compris entre 4,5-5,5 (Yusep et al., 2002).
Mais les végétaux contenant une lipase active a pH acide pendant la dormance sont rares.
C’est le cas du ricin (Ory ef al., 1962), de la nigelle (Mert ef al., 1995). Cette rareté rend
contrarie I’hypothése d’une origine physiologique de I’activité lipasique ayant un pH optimal
acide mesurée a partir des féves de cacao. Le pH optimal alcalin est difficilement
interprétable. En effet, I’activité de la majorité de lipases végétales a pH alcalin (Tab. 11)
s’exprime pendant la germination ou elles contribuent & la mobilisation des réserves
lipidiques pour la production de 1’énergie nécessaire a la croissance de I’embryon (Imeson et
al., 1993 ; Jachmanian ef a/., 1995 ; Wanasundara ef al., 2001). Or chez le cacao, la montée
en température (= 50°C) et la diffusion d’acides a travers la féve due a la lyse partielle des
parois cellulaires pendant la fermentation suppriment le pouvoir germinatif des féves
(Quesnel, 1965). Cette perte des facultés germinative des feves de cacao devrait limiter le
déclenchement d’activité de lipasique endogeéne éventuelle du cacao. Toutes ces observations
ne permettent pas de conclure que sur I’origine de ’activité lipasique mise en évidence a

partir du cacao.

69



100

80 -
g
S 60
©
o
e 40
=
5
<C
20 -
O T T

—8&— Tampon acétate (150 mM, pH 4-5,5)
—O— Tampon phosphate (150 mM, 5,2-8,5)

6 7 8 9
pH

Figure 18. Influence du pH sur l'activité lipasique du cacao.

Tableau 11. pH optimal de l'activité lipasique de certaines plantes oléagineuses pendant la

germination

| Végétaux pH optimal de P’activité lipasique germinative |

Lupin' 8.5

Nigelle” 8,5

Sésame’ 8,0

activité microsomale 7.5

Colza® [activité des corps lipidiques 9,0

Noix de Barbode’ 7,5

' Hassanien et Mukherjee (1986)
*Mert et al. (1995)

> Wanasundara et al. (2001)
*Hills et Murphy (1988)

* Abigor et al. (2002)
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1.3.- INFLUENCE DE LA NATURE DU SUBSTRAT
L’influence de la nature du substrat sur ’activité de la lipase a été étudiée a partir de la

poudre de cacao acétonique aux pH optima précédemment déterminés (5,2 et 7,4) en présence
d’émulsions a base de différentes matiéres grasses végétales et de mati¢res grasses de
synthése.

Dans les conditions expérimentales utilisées, I’activité lipasique mise en évidence a
partir de la poudre de cacao posséde une plus grande “affinité” pour le beurre de cacao par
rapport aux autres substrats comme I’huile d’olive, I’huile de soja et les substrats de synthese
quel que soit le pH optimal déterminé (fig. 19). Cette “affinité” peut s’expliquer soit par la
teneur soit par la nature des acides gras constitutifs des triglycérides des matieres grasses. En
effet, les propriétés physico-chimiques des acides gras influent sur leurs propriétés
¢émulsifiantes et donc sur la qualité de I'interface huile/eau (Egloff ef al., 1995). Elle peut étre
due aussi a la présence dans le beurre de cacao de cofacteurs de nature indéterminée ou par le
fait d’une adaptation déja acquise par les lipases en présence de catalyser I’hydrolyse des

triglycérides constitutifs du beurre de cacao.
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Figure 19. Influence de la nature du substrat sur l'activité lipasique du
cacao.
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1.4.- INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT DU MILIEU
REACTIONNEL

L’influence de la concentration en substrat a été étudiée avec le beurre de cacao car
I"activité lipasique mise en évidence présente une plus grande “affinité” pour ce substrat. A
cet effet, des émulsions a concentrations croissantes comprises entre 50 et 300 mg.ml'l ont été
préparées. L activité lipasique a été mesurée a partir de la poudre de cacao acétonique en
présence de chaque émulsion préparée.

Les résultats de cette étude montrent que la variation de la concentration du milieu
réactionnel en beurre de cacao de 25 4 125 mg.ml" entraine une augmentation de I’activité
lipasiquede 1 45,5 nM.min.”.mg”. Une concentration supérieure a 125 mg.ml” engendre une
diminution de ’activité (fig. 20). L augmentation de la concentration en substrat au-dela de
0,125 g.ml'] entraine vraisemblablement une modification de la taille des micelles et de la
qualité de I’interface lipide/eau de I’émulsion. Un phénoméne comparable a été observé avec
le fonctionnement de I’activité lipasique microsomale des graines de colza en présence d’une

émulsion a base de trioléine (Hills et Murphy, 1988).
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Figure 20. Influence de la concentration en beurre de cacao du milieu
réactionnel sur l'activité lipasique du cacao.
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L5.- INFLUENCE DE LA CONCENTRATION ENZYMATIQUE DU MELANGE
REACTIONNEL

I.5.1.- Essais réalisés a partir de la poudre de cacao acétonique

Des quantités croissantes de poudre de cacao acétonique (25 a 300 mg) ont été utilisées
dans 7,5 ml de solution tampon CH3;COOH/CH3;COONa a pH 5,2 en présence de 2,5 ml
d’émulsion a base de beurre de cacao (250 mg.ml™).

Les résultats de cette étude montrent que I’augmentation de la concentration du milieu
réactionnel en poudre de cacao de 5 a 20 mg.ml” en présence de 125 mg.ml™” de substrat
entralne une augmentation de [’activité lipasique. Cette activité est limitée pour une
concentration en poudre de cacao acétonique supérieure a 20 mg.ml” (fig. 21). Le blocage de
I"activité lipasique peut résulter d’une modification des propriétés physico-chimiques du
milieu réactionnel (interface huile/eau) due a une concentration plus élevée en poudre de
cacao et a un rapport substrat/enzyme néfaste. Un phénomeéne analogue a été observé pour
I’activité lipasique des céréales comme le blé, I'orge et I’avoine qui augmente jusqu’a 500

mg.ml” puis diminue pour des concentrations supérieures (O’connor ef al., 1992),
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Figure 21. Influence de la concentration du milieu réactionel en poudre de
cacao acétonique sur l'activité lipasique du cacao



1.5.2.- Essais réalisés a partir de I’extrait enzymatique de cacao -Influence de
Pajout de sels et de détergents

Le mélange réactionnel a été composé d’un volume d’extrait enzymatique de cacao
compris entre 0,2 et 0.8 ml complété a 2,5 ml par ajout d’une solution tampon
CH;COOH/CH;3;COONa a pH finale de 5.2, de 2,5 ml d’émulsion a base de beurre de cacao
(250 mg.ml™). Des détergents comme le triton a 0,05 % et le n-B-glucopyranoside 4 10 mM
(Hills et Murphy, 1988). ont été utilisés lors de la préparation de I’extrait afin d’améliorer
I’extraction des protéines du cacao. De plus, le NaCl et le CaCl, utilisées comme activateurs
d’activité lipasique d’origine végétale (Hills et Murphy, 1988) ont été ajoutés au milieu
réactionnel.

Les résultats montrent que 1’activité lipasique est constante pour un volume d’extrait
enzymatique de cacao compris entre 0,2 a 0,4 ml. Elle est bloquée pour des volumes supérieur
a 0,4 ml. (fig. 22). Bien que I"extraction des protéines ait été améliorée (passage de 5 a 7 %)
par I'utilisation des détergents, I’activité lipasique de I’extrait de cacao reste bloquée. L’ajout
des sels (NaCL, CaCl,) n’ont eu aucun effet sur elle ni a partir de la poudre de cacao
acétonique ni a partir de |’extrait d cacao.

Le blocage de I’activité lipasique peut s’expliquer par I’action des composés comme
les polyphénols résiduels dissous dans I'extrait de cacao. L’ajustement du pH du milieu
réactionnel a cause du pouvoir acide important du cacao peut contribuer aussi a ce phénoméne
de blocage de ’activité lipasique. Enfin, ce blocage peut provenir d’une modification de la
qualité de I’émulsion dans le mélange réactionnel et/ou du rapport lipase/substrat néfaste pour
le fonctionnement de la lipase détectée.

L absence a partir de I’extrait apres ajout de détergents peut s’expliquer par un blocage
da a la présence de détergents (triton, n-f-glucopyranoside). En effet, une interaction de ces
composés avec les triglycérides du substrat peut étre défavorable a I’activité de I’enzyme. Un
tel phénomeéne inhibiteur a déja été observé par Hills et Murphy (1988) sur 1'activité lipasique
du colza.

Par ailleurs, ’absence d’effet de sels de calcium et de sodium sur ’activité suggere
que I’activité lipasique mise en évidence ne serait pas d’origine endogéne au cacao. En effet,
ces composés présentent généralement des propriétés activatrices pour les activités lipasiques
d’origine végétale (Hills et Murphy, 1988). De cette étude, les observations obtenues ne
permettent pas de conclure précisément sur 1’origine végétale ou microbienne des protéines

responsables de cette activité lipasique.
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Figure 22. Influence de la concentration en extrait enzymatique sur l'activité
lipasique du cacao

L6.- INFLUENCE DU TEMPS DE REACTION

L’influence du temps de réaction a été étudiée a partir de ’extrait de cacao. Les
mélanges réactionnels, composés de 0,6 ml d’extrait, 1,9 ml de solution tampon acétate (0,15
M, pH 5,2) et 2,5 ml d’émulsion & base de beurre de cacao (250 mg.ml™") ont été incubés a
40°C sous agitation magnétique. Une série de 11 tubes contenant le méme milieu réactionnel
a été ainsi préparée. La réaction enzymatique de chaque milieu réactionnel est arrétée par
ajout de solution “STOP” aux temps 0, 1, 2, ...., 10 min.

Les résultats obtenus de cette étude montrent que I’activité lipasique reste constante
pour un temps de réaction compris entre 0 et 5 min. Elle est bloquée pour un temps de
réaction supérieur a 5 min (fig. 23). Ceci peut s’expliquer par une action défavorable des
produits de la réaction comme les AGL, les mono- et di-glycérides sur ’activité lipasique
étudiée. Un phénoméne comparable a été observé pour ’activité des lipases des graines de
moutarde et des graines de lupin germées (Hassanien et Mukherjee, 1986). Le blocage de
I’activité lipasique peut s’expliquer aussi par une dénaturation de ’enzyme au cours du temps

de réaction prolongé a 40°C.
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Figure 23. Influence de la variation du temps réaction a 40°C du mélange
réactionnel sur 'activité lipasique du cacao

1.7.- LOCALISATION DE L’ACTIVITE LIPASIQUE DANS LA FEVE SECHE

L’étude de ’activité lipasique a partir des différents organes de la féve de cacao a été
réalisée sur un lot de féves fractionné en deux échantillons. Les féves du premier échantillon
ont été broyées sans étre décortiquées contrairement a celles du second échantillon. Les
cotylédons et les coques ont €t€ séparées puis broyés séparément. L’ activité lipasique a été
mesurée a partir de 200 mg poudre de chaque organe dans 7,5 ml de solution tampon acétate
(0,15 M. pH 5,2) en présence de 2,5 ml d’émulsion a base de beurre de cacao (250 mg.ml'l).

Les résultats montrent une différence entre I’activité lipasique mesurée a partir des
cotylédons et celles mesurées a partir des coques seules et des feéves non décortiquées qui sont
d’intensité comparable (fig. 24).

La diminution de 'activité lipasique du cacao mesurée a partir des coques seules et
des féves non décortiquées par rapport a celle mesurée a partir des cotylédons peut étre due a
la présence d'inhibiteurs indéterminés dans les coques. L’activité lipasique détectée et
mesurée a partir du cacao est présente dans tous les organes contrairement par exemple a

celle du riz qui est essenticllement localisée dans la pellicule du grain (Raghavendra et

Prakash, 2002).
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Figure 24. Localisation de l'activité lipasique a partir des organes de la
feve de cacao

L8.- RECHERCHE D’ACTIVITE LIPASIQUE DANS LES FEVES FRAICHES NON-
FERMENTEESS

Deux études complémentaires sur la recherche d’activité lipasique a partir des féves
traiches et dans les brisures naturelles contenant une forte teneur en AGL (11%) ont été
effectuées.

Les résultats obtenus indiquent qu’aucune activité lipasique n’a ét¢ décelée dans les
féves fraiches non fermentées. L’activité lipasique mesurée ponctuellement a partir des
brisures naturelles est faible et comparable a celle dosée dans les lots de cacao marchand
précédemment analysés (activité comprise entre 4 et 5 nmol/mg/min).

L’absence d’activité lipasique observée a partir du cacao frais peut s’expliquer par trois
facteurs :

- la faible intensité de I’activité lipasique mise en évidence

- la probable origine exogene de ’activité lipasique mesurée a partir du cacao

- I'inadaptation du protocole de mesure de cette activité lipasique a partir du cacao frais.

Le faible niveau d’activité lipasique mesurée & partir des brisures naturelles qui

contiennent pourtant une forte teneur en AGL suggére trois observations :
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- la formation des AGL dans les brisures ne semble pas étre en relation avec ’activité
lipasique mesurée car la formation d’AGL se poursuit alors que I’activité lipasique est faible
et comparable a celle mesurée a partir des féves saines ayant des faibles teneurs en AGL,

- Pactivité impliquée dans I’hydrolyse des triglycérides du beurre de cacao ne semble
plus fonctionnelle au moment de la mesure de la teneur en AGL car pendant qu’il se produit
une augmentation de la teneur en AGL une faible activité lipasique a été mise en évidence,

- Pactivité lipasique responsable de la formation de ces AGL ne serait pas d’origine

endogene.

Conclusion
La méthode de dosage utilisée ne permet pas de mesurer [’activité lipasique a partir de

la poudre de cacao non dégraissée ainsi qu’a partir des féves non fermentées et séchées.
Mesurée a partir du cacao marchand, cette activité présente deux pH optima et posséde une
plus grande “affinité” pour le beurre de cacao par rapport a d’autres matieres grasses d’origine
végétale comme les huiles d’olive et de soja. Elle est faible par rapport a celle d’autres
végétaux et reste avec I’augmentation de la concentration de la poudre de cacao acétonique ou
d’extrait de cacao dans le mélange réactionnel. Elle est présente dans tous les organes de la
féve mais son intensité est plus élevée dans les cotylédons. Par ailleurs, I’activité de la lipase
détectée dans les brisures naturelles contenant des teneurs anormalement élevées en AGL est
aussi faible que celle mesurée a partir des féves saines contenant des faibles teneurs en AGL.
Ceci suggére que Phydrolyse du beurre de cacao ne peut étre reliée a I’activité lipasique
détectée et mesurée a partir de Ia poudre de cacao acétonique.

L’utilisation de certains sels minéraux considérés comme des activateurs de lipases
d’origine végétale et de détergents comme le triton et n-fB-glucopyranoside lors de la
préparation de I’extrait de cacao n’a pas eu d’effet sur ’activité lipasique mise en évidence a
partir du cacao. Ceci rend peu probable 1’origine endogéne de la lipase détectée a partir de la
poudre de cacao dégraissée.

Toutefois, ’activité de cette lipase pourrait dépendre des traitements post-récolte du
cacao pratiqués par le producteur puisque les fortes teneurs en AGL apparaissent de fagon
récurrente et saisonniére. Il s’est avéré alors intéressant d’étudier I’influence du “génotype™ et
des différents traitements post-récolte du cacao sur les conditions de fonctionnement de
’activité lipasique détectée a partir de la poudre de cacao et conjointement sur 1’évolution de

la teneur en AGL.
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CHAPITRE II.

INFLUENCE DU GENOTYPE ET DES
TRAITEMENTS POSTRECOLTE SUR,
L'EVOLUTION. DE L’ACTIVITE
LIPASIQUE ET DE LA TENEUR ENAGL

DU CACAO
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Une faible activité lipasique a été mise en évidence a partir du cacao. L’origine de
cette activité lipasique reste non ciblée et il est peu probable qu’elle provienne du cacao. Il est
également peu probable que cette activité soit a 1’origine de la formation des AGL du cacao.
En vue de compléter ces observations, I’étude des conditions de fonctionnement de cette
activité lipasique en fonction du “génotype” et des traitements post-récolte du cacao a été
entreprise. L’influence des facteurs comme le “génotype”, le degré de maturité des fruits a la
cueillette, le délai d’écabossage, la durée de fermentation, la durée de stockage a été étudiée a
partir du cacao sain récolté en début et en fin de la campagne cacaoyére 2000-2001 dans une

plantation privée dans la région de Soubré en Cote d’Ivoire.

I1.1.- CACAO RECOLTE EN DEBUT DE CAMPAGNE

I1.1.1.- Influence du “génotype” du cacao

L’influence du “génotype” sur ’activité lipasique et sur la teneur en AGL a été étudiée
sur du cacao sain de type Forastero haut-amazonien, des hybrides de 17 génération et de
descendances libres.

Les résultats obtenus montrent qu’au cours des deux premiers mois de stockage,
aucune activité lipasique n’ a été mesurée a partir des hybrides de la 1 génération. Le cacao
de descendances libres présente une activité lipasique légerement plus importante que les
autres “génotypes”. Dans les conditions expérimentales utilisées, le “génotype” du cacao a
une influence négligeable sur I’activité lipasique du cacao. Aprés 2 mois le stockage, I’activité
lipasique évolue de fagon similaire dans tous les cacaos quel que soit le “génotype” considéré.
Globalement, elle augmente Iégérement vers le troisiéme mois de stockage mais reste
constamment faible par la suite (fig. 25).

La teneur en AGL initiale de tous les cacaos est faible et avoisine 0,4%. Elle augmente
tres légerement durant le stockage et se situe entre 0,5 et 0,6% quel que soit le “génotype” du
cacao (fig. 26). Cependant, aucun cacao n’est hors norme aprés 5 mois de stockage quel que
soit le génotype.

Pour des cacaos sains présentant une faible teneur en AGL, la formation des
AGL est réduite et ’activité lipasique mise en évidence reste faible au cours du stockage

quel que soit le “génotype”.
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Figure 25. Evolution de l'activité lipasique durant le stockage en fonction du
“génotype” du cacao récolt¢ en début de campagne.
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Figure 26. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le stockage en
fonction du “génotype” du cacao récolté en début de campagne.
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I1.1.2.- Influence du niveau de maturité des cabosses

[’influence du degré de maturité des fruits du cacaoyer sur ’activité lipasique et sur la
teneur en AGL du cacao a été étudiée a partir des féves issues des cabosses saines immatures,
matures et surmatures. Les féves ont été extraites des cabosses 5 jours aprés la récolte puis
mises en microfermentation.

Avant stockage, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’activité lipasique a partir
des feves issues des fruits surmatures. L’activité lipasique mesurée a partir des féves issues
des fruits matures est 1égérement plus importante que celle mesurée des féves provenant des
fruits immatures.

Apreés 1 mois de stockage, cette activité lipasique mesurée a partir féves issues
seulement des fruits immatures a particulierement augmenté. A partir du second mois de
stockage, elle augmente quelle que soit le degré de maturité des fruits et tend a diminuer a

eme

partir du 37" mois de stockage (fig. 27).

L’intensité d’activité lipasique semble dépendre du niveau de maturité des fruits a la
cueillette. Cependant, cet impact est faible lorsque les fruits sont trés mirs. L augmentation
de I'activité lipasique observée a partir des féves provenant des fruits immatures apres 1 mois
de stockage peut étre expliquée par un probleme d’échantillonnage. Cette valeur nous semble
aberrante, d’autant plus que le niveau d’activité régresses brutalement en un mois de stockage.

De facon globale, il est difficile d’interpréter les cinétiques obtenues car elles
montrent une forte variabilité, probablement due a la forte hétérogénéité des lots étudiés
et a échantillonnage.

La teneur en AGL du cacao est faible quel que soit le degré de maturité des fruits
récoltés. Cette teneur en AGL augmente trés légérement durant le stockage mais reste
conforme a la norme officielle (fig. 28).

L’influence du niveau de maturité des fruits sains et de la durée de stockage sur

la teneur en AGL reste limitée et négligeable.
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Figure 27. Evolution de l'activité lipasique du cacao durant le stockage en
fonction de la maturité des cabosses récoltées en début de campagne.

0,7

0.5 _‘__/C/
0,4 -
—@— Cabosses immatures
0.3 A A Cabosses matures
’ v - Cabosses surmatures
0,2 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Durée de stockage (mois)

Figure 28. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le stockage en
fonction de la maturité des cabosses récoltées en début de campagne.



I1.1.3.- Influence du délai d’écabossage des féves

L’influence de I’écabossage différé a été étudiée a partir de 3 lots de cacao semblables
récoltés le méme jour. Le lot n°1 a été écabossé le jour de la récolte, les lots n°2 et n°3 ont été
¢cabossés respectivement 5 et 9 jours aprés la récolte. Les feves issues des différents lots ont
¢été fermentées puis séchées séparément.

Nous n'avons pas pu mettre en évidence d’activité lipasique a partir des feves issues
des fruits €cabossés 5 jours aprés la récolte. L activité lipasique mesurée a partir des féves
issues des fruits écabossés le jour méme de la récolte et des fruits écabossés 9 jours apres est
faible et avoisine 2,5 nmol/min/mg.

Avant stockage, aucune activité¢ lipasique n’a pu étre mesurée a partir de féves
extraites 5 jours. Une activité comparable a été en revanche mesurée & partir des feves
extraites 9 jours apres la récolte et de celles extraites le jour méme de la récolte. En trois mois
de stockage, I’activité lipasique du cacao a globalement augmenté quel que soit le délai
d’écabossage (fig. 29). Cependant, quel que soit le délai d’écabossage, les cinétiques
d’activité lipasiques obtenues ne permettent ni une interprétation aisée ni une
caractérisation concluante de ’influence du délai d’écabossage et celle de la durée du
stockage sur Pactivité lipasique étudiée. Ces cinétiques difficiles d’interprétation peuvent
étre reliées a un probleme d’échantillonnage a cause d’une probable hétérogénéité des lots de
cacao analysés

La teneur en AGL du cacao avant stockage est faible (0,4-0,5%) quel que soit le délai
d’écabossage. En cing mois de stockage, cette teneur a évolué trés légérement jusqu’a
atteindre 0,6%. En fin de stockage, aucun cacao n’est affecté par une forte teneur en AGL
(fig. 30). Quel que soit le délai d’écabossage du cacao, le délai d’écabossage a une

influence peu importante sur la teneur en AGL du cacao.
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Figure 29. Evolution de l'activité lipasique du cacao durant le stockage en
fonction du délai d'écabossage des fruits récoltés en début de campagne.
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Figure 30. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le stockage en
fonction du délai d'écabossage des fruits récoltés en début de campagne.
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I1.1.4.- Influence de la durée de fermentation des féves

L’influence de la durée de fermentation sur I’activité lipasique et sur la teneur en AGL
du cacao a ét¢ étudiée a partir du cacao de descendances libres. Des prélévements de féves ont
¢été effectués chaque jour a partir du “cceur” de la masse en fermentation pendant 6 jours.

Une activité lipasique a ¢ét€é mesurée a partir du cacao quelle que soit la durée de
fermentation a I’exception des féves fermentées durant 1 jour. Cette activité n’augmente pas
proportionnellement avec la durée de fermentation. Avant stockage, |’absence d’activité
lipasique dans les feves fermentées pendant 1 jour est comparable a 1’observation faite dans
les feves fraiches. Cette absence d’activité dans les feves moins fermentées suggére encore
une fois que la lipase étudiée n’est pas d’origine endogéne. Au cours du stockage, 1’activité
lipasique des féves fermentées durant 6 jours augmente nettement alors que celles des féves
fermentées en moins de 6 jours augmente puis tendent & diminuer (fig. 31). La disparition
d’activité lipasique dans les féves fermentées pendant 5 jours et sa diminution dans les autres
cacaos a I’exception des féves fermentées pendant 6 jours au cours du stockage restent
inexpliquées. L’évolution constante de 1’activité lipasique mesurée a partir des féves
fermentées pendant 6 jours peut s’expliquer par une présence plus importante des protéines
exprimant une activité lipolytique sur la matrice lipidique des féves. En effet, en admettant
I’hypothése d’une origine microbienne de la lipase responsable de la genése des AGL du
cacao, les microorganismes impliqués dans la sécrétion de cette lipase peuvent se développer
vers la fin de la fermentation acétique.

Toutefois, les cinétiques observées ne permettent pas d’expliquer ’influence de la
durée de fermentation sur Pactivité lipasique étudiée a cause de leur forte variabilité.

Parallélement, la teneur en AGL des féves en fonction de la durée de fermentation est
faible et comprise entre 0,2 et 0,4%. Cette teneur en AGL augmente légérement et de fagon
identique pour tous les cacaos au cours du stockage (fig. 32). La faible teneur en AGL des
féves en fonction du temps de fermentation du cacao peut s’expliquer par le fait que le beurre
de cacao ne subit pas de transformation notable au cours d’une fermentation correctement
menée (Schwan, 1998). La valeur légérement ¢levée de la teneur en AGL des cacaos plus
fermentés (6 jours) par rapport a celle des cacaos moins fermentés suggere que la formation
des AGL est due a I’activité de certaines microorganismes thermophiles dont des moisissures
sont capables de se développer comme I’a signalé Oyeniran (1980).

La durée de stockage a une influence réduite sur la formation des AGL du beurre de
cacao quelle que soit la durée de fermentation. Un phénoméne comparable a été¢ mis en

évidence par Renaud (1954).
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Figure 31. Evolution de I'activité lipasique durant le stockage en fonction de la
durée de fermentation du cacao récolté en début de campagne.
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Figure 32. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le stockage en
fonction de la durée de fermentation du cacao récolté en début de campagne.
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11.2.- INFLUENCE DES TRAITEMENTS POST RECOLTE SUR LA FORMATION
DES AGL DU CACAO RECOLTE EN FIN DE CAMPAGNE

Une seconde série d’analyse basée sur les mémes hypothéses que précédemment
(“génotype”, maturité, délai d’écabossage, durée de fermentation, durée de stockage) a été
effectuée sur des échantillons récoltés en fin de campagne. Compte tenu des résultats
précédents, témoins d’une activité¢ lipasique faible sans lien direct avec les hypothéses
formulées ainsi que des teneurs en AGL faibles, seules les teneurs en AGL ont été étudiées
dans ce deuxieme protocole. Ainsi I’influence du “génotype”, du degré de maturité des fruits
a la cueillette, du délai d’écabossage et de la durée de fermentation a été étudiée dans des
conditions identiques a celles décrites dans le cas des féves récolté en début de campagne.

Les résultats obtenus montrent que le “génotype” (fig. 33), le niveau de maturité des
cabosses (fig. 34) et la pratique d’écabossage différé (fig. 35) n’ont pas d’influence sur la
teneur en AGL. En effet, comme pour les cacaos de début de récolte, la teneur en AGL
augmente légerement en fonction de la durée de fermentation (fig. 36). Mais cette influence
de la fermentation reste faible de méme que celle de la durée de stockage car aucun cacao

étudié ne présente une teneur en AGL hors norme.
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Figure 33. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le stockage en
fonction du “génotype” du cacao récolté en fin de campagne
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Figure 34. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le stockage en
fonction du degré de maturité des fruits récoltés en fin de campagne.
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Figure 35. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le

stockage en fonction du délai d'écabossage du cacao récolté fin de
campagne
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Figure 36. Evolution de la teneur en AGL des cotylédons durant le stockage en
fonction du temps de fermentation du cacao récolté en fin de campagne.

Conclusion

Quelle que soit la date de récolte, ’activité lipasique et la teneur en AGL du cacao sain
sont faibles que ce soit en fonction du “génotype” ou des traitements post-récoltes étudiés. A
I’exception de la durée de fermentation, la teneur en AGL ne dépend pas des facteurs
précédents. L’influence de la durée de fermentation reste cependant limitée car pour une
durée comprise entre 0 et 6 jours aucun cacao ne contient une teneur en AGL supérieure a la
norme.

Globalement, pour des cacaos sains dont les conditions de préparation ont été
soigneusement controlées, la teneur en AGL est faible, augmente trés peu et ne dépasse
pas la norme admise. De méme, I’activité lipasique mesurée a partir de du cacao sain est
faible et ne semble pas étre impliquée dans la formation des AGL du cacao. Les causes de la
formation récurrente et saisonniére des fortes teneurs en AGL du cacao marchand en
provenance de la Cdte d’Ivoire restent inconnues. Seule une activité lipasique exogéne
notamment microbienne favorisée par d’autres facteurs comme la qualité des feéves, la
formation des brisures de cacao et les conditions défectueuses de stockage du cacao reste

envisageable.
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CHAPITRE III.

! LES FACTEURS FAVORABLES A LA
FORMATION DES AGL DU CACAO.
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Les expérimentations conduites a partir de féves saines n’ont pas montré des teneurs
anormalement élevées en AGL. Lorsque la récolte et les traitements post-récolte sont
contrdlés, les teneurs en AGL restent faibles. Il était alors envisageable que la formation
d’AGL soit reliée a une activité lipasique d’origine exogeéne en liaison avec la présence de
feves défectueuses comme les féves noires, collées ou brisées dans la filiére (brisures
naturelles). En effet, I’inclusion de telles féves a été toujours considérée par les opérateurs de
la filiere comme étant responsable de graves défauts de qualité du cacao souvent constatés y
comprise la teneur en AGL bien que cela n’ait jamais été réellement prouvée par une étude.
Dans cette étude, la teneur en AGL et le dénombrement de la flore microbienne totale ont été
conjointement mesurés a partir de la poudre de féves (source exportateur 2002) entiéres
(cotylédons + coques) en stockage. L’influence des facteurs telle que la qualité des féves, la
formation des brisures de caca et le développement de microorganismes dans les lots de cacao

sur la formation des AGL des lots de cacao échantillonnés ont été étudiés.

I 1.- INFLUENCE DE LA METHODE D’ECHANTILLONNAGE SUR LA
MESURE DE LA TENEUR EN AGL DU CACAO

Les résultats de mesure de la teneur en AGL a partir d’un échantillon homogéne de cacao
(poudre de cacao obtenue a partir de 500 g de feves noires) confirment que la méthode de
mesure utilisée, avec un faible coefficient de variation (2,8%), est répétable.

Selon le test de Fischer a 0,01, la comparaison des écarts-types des différentes mesures de
teneur en AGL issues des différentes méthodes d’échantillonnage montre qu’il y a des
différences significatives de précision entre la méthode de prélévement des échantillons de
cacao a partir de la poudre de cacao et celles qui procedent par prélevement de feves. En
revanche, il n’y a pas de différence signiticative entre la teneur en AGL moyenne obtenue par
prélevement d’échantillons de poudre de cacao et celle obtenue par prélévement
d’échantillons de 15 a 20 féves. Pour des prélevements d’échantillons de 10 féves, la teneur
en AGL moyenne obtenue est significativement différente de celle mesurée a partir
d’échantillons de poudre de cacao (Tab. 12).

De cette étude se dégagent plusieurs observations :

- les méthodes d’échantillonnage du cacao (par prélevements de féves de cacao et
prélévements de poudre de cacao) donnent, en moyenne, des résultats de teneurs en AGL

identiques
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- la précision de la méthode d’échantillonnage est plus grande avec des échantillons de poudre
qu’avec des échantillons de feves de cacao.

- la variabilité des résultats de mesure de la teneur en AGL régresse avec 1’augmentation de la
quantité de feves contenues dans un échantillon de cacao prélevé.

Compte tenu de la taille réduite des échantillons analysés, les résultats obtenus ne
permettent pas de conclure de l’'influence de la méthode d’échantillonnage sur la
précision de la mesure de la teneur en AGL. Cependant, la méthode d’échantillonnage
du cacao a partir de la poudre et I’échantillonnage des féves donnent, en moyenne, des
résultats identiques a condition d’e prélever une quantité de féves plus grande et
homogéne. La détermination de cette quantité de féves pourrait faire I’objet d’une

étude.

Tableau 12. Analyse statistiques des valeurs de teneur en AGL mesurées a partir d'un méme
lot de cacao suivant différents deux différents modes d’échantillonnages.

Types de prélévement des féves Taille de Teneur en Ecart-types
I’échantillon | AGL moyenne
| Tirage aléatoire de lots de 10 2 11 g de 8 3,33° 0,09°
poudre
Tirage aléatoire de lots de 10 féeves 8 1,24>¢ 0,694
Tirage aléatoire de lots de 15 féves 6 2,55%¢ 2,08%%¢
Tirage aléatoire de lots de 20 féves 6 2,40™¢ 1,30%%¢

Les moyennes affectées en exposant des mémes lettres alphabétiques ne sont pas significativement différentes

selon le test de Student a .P=0,9995

Les écarts-types affectées en exposant des mémes lettres alphabétiques ne sont pas significativement différentes

selon le test de Fischer a .P=0,99.

I1.2.- INFLUENCE DE LA QUALITE, DE L’INTEGRITE PHYSIQUE DES FEVES
ET DE LA DECONTAMINATION DES FEVES

L’influence de I'intégrité physique des feves sur la formation d’AGL du cacao a été

étudiée a partir d’un lot de féves entiéres fractionné en deux échantillons. Les feves du

premier échantillon ont été grossierement broyées et celles du second sont restées intactes.
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Les deux échantillons ont été stockés dans les mémes conditions. La teneur en AGL a été
mesurée au cours du temps de stockage a partir de prélévements de 35 a 40 g.

[’influence de la présence de microorganismes dans le cacao sur la teneur en AGL a
été étudiée en décontaminant deux lots indépendants de brisures artificielles obtenues a partir
de feves noires. La décontamination a été réalisée par trempage dans une solution de peroxyde
d’hydrogeéne a 5%. Apres séchage puis emballage aseptique des échantillons décontaminés
dans des flacons stériles (35 a 40 g/flacon) a eu lieu le stockage dans les mémes conditions
que les échantillons non traités qui ont servi de témoins. La teneur en AGL a été¢ mesurée au
cours de 12 semaines de stockage.

Les résultats obtenus de cette étude montrent que les teneurs en AGL initiales des
feves collées (6,23%), des feves noires (7,48%) ainsi que celle des brisures naturelles (10,3%)
sont nettement plus élevées que la teneur en AGL des féves saines (0,48%). En 12 semaines
de stockage, la teneur en AGL des féves saines varie seulement de 0,48 a 0,78% alors qu’elle
passe a 13,79 et a 13% respectivement pour les brisures naturelles (fig. 37) et pour les féves
collées (fig. 38). La variation observée pour les féves noires ne permet pas de caractériser
I’évolution de leur teneur en AGL (fig. 39).

La teneur en AGL des brisures artificielles de féves saines est passée de 0,55 a 9%
(fig. 37). Celles des brisures artificielles des féves collées et des féves noires varient
respectivement de 8,77 a 21,45% (tig.38) et de 8,88 a 18,8% (fig.39).

La teneur en AGL des brisures décontaminées reste pratiquement inchangée (8,17 a
8,66%) alors que celle des brisures non traitées augmente significativement (P<0,05, analyses
statistiques par régression quadratique par SigmaPlot V8.0) (fig. 40). Cette augmentation de la
teneur en AGL pour les échantillons décontaminés a ét¢ observée dans les deux essais réalisés
mais seul les résultats d’un essai ont été présentés.

Les féves noires proviennent vraisemblablement des cabosses atteintes par les agents
des maladies de pourriture comme les Phytophtora car ces agents rendent les féves de cacao
plus sensibles a I’action des moisissures des stocks comme les Aspergillus, les Mucor et les
Penicillium (Renaud, 1954). La formation des AGL dans ce type de féves est liée a I’action
des moisissures qui s’y développent. Cependant, la variation observée ne permet pas de
caractériser les féves noires. Cette limite provient vraisemblablement d’une hétérogénéité des
lots de cacao analysés (probleme d’échantillonnage).

La formation de féves collées peut étre expliquée par I'immaturité des fruits ou par
une mauvaise séparation des féves du rachis lors de 1’écabossage (Barel, 1998). La formation

des AGL dans ce cas résulte probablement d’un séchage insuffisant des féves. Cette
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insuffisance de séchage est a relier a la présence d’une crolte superficielle qui enrobe
plusieurs féves. Cette crolte empéche I’évaporation de I’eau contenue a I'intérieur des féves
(Barel, 1998). Les fortes teneurs en eau qui en résultent favorisent le développement des
moisissures qui peuvent sécréter des lipases extracellulaires. Ces lipases extracellulaires
auraient pour action de contribuer a la formation des AGL en hydrolysant les triglycérides du
beurre de cacao (Wood and Lass, 1985).

Les brisures naturelles résultent d’un séchage excessif du cacao suivi d’une
manutention et d’un stockage du cacao favorables a la formation de brisures. La formation
massive d’AGL dans ce type d’échantillon semble étre favorisée par une plus grande surface
de contact entre la matiere grasse du cacao et le systeme lipolytique impliqué ce phénomeéne
comme |’a supposé Oyeniran (1980). Cette observation est confirmée par la forte
augmentation des AGL constatée a partir de toutes les brisures artificielles réalisées a partir
des feves quelle que soit leur qualité. Ceci révele I'importance de I’intégrité physique des
féves (présence des coques) qui jouerait un role crucial dans le ralentissement du processus de
formation des AGL en assurant une barricre face a I’action de lipases responsables de la
formation des AGL du cacao. Ceci suggere clairement que 1’activité lipasique impliquée dans
la formation des AGL du cacao est d’origine exogeéne. Le role protecteur des coques dans la
préservation de la qualité des aliments a ét¢ déja démontré par Poisson et Cahagnier (1979)
chez d’autres cultures comme les céréales. Les fortes teneurs en AGL des féves
défectueuses sont dues a la qualité des féves et a leur état physique.

Au cours du stockage, 1’augmentation sensible de la teneur en AGL déja élevée des
feves défectueuses suggere que la durée de stockage a une influence sur 1’évolution de la
teneur en AGL. Cette influence augmente avec la teneur initiale, lorsque I’intégrité physique
des féves est mal préservée et si la qualité initiale du cacao est défectueuse. Ces observations
indiquent évidemment que la formation des AGL du cacao est due a une activité lipasique
d’origine exogéne. [’arrét de la formation des AGL observé aprés décontamination des
brisures artificielles de féves noires démontre que I’hydrolyse des triglycérides du beurre de
cacao est due a la présence des microorganismes. Ceci met en évidence que [’activité
lipasique d’origine exogéne impliquée dans formation d’AGL du cacao provient des
microorganismes. Des résultats comparables ont été obtenus pour 1’acidification d’autres

matiéres grasses comme le beurre de karité (Jacosberg, 1977) et I’huile de palme (Hiol, 1999).
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I11.3.- INFLUENCE DU MODE DE STOCKAGE

I11.3.1.- Mesure de la teneur en AGL par la méthode acido-basique

Il a été¢ démontré que la formation des AGL du cacao est reliée a la présence de
microorganismes dans le cacao. L’intérét d’étudier I’influence du mode de stockage sur la
formation des AGL du cacao provient du fait que I’aptitude d’un microorganisme a se
développer sur un substrat est régulée par plusieurs facteurs dont la composition de
I’atmosphére. Cette étude a été réalisée a partir des brisures artificielles des feves noires d’un
méme lot fractionné en deux parts. Le stockage en atmosphére confinée a été réalisé en
emballant les brisures de cacao dans des flacons hermétiquement fermés et celui en
atmosphere renouvelée en plagant le produit sur un plateau au contact de I’air circulant dans
I’enceinte de I’armoire climatique. Deux essais indépendants ont été réalisés.

En 12 semaines de stockage, la mesure de la teneur en AGL par la méthode acido-
basique montre dans le premier essai que la teneur en AGL du cacao passe de 8,3 a 18,8%
pour les brisures conservées en atmosphere confinée et de 8,3 a 13% pour celles stockées en
atmosphere renouvelée (fig. 41a). Dans le second essai, la teneur en AGL passe de 3,69 a
17% et a 15% respectivement pour les brisures en atmosphére confinée et pour celles
conservées en atmospheére renouvelée (fig. 41b).

Dans les deux essais, la teneur en AGL des brisures en atmosphére confinée est plus
forte que celle des brisures en atmosphére renouvelée. A partir de ces résultats, il apparait
évident que le stockage confiné favorise plus la formation des AGL du cacao par rapport au
stockage en atmosphére renouvelée. Le mode de stockage du cacao a donc une incidence
sur la formation des AGL du cacao. Mais les résultats obtenus ne permettent pas de

conclure sur la nature de cette influence.
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Figure 41. Influence du mode de stockage sur la formation des AGL des
brisures de féves noires: a) essai 1, b) essai 2

I11.3.2.- Caractérisation des AGL majeurs du beurre de cacao et évaluation de la

teneur en AGL par chromatographie en phase gazeuse

Afin de conclure sur I’influence du mode de stockage du cacao sur la formation des
AGL, nous avons jugé utile d’étudier la qualité des différents AGL majeurs présents dans le
beurre cacao extrait des brisures en fin des deux types stockage employés. Au cours de cette
étude, bien que de manicre générale, I’acide myristique (C14 :0) n’est pas considéré comme

un acide gras majeur du beurre de cacao et que les données de la littérature signalent rarement
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sa présence, nous avons pris en compte sa teneur dans ’expression de ’acidité absolue
puisque nous l’avons identifié.

La caractérisation des AGL du beurre de cacao par chromatographie en phase gazeuse
(CPG) montre la présence des principaux acides gras (acides palmitique, stéarique, oléique et
linol€ique) et de I’acide myristique que I’échantillon ait €té conservé en atmosphere confinée
ou renouvelée (fig. 42a et b). La quantification des principaux acides gras du beurre de cacao
pour ’essai I montre les mémes teneurs relatives en acide palmitique et en acide stéarique
quel que soit le mode de stockage employé. En revanche, I’acide oléique est en quantité plus
importante en atmosphere renouvelée qu’en atmosphere confinée. L’inverse est observé pour
I’acide linoléique. Les teneurs absolue en AGL déterminées par CPG a partir de I"ensemble
d’acides gras identifiés, bien qu’inférieure aux teneurs déterminées par la méthode acido-
basique, confirment que la teneur en AGL de I’échantillon stocké en atmosphére confinée est

supérieure a celle de I’échantillon stocké en atmosphere renouvelée (Tab. 13).

Tableau 13. Teneur relative en AGL majeurs identifiés par CPG (%) du beurre de cacao des
brisures de féves noires conservées (12 semaines, 27°C) en atmosphére renouvelée et en
atmosphere confinée : essai 1.

AGL Brisures stockées en Brisures stockées en
conditions renouvelées conditions confinées

C16:0 21,83 22,6
C18:0 42,80 41,7
C18:1 30,5 20,6
| C18:2 4.9 15,04
Teneur absolue 5,91+0,28 9,57+0,41
(C14 :0 inclue)
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Figure 42. Chromatogrammes des AGL majeurs du beurre de cacao des
brisures de féves noires stockées 12 semaines a) en atmospheére renouvelée et
b) en atmospheére confinée : essai I

Comme dans [l’essai I, la caractérisation des AGL du beurre de cacao par
chromatographie en phase gazeuse montre la présence des mémes principaux acides gras
(acides palmitique, stéarique, oléique et linoléique) et de I'acide myristique quel que soit le
type de stockage adopté dans ’essai 2 (fig. 43a et b). En revanche pour cet essai, ’acidité du
beurre extrait des brisures stockées en atmosphére renouvelée est supérieure a celle du beurre
extrait des brisures stockées en atmosphere confinée. Quel que soit le mode de stockage, les
acides palmitique, stéarique et oléique ont les mémes teneurs relatives. Seule la teneur en
acide linoléique est légerement plus importante pour les brisures stockées en atmospheére

renouvelée que pour les brisures stockées en atmosphere confinées (Tab. 14).

Tableau 14. Teneur relative en AGL majeurs par CPG (%) du beurre de cacao des brisures de
féves noires conservées (12 semaines, 27°C) en atmosphere renouvelée et en atmosphére
confinée : essai 2.

AGL Brisures stockées en Brisures stockées en
o conditions renouvelées conditions confinées
C16:0 23,8 23
C18:0 39,5 41,1
C18:1 32,16 33,25
C18:2 4.20 2,68
Teneur absolue 5,8110,2 4,1540,05
(C14 :0 inclue)
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brisures de féves noires stockées 12 semaines en atmosphére renouvelée (a) et

en atmosphere confinée (b). essai 2

La teneur absolue en AGL des différents échantillons mesurée par la méthode acido-

basique est plus importante que celle déterminée par la CPG. Cette différence peut s’expliquer

par les pertes de matiéres qui ont lieu au cours des différentes étapes de la méthode

chromatographique surtout lors du grattage de la bande des AGL a partit des plaques de silice

utilisée dans la CCM, par 1’ évaluation de ’acidité du beurre par la CPG seulement a partir des

acides gras qui ont pu étre identifiés alors que la méthode acido-basique prend en compte

toutes les formes d’acidité présentes dans la mati¢re grasse. Toutefois, la valeur élevée de

I'acidité déterminée par CPG de I’échantillon stocké en atmosphére renouvelée pour ’essai 2

reste inexpliquée.

11 est clair que le mode de stockage du cacao a une influence certaine sur la teneur et la

nature des AGL formés sous I’action de lipases microbiennes. Mais, les résultats obtenus ne

permettent pas de conclure sur la caractérisation de cette influence.
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Conclusion

Les objectifs de cette étude étaient d’étudier les différents facteurs susceptibles
d’influencer la formation des AGL du cacao.

Les teneurs anormalement élevées en AGL n’ont été observées qu’a partir des féves
défectueuses (féves collées, noires et brisures naturelles). Ces teneurs augmentent durant le
stockage alors que celles des feves saines sont faibles et évoluent trés peu. Quelle que soit la
qualité des féves, la teneur en AGL augmente avec la formation des brisures. Toutefois,
I’hydrolyse du beurre de cacao est arrétée lorsque le cacao a été¢ décontaminé. Le mode de
conservation des féves a une incidence sur la formation des AGL mais les résultats obtenus ne

permettent pas de caractériser cette influence.
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Nous venons de montrer que la formation des AGL du cacao est sous la dépendance
de plusieurs facteurs dont principalement la présence de microorganismes, en combinaison
avec la qualité et I’état physique des feves. L objectif de cette partie de notre étude est de
déterminer résous la dépendance de quel(s) groupe(s) de microorganismes cette genése des

AGL s’opere.

1V 1.- EVOLUTION DE LA FLORE MICROBIENNE EN FONCTION DE LA
QUALITE DES FEVES

Cette étude a porté sur 11 lots de cacao de diverses qualités autres que ceux étudiés
précédemment. Ces lots ont été prélevés dans plusieurs régions cacaoyéres de Cote d’Ivoire
en février 2002. Le dénombrement de la flore microbienne a été effectué au cours du temps de
stockage de féves enti¢res ou brisées par la méthode de dilutions successives a partir d’une

solution mere préparée a partir de 5 g d’échantillons dans 45 ml de solution de peptone.

IV.1.1.- Evolution du nombre de bactéries

Le nombre initial de bactéries est plus faible dans les féves saines (=10* UFC/g de
cacao) que dans les feves collées et les féves noires (=10° UFC/g de cacao). En 3 mois de
stockage, le nombre de bactéries reste constant dans tous les lots étudiés. (fig. 44a, b et ¢).

La flore bactérienne bien qu'importante en début de stockage ne subit pas d’évolution
sensible au cours du stockage. Le nombre de bactéries reste constamment faible dans les féves
saines et plus important dans les féves défectucuses. La prolifération des bactéries dans les
feves collées apres un mois de stockage peut étre due a la forte teneur en eau initiale des feves
(9-10%) ou a une contamination par les mains au cours de la manipulation. Globalement, la
taible prolifération de la flore bactérienne dans les féves quelle que leur qualité est
vraisemblablement défavorisée par les conditions hydriques et thermiques de stockage.

Parallélement, la teneur en AGL des féves saines est trés inférieure a celle des féves
défectueuses. Celle des feves défectueuses de cette étude reste constante au cours du stockage.
Ces observations ne permettent pas de conclure avec certitude que la flore bactérienne est

impliquée dans I’hydrolyse du de cacao.
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IV.1.2.- Evolution du nombre de moisissures

Le nombre initial de moisissures des féves saines est faible (=102 UFC/g de cacao), il
est compris entre =10 et =10° UFC/g de cacao pour les féves défectueuses. Ce nombre
diminue progressivement dans les feves saines au cours du stockage puis atteint un niveau
non mesurable (<10 UFC/g) par la méthode de dénombrement utilisée. En revanche, il reste
constant dans les feves défectueuses (fig. 45a, b, et ¢).

Le développement des moisissures dans les féves défectueuses est expliqué par leur
sensibilit¢ importante & 1’infection fongique déja décrite par Wilbaux (1965). Un séchage
insuffisant du cacao a I’origine des fortes teneurs en eau peut favoriser ce développement des
moisissures.

Dans les feves noires en particulier, le développement de moisissures peut avoir été
favorisé par une attaque antérieure des cabosses au champ par les agents des maladies de la
pourriture tels que les Phytophtora comme I’avait déja signalé Renaud (1954). Certains
auteurs comme Boussard (1982) et Barel (1995) ont signalé également qu’un lot de cacao
peut devenir le siecge d’une infection importante si des feves affectées par les moisissures ou
par les agents de pourritures y étaient incluses. Les renseignements relatifs a la tragabilité ou a
I'itinéraire technique des lots de cacao analysés faisant défaut ou étant fragmentaires de fagon
générale, ils ne permettent pas de savoir ni ’état des cabosses ni les conditions de traitements
post-récolte ayant conduit a la formation des féves noires.

Le faible niveau de contamination du cacao sain par les moisissures est
vraisemblablement di a la compacité et aux conditions sanitaires des feves. La régression du
nombre de moisissures dans les féeves saines indique que ces féves constituent un mauvais
écosystéme pour leur développement. La compacité et les conditions sanitaires de ces féves
sont des facteurs vraisemblablement défavorables au développement des moisissures.
Toutefois, celles ci semblent avoir rencontré des conditions favorables a leurs activités vitales
dans les féves défectueuses. L’évolution constante de ces moisissures peut étre due a la
méthode de numération utilisée. En effet, de par leur structure mycélienne, les champignons
filamenteux ne peuvent étre évalués en terme d’individus comme les bactéries et les levures
(Guiraud, 1998).

En parall¢le, la faible teneur en AGL des féves saines est a relier a leur faible niveau de
contamination par les moisissures. La forte teneur en AGL des féves défectueuses alors trés
contaminées par les moisissures suggere que la formation des AGL du cacao peut étre reli¢e

au développement des moisissures.
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IV.1.3.- Evolution du nombre de levures

D’importantes quantités (’~~106 a108 UFC/g de cacao) de levures ont été décelées dans
les feves quelle que soit la qualité du cacao. Au cours du stockage, la population de levures
régresse sensiblement : elle diminue nettement dans les féves défectueuses alors qu’elle a
complétement disparu dans les féves saines (fig. 46a, b et ¢).

La présence de levures dans le cacao peut s’expliquer par leur prolifération massive
pendant la phase alcoolique de la fermentation du cacao ou elles jouent trés actif dans la
dégradation des sucres de la pulpe en éthanol et en gaz carbonique (Ostovar et Keeney 1973).
Contrairement a ces résultats, la présence de levures n’a pas été mise en évidence dans le
cacao marchand (Guénot et al., 1976).

La diminution du nombre de ces levures au cours du stockage peut s’expliquer soit par
I’épuisement des substrats glucidiques, soit par un antagonisme entre elles et les autres
microorganismes (bactéries et moisissures) ou encore par les conditions thermiques et
hydriques du stockage. Parallélement, tandis que les levures tendent a disparaitre, la teneur en
AGL des cacaos défectueux augmente. Ce qui suggere que les levures ne joueraient pas un
role actif dans la formation des AGL.

Les bactéries et les moisissures sont les microorganismes les plus abondants dans
le cacao marchand par rapport aux levures. La prolifération des bactéries et des
moisissures au cours du stockage est d’autant plus constante que la qualité des féves est
défectueuse. Alors que quelle que soit la qualité des féves la population de levures

régresse au cours du stockage.
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1V.2.- DETERMINATION DE LA NATURE DES MICROORGANISMES
LIPOLYTIQUES

Les propriétés lipolytiques des microorganismes capables de produire de la lipase dot
I’activité conduit a la formation des AGL ont été étudiées sur milieu Czapek additionné de
rhodamine B et enrichi en substrat lipidique. Le complexe formé entre ces AGL et la
thodamine B est visionné par grace a sa fluorescence aux rayons UV.

Aucune souche de levure n’a été déterminée car les levures isolées lors de notre étude
ne sont pas lipolytiques.

Parmi les 10 souches bactériennes décelées, seulement 3 souches lipolytiques ont été
déterminées par I’utilisation des tests de coloration et de la galerie API 20E spécifique pour
I’identification des entérobactéries. Parmi ces bactéries lipolytiques, Pseudomonas cepacia,
Proteus mirabilis, Chrysoeomonas luteola ont €t¢ identifiées a un seuil de probabilité de 80%.
Ces souches lipolytiques ubiquistes ne sont pas dominantes parmi la flore bactérienne. Leur
présence dans le cacao n’affecterait pas particuliérement la formation des AGL.

La détermination des moisissures a ¢été effectuée par I’Institut de Mycologie de
I’Université Catholique de Louvain (Belgique). Il a été identifié 4dbisidia corymbifera (Cohn)
Saccardo & Trotter (tig. 47a), Rhizopus oryzea Went & Prinsen Geerlings (fig. 47b),
Aspergillus tubingensis (Schober) Mosseray (fig. 47¢), Aspergillus flavus Link : Fries (fig.
47d), Aspergillus tamarii Kita (fig. 47e), Penicillium chrysogenum Thom (fig. 47f), Monilia
sp. (fig. 47g). La présence de ces moisissures a I'exception de Monilia sp. dans le cacao
marchand avait €té déja signalée par la littérature (Hansen, 1975, Niles, 1981, Dharmaputra et
al., 1999) et dans divers autres produits végétaux stockés comme le tournesol (Guénot et
Poisson, 1974), les graines d’arachide (Waliyar et Zambettakis, 1979), les céréales (Poisson et
al., 1981) et le café (Garay et al., 1987). Ces moisissures rencontrées dans 1’environnement
ont d{i contaminé le cacao pendant les différentes étapes de traitements post-récoltes a partir
de D’air, du sol, des outils d’écabossage et de fermentation. Leur développement ultérieur a
donc pu étre favorisé par un mauvais séchage du cacao ou un stockage défectueux.

Toutefois il est probable que la formation des AGL du cacao se réalise sous I’action
d’activités de lipases produites par les moisissures considérées plus fortes que celles d’origine

bactérienne (Mossel et al., 1995).
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Figure 47. Culture des différentes especes de moisissures isolées du cacao
marchand sur milien PDA : Absidia corymbifera (a), Rhizopus oryzae (b),
Aspergillus tubingensis (c), Aspergillus flavus (d), Aspergillus tamarii (e),
Penicillium chrysogenum (f), Monilia sp. (g)
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Figure 6. La récolte du cacao par des paysans africains. Source :
http://www.perso.wanadoo.fr/rene.oster/chocolat1

1.4.2.- L’ecabossage

Contrairement aux apparences, 1’écabossage n’est pas une opération mineure qui ne
consisterait pas qu’a ouvrir les cabosses pour en extraire les graines (Barel, 1995).
L’ouverture des cabosses, encore aujourd’hui manuelle, s’effectue avec un couteau ou une
machette ou encore en les frappant avec un morceau de bois ou une pierre. Bien que trés
répandu, 1’usage d’outils tranchants est & proscrire afin de ne pas blesser les graines. Il a été
conseillé durant longtemps d’écabosser le cacao immédiatement aprés la récolte. Cependant,
différentes études (Barel, 1987 ; Mossu, 1990) ont montré que parfois la pratique d’un
écabossage différé est bénéfique pour la diminution de I’acidité des féves. La durée idéale de
ce stockage varie de 5 a 6 jours selon les lieux de production (Barel, 1998). Le planteur
ivoirien, par exemple, a I’habitude de stocker ses cabosses de cacao sur la plantation en tas
(fig. 7) par manque de main d’ceuvre pour 1’écabossage (fig. 8) (Guéhi, 2002). Une fois les
cabosses ouvertes, il est important de bien séparer les féves les unes des autres non seulement
mais aussi du rachis afin d’éviter ’accolement de féves qui aboutit a la formation
d’agglomérats de féves ou grabos. En effet, la présence du rachis et les féves collées qui en
découlent empéchent une pénétration correcte de I’air dans la masse. Ceci entraine
d’importants problémes de fermentation. De plus, ces agglomérats forment des masses

compactes qui ne peuvent étre séparées qu’en produisant des brisures si les féves collées sont
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1V.3.- FREQUENCE ET ABONDANCE DES DIVERSES ESPECES DE
MICROORGANISMES LIPOLYTIQUES ISOLEES DU CACAO

La fréquence et 1’abondance des microorganismes lipolytiques notamment des
moisissures ont été déterminées dés le préléevement des échantillons. Un intérét tout particulier
a été porté aux moisissures car leur nombre élevé dans les féves défectueuses contenant des
teneurs élevées en AGL semble étre en relation la formation des AGL du cacao. Par
fréquence, 1l faut entendre le nombre de fois ou une espéce a été¢ décelée par rapport au
nombre total d’échantillons examinés. [.’abondance rend compte de la quantité moyenne de
germes fongiques viables polluant le produit (Moreau, 1979).

Les résultats de cette étude montrent que les Mucorales sont a la fois les plus
fréquentes et abondantes. Ensuite viennent les Aspergillus avec Aspergillus tubingensis la
plus fréquemment décelée et la plus abondante, suivie de Aspergillus flavus et de Aspergillus
tamarii. Cette derniére semble se rencontrer occasionnellement dans les féves cacao intactes
et plus fréquemment aprés la formation des brisures. Les Penicillium représentés par P.

chrysogenum sont trés fréquents mais peu abondants dans le cacao. Enfin, Monilia sp. est

e

faiblement abondante et rencontrée dans un nombre réduit d’échantillons (Tab. 15). T

La difficulté¢ de déceler Monilia sp. semble provenir du fait qu’elle soit un agent de la
maladie de pourritures. Christensen et Kaufmann (1965) pensent que les moisissures qui
attaquent les denrées alimentaires au champ tendent a céder la place aux moisissures de stocks
(Aspergillus, Penicillium) pendant le stockage des produits. En fait, cette hypothese n’est pas
totalement vérifiée car selon Mossel (1995) certaines moisissures (du genre Altenaria) qui
attaquent le végétal au champ sont capables de se développer pendant le stockage des
produits.

La présence dominante des Mucorales, déja décrite par Guénot ef al. (1976) peut
s’expliquer par le fait que le cacao est un substrat propice au développement de ces
moisissures. En effet, généralement lipolytiques (Hiol, 1999), elles seraient capables de vivre
au dépens de n’importe quel substrat lipidique. La présence des Aspergillus est expliquée par
leurs caractéristiques de moisissures des stocks déja décrites par Christensen et Kaufmann
(1965) mais aussi par leurs potentialités a produire des lipases.

Les Mucorales sont donc les moisissures les plus abondantes et les plus
fréquemment rencontrées dans les féves de cacao marchand, viennent ensuite les

Aspergillus puis les Penicillium.
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Tableau 15. Analyse de la fréquence et de I’abondance des souches de moisissures isolées a
partir de 16 échantillons de féves de cacao marchand en provenance de Céte d’Ivoire.

Moisissures Fréquence Abondance
Absidia corvmbifera (Mucorales) ++++ 4t
Rhizopus oryzae (Mucorales) ++++ +++
Aspergillus tubingensis +++ ++
Aspergillus flavus +++ +
Aspergillus tamarii + Non décelée
Penicillium chrysogenum ++++ ++
Monilia sp. ++ +

Fréquence : ++++ tres fréquentes (> 80%)
+++ fréquentes (50 a 80%)
++ Occasionnelles (10 a 50%)
+ Accidentelles (< 10%)

Abondance : ++++ tres abondantes (> 100000 UFC/g de cacao)
+++ Abondantes (50 & 100000 UFC/g de cacao)
++ Assez abondantes (10 & 50000 UFC/g de cacao)
+ Peu abondantes (< 10000 UFC/g de cacao)

VI.4.- RELATION ENTRE LA VARIATION DE LA TENEUR EN AGL ET LE
DEVELOPPEMENT DES MICROORGANISMES DANS LES FEVES DE CACAO

Le développement de microorganismes est considéré comme un facteur majeur associé
a la dépréciation de la qualité des aliments au cours du stockage. Dans un certain nombre de
cas, des relations ont €t¢ bien établies entre le développement des moisissures et certains types
de dégradations des substrats (Poisson et Cahagnier, 1979). Dans cette étude, des essais de
mise en relation entre la formation des AGL et la présence des microorganismes (bactéries,
moisissures lipolytiques, flore lipolytique totale) ont €té mis en ceuvre par des analyses
statistiques des données obtenues au cours du stockage. Une analyse statistique a ¢été réalisée
avec le logiciel SAS.

Ces analyses montrent que la probabilité pour qu’il y ait une relation entre la
formation des AGL et la présence de la flore lipolytique totale (bactéries et moisissures) est
faible pour chaque mois de stockage considéré. Cette probabilité est également faible pour la
relation entre la teneur en AGL et la présence des bactéries lipolytiques. En revanche, elle
probabilité est forte lorsque l'on considére toute la durée de stockage (P=0,0003). La
probabilité pour que la présence de forte teneur en AGL soit liée a celle des moisissures est
significative pour chaque mois de stockage considéré individuellement et hautement
significative pour toute la durée totale du stockage (P<0,0001) (Tab. 16).

Ces résultats permettent de conclure que la formation des AGL est liée a la présence
des microorganismes et que I’hydrolyse des triglycérides du beurre de cacao est due en grande

partie a I’action des microorganismes lipolytiques notamment les moisissures.
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Ainsi la flore lipolytique totale contribue certes a la formation des AGL du cacao
mais le développement des moisissures y tient une part prépondérante comme ’ont déja
soutenu Guénot ef al. (1976). Un phénoméne analogue a été déja démontré dans
’acidification de |'huile de palme pendant le stockage des fruits de palme (Hiol, 1999), dans
celle du beurre de karité pendant le stockage des amandes de karité (Jacosberg, 1977) ainsi
que dans celle de I’huile de tournesol pendant le stockage des akénes de tournesol (Guénot et
Poisson, 1974)

Tableau 16. Probabilités de la relation entre la teneur en AGL et la présence des

microorganismes lipolytiques durant le stockage. (N=16 échantillons)

Durée de stockage | Moisissures Bactéries Flore lipolytique totale
(mois) lipolytiques lipolytiques

Avant le stockage P=0.0065" P =0,1182"™ P=03111"
R*=0,65 R*=0,41 R*=0,27

1 P =0,0005" P =0,0864™ P =0,0842"™
R?=0,77 R%=0.44 R*=0,40

2 P =0,03" P =0,0029"" P =0,0107"
R?=0,52 R*=0,69 R*=0,61
3 P =0,0586™ P =0,1659"™ P=0,17™
R?=0,48 R’=0,36 R*=0,36

Pendant toutela | P <0,0001" | P=0,0003"" P=0,0011"
durée de stockage R2=O,48 R2=O,44 R’= 0,40

" non significatif, "peu significatif, " significatif.  hautement significatif

IV.5.- ETUDE DE LA CROISSANCE DES MOISISSURES EN PRESENCE DU
BEURRE DE CACAO ET BIOSYNTHESE DE LA LIPASE DU RHIZOPUS ORYZAE

I1L.5.1.- Croissance des moisissures en présence de différents substrats lipidiques.
L’étude des propriétés lipolytiques des moisissures a montré que toutes les souches de
moisissures isolées du cacao sont capables de produire de la lipase. Les activités des lipases
produites par les moisissures en présence de substrats lipidiques ont été comparées par 1’étude
de la croissance des colonies sur milieu riche en huile de colza ou en beurre de cacao. La
croissance de chaque souche a été étudiée au cours du temps de culture par la mesure du
diamétre de la zone de fluorescence a la lumiére ultra violette a I’aide d’un pied a coulisse a

partir de trois boites de Pétri.
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Les résultats montrent que la croissance de R. oryzae et de A. corymbifera est
supérieure a celle des autres moisissures que ce soit en présence de I’huile de colza ou du
beurre de cacao. La croissance de Monilia sp. est plus forte en présence du beurre de cacao
qu'en présence de I'huile de colza. Ses propriétés lipolytiques dépendent de la qualité du
substrat lipidique en présence. P. chrysogenum pousse moins bien en présence du beurre de
cacao qu'en présence de I'huile de colza. A I'inverse de A. tamarii, les colonies de
Aspergillus flavus et de A. tubingensis croissent plus vite en présence du beurre de cacao
qu’en présence de I'huile de colza (fig. 48 et 49).

La forte croissance des espéces de R. oryzae et de A. corymbifera sur milieu enrichi en
substrats lipidiques peut s’expliquer par leur appartenance aux Mucorales dont les propriétés
lipolytiques sont fortes (Hiol, 1999). La fréquence, I’abondance ¢€levées de R. oryzae et de A.
corymbifera ainsi que la relation établie entre la formation des AGL du cacao et le
développement des moisissures suggerent que ces deux espéces jouent un role actif dans la
formation des AGL. La croissance relativement lente de P. chrysogenum en présence du
beurre de cacao et en présence de I’huile de colza démontre que cette souche dégrade mal les
substrats lipidiques. De ce fait, sa présence dans les féves ne peut étre mise en relation avec
’hydrolyse du beurre de cacao. Les Aspergillus ont une croissance spécifique a chaque
espece. A. flavus et A. tubingensis croissant plus vite en présence du beurre de cacao qu’en
présence de 'huile de colza contrairement a 4. tamarii semblent donc plus impliquées dans
I’hydrolyse du beurre de cacao que 4. tamarii.

Les fortes potentialités lipolytiques de Monilia sp. permettent de supposer que cette
moisissure joue également un réle dans la formation des AGL du cacao. Mais ses
caractéristiques de moisissure des champs ; et ses faibles abondance et fréquence permettent
de supposer qu’elle jouerait beaucoup plus un réle de facilitation pour le développement des
moisissures des stocks

Au regard des fortes potentialités lipolytiques de toutes les souches de moisissures
isolées des échantillons de cacao marchand a Pexception P. chrysogenum, il apparait

clairement que les moisissures sont a ’origine de la formation des AGL du cacao.
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Figure 48. Croissance des moisissures isolées du cacao marchand sur milieu
Czapeck en présence de l'huile de colza
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Figure 49. Croissance des moisissures isolées du cacao marchand sur milieu
Czapeck en présence du beurre de cacao
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IV.5.2.- Biosynthése de la lipase pendant la croissance de la biomasse de R. oryzae

Dans cette partie de 1’étude, la biosynthése de la lipase de R. oryzae a été réalisée. Une
étude partielle de ses conditions optimales de fonctionnement a été mise en ceuvre. Le choix
de cette moisissure a été motivé par sa dominance parmi la mycoflore isolée du cacao ainsi
que par ses fortes propriétés lipolytiques par rapport a toutes les autres moisissures identifiées.
L’implication des Mucorales déja évoquée par Guénot ef al. (1976) dans la formation des
AGL du cacao a aussi orienté ce choix.

Une suspension de spores a été préparée a partir d’une jeune culture de R. oryzae. Un
milieu liquide de pré-culture enrichi en glucose (5%) a €té inoculé. Apres 48 h de culture a
28°C sous agitation, le mycélium lavé aseptiquement avec de l’eau physiologique a été
repiqué en milieu Czapeck liquide contenant I’huile de colza a 0,5%. Le milieu de culture a
été¢ incubé a 28°C sous agitation, les mesures de la quantité de biomasse produite et de
activité lipasique du surnageant de culture ont été réalisées a pH 7 en présence de la trioléine
a 5 mM au cours de la croissance du germe.

Les résultats de cette étude montrent une augmentation de I’activité lipasique de 0 a
1,2 pmol/mg/min dans la phase exponentielle de la production de la biomasse en 48-50 h de
culture. Aprés 45 a 50 h de culture, ’activité lipasique diminue jusqu’a atteindre 0,4
umol/mg/min avec I’arrét de la croissance du germe (fig. 50).

La régression de I’activité lipasique dans le milieu de culture est liée a I’arrét de la
croissance du germe a cause soit de 1’épuisement des compos€s nutritionnels comme I’huile
de colza (source de carbone), I’extrait de levure (source d’azote), soit de la sécrétion de

protéases dans le milieu de culture.
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Figure 50. Mesure de I’activité lipasique et de la quantité de biomasse dans un
milieu Czapeck-Dox en présence d'huile de colza a 28°C au cours de la
croissance de R. oryzae (isolé des féves de cacao)

IV.6.- DETERMINATION DES CONDITIONS DE FONCTIONNEMENT DE

L’ACTIVITE LIPASIQUE DU RHIZOPUS ORYZAE

La détermination des conditions optimales de fonctionnement de 1’activité lipasique du R.

oryzae a ¢été réalisée sur 100 pl de surnageant de culture considéré comme 1 extrait

enzymatique et prélevé en phase exponentielle de la croissance du germe (30 h d’incubation).

Ce volume a été complété a 900 pul par ajout de tampon KH,PO4/K,;HPO4 (50 mM, pH 7) puis

100 pl d’émulsion a base de la trioléine de concentration finale dans le mélange réactionnel

de 5 mM y ont été ajoutés. Le mélange réactionnel a €t€ incubé a 37°C pendant 5 min.

1V.6.1.- Influence du pH

L’influence du pH a été étudiée avec deux solutions tampons : tampon citrate (50 mM,

pH 2.,7-7) et tampon tris/HCI (50 mM, pH 7-8.8).

L’activité lipasique du R. oryzae fonctionne a un pH optimal proche de 7. Cette activité

est affectée par des pH inférieurs et supérieurs a pH 7 (fig.

51).
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Figure 51. Influence du pH sur le fonctionnement de l'activité lipasique du R.
oryzae 1solé des féves de cacao.

1V.6.2.- Influence de la concentration en extrait enzymatique
Cette étude a €té réalisée avec des volumes croissants d’extrait enzymatique compris
entre 100 et 500 pl. Les différents volumes ont €été¢ complétés a 900 pl par ajout de solution
tampon phosphate (50 mM, pH 7).
Les résultats obtenus montrent que Iactivité lipasique augmente proportionnellement

avec la concentration en extrait enzymatique du milieu réactionnel (fig. 52).
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Figure 52. Influence de la concentration en extrait enzymatique sur [’activité
lipasique du R. oryzae isolé des féves de cacao.
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IV.6.3.- Influence de la nature du substrat

La lipase de R. orvzae hydrolyse un grand nombre de substrats : les triglycérides
(trioléine, tricapryline, trioctanoine) et les di-glycérides de synthése, les triglycérides des
maticres grasses naturelles telles que I’huile d’olive (Salleh e al., 1993). L activité lipasique
du R. orvzae en présence du beurre de cacao a été comparée a celle mesurée en présence
d’autres substrats d’origine végétale comme les huiles de lin, de soja, d’olive, et de colza.
Tous les substrats ont ét¢ préparés dans des émulsions & une méme concentration en matiére
grasse (250 mg.ml™). La concentration lipidique finale dans le milieu réactionnel est de 25
mg.ml™.

Les résultats de cette étude montrent que l'activité lipasique du R. orvzae isolé du
cacao possede une plus grande “affinité” pour le beurre de cacao et I’huile de lin par rapport
aux autres maticres testées (fig. 53).

“L’aftinité” de la lipase du Rhizopus oryzae pour le beurre de cacao peut étre
expliquée par une adaptation ou une prédisposition de la souche R. oryzae a utiliser le beurre
de cacao comme substrat nutritionnel.

“L’affinit¢” pour |'huile de lin par rapport aux autres huiles testées est
vraisemblablement due a la qualité de I’émulsion a base d’huile de lin plus favorable au
fonctionnement de la lipase que celle des émulsions a base des huiles de soja, d’olive et de
colza. L’acide gras majeur de I’huile de lin par exemple est I'acide linolénique (50-70%),
alors que celui de "huile d’olive est I’acide oléique (55 a 85%) (Ucciani. 1995). La nature et
les propriétés physico-chimiques des acides gras constitutifs ne peuvent étre envisagées pour
expliquer cette “affinité”. Certes, ces propriétés spécifiques des acides gras constitutifs
majeurs des triglycérides déterminent la qualité de I'interface huile / eau dans les émulsions
(Malcata et al., 1992 ; Egloft et al., 1995). Mais le beurre de cacao a une composition en
acides gras constitutifs différente de celle de I'huile de lin. “L’affinité” de la lipase du R.
oryzae pour ces deux types de matiéres grasses peut étre reliée a la présence de cofacteurs

indéterminée dans les deux matieres grasses.
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Figure 53. Influence de la nature du substrat sur l'activité lipasique du R
oryzae isol¢ des feves de cacao

1V.6.4.- Influence de la température de réaction

Dans les conditions expérimentales utilisées, la lipase du R. oryzae présente une plus
grande “affinité” pour le beurre de cacao et I’huile de lin. Comme le beurre de cacao a un
point de fusion élevé plus €levé que I'huile de lin, celle-ci a été utilisée pour étudier
I’influence de la température de réaction sur |’activité lipasique. L’étude a été réalisée en
incubant des mélanges réactionnels de méme composition a des températures comprises entre
25 et 55°C.

Cette étude a montré que I'activité lipasique du R oryzae est optimale a une
température inféricure a 45°C (fig. 54). La température optimale ¢tudiée par Essamri et al.
(1998) et Hiol et al. (2000) est de 35°C. Cette différence de température optimale peut étre
expliquée par la méthodologie utilisée, par la différence entre les souches ou par 1’origine

intra ou extracellulaire entre la lipase mise en évidence et celle étudiée par Hiol ef al. (2000).
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Figure 54. Influence de la température de réaction sur l'activité lipasique du R.
oryzae 1solé des feves de cacao.

Conclusion

Les feéves saines sont moins contaminées par les microorganismes que les féves
défectueuses. Au cours du stockage, le nombre de levures diminue tandis que celui des
bactéries est constant quel que soit la qualité du cacao. Le nombre des moisissures diminue
progressivement dans les féves saines alors qu’il est constant dans les féves défectueuses. Une
relation a été établie entre la formation des AGL du cacao et la flore lipolytique totale. Parmi
cette flore, les moisissures jouent un role prépondérant. Cette mycoflore est constituée de 7
especes de moisissures dont, par ordre d’abondance et de fréquence, Absidia corymbifera,
Rhyzopus oryzae, Penicillium chrysogenum, Aspergillus flavus, Aspergillus tubingensis,
Aspergillus tamarii et Monilia sp. Ceci a permis de conclure que la formation des AGL du
cacao n’est pas due a une autolyse enzymatique. Mais elle se fait plutot sous I’action de
lipases d’origine exogéne notamment microbienne en combinaison avec d’autres
facteurs comme la qualité des feves de cacao, leur état physique et leurs conditions de
stockage. [’étude des propriétés lipolytiques des moisissures en présence de substrats
lipidiques (huile de colza et beurre de cacao) a montré que R. oryzae et A. corymbifera ont des
propriétés lipolytiques plus fortes que les autres moisissures. La biosynthése de la lipase du R.
oryzae a révélé une production importante de lipase pendant la phase exponentielle de
croissance du germe. Cette lipase présente une bonne activité a pH 7 a 45°C et une plus
grande “affinité” pour le beurre de cacao et I’huile de lin par rapport a I’huile de soja, d’olive

et de colza.

123



DISCUSSION GENERALE
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Les objectifs de cette étude étaient de :

- dtudier Porigine endogéne ou exogéne et les conditions de fonctionnement de
["activité lipasique ainsi que les facteurs impliqués dans la formation récurrente et saisonniére
des AGL du cacao en provenance de la Cote d’Ivoire,

- de formuler des propositions pouvant permettre d’apporter des solutions a ce
probléme majeur associé aux feves de cacao.

Les acides gras libres sont des acides carboxyliques issus généralement de I’hydrolyse
des triglycérides. Chez les végétaux, cette hydrolyse peut étre catalysée par une oxydation
chimique ou par une activité lipasique d’origine endogéne ou exogéne notamment
microbienne. L’oxydation chimique conduit a des acides carboxyliques a courtes chaines
aliphatiques alors que !’action enzymatique produit des acides gras a longues chaines
carbonées, des di- et mono-glycérides ainsi que du glycérol. L’activité lipasique d’origine
végétale endogene intervient rarement pendant la dormance. Elle se manifeste le plus souvent
pendant la germination. Dans un cas ou dans I’autre, la formation des AGL pendant le
stockage des produits végétaux est un facteur néfaste pour la préservation de la qualité des
matieres grasses qui en dérivent.

Au cours de cette étude, les conditions expérimentales utilisées n’ont pas permis de
mesurer d’activité lipasique a partir des feves fraiches. Une faible activité lipasique a été
mesurée a partir du cacao marchand. Cette activité lipasique présente deux pH optima (I’'un
acide et I’autre basique) et une plus grande “affinité” pour le beurre de cacao par rapport aux
autres substrats testés. La présence de deux pH optima reste difficile a expliquer. En effet, a
I’exception de quelques rares végétaux comme le ricin (Ory ef al., 1962), la nigelle (Mert et
al., 1995) et la noix de Barbode (Abigor ef al,. 2002) dont la lipase s’exprime pendant la
dormance et a des pH acides, la lipase de la majorité¢ des végétaux s’exprime pendant la
germination et a un pH alcalin (Wanasundara et al., 2001). Dans la plupart des cas, la lipase
végétale intervient activement trés souvent dans la mobilisation des réserves lipidiques pour la
production d’énergie nécessaire a la croissance de I’embryon et a I’entretien de la jeune plante
(Huang et al., 1988). Contrairement aux autres graines oléagineuses encore capables de
germer aprés le stockage, le cacao perd ses facultés germinatives aprés la fermentation et le
séchage (Quesnel, 1965 ; Barel, 1998). Certes la présence d’autres activités enzymatiques a
¢té signalée dans le cacao fermenté et séché (Hansen ef al., 1998 ; 2000 ; Yusep et al., 2002),
mais a notre connaissance aucune activité lipasique n’y a été signalée a ce jour. Plusieurs

tentatives d’amélioration de cette activité par I’utilisation d’activateurs de lipases végétales
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(Hills et Murphy, 1988), de détergents afin d’améliorer 1’extraction des protéines et
d’antioxydants ont échoué.

Ces observations rendent peu probable ’hypothése de Dorigine endogéne de
Pactivité lipasique mesurée a partir du cacao et n’ont pas permis de conclure avec
précision sur son origine.

A cause de I’apparition saisonniére et récurrente des fortes teneurs en AGL associée au
cacao, l'influence des facteurs liés aux itinéraires techniques de préparation du cacao
marchand (“génotype”, degré de maturité des fruits a la cueillette, délai d’écabossage, durée
de fermentation et durée de stockage) sur 1’activité lipasique mesurée a partir des féves ainsi
que sur la formation des AGL a été étudiée.

Les cinétiques de I’activité lipasique en fonction de ces facteurs obtenues de cette
é¢tude sont difficilement interprétables a cause de leur évolution fluctuante due
vraisemblablement a une variabilité importante des féves du méme lot de cacao. Ces
cinétiques difficiles d’interprétation peuvent provenir de plusieurs facteurs dont la faible
intensité de ’activité lipasique €tudiée, la forte hétérogénéité des lots de cacao, un probléme
d’échantillonnage et probablement I’inadaptation de la méthode de dosage utilisée. De plus,
les difficultés d’approvisionnement en échantillons appropriés et les faibles quantités de féves
¢chantillonnées n’ont pas permis un suivi rapproché des points de mesure de |'activité
lipasique au cours du stockage. En effet, le degré de maturité des fruits a la cueillette est
apprécié par la couleur qui reste un parametre trés subjectif. A cela s’ajoute la variabilité du
degré de fermentation des féves du centre vers la périphérie d’'une méme masse de cacao.
Tous ces facteurs rendent particulierement non aisée la mesure de 1’activité lipasique a partir
du cacao qui est un produit ayant subit de nombreuses transformations technologiques.
L activité lipasique mesurée a partir du cacao sain au cours du stockage est faible et varie peu
quel que soit le facteur étudié. Par ailleurs, la teneur en AGL du cacao sain est faible et ne
varie en fonction d’aucun des facteurs étudiés a I’exception de la durée de fermentation.
Malgré I’effet de la durée de fermentation, aucun cacao n’est affecté par une teneur en AGL
supérieure a la norme car la matiére grasse ne subit pas de transformation notable pendant la
fermentation du cacao (Schwan, 1998).

Les faibles teneurs en AGL du cacao sain pourraient étre mises en relation avec la
faible activité lipasique qui y a €té mesurée. Mais son niveau comparable a celle mesurée a
partir des brisures naturelles alors que celles-ci contiennent des teneurs anormalement élevées
en AGL démontre le contraire. [l apparait donc clairement que 1’activité lipasique impliquée

dans la formation des AGL du cacao est différente de celle mesurée a partir du cacao.
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En conclusion, ni le “génotype”, ni les traitements post-récolte du cacao ne
permettent I’obtention ni d’échantillons a forte teneur en AGL ni d’activité lipasique
importante. Lorsque les traitements post-récolte sont controlés, la teneur en AGL du
cacao sain est faible et évolue tres peu pendant le stockage.

Ces derniers résultats ont conduit les recherches vers 1’étude de I'influence de la
qualité des feves, de la formation des brisures ainsi que de la présence de la microflore
lipolytique inféodée aux féves sur ’apparition des AGL du cacao.

La mesure de la teneur en AGL a montré que seules les féves défectueuses (feves
noires, collées, brisures naturelles) et les brisures artificielles présentent des teneurs élevées et
croissantes en AGL durant le stockage. Les féves saines contiennent une faible teneur en AGL
qui évolue peu au cours du stockage.

Des teneurs excessives en AGL des féves défectueuses par rapport a celles des féves
saines indiquent que la formation des AGL est sous la dépendance de plusieurs facteurs
exogenes. Des teneurs élevées en AGL observées dans les brisures artificielles quelle que soit
la qualité des féves mettent en évidence le role protecteur des coques et de I’état physique
intact des féves. En effet, la décontamination des brisures artificielles de féves noires
initialement trés contaminées et contenant une teneur élevée en AGL ayant provoqué ’arrét
de la formation des AGL du cacao a permis de confirmer que la formation des AGL du
cacao n’est pas due a une activité lipasique endogeéne. Elle est a relier a la qualité des
féves et a la présence de microorganismes inféodées aux féves de cacao. L’action de ces
microorganismes est favorisée par la perte de I’intégrité physique qui favorise une mise
en contact directe entre le beurre de cacao et la lipase issue de ces microorganismes. Un
phénomene comparable a été déja signalé par Oyeniran (1980) qui a conclu que la formation
des AGL du cacao augmente avec la formation des brisures. D’autres problématiques
analogues ont été développées sur ’hydrolyse de I’huile de palme pendant le stockage des
fruits de palme (Hiol, 1999) et du beurre de karité pendant le stockage des amandes
(Jacosberg, 1977). Dans le cas des fruits de palme, il a été¢ montré que des activités lipasiques
d’origines fongiques sont essentiellement responsables de I’acidification de I’huile de palme.
Une action combinée des lipases d’origines endogeéne et exogéne notamment microbienne
(moisissures) a été mise en évidence dans I’augmentation de la teneur en AGL du beurre de
karité. Dans les deux études, il a été décrit que 1’action des lipases microbiennes s’intensifie
lorsque :

- les traitements post-récolte des produits végétaux ont été défectueux,

- les produits ont été¢ endommagés par des blessures ou des meurtrissures,
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- les produits meurtris ou non ont été conservés dans des conditions hydriques et
thermiques inappropriées favorisant le développement des moisissures.

A la lumiére des observations précédentes, une étude quantitative et qualitative de la
microflore lipolytique totale du cacao en cours de stockage a donc été entreprise. Cette étude
a révélé la présence de bactéries, de levures et de moisissures. Les féves saines sont
évidemment moins contaminées par les différents microorganismes que les féves
défectueuses. Au cours du stockage, le nombre de levures diminue considérablement quelle
que soit la qualité du cacao alors que celui des bactéries reste constant. Les moisissures
disparaissent des féves saines. Leur population reste constante dans les féves défectuecuses.
Parmi ces moisissures, il a ét¢ identifi¢ par ordre d’abondance et de fréquence Absidia
corymbifera, Rhyzopus oryzae, Penicillium chrysogenum, Aspergillus flavus, Aspergillus
tubingensis, Aspergillus tamarii et Monilia sp. Si la présence de levures dans le cacao est sans
danger pour la qualité des féves marchandes et peut se justifier par leur role dans la
fermentation, le développement des bactéries et des moisissures en particulier est par contre
un facteur défavorable pour la préservation de la qualité des feves. Leur développement est
favorisé par la qualité, la teneur en eau trop élevée des féves et par des taux élevées de
matieres étrangeéres.

L’étude des propriétés lipolytiques des différents microorganismes isolés a révélé
qu’aucune souche de levure n’est lipolytique. Seulement 3 des 10 souches de bactéries isolées
produisent de la lipase alors que toutes les moisissures isolées ont des propriétés lipolytiques.
Par ailleurs, les analyses statistiques réalisées par le logiciel SAS ont montré que la
probabilité pour que I’hydrolyse du beurre de cacao soit liée a la présence des
moisissures est tres significative (P<0,0001). Les moisissures jouent donc un roéle
prépondérant dans la formation des AGL du cacao. Ce résultat est comparable a ceux
obtenus par Guénot ef al. (1976).

Mais en réalité quelle est la signification du nombre de moisissures présentes dans le
cacao ? A cause de leur structure mycélienne, la numération des moisissures est plus difficile
que celle des levures et des bactéries. Cette structure mycélienne ne permet pas de considérer
les moisissures en termes d’individus (Guiraud, 1998). De plus, un faible niveau de
contamination du cacao par les moisissures ne peut étre considéré comme un critere de
garantie absolue de la qualité¢ du beurre de cacao. En effet, un lot de cacao peut étre séché a
température élevée aprés avoir €té le si¢ge d’une multiplication active des moisissures. Un tel
traitement pourrait entrainer la destruction des germes les plus importants sur le plan

lipolytique alors que les dégats auraient été déja commis comme ’ont remarqué Poisson et
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Cahagnier (1974). L’ action des germes détruits dans ce cas risque d’étre ignorée car une
analyse microbiologique ne donne de renseignement que sur 1’état de la microflore présente
au moment du prélévement. En outre, certaines lipases microbiennes peuvent continuer d’étre
actives méme en [’absence des germes ou des mycéliums d’ou elles proviennent (Jacosberg,
1977). L’ensemble de ces observations indique clairement que les critéres de compréhension
du mécanisme de la formation des AGL du cacao ne doivent pas se limiter seulement a la
quantité de la microflore impliquée. Ils doivent d’étendre sur les indications portant sur la
nature, sur les propriétés lipolytiques et surtout sur la capacité de cette microflore de sécréter
des lipases extracellulaires. Seules ces caractéristiques biochimiques et physiologiques des
germes inféodés a un lot de cacao peuvent en déterminer et refléter les conditions de stockage
satisfaisantes ou mauvaises et donc d’expliquer les causes des fortes teneurs en AGL relevées.

En vue de confirmer la dépendance de la formation des AGL du cacao vis a vis de
I’action des moisissures, la biosynthése et 1’étude des conditions de fonctionnement de la
lipase du R. oryzae isolé des féves de cacao ont été réalisées. Les résultats ont montré que
I’excrétion de la lipase est importante pendant la phase exponentielle de la croissance du
germe. Elle régresse lorsque la croissance du germe s’arréte. L’activité de cette lipase
présente un pH optimal voisin de 7, une température optimale comprise entre 45 et 50°C et
posséde une plus grande “affinité” pour le beurre de cacao parmi les autres matiéres grasses
testées (huiles de colza, d’olive et de soja). Cette “affinité” pour le beurre de cacao suggere
une contribution a part entiére du R. oryzae a la formation des AGL du cacao et de I’ensemble
des moisissures identifiées. Le R oryzae a été mis en cause comme 1’une des moisissures
responsables de I’hydrolyse de I’huile de palme (Hiol, 1999).

C’est le lieu de signaler que la récurrence et la saisonnalité¢ du probléme des fortes
teneurs en AGL qui affectent certains lots de cacao en provenance de la Cote d’Ivoire
peuvent étre liées aussi a deux pratiques culturales essentielles:

- la baisse de la main d’ceuvre cacaoyere a I’approche des fétes de fin d’année. Cette
baisse est due principalement au départ en vacances des employés ou manceuvres agricoles
pour la plupart étrangers .

- la diversification des activités agricoles vers la fin de la grande campagne cacaoyere
faisant intervenir les cultures vivrieéres. En effet, le début de I’année correspond a la
période de défrichement des terrains pour les cultures vivrieres.

Ceci met en évidence les causes socio-économiques de I’apparition des teneurs

anormalement élevées en AGL du cacao ivoirien.
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CONCLUSION, RECOMMANDATIONS ET
PERSPECTIVES
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Au regard des connaissances et des informations acquises a partir de ce travail, il
ressort que la formation des AGL n’est pas due a une activité lipasique endogéne au cacao. Ce
phénoméne est di a I’action de lipases d’origine microbienne particuli¢crement des
moisissures inféodées aux féves de cacao. Le développement de ces microorganismes et
I’action de leurs lipases sont favorisés par la qualité des feves, la formation des brisures et les
conditions de stockage du cacao. Des causes socio-économiques sont également associées a
ce probleme. Par ailleurs, d’autres facteurs indépendants du producteur peuvent aussi
influencer les teneurs en AGL du cacao :

- la faible quantité d’échantillons prélevés a partir de quantités considérables de lots de
cacao alors que la précision de la mesure de la teneur en AGL du cacao en dépend. Ce qui
peut soit sous évaluer ou surévaluer la teneur en AGL par rapport a la teneur réelle d’un lot de
cacao

- la divergence de signification et des intéréts des différents utilisateurs du cacao
marchand. En effet, la teneur en AGL du cacao est différemment considérée suivant que I’on
est producteur de poudre de cacao, beurrier ou chocolatier. Ceci peut amener certains
producteurs de cacao a ne pas accorder d’importance a ce critére de qualité qui pourtant prend
sa source dans la préparation du cacao marchand.

Les résultats obtenus de cette dtude permettent de proposer une série de
recommandations en vue de limiter la gravité et I’incidence des teneurs anormalement élevées
en AGL du cacao ivoirien. En effet, les attentes des consommateurs de chocolat se traduisent
de plus en plus en terme de qualité. Pour un pays producteurs comme la Cote d’Ivoire qui n'a
pas encore les moyens locaux de transformation d'une grande parie de sa production de cacao,
il est certes important de mettre [’accent sur la quantité¢ mais il est évidemment nécessaire et
urgent de privilégier la qualité. Afin d’abaisser la teneur en AGL du cacao a un niveau
recommandé, un programme qualité devra étre rapidement mis sur pieds par I’ensemble des
opérateurs de la filiére cacao. Ce programme ax¢ sur la sensibilisation et la formation ainsi
que l'assistance aux producteurs devra également impliquer tous les autres acteurs de la
filiere. Cette bataille pour la qualité contre le développement des moisissures doit résolument
se faire par la mise en place d’une politique de tragabilit¢ du cacao ivoirien, d'une
décentralisation des différentes structures de la filiere cacao plus particulierement celles
chargées du suivi et de l'amélioration de la qualité vers les zones de production et d’un
systtme HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point) dans la filiere afin d’apporter
les mesures correctives appropriées aux points critiques déja identifiés. Une attention

particuliére doit en conséquence étre accordée :
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- aux conditions de préparation du cacao

- a D’apparition des feves moisies ou issues des cabosses pourries ou de cabosses
affectées par les phytopathologies

- 4 I'instauration a tous les niveaux de la filiere d’un contrdle du taux d’humidité des
lots de cacao,

- aux mélanges réalisés entre des lots de cacao défectueux et des lots sains,

- aux moyens de transport afin d’écourter le temps de séjour du cacao chez le
producteur

En clair, une relation plus étroite entre une politique d’assurance qualité et le
conditionnement du cacao devrait étre créée en accordant aux producteurs eux-mémes et aux
coopératives reconnues en zones de production le plein controle de la qualité du cacao tout en
leur payant une prime a la qualité. En effet, toutes les mesures techniques préconisées avant
comme apres la commercialisation du cacao resteront lettre morte tant que producteurs et
commerg¢ants ne seront pas responsabilisés, n’en tireront pas profit et qu’ils n’y seront pas
légalement obligés.

Enfin, nous convenons évidemment avec les opérateurs de la filiére et les utilisateurs
du cacao que le probléme des AGL du cacao ivoirien est réel mais il est naissant. Par
consg¢quent, Si aucune mesure préventive ou corrective n’est mise en ceuvre des a présent,
cette situation risque de prendre de I"ampleur et les conséquences désastreuses pour le label
ivoirien déja éprouvé a l'échelle mondiale.

Nos résultats et recommandations ne peuvent prétendre qu’a une valeur d’informations
et non a de solutions définitives a ce probléme important de qualité qui se pose au niveau du
cacao ivoirien. En effet, ces résultats suggérent d’autres pistes de recherche intéressantes pour
la compréhension et la résolution d’autres problémes de qualité majeurs associés au cacao de
Cote d'Ivoire. A cette fin, ce travail nécessite d’étre poursuivi sous plusieurs angles par la
mise en ceuvre d’une série d’études :

- une étude régionalisée des fortes teneurs en AGL dans les principales régions
productrices de cacao en Cote d’Ivoire.

- une ¢tude conjointe de I'activité lipasique endogeéne et de la formation des AGL
puisqu’il est a présent connu que les lots de cacao défectueux contiennent des teneurs
anormalement élevées en AGL,

- une étude plus approfondie de I’influence de la méthode d’échantillonnage sur la

précision de la mesure de la teneur en AGL,
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- une étude du développement des moisissures en fonction des conditions de stockage
du cacao,

- une étude portant sur le criblage et le mode d’action des moisissures réellement
impliquées dans la formation des AGL du cacao,

- une étude des conditions de formation des féves noires affectées par des teneur
anormalement ¢levées en AGL parmi les différentes causes (cabosses atteintes par les
maladies de la pourriture, cabosses surmatures, mise en contact des féves avec une surface
meétallique lors du séchage),

- une étude des relations entre la formation des AGL et ’apparition des mycotoxines
comme I’Ochratoxine A et I’aflatoxine ainsi que de golts anormaux dans le cacao car des
teneurs anormalement élevées en AGL pourraient étres des marqueurs d’autres défauts de
qualité,

- une étude des conditions de production de mycotoxines par les moisissures dans la
masse de féves vu que les préoccupations majeures des consommateurs de chocolat

s’accentuent sur cet autre probleme de qualité des aliments d’une fagon générale.
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Etude de Porigine et des conditions de fonctionnement de I’activité lipasique impliguée dans la formation
' des acides gras libres du cacao marchand.

Résumé de thése : Les caractéristiques physico-chimiques et rhéologiques du beurre de cacao dépendent en
partie de sa tencur cn acides gras libres (AGL). Depuis quelques années. une hydrolyse du beurre de certains lots
de cacao de Céte d’Ivoire est observée de fagon récurrente et saisonniére. Bien que jamais réellement démontré,
le role de lipases a été avancé. Cette étude a eu pour objectifs d’identifier et de caractériser 1'activité lipasique
impliquée.

Une premiére approche a permis la mise en évidence d’une activité lipasique avec deux pH optima : 5,2
et 7.4, et une plus grande “affinit¢” pour le beurre de cacao par rapport 4 d’autres matiéres grasses a ¢t€ mise en
évidence dans la poudre de cacao dégraissée.

Une second volet d’expérimentations a révélé que pour des cacaos sains, aucun des facteurs comme le
génotype, Ic degré de maturité des fruits, le délai d’écabossage, la durée de fermentation et lc stockage prolongé
du cacao n'a permis l'obtention d’échantillons & forte tencur en AGL ni a activité lipasique importante. En
revanche, les féves défectucuses {féves noires, collées, brisures naturelles) et les brisures artificielles contiennent
des teneurs en AGL élevées croissantes pendant le stockage. Cette hydrolyse du beurre de cacao s’arréte apres
décontamination des féves.

Enfin, la comparaison de la teneur en microflore lipolytique. et particulierement en moisissures des
feves saines a celle des feves défectucuses, montre une relation entre niveau de contamination et teneur en AGL.
Les moisissures suivantes, ont ét€ identifiés : 4dbsidia corymbifera, Rhyzopus orvzae, Penicillium chrysogenum,
Aspergillus flavus, 4spergillus. tubingensis, Aspergillus tamarii et Monilia sp.

Ce travail permet de conclure que 'hydrolyse du beurre de cacao ne provient vraisemblablement pas
d'une autolyse enzymatique, mais fait plutét intervenir une activité¢ lipasique principalement de source
microbienne en combinaison avec d’autres facteurs comme la qualité des féves de cacao, leur intégrité physique
ainsi que leurs conditions de stockage.

MOTS CLES : Cacao, technologie, stockage, moisissurcs, acides gras libres.

Study of the origin and the operating conditions of the lipasic activity involved in the formation of the free
fatty acids in the commercial cocoa beans.

Abstract: Physical and chemical characteristics of cocoa butter depend partially on its free fatty acid contents.
For several years, hydrolysis of cocoa butter of certain batches of cocoa from Cote d’Ivoire was observed. To
date, although no lipase activity has been detected to our knowledge the role of lipase is strongly suspected. This
survey aimed to identify and characterise lipolytic activity involved in hydrolysis of coca butter.

Firstly, lipase activity displaying two optimum pH values (5.2 and 7.4) was detected from defatted cocoa
powder. The lipasc had a greater “affinity” for cocoa butter than for some others substrates studied.

In the second experimental protocol. lipase activity and free fatty acid (FFA) content were low in healthy
beans, regardless of genotype, degree of pod maturity, delay before pod opening and duration of fermentation or
of storage (climatic cabinet, 27°C. 75% HR). However high and increasing FFA contents were observed in
defective beans (black, clumps, naturally broken beans) and in artificially broken beans. But decontamination of
the beans blocked hydrolysis triglycerids of cocoa butter.

Finally, comparison of those micro flora content, and particularly of moulds content in hecalthy beans to
micro flora in defective beans showed that hydrolysis of cocoa butter was due to microbial lipolytic activity.
According to mouldy abundancc and frequency, Absidia corymbifera, Rhizopus oryzae, Penicillium
chrysogenum, Aspergillus flavus, Aspergillus tubingensis, Aspergillus tamarii and Monilia sp. were identified.

We conclude therefore that hydrolysis of cocoa butter was not due to endogenous lipolytic activity. Instead, it
involved microbial lipolytic activity associated with others factors such as the quality of the beans, their physical
and storage conditions.

Key words: Cocoa, technology, storage, moulds, free fatty acid.





