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Introduction

INTRODUCTION

Le cacao occupe une place de choix dans 1’économie mondiale : 3 740 000 tonnes/an pour
environ 7,5 milliards de $ (ICCO, 2008). L’Afrique seule fournit 70 % de la production
mondiale, I’essentiel de la production étant assurée par des exploitations familiales ; elle est
suivie de I’Asie (18 %) et de I’Amérique (12 %) ou on peut trouver des grandes plantations
(principalement au Brésil). Depuis 2005, I’exportation de féves de cacao est en perpétuelle
hausse. C’est ainsi prés de 80 % de la production qui est exportée. Les principaux
exportateurs de cacao sont les mémes que les producteurs a 1'exception du Brésil et de la

Malaisie qui transforment une part non négligeable localement.

L’Ochratoxine (OTA) est un métabolite secondaire toxique produit par certaines moisissures
essentiellement de genre Aspergillus dans les zones tropicales et Penicillium dans les zones
tempérées (Larsen et al., 2001 ; Castella et al., 2002). L’OTA posséde des effets
néphrotoxiques, immunotoxiques, tératogenes et cancérigenes (Kuiper-Goodman et Scott,
1989 ; Mantle et McHugh, 1993 ; Kuiper-Goodman, 1996 ; Hohler, 1998 ; Pfohl-Leszckowicz
et Castegnaro, 1999). Les graves risques qu’elle engendre sur la santé¢ des consommateurs ont
conduit les instances sanitaires de I’Union Européenne a établir des normes qui définissent les
limites maximales tolérables dans plusieurs denrées agricoles (céréales, raisins, café...). La
norme sur le cacao est en cours d’élaboration.

Selon le comité scientifique de 1’alimentation humaine, il est prudent de réduire I’exposition a
’OTA en dessous de 5 ng.kg” de poids corporel par jour.

Comme avec d’autres produits agricoles, il convient de déterminer les facteurs qui
interviennent dans la formation de I’OTA dans les féves de cacao afin de prendre des mesures
préventives, en attendant I’établissement de la norme. Dans les conditions actuelles de la
production cacaoyere par les pays producteurs, environ 30 % des lots exportés risquent d’étre
rejetés, avec des conséquences multiples. Pour les pays producteurs, cela se traduirait par une
baisse de rentrée de devises, avec des répercussions économiques et sociales alarmantes. Pour
les pays consommateurs, il peut y avoir pénurie, déséquilibre entre 1’offre et la demande,

créant une profonde crise sur I’économie de la filiére (Gerrit et Stegen, 2003).

La présence de I’OTA dans les feves de cacao est actuellement rapportée. Dés lors, plusieurs
travaux ont été réalisés sur son devenir dans les produits a base de cacao. En général, un faible

taux de contamination par I’OTA, du au decorticage (Bonvehi, 2004), est obtenu dans les
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produits manufacturés a base de cacao (CAOBISCO/ECA/FCC, 2003). La production de
I’OTA peut intervenir pendant toute la durée du processus post-récolte, le stockage et le
transport vers les pays importateurs. Les moisissures toxinogenes associées au cacao varient
en fonction de la provenance : A. carbonarius et A. niger ont été isolés d’un mélange de cacao
de Cote d’Ivoire et du Nigéria (Amézqueta et al., 2008), A. ochraceus, A. carbonarius, P.
verrucosum ont été isolés d’un cacao d’origine inconnue (Brera et al., 2003 ; Magan et

Aldred, 2005).

L’influence du type de traitement post-récolte sur la microflore fongique totale et
ochratoxinogene a été ¢tudiée sur le café (Suarez-Quiroz et al., 2004b, 2005). 11 est également
connu que la production d’OTA par les souches toxinogeénes peut étre fonction d’un certain
nombre de facteurs dont ’humidité, la température et la nature du substrat (Suarez-Quiroz et
al., 2004a ; Kokkonen et al., 2005). L’influence de ces différents facteurs, ainsi que celle de la
qualité intrinséque des féves (liées a leurs propriétés physico-chimiques : teneurs en caféine,
théobromine, épicatéchine) sur la toxinogénese reste a vérifier dans le cas du cacao. L’¢étude
de I'incidence du type de traitement post-récolte utilis¢ (fermentation en tas ou en caisse)
ainsi que I’état d’intégrité de la cabosse de cacao sur la microflore fongique totale et

toxinogéne (et sa production d’OTA) est également a réaliser.

Les Aspergillus noirs de la section Nigri contaminent la plupart des denrées agricoles, dont le
cacao (Gams et al., 1985). La section Nigri regroupe une biodiversité importante qui reste
difficilement dissociable, en particulier un groupe d’espéces trés voisines regroupées sous le
terme d’Aspergillus niger aggregate. A ce groupe appartiennent certaines especes
traditionnellement reconnues comme productrices d’OTA : A. niger et A. carbonarius, qu’il
conviendrait de savoir distinguer des autres Aspergillus noirs. La taxonomie des Aspergillus
noirs a déja été étudiée sur les critéres phénotypiques par plusieurs auteurs avec des résultats
parfois contradictoires (Al-Musallam, 1980 ; Kozakiewicz, 1989 ; Kusters-Van et al., 1991 ;
Samson, 1992 ; Accensi et al., 1999 ; Parenicova et al., 2000, Samson et al., 2004 ; Frisvad et
al., 2007 ; Geiser et al., 2007 ; Perrone et al., 2007 ; Samson et al., 2007). Seule la
combinaison des critéres phénotypiques et moléculaires permet de faire une classification

fiable.
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Les objectifs du travail réalisé ont donc été les suivants :

Etudier I’influence du type de traitement post-récolte sur la microflore fongique totale
du cacao.

Etudier I’influence du type de traitement post-récolte sur la microflore fongique
toxinogéne et la production de ’OTA.

Etablir I’influence de chaque étape de traitement post-récolte sur la microflore
fongique toxinogene et la production de I’OTA.

Etudier l’incidence de I’intégrit¢ de la cabosse et du délai d’écabossage sur la
microflore fongique toxinogene et la production de I’OTA.

Etudier in vitro les conditions de développement et de toxinogénése des souches
isolées, en particulier I’incidence de I’activité de I’eau (Ay,).

Etudier I’incidence de la composition chimique des féves de cacao (caféine,
théobromine, épicatéchine) sur la toxinogénése.

Proposer les moyens de prévention et de contrdle des moisissures toxinogenes isolées
du cacao

Etudier la biodiversité des Aspergillus noirs isolés du cacao.

Etablir d’éventuelles relations entre le génotype et la production de ’OTA

Etudier I’incidence des paramétres environnementaux et post-récolte sur la

biodiversité des Aspergillus noirs.

11
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Revue de la bibliographie

1- CACAO

1-1- ElIéments de botanique

Le cacao appartient a la famille des Sterculiacées, au genre Theobroma. L’espéce cacao est la
seule cultivée pour la production des graines destinées a la préparation du chocolat ou a
I’extraction du beurre de cacao (Pontillon, 1997 ; Lanaud, 1999 ; Wright, 1999).

Position systématique :

Ordre : Malvales

Famille : Sterculiacées

Tribu : Byttneriées

Genre : Theobroma

Espéece : cacao

Le genre Theobroma a été subdivisé en six sections regroupant vingt deux espéces par
Cuatrecasas en 1964 (cité par Villeneuve, 1982). Les féves de la plupart des espéces peuvent
étre utilisées en chocolaterie. Il s’agit de : Theobroma cacao (Figure 1), T. grandiflora, T.

bicolor, T. speciosa, T. microcarpa.

Figure 1 : Branche du cacaoyer chargée en fruits (cabosses)

1- 2- Ecologie du cacaoyer
La plante est cultivée dans la ceinture intertropicale, c'est-a-dire entre le 22° parallele nord
(Cuba) et le 21° parallele sud (ile de la Réunion). La plus grande zone de production se situe

entre le parallele 10° Nord et 10° Sud, a basse altitude (généralement inférieure a 500 m et

13
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exceptionnellement en altitude). La température, la pluviosité et le sol jouent un role
important.

Le cacaoyer exige une température relativement élevée, avec une moyenne annuelle située
entre 30-32°C au maximum et 18-21°C au minimum. Les températures inférieures a 15°C

bloquent la croissance et le développement du cacaoyer.

La variabilit¢ du rendement des cacaoyers d’une année a 1’autre peut étre affectée par la
pluviosité, le vent, les maladies et les pestes (ravageurs). Le cacaoyer est trés sensible au
déficit hydrique prolongé. Ce phénomeéne est plus particulierement marqué lorsqu’il est en
concurrence avec d’autres plantes d’ombrage ou d’adventice, ce qui est le cas le plus fréquent
en plantation. Une pluviosité¢ de 1500 a 2000 mm par an est généralement considérée comme
favorable a condition toutefois que ces pluies soient bien réparties et qu’il n’y ait pas plus de

trois mois de saison séche ( Wood et Lass, 1985 ; Despreaux, 1998).

Le cacaoyer est un arbre ombrophile. La culture traditionnelle a toujours été réalisée sous
ombrage de foréts aménagées dans des sols neutres ou légeérement acides. Un ombrage
provisoire est indispensable pendant les premicres années de culture des jeunes cacaoyers. Cet
ombrage provisoire doit étre relativement dense, ne laissant passer que 50 % de la lumiére
totale au moins pendant deux années apres la plantation. Il sera diminué progressivement au
fur et @ mesure du développement du cacaoyer, mais jamais avant la formation bien établie

des couronnes (Mossu, 1990).

1- 3- Les principaux types de cacaoyers cultivés

Comme de nombreuses espéces répandues en Amazonie, le cacaoyer Theobroma cacao L.
présente une trés grande diversité. Cette diversité repose sur les caractéristiques
morphologiques des cabosses ou des graines, qui présentent toutes une trés grande variabilité.
Seules les fleurs sont morphologiquement peu variables. On distingue trois grands groupes :
les Criollo, les Forastero amazoniens et les Trinitario. De ces grands groupes sont nés par
croisement des hybrides fertiles qui constituent la majorité des cultivars utilisés en plantation.
Néanmoins, des problémes d’auto-incompatibilités, sporophytiques et gamétophytiques,
peuvent également étre rencontrés. Le nombre de chromosomes chez Theobroma cacao L.

est 2n = 20.
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1- 3- 1- Groupe des Criollo

Domestiqués depuis plusieurs siecles, les cacaoyers Criollo sont cultivés dans la zone méso-
américaine (Mexique, Nicaragua, Guatemala, Colombie, Venezuela...), dans I’arc antillais, a
Madagascar, Sri Lanka, Indonésie et aux iles Samoa.

Les Criollo représentent 1-5 % de la production mondiale. Ils sont caractérisés par des
cabosses de forme allongée et de couleur rouge ou verte avant maturité. Leur péricarpe est
verruqueux, mince, facile a couper. Le mésocarpe est mince et peu lignifié. Les féves sont
dodues, de section presque ronde, avec des cotylédons blancs ou peu pigmentés.

Les Criollo produisent un cacao fin, trés aromatique, son amertume est légere. Ils sont utilisés
en chocolaterie pour la production des produits de luxe. Malgré leurs trés grandes qualités, ils
ne sont pratiquement plus cultivés a cause de leur productivité limitée et leur grande

sensibilité¢ aux maladies (Pontillon, 1997 ; Despreaux, 1998).

1- 3- 2- Groupe des Forastero Amazoniens
Les cacaoyers Forastero sont originaires de la Haute Amazonie (Pérou, Equateur, Colombie),
et se sont dispersés dans le bassin amazonien (Brésil) et en Afrique de I’Ouest.
Les Forastero amazoniens sont caractérisés par des fleurs qui présentent des staminodes
pigmentées de violet. Les cabosses, de formes trés variables, sont généralement de couleur
verte puis jaune a maturité. Le péricarpe est morphologiquement dépendant du génotype, mais
reste en général fortement lignifié. Les feves fraiches, plus ou moins aplaties, présentent des
cotylédons de couleur violette.
Ils sont aujourd’hui trés largement cultivés dans les pays producteurs et fournissent plus de
80 % de la production mondiale de cacao.
Plusieurs cultivars de cacaoyer « Forastero » sont rencontrés, mais seuls deux types sont
particuliers. Il s’agit du groupe ou du type cacaoyer « Nacional » de I’Equateur qui produit un
cacao qui bénéficie d’une surcote sur le marché international et est considéré comme un «
cacao fin» par opposition aux cacaos courants fournis par les autres Forastero. C’est
également le cas du cacaoyer « Haut Amazonien » ou « Upper Amazon » et certains « Bas

Amazoniens » de type Amelando.

1- 3- 3- Groupe Trinitario
C’est un groupe hybride issu du croisement entre Forastero et Criollo. Son caractere
botanique est difficile a définir. Etant un groupe hybride, les Trinitario peuvent donner des

cabosses lisses et rondes jusqu’a des cabosses allongées et verruqueuses. De couleurs allant
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du blanc des Criollo au sombre des Forastero, les Trinitario fournissent des cacaos recherchés
pour la fabrication des poudres. Aujourd’hui, les Trinitario sont cultivés dans tous les pays ou
furent autrefois cultivés les Criollo (Mexique et Amérique centrale, Trinidad, Venezuela,
Colombie...). Ils sont présents également en Afrique et le Cameroun est le premier pays ou
les Trinitario ont été introduits massivement.

Les Trinitario représentent 10 a 15 % de la production mondiale (Pontillon, 1997 ; Despreaux,
1998).

1- 4- Fruit du cacaoyer

Le fruit du cacaoyer est appelé « chérelle » pendant la durée de sa croissance et de son
développement puis « cabosse » lorsqu’il a sa taille définitive. Il atteint sa maturité apres cing
a six mois selon les origines et les conditions climatiques. La cabosse pese 200 g a plus de
800 g et contient 30 a 40 graines appelées feves disposées en 5 rangées autour d'un axe ou

rachis et entourées d’un mucilage ou pulpe (Figures 1 et 2).

Figure 2 : Les féves de cacao

La graine de cacao, ou féve, mesure 2 a 3 cm de long, de 1 a 1,7 cm de largeur, de 0,7 a 1,2
cm d’épaisseur. Fraiche, elle est constituée d’une enveloppe mince, résistante, rosée,
fortement nervurée, appelée tégument et d’une amande constituée par deux cotylédons
fortement plissés, recouverts d’une trés fine pellicule translucide brillante que représente les
vestiges de 1’endosperme. Les cotylédons sont réunis a la base par une radicule dont la
longueur atteint 6 a 7 mm et une gemmule qui constitue le germe de la féve de cacao
(Braudeau, 1969 ; Despreaux, 1998).

Les cotylédons sont constitués des cellules parenchymateuses de réserve qui sont trés riches
en maticre grasse (45 a 60 % de la masse des graines séchées selon les origines), des cellules a
pigments qui sont responsables de leur coloration. Ces cellules contiennent de nombreux
polyphénols (tanins, catéchines, anthocyanines, leucoanthocyanine) et des purines

(théobromine, caféine...). Les anthocyanines, communément appelées « rouge de cacao » ou
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« pourpre de cacao » sont responsables de la coloration violette des cotylédons. Les tannins,
de gott astringent, s’oxydent rapidement et fournissent des produits colorés appelés « brun de
cacao ». La théobromine quant a elle est responsable de I’amertume du cacao (Mossu, 1990).
La pulpe ou mucilage des fruits mirs contient 80-87 % d’eau, 10-13 % de sucres constitués
principalement de glucose et de fructose, 0,5 % d’acides non volatils (acide citrique en grande
partie), d’amidon, de sels minéraux et 1 % de pectines (OFFEM, 1990 ; Jinap, 1993 ; Jinap,
1994).

1- 5- Certains constituants chimiques du cacao

Les feéves de cacao sont naturellement riches en alcaloides et polyphénols. Les alcaloides sont
des molécules organiques hétérocycliques d’origine naturelle. Ils sont connus pour leurs
activités biologiques. Les plus importants dans le cacao sont la caféine, la théobromine, qui

sont des méthylxanthines, et I’épicatéchine, qui est un composé phénolique.

1- 5- 1- Théobromine
C’est la diméthyl-3,7 dioxo-2,6 tétrahydro-1,2,3,6 purine (Figure 3). Sa formule chimique est
C7HgN4Os.

HN | ”>
p
og\rlq N
CHs

Figure 3 : Structure de la théobromine

La théobromine est présente dans le cacao et donc dans le chocolat dont elle est le principal
alcaloide. Elle est une des causes des effets positifs du chocolat sur I'humeur. Contrairement a
la caféine, la théobromine est un stimulant doux a effet durable sur le corps humain. Elle agit
en accélérant la transmission de ’influx nerveux et en diminuant le temps de réponse lors
d’une stimulation des nerfs périphériques. En médecine, elle est utilisée comme diurétique,
vasodilatateur et cardiostimulant. Elle stimule les muscles lisses, les fonctions rénales et
améliore les performances musculaires. La théobromine diminue les effets du stress en
bloquant les récepteurs a I'adrénaline.

Néanmoins, des conséquences néfastes peuvent résulter de son ingestion. La théobromine est
un facteur aggravant les reflux acides gastro-oesophagiens. Responsable du relachement des

muscles du sphincter gastro-oesophagien, elle permet aux acides gastriques d’accéder a
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I’cesophage. Ces reflux peuvent engendrer des lésions dangereuses pour la santé. On sait aussi

que cet alcaloide est soupconné d’accroitre les risques de cancer de la prostate (Spiller, 1998).

1- 5- 2- Caféine
La caféine, CgH;9N4O,, ou 1,3,7-triméthylxanthine ou encore 3,7-dihydro-1,3,7-triméthyl-1H-
purine-2,6-dione (Figure 4) est une molécule de la famille des méthylxanthines, qui comprend

¢galement la théophylline et la théobromine.
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Figure 4 : Structure de la caféine

Originellement appelé « guaranine », la caféine est la substance la plus utilisée dans le monde
en pharmacologie. Dans sa forme pure, elle consiste en une poudre blanche d'un gout
extrémement amer. Cette méthylxanthine est présente dans de nombreux aliments tels que les
grains de café, le thé, la noix de kola, le cacao... C’est un stimulant rapide du systéme
nerveux central ainsi que des systémes cardio-vasculaire, respiratoire et gastro-intestinal.
Cette action quasi instantanée est due au fait que son absorption est intégrale au niveau du
tube digestif et que son arrivée au cerveau est estimée a 5 minutes seulement aprés son

ingestion (Spiller, 1998).

1- 5- 3- Epicatéchine

C’est le flavanol spécifique du cacao (Figure 5).
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Figure 5 : Structure de 1’épicatéchine

L’épicatéchine a des propriétés physico-chimiques importantes : pouvoir antioxydant,

antiradicalaire, complexation des métaux, des macromolécules (protéines, polysaccharides) et
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est responsable de nombreuses propriétés biologiques observées. Ceci est en relation directe
avec sa structure polyphénolique. Il existe donc une importante relation entre structure et
réactivité. C’est un composé actif qui a des propriétés anti-cancereuses. Des études ont
démontr¢ l'inhibition du développement et de la progression du cancer de la prostate dans un
modele de souris transgénique, augmentant ainsi leur survie L’épicatéchine améliore la
relaxation des vaisseaux sanguins de maniére comparable a ce que fait un médicament comme
I’aspirine. Sa consommation est potentiellement cardio-protectrice (Shahidi and Naczk,

1995).

1- 6- Récolte et préparation du cacao marchand
Le cacao marchand, plus simplement appelé « cacao », est obtenu a partir des graines extraites
des cabosses et ayant subi, immédiatement apres récolte, deux opérations fondamentales qui

sont la fermentation et le séchage.

1- 6- 1- Récolte des cabosses
De la pollinisation des fleurs jusqu’a la maturité des fruits, il faut en moyenne une période de

cing a six mois. La cabosse change alors de couleur, le vert virant au jaune, le rouge virant a

I’orangg.

La cueillette (Figure 6) est faite par section franche du pédoncule
a l’aide d’une lame bien affiitée ou d’une machette. Pour les
cabosses hautes, un émondoir monté a I’extrémité d’une longue
perche est utilisé. La cueillette doit avoir lieu lorsque les
cabosses sont bien mires afin d’assurer un maximum de flaveur

(Alvarado, 1983). Elle doit étre faite de sorte a ne blesser ni la

cabosse, ni la branche qui porte la cabosse (Mossu, 1990).

Figure 6 : Récolte des cabosses

1- 6- 2- Ecabossage

L’écabossage (Figure 7) est I’opération qui consiste a ouvrir les
cabosses pour extraire les graines. En général, il a toujours lieu
dans la plantation ou en bordure de celle-ci. La méthode la plus
simple est de frapper la cabosse contre le sol ou a 1’aide d’un
gourdin en bois qui provoque |’éclatement de la cabosse.

B oo

& B L’usage d’outil tranchant (machette), bienque trés répandu, est
Figure 7 : Ecabossage a proscrire-afin de ne pas détériorer les graines.
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1- 6- 3- Fermentation

La fermentation est 1’étape primordiale du traitement post-récolte du cacao (Figure 8). La
qualité finale du cacao y est étroitement liée (Biel, 1982 ; Barel, 1997). La fermentation
résulte du métabolisme de plusieurs microorganismes inoculés naturellement pendant
I’écabossage par I’environnement, les insectes, les mains des travailleurs ou le matériel utilisé
(feuilles de bananiers, caisses de fermentation...). Elle a une durée variable qui est fonction
du type de cacao, de son origine génétique, des conditions climatiques et de I’importance de la
masse mise a fermenter (Lehrian, 1984). Pendant la fermentation, un accroissement de la
température pouvant atteindre 46-48°C est observé au milieu de la masse de cacao. En
général, le brassage intervient au bout de 48 heures et peut étre renouvelé au besoin. Les
quantités nécessaires pour la fermentation vont de quelques kilos a plusieurs tonnes, mais il
est préférable de partir d’au moins 80 kg de féves afin de minimiser les variations de
température.

Le métabolisme microbien engendre une transformation des sucres en alcool, puis en acide
acétique. A Dl’intérieur de la feve, il y a des modifications biochimiques qui entrainent une
diminution de D’amertume et de 1’astringence et préparent 1’apparition des précurseurs
d’aréme du cacao (Biehl, 1982 ; Barel, 1997). La mort de I’embryon qui s’en suit est a la fois
un objectif et une conséquence des réactions chimiques qui ont lieu au cours de la

fermentation (Figure 8).

Féves fraiches
Mise en tas, en caisses, en paniers

Dégradation du mucilage et écoulement du jus
Fermentation des sucres de la pulpe en alcool et montée de la température

Aération dans la masse (accélérée par le brassage)

Oxydation bactérienne de ’alcool en acide acétique
(Montée de la température)

Mort du germe
Perte de pouvoir de germination

|

Destruction d’anthocyanes Développement de 1’ardme chocolat

Figure 8: Diagramme simplifié¢ de la fermentation du cacao
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1- 6- 3- 1- Etapes de la fermentation

C’est une opération complexe, qui se déroule en deux phases:

Phase anaérobie

En I’absence de I’air, la pulpe sucrée et le pH bas (3 a 3,5) constituent un milieu favorable au
développement des levures. Celles-ci transforment les sucres en alcool éthylique avec un
dégagement de gaz carbonique et une ¢élévation trés importante de la température (jusqu’a 35-
40°C apres 48 h) (Mossu, 1990).

Outre la transformation des sucres en éthanol, I’activité des levures induit la disparition de
I’acide citrique présent dans la pulpe et le pH augmente jusqu’a la valeur de 4. Les enzymes

pectinolytiques détruisent la pulpe et provoquent 1I’écoulement du jus (Pontillon, 1997).

Phase aérobie

La transformation des sucres en éthanol, la montée du pH au voisinage de 4, et la
désagrégation de la pulpe qui permet la pénétration de petites quantités d’air, créent de
nouvelles conditions favorables aux bactéries acétiques. Elles transforment par oxydation,
I’alcool éthylique en acide acétique. Il s’ensuit la mort de 1'embryon et des lyses des parois
cellulaires dans les cotylédons rendant possible les échanges inter-cellulaires. Les protéines
sont hydrolysées, les polyosides donnent des sucres réducteurs (glucose et fructose), certains
polyphénols s’oxydent en quinone et se combinent aux protéines (Villeneuve et al., 1989). La

matiere grasse, quant a elle, ne subit pas de transformation notable (Rohan, 1961).

1- 6- 3- 2- Microflore de la fermentation
La microflore rencontrée lors de la fermentation du cacao est multiple et variée. Les levures
sont les premiéres a coloniser le milieu, suivi des bactéries lactiques, auxquelles succedent les
bactéries acétiques que remplacent au final les bacilles sporulés aérobies (Lehrian, 1984 ;
Lagunes Galvez et al., 2005 ; Camus et al., 2007 ; Nielsen et al., 2007). I est a noter que c’est
la succession de ces microflores, en fonction d’une aération suffisante (bonne fréquence de

brassage), qui conduit a un bon profil de variation de la température et du pH.

Comme il est dit plus haut, les levures proviennent de la contamination naturelle pendant
I’écabossage. Elles se multiplient abondamment pendant 1’anaérobiose et occasionnent une
¢lévation du pH due a la consommation de 1’acide citrique. La réaction est trés exothermique.

Les levures les plus fréquemment rencontrées lors de la fermentation naturelle du cacao
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appartiennent aux genres Schizosaccharomyces, Hansenula, Debaryomyces, Candida et
Kloeckera (Ciferri, 1931 ; Gauthier et al., 1977 ; Carr, 1979 ; Daguenet et al., 1980 ; Carr,
1982 ; Ravelomanana et al., 1984 ; Ardhana et Fleet 2003 ; Schawn, 2004 ; Jespersen et al.,
2005). Nielsen et al. (2007) relévent une forte prolifération d’Hanseniaspora guilliermondii
durant les 24 premieres heures de la fermentation en tas du cacao. Aprés 36 a 48 h de
fermentation, S. cerevisiae et Pichia membranifaciens deviennent les plus abondantes dans
toutes les fermentations. Seule P. membranifaciens sera retrouvée en fin de fermentation
(Jespersen et al., 2005). Saccharomyces cerevisiae, Candida zemplinina (Nielsen et al., 2005)
et Hanseniaspora (Lagunes Galvez et al., 2005) sont nouvellement décrites, respectivement

dans les fermentations sur plateaux au Ghana et en caisse en République Dominicaine.

Les bactéries lactiques sont présentes dans le matériel végétal et leur développement débute
lorsque les conditions sont favorables : microaérophilie, pH et température adéquats, substrat
disponible. Ces bactéries produisent de ’acide lactique qui provoque 1’abaissement du pH
dans les cotylédons. La fermentation lactique n’est pas souhaitable pour obtenir un cacao de
qualité car D’acide lactique produit pénétre a [Dintérieur des cotylédons et y reste
définitivement a cause de sa tres faible volatilité. Le genre Lactobacillus est le plus rencontré.
Au Ghana, les espéces les plus fréquentes sont Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum, Leuconostoc pseudomesenteroides, Leuconostoc pseudoficulneum, Pediocococcus
acidilactici et Enterococcus casseliflavus (Camus et al., 2007 ; Nielsen et al., 2007). Au
Brésil et au Belize, Leuconostoc, Pediococcus et Lactococcus sont les genres les plus

répandus (Passos et al., 1984 ; Thompson et al., 2001).

Les bactéries acétiques transforment par oxydation exothermique 1’éthanol en acide acétique
(Lagunes-Galvez, 2002). Le genre Acetobacter est le plus rencontré et les espéces trouvées
varient en fonction des pays. Au Ghana, les espéces A. pasteurianus, A. tropicalis A. syzyqgii,
sont les plus répandues (Camus et al., 2007 ; Nielsen et al., 2007) tandis qu’au Brésil ce sont
plutot les espéces A. liquefaciens, A. pasteurianus et A. peroxydans (Roelofsen, 1953 ;
Ostovar et Keeny, 1973 ; Carr, 1982 ; Ardhana, 2003 ; Schawn, 2004 ; Nielsen, 2007 ).

Les bactéries sporulées se développent lorsque la fermentation est prolongée. Elles produisent

un certain nombre de molécules, acides gras et alcools, qui influencent beaucoup 1’aréme final

du cacao. C’est le cas de Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, B. coagulans,
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B. licheniformis. D’autres genres non sporulés, comme Micrococcus, Propionibacterium et

Zymomonas (Freitas-Schawn, 1986 ; Nielsen et al., 2007), sont parfois présents.

1- 6- 3- 3- Différentes méthodes de fermentation
Plusieurs méthodes sont utilisées pour fermenter le cacao. Les graines sont mises en tas, en
caisses (méthode recommandée), voire méme dans des paniers (Bourgeois, 1985).
En tas, les graines sont déposées sur un tapis de feuilles de bananiers, elles-mémes posées sur
un lit de branchages qui facilite le drainage du jus. Le tas de féves est recouvert de feuilles de

bananier. Cette méthode est la plus employée au Ghana et est également pratiquée au Nigeria

et en Cote d’Ivoire.

En caisse (Figure 9), les graines sont versées dans une caisse en
bois ou en plastique munie de trous de drainage a la base pour
faciliter I’écoulement du jus. Le volume du bac est trés variable et
doit étre adapté aux possibilités de récolte. Une caisse de 50 x 50 x
50 cm convient pour 80 kg de féves. Lorsque la caisse est remplie,
la masse est recouverte des feuilles de bananier afin de favoriser
I’ensemencement naturel des levures et bactéries. Le brassage se
fait par transvasement de la masse d’un bac a I’autre (Braudeau,

1969 ; Mossu, 1990)

Figure 9 : Mise en fermentation des féves.

La fermentation en panier est beaucoup plus employée au Nigeria. Les paniers, tressés en
fibres végétales, peuvent étre de toutes dimensions. Les paniers remplis sont posés sur le sol
et recouverts des feuilles de bananier. Le brassage se fait en transvasant d’un panier a un autre

(Mossu, 1990).

1- 6- 4- Séchage
Le séchage a pour but de diminuer I’humidité des grains de 25 % a moins de 8 % afin
d’assurer une bonne stabilit¢ du produit pendant le stockage et le transport (Sandoval, 2002).
I1 a pour but d’arréter les processus fermentaires par la neutralisation des réactions chimiques
a intérieur de la graine (Cros, 1995). La température de séchage doit étre inférieure a 60°C.

Deux méthodes couramment utilisées sont le séchage solaire ou naturel et le séchage artificiel.
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1- 6- 4-1- Séchage naturel

C’est le mode de séchage le plus simple et le plus répandu
au monde quand les conditions le permettent, c'est-a-dire
quand la période de récolte coincide avec la saison séche.
C’est le cas de I’Afrique et des Antilles. Les graines
fermentées sont étalées en couche mince (3 a 4 cm) au soleil
(Figure 10). La durée de séchage est généralement de huit a

quinze jours selon les conditions climatiques. Le séchage

solaire peut se faire sur une aire de séchage cimentée, sur

Figure 10 : Séchage solaire natte, sur bache ou sur claie mobile (« autobus »).

Le séchage sur natte ou sur bache est beaucoup plus utilisé dans des petites exploitations ou la
récolte est moins importante. Il est préférable d’allier les deux méthodes c’est-a-dire étaler le
cacao sur une natte, elle-méme posée sur une bache en plastique noir. La chaleur absorbée par

le plastique permet d’obtenir un bon séchage apres quelques jours.

Les séchoirs a toit mobile et a toit fixe
«autobus » (Figure 11) ou plusieurs étages
peuvent étre superposés, sont utilisés dans des
exploitations industrielles. Il s’agit d’abris avec
un toit mobile ou fixe, en bois couvert de nattes

ou de toles, avec des plateaux montés sur rails.

Cette méthode de séchage est trés rencontrée aux

Figure 11 : Séchoir de type « autobus » Antilles et en République Dominicaine.

1- 6- 4- 2- Séchage artificiel
Le séchage artificiel est utilisé lorsque les conditions climatiques ne sont pas favorables
(régions humides ou a faible ensoleillement). I1 peut également étre utilisé lorsque
I’importance de la récolte nécessite 1’utilisation des surfaces considérables. Ce type de
séchage présente des avantages multiples, tels une économie de temps, d’espace et de main
d’ceuvre et une homogénéité du produit final obtenu. Néanmoins, si le séchage est trop rapide,
le phénomene de crofitage précoce peut empécher les réactions d’oxydation et I’acide acétique
reste emprisonné dans les cotylédons, développant ainsi un excés d’acidité (Jacquet et al.,
1980). L’inconvénient de la méthode réside également au niveau du cotit des équipements et

du fonctionnement.
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Plusieurs types de séchoir sont utilisés. Les séchoirs simples sont des fours ou le cacao est
séché par I’air chaud sur une plateforme. De fabrication facile, le séchoir « Samoa » est le
plus utilisé, en exploitation familiale comme en grande plantation, avec du bois ou du fuel
comme combustible (Figure 12). Il se compose d’un conduit d’aspiration aménagé dans une
chambre de répartition d’air et d’une plateforme de séchage perméable située au-dessus. La
longueur est limitée a 6 m pour assurer I’homogénéité du séchage. Le séchoir a une capacité
de 225 a 275 kg de feves par fournée. Le temps de séchage varie entre 36 et 48 heures. Les
séchoirs mécaniques sont des séchoirs rotatifs ou 1’air chaud circule entre les féves contenues
dans un cylindre en mouvement. La vitesse du tambour doit étre lente, d’environ 0,25 a 0,5
t/min afin d’éviter la rupture des graines (Bopajah, 1991 ; Cros, 1995 ; De Brito, 2000). Les
séchoirs rotatifs sont rentables pour des volumes importants de cacao. Il peut étre utilisé au
cours des derniéres étapes du séchage lorsque les féves sont séchées extérieurement.

Les séchoirs a plateforme comprennent une plateforme de séchage, un radiateur a air chaud et
une gaine. La plateforme de séchage est longue et étroite afin d’assurer la distribution
uniforme de I’air chaud et faciliter le brassage des féves. La plateforme est connectée au
radiateur d’un débit de 70 m> /min. La température de 1’air est de 50°C supérieure & la

température ambiante et permet d’obtenir une tonne de féves seches en 32 a 34 heures.

Figure 12 : Séchor artificiel de type<.< Samoa »

A D’issue de ce traitement, les graines ou féves de cacao sont conditionnées et le plus souvent

exportées vers les pays transformateurs.

1- 7- Cas spécifique du Cameroun
Le Cameroun est classé 5™ pays producteur mondial de cacao. Sa production annuelle est
estimée a 195 000 tonnes de cacao marchand pour prés de 400 000 planteurs sur 400 000 ha.
Ce qui représente 5 % de la production mondiale, derriere la Cote d’Ivoire (38 %), le Ghana

(19 %), I’'Indonésie (13 %), le Nigeria et le Brésil (5 % également) (Figure 13).
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Cote ' Troire
39%

19%

Figure 13 : Principaux pays producteurs de féves de cacao en 2008 (Source : ICCO,
bulletin trimestriel de statistiques du cacao vol :XXXIV 2007/2008)

La récolte se fait deux fois par an: une grande campagne qui dure 4 mois (septembre a
décembre) et une campagne intermédiaire qui dure environ 2 mois (mars-avril).
Le type de cacaoyers le plus fréquent est le « Haut amazonien » suivi du type Trinitario. La

production cacaoyere au Cameroun se répartit dans trois grands bassins (Figure 14).

Le bassin du Sud-Ouest, qui est le plus important bassin de production, représente 50 % de la
production nationale. Le rendement est de 500-600 kg/ha. La principale ville est Kumba qui
est située a 400 km de Yaoundé, la capitale. La production est étalée sur toute I’année avec un
pic située entre Septembre et Décembre. La pluviosité est unimodale, avec des précipitations
pouvant atteindre en moyenne 3000 mm par an. Cette pluviosité implique une humidité
importante (~90 %), ce qui favorise une prolifération de nombreux microorganismes qui
peuvent influencer la qualité finale du cacao venant de cette région : d’ou le choix de ce
bassin comme site pour cette étude.

La fermentation se fait dans des grands bacs et dure 6 a 7 jours sans brassage. Compte tenu du
fait qu’il pleut toute ’année, seul le séchage artificiel est pratiqué. Les séchoirs rencontrés
sont du type « Samoa » et le séchoir traditionnel horizontal. L’Union Européenne, dans le
cadre d’un projet sur le gott de "fumé" du cacao, commence a introduire auprés des planteurs

des séchoirs améliorés.

Le bassin du Centre-Sud est un verger ancien avec une production en perpétuelle décroissance
(rendement < 200 kg/ha). Les principales zones de production sont Ebolowa, Sangmelima et

Bertoua qui sont respectivement situées a 165, 175 et 350 km de Yaoundé. La production
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s’é¢tend de Septembre a Décembre. La pluviosité est bimodale avec des précipitations
annuelles d’environ 1700 mm et une humidité relative de 80 %.

Les troncs de bananier sont assemblés de sorte a constituer un bac qui est utilisé pour la
fermentation. La fermentation dure 3 a 4 jours avec un brassage manuel au bout de 48 heures.
Seul le séchage solaire est pratiqué car la période de récolte coincide avec la saison séche. Les
feves fermentées sont séchées soit sur 1’asphalte (goudron), les nattes ou sur les claies mobiles

de type « autobus ».

Le bassin de Centre-Nord est un verger nouveau. La principale zone de production est située
autour de la ville de Bafia, située a 120 km de Yaoundé¢. La pluviosité est également bimodale
et les précipitations peuvent atteindre 1450 mm par an et une humidité relative de 70 %.

La fermentation se fait en tas et dure 4 jours avec un brassage au bout de 48 h. Comme dans le
bassin de Bertoua, seul le séchage solaire est pratiqué. Le séchage se fait sur les aires de
séchage cimenté, sur 1’asphalte ou sur les nattes (Wood et Lass, 1985 ; MINADER/DESA,
2008).

Bassin du Sud-Ouest

Bassin du Centre-Sud

Figure 14 : Les grands bassins de production cacaoyere au Cameroun
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2- MYCOTOXINES ET MYCOTOXINOGENESE

2- 1- Mycotoxines

Les mycotoxines sont des substances toxiques issues du métabolisme secondaire de certaines
especes fongiques. Elles peuvent également étre définies comme des métabolites produits
aprés 1’arrét de la réduction des groupes cétoniques pendant la biosynthése des acides gras
chez les moisissures (Gimeno, 2000). Elles ont des effets toxiques sur 1’organisme humain et
animal (Eskola, 2002). La toxicité peut étre aigu€, chronique, mutagénique ou tératogénique.
Les métabolites secondaires sont pour la plupart élaborés par famille de produits
chimiquement voisins ; ceci s’explique par I’existence des « grilles métaboliques » (Bu’Lock
et Jaquet, 1965). Certaines voies métaboliques servent ainsi d’exutoires permettant au micro-

organisme de ne pas accumuler des métabolites primaires potentiellement toxiques pour lui.

La présence inévitable des mycotoxines dans la nature fait qu’il est particulierement difficile
de garantir I’innocuité des aliments. Selon 1’Organisation des Nations Unies pour
I’Alimentation et I’ Agriculture (FAO), au moins 25 % des cultures vivrieres dans le monde
sont contaminées par des mycotoxines. Les plus touchés sont le raisin et ses dérivés, les
céréales et leurs dérivés, le cacao, le café, les arachides. Le volume mondial de produits a
risque est estimé a 100 millions de tonnes, dont plus de 20 millions dans les pays en voie de

développement (Park et Boutrif, 1999).

Les mycotoxines sont souvent classées en fonction des especes fongiques qui les produisent et
des produits qu’elles contaminent. De nos jours, environ 300 mycotoxines différentes ont été
isolées et caractérisées. Les plus communes dans les aliments et les plus importantes au
niveau sanitaire et économique sont : aflatoxines, ochratoxines, trichothécenes, zéaralénone,
fumonisines, alcaloides de I’ergot, citrinine, patuline, stérigmatocystine (Gimeno, 2000).

Les principales mycotoxines, les especes productrices et les denrées associées sont

représentées dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Espéces fongiques toxinogénes contaminantes des denrées alimentaires et

mycotoxines associées

Mycotoxines

Principales especes
fongiques

Principales denrées
alimentaires contaminées

Aflatoxines

Trichothécénes

Alcaloide de I’ergot

Acide cyclopiazonique

Citrinine

Deoxynivalénol

Ochratoxine A

Stérigmatocystine

Fumonisines

Patuline

Zéaralénone

Aspergillus flavus,
A. parasiticus, A. nomius

Fusarium graminearum,
F. culmorum

Claviceps purpurea

A. flavus,
Penicillium cyclopium

P. citrinum, P. viridicatum, P.
expansum,

P. citreoviride,

P. verrucosum,

Monascus purpureus

Fusarium culmorum,
F. graminearum,
F. sporotrichioides

A. ochraceus, P. nordicum, P.
verrucosum (viridicatum),

A. carbonarius, A. niger, A.
alliaceus, A. terreus

A. versicolor, A. nidulans

Fusarium moniliforme,
F. verticillioides,
F. proliferatum

A. clavatus,

P. cyclopium, P. expansum,
P. granulatum, Byssochlamys
nivea, Paecilomyces variorti

F. graminearum,
F. culmorum,
F. semitectum

Arachides, céréales, fruits,
fruits secs, lait

Céréales, Iégumineuses

Céréales

Céréales

Céréales et fruits

Céréales

Vin, raisin, café,

céréales...

cacao,

Céréales

Céréales (mais)

Céréales et fruits

Céréales

Sources : Li et al., 1997, Engelhardt et al., 1999, Gimeno 2000, Pascale et al., 2000, Peraica 2000, Delage et al.,
2003, Biinger et al., 2004, Kaniou-Grigoriadou et al., 2005, Hymery et al., 2006
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2- 2- Mycotoxinogénese

Les voies de biosynthése des mycotoxines ne sont pas toutes bien ¢lucidées. La méthode
moléculaire est une méthode d’avenir pour leur étude (Taylor et al., 1999). Le séquengage de
I’ADN a permis la préparation d’amorces ou de sondes spécifiques des espéces productrices
(Edwards et al., 2002). La PCR, ainsi que la technique RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) ont ¢été utilisées pour 1’identification des genes impliqués dans la

biosynthése des mycotoxines (Morin et al., 1999 ; Lopes et al., 2000).

Les moisissures productrices de mycotoxines sont capables de se développer sur plusieurs
substrats et dans différentes conditions d’humidité, de pH et de température. Cependant, elles
ne colonisent que les tissus morts des plantes lorsque la culture a été infectée par des
organismes pathogenes ou abimés (Zimmerli et Dick, 1996). Ces moisissures peuvent se
développer pendant la culture, le séchage (saprophytes) ou pendant le transport et le stockage
(endophytes) des produits agricoles. De plus, certaines moisissures sont capables de

synthétiser plusieurs mycotoxines (Eskola, 2002).

Trois types de facteurs conduisent a la colonisation fongique et a I’imprégnation mycotoxique
d’une denrée : il s’agit des facteurs physiques, chimiques et biologiques (D’Mello et al.,

1997).

2- 2- 1- Facteurs physiques
Activité de I’eau (Av)

La toxinogénése dépend fortement de 1’activité en eau (Ay). Quand les autres facteurs ne
sont pas limitants, la toxinogénese croit d’une fagon exponentielle avec 1’A,, jusqu’a un

maximum ou on observe un ralentissement de la toxinogénése due a un défaut d’oxygénation

(Suarez-Quiroz et al., 2004).

Les conditions optimales de toxinogénese sont fonction de 1’espeéce et de la nature du
substrat. L’ A, optimale pour Aspergillus ochraceus se situe entre 0,95 et 0,99 sur des milieux
riches en sucre et 0,81 sur des milieux contenant du NaCl. Elle est de 0,82 chez A.
carbonarius et est inférieure a 0,80 chez Penicillium verrucosum dans les mémes conditions
(Pitt et Hocking, 1997).
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Température

La température optimale de toxinogénese est généralement voisine (Iégerement inférieure) de

la température optimale de croissance des souches productrices (Samson, 1991).

Aspergillus ochraceus est une espéce mésophile - xérophile. Il se développe entre 8 et 37°C,
avec un optimum entre 24 et 37°C. Peu d’informations sont disponibles sur A. carbonarius
car sa capacité a produire I’OTA n’a été rapportée que récemment. Des études préliminaires
récentes indiquent des conditions optimales entre 32 et 35°C (Téren et al., 1996 ; Varga et al.,
1996 ; Heenan et al., 1998). Aspergillus niger se développe de fagcon optimale a des
températures hautes, avec un optimum entre 35-37°C. P. verrucosum, quant a lui, est capable
de croitre a basse température (entre 0 et 31°C, ’optimum est a 20°C). La patuline, ’acide
pénicillique et I’OTA sont élaborés a des températures généralement inférieures a celles de la
croissance. Les températures optimales de croissance et de production d’aflatoxines chez A.
flavus sont proches (Samson, 1991). Pour d’autres toxines (trichothécéne et zéaralénone), la
température optimale de toxinogénése peut étre jusqu’a 10°C inférieure a celle de la

croissance (Samson, 1991).
2- 2- 2- Facteurs chimiques
Oxygéne

La réduction de la pression partielle en oxygeéne a un effet inhibiteur bien plus important sur
la toxinogénése que sur la croissance du champignon. La production d’aflatoxine est
fortement inhibée lorsque la concentration en oxygene est inférieure a 1 % (D’Mello et

MacDonald, 1997).
Traitements agricoles

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

la production des mycotoxines (Blateyron et al., 2001 ; Molot, 2003).
Nature du substrat

La toxinogénése est plus étroitement liée a la composition chimique de la denrée que la

croissance fongique. La biosynthése de certaines mycotoxines peut étre favorisée par la
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présence des glucides dans le substrat, puis des lipides et enfin les protéines qui ont une

moindre influence (Pitt et Hocking, 1997).
2- 2- 3- Facteurs biologiques

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

(Kokkomen et al., 2005).

A coté de tous ces facteurs qui sont généraux aux mycotoxines, il faut relever que chaque
souche toxinogeéne a une physiologie différente et par conséquent un habitat écologique

différent.
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3- OCHRATOXINE A

3- 1- Structure chimique et propriétés physico-chimiques

L’Ochratoxine A (CyHsCINOg) [7-(L-B-phénylalanyl-carbonyl)-carboxyl-5-chloro-8-
hydroxy-3,4-dihydro-3R-méthylisocoumarine] est une isocoumarine liée par un groupement
carboxy a une L-B-phénylalanine. La Figure 15 montre la structure chimique de I’OTA

(Ringot et al., 2006).

'~" \IJ%l/I"n
\r’ Ty
r
Figure 15 : Structure de 1’Ochratoxine A

C’est un solide blanc de masse molaire 403,8 g/mole, ayant un point de fusion de 90°C
lorsqu’elle est cristallisée dans le xyléne. Le spectre d’absorption UV de I’OTA varie avec le
pH et la polarité du solvant. L’OTA possede un maximum d’absorption a 333 nm avec un
coefficient d’extinction molaire de 5500 mol/cm dans 1’éthanol. Elle a un maximum
d’émission de fluorescence a 467 nm dans 1’éthanol a 96 % et a 428 nm dans 1’éthanol absolu

(Steyn, 1993 ; Scott, 1994 ; Jiménez et al, 1999 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 1999).

L’OTA est un acide faible. Elle est soluble dans les solvants organiques polaires et dans des
solutions aqueuses de bicarbonate sodique. Elle est partiellement soluble dans I’eau. Sous
forme de sel sodique, I’OTA est soluble dans I’eau (OMS, 1990). Le pK, du groupe de la
phénylalanine est de 4,8, et celui du phénol 7,1 (Dall’ Asta et al., 2004).

Généralement, I’OTA est stable et peut étre conservée au réfrigérateur sous forme dissoute
dans 1’¢thanol ou du méthanol. Plusieurs études montrent sa stabilité vis-a-vis de la
température et des radiations y quand elle est en solution dans du méthanol (Scott, 1994 ;
Valenta, 1998). Pour étre complétement hydrolysée, ’OTA doit subir un chauffage sous
reflux pendant 48h en présence de I’HCI 6M (Stander et al., 2000 a) ou subir des traitements

enzymatiques (Scott, 1994).
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Composés derives de I’OTA

L’OTA présente plusieurs analogues qui peuvent étre naturels ou synthétiques. Les analogues
naturels sont constitués de 1’Ochratoxine B (OTB) qui est le dérivé non chloré de I’OTA,
I’Ochratoxine C (OTC) qui est I’ester éthylique de I’OTA, et I’Ochratoxine o qui est le dérivé
isocoumarine obtenu aprés 1’hydrolyse de la liaison peptidique avec ¢limination de la
phénylalanine (Harris et Mantle, 2001). Avec ’OTA, I’OTC est la plus toxique tandis que
I’OTB et I’OTa sont peu toxiques. Toutefois si I’OTa est trés concentrée, elle peut provoquer
un échange des chromatides sceurs (Follmann et al., 1995 ; Xiao et al., 1996).

Les analogues synthétiques de I’OTA sont constitués de I’épimere d’OTA (d-OTA),
I’éthylamide d’OTA (OE-OTA), ’OTA décarboxylée (DC-OTA), ’OTA o-méthylée (OM-
OTA), et le méthylester d’OTa (M-OTa) (Xiao et al., 1996).

3- 2- Toxicologie de 'OTA

L’OTA agit principalement en inhibant la synthése des protéines par compétition avec la
phénylalanine au niveau de la fixation de cet acide aminé sur son acide ribonucléique de
transfert (ARNt) spécifique, catalysée par la phénylalanyl-ARNt synthétase. De plus, ’OTA
et ses métabolites se fixent sur ’adénine et surtout sur la guanine. Il en résulte la formation de
trois types d’adduits : les adduits classiques, les adduits exocycliques et les pontages. Ces

réactions sont a I’origine de plusieurs toxicités graves.
Neéphrotoxicité

L’OTA est responsable de I’apparition d’un nombre drastique de tumeurs dans les voies
urinaires supérieures rencontrée dans les Balkans. Cette corrélation est établie par plusieurs
¢tudes scientifiques (Bordas et al., 1973 ; Chernozemsky et al., 1977; Markovic, 1985). Des
¢tudes récentes relévent également un taux élevé de citrinine au sein de cette population. La
néphrotoxicit¢ de I’OTA est démontrée chez toutes les especes testées, a 1’exception des

ruminants adultes ou a été observée une métabolisation de ’OTA.
Tératogenicité

L’OTA peut traverser le placenta et provoquer des anomalies morphologiques variées chez les
embryons de rat, souris, hamster, porc et poulet. Les mécanismes de la tératogénicité induite

par I’OTA ne sont pas encore clairement définis. Elle semble étre liée a une action indirecte
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de ’OTA sur la mere, et a un effet direct sur le développement embryonnaire (Pfohl-

leszkowicz et al., 1999).
Immunotoxicité

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

administrée.
Génotoxicité

En fonction de la dose, ’OTA provoque la formation d’adduits a I’ADN (Pfohl-leszkowicz et
al., 1991). Hennig et al. (1991) ont mis en évidence une activité mutagéne importante chez
Salmonella typhimurium exposée au surnageant d’hépatocytes de rats traités in vitro par de
I’OTA. Ils ont également observé une induction d’échange de chromatides sceurs dans les
lymphocytes humains dans un milieu de culture contenant des hépatocytes et de I’OTA. Dans
une culture in vivo, des cassures simple-brins sont observées au niveau de I’ADN du rein, du

foie et de la rate des rongeurs (Manolova et al., 1990).

3- 3- OTA dans les aliments

L’OTA contamine plusieurs denrées alimentaires. Elle a été retrouvée dans les aliments
d’origine végétale comme le cacao, le café, les céréales (surtout le mais, le bl¢, I’orge et le
seigle), les épices, les fruits secs et le raisin. A cause de sa thermostabilité¢ (Boudra et al.,
1995), ’OTA est également présente dans les produits transformés (chocolat, biere, vin, pain,
jus de raisin, etc...) (Miraglia et Brera, 2002). Les céréales, le vin et le café sont les aliments
les plus incriminés dans 1’ingestion de I’OTA par ’homme. Leurs contributions a 1’ingestion

journaliére d’OTA sont respectivement de 50, 13 et 10 % (Figure 16).

L’OTA est également présente dans les aliments d’origine animale. Les produits animaux
comme la viande de porc ou de volaille sont des sources indirectes d’OTA chez I’homme
(Miraglia et Brera, 2002). Il en est de méme de leurs produits transformés (saucisses, jambon,

etc...) (Chiavaro et al., 2002 ; Miraglia et Brera, 2002). Chez les ruminants, 1’apport de
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I’OTA au régime humain est minimal grace a la mycoflore de leur rumen qui dégrade ’OTA
en OTa, un métabolite moins toxique.

Chez I’homme, des recherches d’OTA dans le sérum et le plasma (Grosso et al., 2003), les
reins (Petzinger et al., 2000), I’urine (Domijan et al., 2003) et le lait (IARC, 1993) rév¢lent sa
présence. Des cas d’ingestion d’OTA par inhalation dans des champs contaminés ont été
décrits (Petzinger et al., 2002). De plus ’OTA a été détectée dans le sang d’ouvriers
travaillant sans masques de sécurité¢ dans les entrepots de café, cacao, épices, et également
dans les locaux mal ventilés (Iavicoli et al., 2002).

Le Tableau 2 donne la teneur en OTA dans quelques aliments.
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Tableau 2 : Teneur en OTA dans quelques produits alimentaires

Matrice Origine Echantillons Echantillons Moyenne
analysés positifs (%) (ng/kg ou L)

Céreales et

produits dérivés

- Mais Europe et 139 90 0,112
Argentine

- Seigle Danemark 422 61 0,651

- Riz Espagne 77 13 0,775

- Orge Espagne 52 63 0,198

- blé Danemark 419 54 0,161

- Pain au blé Inconnu 162 100 0,271

- Bouillie Italie 238 8 0,032

- biere Belgique 62 3 0,033

Vin et raisin

- Vin rouge Espagne 28 46 0,088

- Vin rosé Amérique 5 20 0,015

- Vin blanc Europe 18 22 0,013

- Raisin Portugal 11 27 0,168

- Raisin sec Inconnu 85 79 1,81

Café

- Café vert Cote d’Ivoire 4 100 10,9
et Zaire

- Café vert Brésil 135 29 2,09

- Café torréfié Allemagne 419 46 0,99

- Café décaféin¢  Allemagne 71 37 0,49

- Café soluble Espagne 9 100 0,500

Viande et

produits dérivés

- Viande de porc ~ Danemark 83 82 0,09

- Viande de Danemark 65 55 0,021

poulet

- Jambon Italie 42 83 0,838

- Saucisses Allemagne 201 48 0,09
Arabie 3 33 0,357

- Fromage Saoudite

- Lait Norvege 87 13 ?

Sources : Burdaspal et Legarda, 1998 ; Jorgensen, 1998; Burdaspal et Legarda, 1999 ; Skaug, 1999 ; Scudamore
et Patel, 2000 ; Otteneder et Marjerus, 2001 ; Aboul-Enein et al., 2002 ; Beretta et al., 2002 ; Chiavaro et al.,
2002 ; Jorgensen et Jacobsen, 2002 ; Miraglia et Brera, 2002 ; Lopez de Cerain et al., 2002, Tangni et al., 2002 ;
Araguas et al., 2003 ; Romani et al., 2003 ; Taniwaki et al., 2003 ; Lombaert et al., 2004 ; Rosa et al., 2004;
Serra et al., 2004 ; Gonzalez et al., 2006.
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Figure 16 : Contribution des différents aliments a I’ingestion de ’OTA en Europe

3-4- OTA ET CACAO

3- 4- 1- Occurrence de I'OTA dans le cacao et produits dérivés
3- 4- 1- 1- Féves et coques des féves de cacao
Le niveau de contamination des féves de cacao par I’OTA est variable. Cette contamination

est indépendante de I’origine des féves (Tableau 3).

Tableau 3 : Occurrence de ’OTA dans le cacao provenant de plusieurs pays producteurs.

Origine Echantillons positifs/ Teneur en OTA
échantillons totaux (g /kg)
Afrique (Cote d’Ivoire
Cameroun, Guinée, 16/21 0,1 -3,5
Nigeria, Sénégal)
Cote d’lvoire 24/33 0,04 - 14,8
Afrique de I’Ouest 16/21 0,1-3,5
Cameroun 3/7 0,04% — 3,88
Guinée Equatoriale 29/46 0,04* - 0,42
Ghana 0/15 <0,1°
Inconnu 1 46/75 >0,04"
Inconnu 2 4/20 100 - 500
Inconnu 3 3/19 100

. limite de détection
Sources : Amézqueta et al., 2004 ; Bonvehi, 2004 ; Krogh, 1987.

Une étude portant sur 170 échantillons de diverses origines géographiques a montré que la
contamination des féves de cacao par I’OTA est principalement localisée au niveau des
coques (Bonvehi, 2004). C’est ainsi qu’une réduction de 50-100 % est observée avec le

décorticage. En décortiquant manuellement, Amézqueta et al. (2005) obtient des taux de
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réduction variable : > 95 % sur un premier lot d’échantillons, 65-90 % de réduction sur un

2°™ 1ot et 50 % de réduction sur un dernier lot.

3- 4- 1- 2- Produits a base de cacao
Trés peu d’études publiées existent sur 1’influence des traitements technologiques sur la
dégradation ou I’¢élimination de IOTA (Burdaspal et Legarda, 2003). Néanmoins, il
semblerait que la transformation du cacao ait un effet positif sur la diminution de la teneur en
OTA. Lors de la torréfaction, le courant d’air chaud qui traverse la masse de feéves produit
deux réactions compétitives : la réaction de Maillard qui génére des composés responsables de
I’ardbme de cacao, et la désamination oxydative des acides aminés qui libére I’ammoniac. Cet
ammoniac contribue a la destruction ou au masquage de ’OTA dans le cacao (Serra Bonvehi,

2004).

Généralement, les produits a base de cacao sont faiblement contaminés par I’OTA. Cette thése
est confirmée par les études menées par CAOBISCO/ECA/FCC en 1999 sur le marché
européen. Selon cette étude, la teneur moyenne en OTA est de 0,16 ng/kg dans 228
¢chantillons de chocolat au lait, 0,26 ng/kg dans 526 échantillons de chocolat noir, 0,20 ng/kg
dans 247 échantillons de boisson a base de cacao, et 1,0 pg/kg dans 1189 échantillons de
poudre de cacao (Gilmour et Lindblom, 2006). Des résultats similaires sont obtenus en

Espagne et dans 13 autres pays européens, ainsi qu’en Argentine et au Japon (Tableau 4).

Tableau 4 : Teneur moyenne en OTA dans le chocolat et les produits a base de cacao en
Espagne et dans 15 autres pays

Produits a base de Teneur moyenne en Teneur moyenne

cacao Espagne dans 15 autres pays
Chocolat au lait 0,116 pg/kg 0,100 pg/kg
Chocolat blanc 0,030 pg/kg 0,027 pg/kg
Chocolat noir 0,246 pg/kg 0,268 ng/kg
Poudre de cacao 0,242 ng/kg 0,168 pg/kg

Sources : Bankole et Adebanjo, 2003 ; Boudra et al., 1995 ; ICCO, 2008 ;
Murphy et al., 2006 ; Ratters et Matissek, 2000.

3- 4- 2- Estimation de la consommation de I'OTA a partir du cacao
Les données disponibles dans la littérature indiquent que le cacao représente 5 % de
I’ingestion totale de ’OTA contre 55 % apporté par les céréales (Miraglia et Brera, 2002).
Dans le méme sens, la Direction des Aliments et de 1’Hygi¢ne Environnementale de Hong

Kong (FEHD report, 2006) a fait des*€tudes sur 8 grands groupes d’aliments incluant le
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chocolat et les produits a base de cacao en février 2006. Sur 287 échantillons d’aliments testés
aI’OTA, I’exposition a I’OTA est respectivement de 4 et 9 ng/kg poids corporel/semaine pour

un ¢éléve moyen du secondaire et un consommateur moyen quelconque.

En France, une étude conduite par Leblanc (2004) indique une moyenne de consommation de
chocolat de 5,5 g/j chez les enfants de 3 a 14 ans et 2,7 g/j chez les adultes de 15 ans et plus ;
soit une exposition a ’OTA de 0,049 ng/kg p.c./j et 0,011 ng/kg p.c./j respectivement. Le
chocolat et les produits a base de cacao constituent seulement 5 % de I’exposition nationale

(CAOBISCO/ECA/FCC, 2003).

3- 5- Législation sur I'OTA

Des enquétes sur la fréquence et les niveaux de présence de I’OTA dans des échantillons de
denrées alimentaires et du sang humain indiquent une forte contamination, d’ou I’intérét

d’une législation dans le but de protéger le consommateur.

Avant la commission de régulation 188/2007 de I’Union Européenne, seulement 11 pays
européens avaient défini des limites maximales de contamination de divers aliments par
I’OTA (Boorman, 1989 ; WHO, 1996 ; SCF, 1998 ; Van Egmond, 1999 ; FEHD report,
2006). Des lors, beaucoup de progres ont été faits dans le domaine de la sensibilisation. Les
principes de base de la législation communautaire concernant les contaminants dans les
aliments sont fixés par le réglement de la Communauté Economique Européenne (CEE) n°
315/93 du conseil du 8 février 1993. Le comité scientifique de I’alimentation humaine estime
qu’il serait prudent de réduire au minimum I’exposition a ’OTA. L’exposition doit se situer
dans la partie basse de la fourchette des doses journaliéres tolérables de 1,2 & 14 ng/kg
p.c./jour, c’est a dire qu’elle soit inférieure a 5 ng/kg de poids corporel/ jour (DGXXIV :
SCF, 1995 ; FAO/WHO, 2001 : Réglement CE n° 123/2005).

Le Réglement CE 123/2005 de la commission du 26 janvier 2005 a fix¢ des limites

maximales d’OTA dans certains aliments (Tableau 5)
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Tableau 5 : Normes établies sur certaines denrées alimentaires

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

Actuellement, des normes sur les féves de cacao, les céréales, la bicre, le café vert, les fruits

secs sont en cours d’¢laboration dans 1’Union Européenne. Ces normes pourraient étre de 2

ng.kg”! pour les féves de cacao, 4 ug.kg™ pour le nibs (féves de cacao décortiquée), giteau de

cacao et poudre de cacao, et de 1 pgkg’ pour les produits & base de cacao (chocolat a

croquer, boisson de chocolat), 10 pg.kg™ pour le café soluble, 5 pg.kg” pour le café torréfié,

4 ug.kg™! pour les céréales et 0,2 pg.kg” pour la biére.

41



Revue de la bibliographie

4- MOISISSURES PRODUCTRICES DE L’'OCHRATOXINE A

4- 1- Généralités sur les moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques, filamenteux, du régne des mycetes.
Les moisissures sont des eucaryotes, hétérotrophes et saprophytes Elles sont aérobies, et sont
en général acidophiles. Par rapport aux autres micro-organismes, les moisissures ont en
général un besoin en eau faible et peuvent se développer sur des aliments a faible Ay, (jusqu’a
0,65) (Guiraud, 1998). Elles sont dotées de propriétés lytiques importantes (cellulolytique,
pectinolytique, amylolytique, protéolytique, lipolytique...) qui en font des agents de
dégradation importants. Elles peuvent également étre utiles (affinage des fromages,
production d’enzymes). Le métabolisme fermentaire des moisissures est soit aérobie avec
production d’acides organiques (acides citriques, gluconique oxalique...), soit sémi-aérobie
(fermentation lactique ou alcoolique). Certaines moisissures sont capables de produire des

meétabolites secondaires.

Les moisissures sont identifiables par des techniques classiques d’observation culturales,
morphologiques, microscopiques et de la sexualité.

Les caracteres culturaux sont essentiellement étudiés sur un milieu solide coulé en boite de
Pétri et ensemencé par touche. Plusieurs milieux de culture plus ou moins sélectifs ont été
développés afin de pouvoir différencier les especes : milieux PDA, DG18, MEA-B, CYA,
CREA, Czapek... (Samson et al., 2004) Les caractéres étudiés sont la vitesse de croissance,
la couleur des colonies (endroit et envers), la couleur du milieu, la texture et 1’aspect de la
surface, et éventuellement la présence de gouttes de « transpiration » sur le mycélium aérien
et I’odeur.

L’examen microscopique permet d’étudier la présence et le type des spores sexuelles
(zygospore, basidiospore...), des spores asexuées (conidiophore, conidiogénese...), les
hyphes cloisonnés ou non, le mycélium diffus, épais, coloré ou incolore, la présence des

sclérotes... (Guiraud, 1998).

Ces techniques d’identification, basées seulement sur le phénotype, restent incomplétes et tres

discutées. Pour une classification fiable, il est impératif d’allier le génotype au phénotype.
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4- 2- Grands groupes producteurs d’OTA
L’OTA est produite par diverses moisissures des genres Aspergillus et Penicillium. Sa

production est essentiellement assurée par 3 grands groupes :

Les Aspergillus, sous genre Circumdati, section Nigri. C’est un groupe qui renferme un
nombre important d’especes, et dont la classification et I’identification sont trés discutées.
L’espéce A. carbonarius et celles du groupe d’A. niger aggregate constituent les principaux
producteurs d’OTA. A. carbonarius a été décrite comme productrice d’OTA depuis 1996
(Téren et al., 1996). La majorité des isolats (60-100 %) sont producteurs quand ils se
développent en culture pure (Battilani et al., 2003 ; Amézqueta et al., 2008). L’intensité de
production d’OTA est variable selon les souches (Heenan et al., 1998 ; Taniwaki et al., 1999).
A. niger a aussi ¢té décrite comme productrice d’OTA (Abarca et al., 1994 ; Heenan et al.,
1998 ; Taniwaki et al., 2003) mais sa production est peu commune car seuls 1 a 3 % d’isolats
en produisent en culture pure. Récemment (Samson et al., 2007), deux nouvelles espéces de la
famille d’A. niger agg: A. lacticoffeatus, A. sclerotioniger ont été décrites comme
productrices d’OTA.

L’OTA est également produite par un nombre limité d’Aspergillus, sous genre Circumdati,
section Circumdati : A. ochraceus, A. sclerotiorum, A. melleus et A. suphureus. La scule
d’importance reliée a la production d’OTA est A. ochraceus, Les autres especes sont peu
connues dans les aliments et ne provoquent pas de détérioration physique (Frisvad et Samson,

2000 ; Bayman et al., 2002).

P. verrucosum est I’unique espece des Penicillium qui a été décrite comme étant productrice
d’OTA (Filtenborg et al., 1996). Néanmoins, au moins 27 métabolites toxiques sont reconnus

étre produits par 32 espéces du genre Penicillium (Pitt, 1991).

4- 3- Moisissures productrices de I'OTA dans le cacao

I1 existe trés peu de travaux sur I’étude des moisissures productrices de ’OTA dans les féves
de cacao. Cependant, Brera et al. (2003) et Magan et Aldred (2005) ont suggéré que les
responsables pourraient appartenir aux espeéces A. ochraceus, A. carbonarius ou P.
verrucosum. Aucune souche productrice d’OTA n’a été trouvée parmi les 66 souches isolées
pendant la fermentation et le séchage du cacao au Ghana (COCOQUAL, 2006). Au cours

d’un screening portant sur 115 souches isolées du cacao d’origine diverse (Cote d’Ivoire,
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Nigéria et Ghana), seules 2 souches d’Aspergillus ochratoxinogénes ont été trouvés
(COCOQUAL, 2006). Une étude basée sur 21 produits a base de cacao (nibs, poudre de
cacao) a ¢été conduite au Brésil. L’analyse microbiologique a permis d’isoler 123 isolats
d’Aspergillus toxinogénes. Parmi ces souches, 100 % des Aspergillus carbonarius et 100 %
des Aspergillus ochraceus sont producteurs d’OTA, tandis que seuls 18,2 % des isolats
d’Aspergillus niger en produisent (Copetti et al., 2006). Dans une étude portant sur 20
¢échantillons de cacao marchand de diverses origines et stockés en Espagne, les souches
ochratoxinogenes isolées sont les Aspergillus noirs (3 souches d’A. carbonarius et 13 souches
d’A. niger agg) (Ameézqueta et al., 2008). De méme, des essais préliminaires ont montré que
dans le cacao d’origine camerounaise, seul les Aspergillus noirs de la section Nigri peuvent

étre isolés.

4- 4- Aspergillus noirs de la section Nigri

Les Aspergillus noirs, section Nigri regroupent des espéces de grande importance en
biotechnologie et en mycologie alimentaire et médicale. Ils sont fréquents, abondants et
capables de pousser sur divers substrats (Gams et al., 1985) ; ils sont considérés comme des
contaminants naturels des aliments moisis. Certains de ces Aspergillus sont utiles en
fermentations industrielles car ils sont capables de produire des enzymes hydrolytiques
(amylases, lipases), et des acides organiques (acide citrique, acide gluconique) (Kozakiewicz,
1989 ; Bennet et Klich, 1992 ; Varga et al., 1996). Depuis quelques années, ce role bénéfique
a ¢été contrebalancé avec la découverte des mycotoxines dont I’Ochratoxine A dans plusieurs

denrées contaminées comme le café, le cacao, les céréales, le vin...

La section Nigri est 1’'un des groupes d’Aspergillus dont la classification et I’identification des
especes sont mal élucidées. La taxonomie de ces Aspergillus noirs a été étudiée par plusieurs
auteurs (Raper et Fennell, 1965 ; Murakami, 1976 a et b ; Murakami, 1979 a—d ; Murakami et
Noro, 1979 ; Murakami et Yoshida, 1979 a et b ; Murakami et al., 1979 ; Al-Musallam, 1980 ;
Kozakiewicz, 1989 ; Kusters-Van et al., 1991 ; Samson, 1992 ; Parenicova et al., 2000 ;
Samson et al., 2004 ; Frisvad et al, 2007 ; Geiser et al., 2007 ; Perrone et al., 2007 ; Samson
et al., 2007). Ces travaux révelent une biodiversité importante et les diverses espéces restent
difficilement reconnaissables sur les seuls critéres phénotypiques en particulier un groupe
d’espéces trés voisines appelé Aspergillus niger aggregate. Seule la combinaison des critéres
morphologiques et moléculaires permet de les différencier. Les données récentes de la

littérature font état de 19 espeéces dans la section Nigri (Tableau 6).
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Tableau 6 : Caractéristiques des Aspergillus noirs

Especes Origine Taille des Ornement Production
conidies des d’OTA
(mm) conidies
Espéces unisériés
A. aculeatinus Café arabica vert 2,5-4,5 échinulées -
(Thailand)
A. aculeatus Inconnu 3,5-5 échinulées -
A. japonicus Raisin (Italie) 3,5-5 ¢chinulées -
A. uvarum Raisin (Italie) 3-4 -
Espéces bisériés
A. carbonarius Air (Indonesie) 7-9 spinulées +
A. slerotiicarbonarius Café robusta vert 4,8-9,5 lisses a -
(Thailand) rugueuses
A. heteromorphus Culture (Brezil) 3,5-5 ¢chinulées -
A. ellipticus Sol (Costa Rica)  3,3-5,5 ¢chinulées -
A. niger aggregate
A. niger Caf¢ (Kenya) 3,5-5 lisses +
A. vadensis Inconnu 3-4 rugueuses a -
¢chinulées
A. brasiliensis Sol (Australie) 3,5-4,5 lisses -
A. costaricaensis Sol (Costa Rica)  3,1-4,5 lisses a -
rugueuses
A. homomorphus Israél 5-7 ¢chinulées -
A. lacticoffeatus Café (Venezuela) 3,4-4,1 lisses a +
rugueuses
A. sclerotioniger Café (Inde) 4,5-6,4 lisses a +
verruqueuses
A. tubingensis Inconnu 3-5 lisses a -
¢chinulées
A. foetidus Japon 3,5-4,5 lisses -
A. ibericus Raisin (Portugal)  5-7 spinulées -
A. piperis Piment 2,8-3,6 lisses a striées -
(Danemark)

Sources : Raper and Fennell, 1965 ; Al-Musallam, 1980 ; Kozakiewicz, 1989 ; Samson et al., 2004 ;

Samson et al., 2007

4- 5- Approche génotypique

L’approche moléculaire est de nos jours trés utilisée et indispensable dans la détermination

des moisissures, notamment celles productrices de IOTA. Grace a la PCR, I’étude

génotypique de plusieurs souches a été faite. Les principales techniques moléculaires utilisées

pour 1’étude du polymorphisme des ADN sont la PCR-RFLP, la PCR-AFLP, la RAPD-PCR,

le séquencage d’une région cible de I’ADN...
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La PCR utilise des amorces plus ou moins spécifiques ciblant des séquences variables selon
les objectifs. Elle est basée sur 1’utilisation d’une polymérase thermostable qui est la Taq
polymérase et consiste a amplifier spécifiquement un fragment d’ADN afin de le rendre

détectable par électrophorese.

Le ribotypage utilise des primers spécifiques complémentaires de s€quences bien localisées de
la région ITS,/ITS, de ’ADN ribosomal. Cette technique permet de différencier certains
Aspergillus noirs (Haugland et Vesper, 2002 ; Gonzalez-Sagado et al., 2005). S’il est facile
d’identifier A. carbonarius, il n’est pas aisé de différencier les autres Aspergillus noirs,
notamment les A. niger agg. En effet une quasi-similitude de la partie ciblée de la séquence
ITS, peut étre constatée chez plusieurs especes (Tableau 7 ; données consultables dans la

banque de données NCBI: http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/) ; il s’agit de A. niger, A.

tubingensis, A. brasiliensis, A. foetidus, A. lacticoffeatus, A. costaricaensis, et A. vadensis. 11
est a noter que ces especes sont des A. niger agg selon Samson et al. (2007). De méme, des
similitudes de séquences sont obtenues chez les espéces unisériées A aculeatus, A. japonicus,
A. uvarum. Il est ainsi difficile de différencier ces espéces par ce type d’amplifications. Une
technique succeptible de les différencier pourrait étre le séquencage et la comparaison des

fragments amplifiés.
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Tableau 7 : Comparaison des séquences partielles ITS, de quelques Aspergillus noirs

Séquence partielle ITS, Nom Code NCBI

5’ 3’

GCCGTCCCC TCTCTCCGG A. niger AJ 876876
GCCGTCCCC TCTCTCCGG A. brasiliensis Q900598
GCCOTCCcCcCcCcTCcTC Ccaaa A. niger AY585554, AY585533
GCCQOTCCcCcCCTCTC Ccaaa A. tubingensis AJ 876877, AJ280007
GCCGTCCCCCTCTC cCaaGa A. brasiliensis DQ900601
GCCGTCCCCCTCTC CGGG A. foetidus AY585551
GCCGTCCCCCTCTC Ccaaa A. lacticoffeatus DQ900604
GCCGTCCCCCTCTC Ccaaa A. costaricaensis DQ900602
GCCGTCCCCCTCTC Ccaaa A. vadensis AY585549
GCCGTCCCCCTTTC Ccaaa A. ibericus AY 656627
GCCGTCCCCCATCC CGGG A. ellipticus AY585548
GCCGTCCCCCCTCTCCGAGG A. piperis DQ900603
GCCGTCCCCCTGTCTGGGG A. carbonarius DQ 900605
GAGTCCCCCCGGGGGCTG A. homomorphus EF66063
GCaCcecceceeceaaaaaaeaa A. aculeatus AY585556
GCGCCCCCCCGGaGEECaa A. japonicus AY 585560
GCGCCCCCCCGGGEELCaG A. uvarum AM745757
GTCGTCCCcCcccecee  aaa A. heteromorphus  AY 585547

Souligné : souches déposées par Salgado-Gonzalez et al. (2005)
Couleur verte : espéces unisériées

Il est aussi possible d’utiliser pour cibles des séquences de geénes spécifiques a un ou plusieurs
produits comme celui de la calmoduline (Perrone et al., 2004 ; Susca et al., 2007 ; Varga et
al., 2007) ou de la 3 tubuline (Samson et al., 2004 ; Varga et al., 2007).

La RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorphism) permet d’amplifier une région
de taille variable chez différentes especes et de digérer 1’amplicon obtenu par différentes
enzymes de restriction. L’identification est basée sur un critére de taille, qui témoigne du
polymorphisme de restriction. L’inconvénient de la méthode est qu’il faut travailler sur des
colonies isolées car D’application a des mélanges microbiens conduit a des profils
¢électrophorétiques trop confus. Les produits de restriction des différentes espeéces peuvent se
superposer et se confondre. Kusters-van Someren et al. (1991) utilisent la RFLP avec comme
régions cibles pelA, pelB, pki pour distinguer A. niger et A. tubingensis. Lorsque la région

cible est le mtDNA, cette technique peut permettre de différencier A. niger et A. brasiliensis
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de A. tubingensis, et A. japonicus de A. aculeatus (Varga et al., 1993 et 1994 ; Hamari et al.,
1997). La RFLP a également permis de distinguer les espéces A. japonicus, A. vadensis et A.
aculeatus lorsque les régions cibles sont pelA, pki, et rDNA (Parenicova et al., 2001 ; de
Vries et al., 2005).

La RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). C’est une amplification aléatoire de
fragments d’ADN par des amorces de 10 paires de bases. Si les deux sites d’hybridation sont
suffisamment proches, et de position convenable, I’amplification PCR est possible. Une
variabilité dans la séquence des sites entre individus sera détectée par un polymorphisme du
nombre et de la longueur des fragments d’ADN amplifiés. C’est une technique facile a mettre
en ceuvre. L’inconvénient est la grande sensibilité de la technique. La flexibilité, le nombre de
paire de bases des amorces utilisées et des conditions d’amplification contraignantes limitent
la reproductibilité de la méthode. La RAPD-PCR a été utilisée par plusieurs auteurs pour
I’étude de la variabilité génétique des Aspergillus noirs : A. aculeatus peut étre différencié de
A. japonicus (Hamari et al., 1997), A. brasiliensis des autres A. niger agg (Varga et al., 2000),

A. carbonarius IN7 des autres isolats d’A carbonarius (Kevei et al., 1996).

L’AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) est également basée sur I’amplification
spécifique par PCR de fragments de restriction issus de la digestion de I’ADN génomique.
C’est une combinaison de la RFLP et de la RAPD. L’ADN est d’abord digéré par des
enzymes de restriction. Par la suite, des adaptateurs sont fixés sur les deux bouts des produits
de digestion. Une amplification sélective par PCR est effectuée a 1’aide d’amorces qui
s’hybrident avec les adaptateurs. Cette technique est trés efficace car le polymorphisme est
révélé rapidement et facilement. L’AFLP a été utilisé avec succes pour différencier tous les
Aspergillus noirs décrits (Perrone et al., 2006 a et b ; Serra et al., 2006 ; Varga et al., 2007).
Schmidt et al. (2004) utilisent également cette technique pour identifier les A. carbonarius
isolés des grains de café. L’AFLP, comme la RFLP ont permis de séparer 3 especes des
Aspergillus noirs : A. carbonarius, A. tubingensis, A. niger et le groupe des Aspergillus noirs
unisériés (Bau et al., 2006 ; Perrone et al., 2006 a et b).

Le séquengage est basé sur la méthode dite de terminaison de chaine décrite par Sanger et al.
(1977). C’est I'une des techniques performantes pour I’étude du polymorphisme. Il peut
concerner des régions cibles de I’ADN ou bien le génome entier (ce qui est difficile a mettre

en ceuvre car le séquencage du génome entier est trés onéreux, difficile et trés long).
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Le séquencage de diverses régions de I’ADN ribosomal, notamment les régions ITS; / ITS; et
des régions D1 / D2 permettent une identification rapide et objective (Hirinckson et al., 2005).
La comparaison des séquences des diverses régions aux données disponibles dans les banques
de données a permis d’obtenir des homologies allant de 91,9 % a 99,6 % pour la région D1 /
D2, de 57,4 % a 98 % pour la région ITS; et de 75,6 % a 98,3 % pour la région ITS,
(Hermosa et al., 2001).

En plus de I’identification, la capacité de produire ’OTA peut étre étudiée par I’amplification

d’un fragment PKS. La structure générale d’une PKS fongique est la suivante :

5 | KS | AT | DH | MT | ER | KR | ACP | 3

Avec comme domaines principaux : Ketosynthase (KS), Acyl-Transférase (AT), Acyl Carrier Protein (ACP) et
domaines optionnels : Ketoréductase (KR), Deshydratse (DH), Enyolréductase (ER), Méthyltransférase (MT).

Chez les moisissures, ces différents domaines sont responsables de la biosynthése de plusieurs
mycotoxines et autres métabolites secondaires. Le séquencage du génome des moisissures a
révélé ’existence d’un grand nombre de génes PKS (Yu et al., 2005). En fonction des
moisissures et des régions cibles, des amorces spécifiques, ont été trouvées. C’est le cas des

primers Ac12RL-OTAF/ Ac12RL-OTAR chez A. carbonarius (Atoui et al., 2007).
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MATERIEL ET METHODES
MATERIEL

1- CACAO

Les cabosses de cacao (Theobroma cacao L.) ont été récoltées pendant les campagnes
cacaoyeres 2005, 2006 et 2007 dans la région de Kumba au Cameroun (Figure 17). La région
de Kumba fournit plus de 50 % de la production nationale, soit en moyenne 60 000 tonnes de
cacao marchand par an. Le climat est de type équatorial avec une pluviosité d’environ 3000
mm/an. Le type de cacao « Haut Amazonien » est le plus rencontré. La cueillette est faite a la
main afin d’avoir selon le cas des fruits sains et bien mirs ou ayant les caractéristiques

désirées (cabosses naturellement abimées).

Figure 17 : La localisation de la zone étude : la région de Kumba,
située dans le Sud-Ouest du Cameroun.

2- SOUCHES FONGIQUES
Les souches d’Aspergillus niger (CECT 2091) et d’A. tubingensis (CBS 16179) ont été

utilisées comme souches témoins pour I’identification des Aspergillus noirs isolés pendant le
traitement du cacao. La souche CECT 2091 provient de la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (46100 Valencia Espagne), la souche CBS 16179 du Centraalbureau voor

Schimmelcucutures (Baarn, Pays Bas).
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Dans le cadre d’un essai avec inoculation, une souche d’Aspergillus niger, isolée au cours de
ce travail, pendant le traitement post-récolte du cacao issu de la campagne cacaoyere 2005, et
testée non productrice d’OTA sur milieu PDA et sur milieu riz (méthode FDA), a été utilisée

(A. niger agg 18).

METHODES
1- FERMENTATIONS DU CACAO

Les fermentations ont été conduites chacune a partir de 50 kg de feéves. Deux types de
fermentation ont été étudiées : fermentation en caisse ou les féves sont introduites dans des
caisses en bois de dimension de 45 cm x 45 cm x 45 cm et fermentation en tas ou les féves
sont versées sur des feuilles de bananier posées sur le sol. Le tas est par la suite recouvert par
d’autres feuilles de bananier. Apres récolte en champ, 1’écabossage a ét¢ immédiat ou différé.
Campagne cacaoyere 2005

Pendant la campagne cacaoyere 2005, quatre variantes de traitement ont été étudiées (Figure
18). Elles sont fonction du type de fermentation, de 1’état de la cabosse ou du délai
d’écabossage : fermentation en tas des féves issues de cabosses entieres et ayant subi un
¢cabossage sans délai (T1), fermentation en caisses de féves du méme type (T2), fermentation
en tas de féves issues de cabosses entieres avec un écabossage retardé de 10 jours (T3) et
fermentation en tas de féves issues de cabosses blessées avec un écabossage également retardé
de 10 j (T4). Dans ce dernier cas les cabosses ont été partiellement ouvertes apres récolte. Le
séchage est naturel (solaire) et dure entre 5 et 10 j. Trois fermentations de chaque type ont été
effectuées au cours de la campagne cacaoyere : au début (septembre - octobre), au milieu
(octobre - novembre) et a la fin de campagne (novembre-décembre).

Campagne cacaoyere 2006

La campagne 2006 a permis de comparer de nouveau les cabosses enticres (T1’) et les
cabosses blessées (T4’). Un essai d’inoculation avec une souche d’A. niger non producteur
d’OTA a été réalisé¢ (TS) (Figure 19). L’incidence du stockage sur la microflore fongique
totale et la production d’OTA ont également été étudiées en conservant les féves issues des
différents traitements dans les sacs en jute pendant 4 mois dans les conditions tropicales. Il est
a noter que seul le début de la campagne cacaoyere a été étudié

Campagne cacaoyere 2007

Au cours de la campagne 2007, la fermentation a porté sur un témoin (T1°"), sur des féves

issues de cabosses naturellement abimées sur 1’arbre sans délai d’écabossage (T6), et des
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feves issues des cabosses abimées sur 1’arbre avec un délai d’écabossage de 10 j (T7). La
microflore fongique de D’air, de la surface des cabosses et du matériel utilisé lors de la
fermentation (sacs de jute, feuilles de bananier, caisses de fermentation) a également été

¢tudiée (Figure 20). Comme pour I’année 2006, seul le début de la campagne a été étudié.

2- ETUDE DE LA MICROFLORE FONGIQUE

2- 1- Echantillonnage

Le préléevement des échantillons de cacao a eu lieu a différentes étapes de la transformation
(Figure 18, 19 et 20). Il s’agit des féves non fermentées (A), fermentées et non séchées (B),
fermentées et séchées au soleil (C). A chaque fois, 300 g de cacao ont été prélevés pour les
analyses microbiologiques. Le dosage de ’OTA a été réalisé sur les feves seches (maticre
séche > 90 %). Les prélévements effectués aux étapes A et B ont été séchés pendant 48 h a
I’étuve a 30°C afin de reproduire le séchage naturel en s’affranchissant des contaminations

intervenant a ce stade.

T1 T2 T3 T4
Cabosses entieres Cabosses entieres Cabosses entieres Cabosses blessées
Ecabossage sans Ecabossage sans Ecabossage Ecabossage
délai délai apreés 10 jours apres 10 jours
Féves* l Féves* l Féves* l Féves* l Stade A
Fermentation Fermentation Fermentation Fermentation
en tas en caisse en tas en tas
Féves* l Féves* l Féves* l Féves* l Stade B
Séchage Séchage Séchage Séchage
solaire solaire solaire solaire
l l, l, l Stade C
Féves Féves Féves Féves
seches* seches* seches* seches*

Figure 18: Traitements post-récolte étudiés pendant la campagne cacaoyere 2005
T1: fermentation en tas des féves issues de cabosses entieres et ayant subi un écabossage sans délai
T2 : fermentation en caisse de féves du méme type
T3 : fermentation en tas de féves issues de cabosses entieres avec un écabossage retardé de 10 jours
T4 : fermentation en tas de féves issues de cabosses blessées avec un écabossage également retardé de
10
* . stade de prélévement
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TL T4 T5
Cabosses entieres  Cabosses blessées Cabosses entiéres
Ecabossage sans Ecabossage Ecabossage sans
délai aprés 10 jours délai
Stade A Ajout de 300 mL d'une suspension
A * A * A *
Feves l Feves l Feves l —— de 3 X 108 conidies d'un A. niger agg
non producteur d’'OTA
Fermentation Fermentation Fermentation
en tas en tas en tas
Féves* l Féves* l Féves* l Stade B
Séchage Séchage Séchage
solaire solaire solaire
l l l Stade C
Féves Féves Féves
seches* seches* seches*

Figure 19: Traitements post-récolte étudiés pendant la campagne cacaoyere 2006
T1’: Répétition de T1
T4’ : répétition de T4
T5 : essai avec inoculation d’un A. niger non producteur d’OTA
* : stade de prélévement
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T1 T6 T7
Cabosses entiéres Cabosses abimées Cabosses abimées
sur I'arbre sur I'arbre
Ecabossage Ecabossage Ecabossage
sans délai sans délai apreés 10 jours
Féves* l Féves* l Féves* l Stade A
Fermentation Micro Micro
en tas fermentation fermentation
Féeves* l Féeves* l Feves* l Stade B
Sechage Séchage Séchage
solaire solaire solaire
1 1 1 Stade C
Féves Féves Feéves
séches* séches* séches*

Figure 20: Traitements post-récolte étudiés pendant la campagne cacaoyere 2007
T=Tl1
T6 : fermentation en caisse des féves issues des cabosses abimées sur I’arbre et avec écabossage sans
délai
T7 : fermentation des mémes féves, mais avec écabossage aprés 10 jours
* : stade de prélévement

2- 2- Milieux de culture
Divers milieux gélosés ont été utilisés pour la numération, I’isolement, I’étude des caracteres

phénotypiques et la production d’OTA.

Le principal milieu de culture a été le PDA : la gélose pomme de terre glucosée qui est un
milieu de base pour I’isolement et la numération des moisissures et des levures. Afin de
ralentir la croissance des bactéries, 9mL/L d’acide tartrique a 10 % (pour abaisser le pH a
3,5) et du chloramphénicol a 10 mg/mL ont été ajoutés. A 1’exception du chloramphénicol
qui est stérilisé par filtration car il est thermosensible, 1’acide tartrique et le PDA ont été

autoclavés a 121°C pendant 20 min. Le mélange est fait aseptiquement en surfusion (55°C).

Plusieurs autres milieux de culture décrits par Samson et al. (2004) ont été utilisés :
DG18 : c’est le dichloran 18 % glycérol agar. Le milieu DG18 est spécifiquement développé

pour I’isolement et la numération des moisissures xérophiles. Il est constitué de peptone (5 g),
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glucose (10 g), K;HPO4 (1 g), MgS04. 7H,0 (0,5 g), dichloran 0,2 % dans 1’éthanol (1 mL),
glycérol (220 g), chloramphénicol (0,1 g), agar (15 g) dans 1L d’eau distillée.

Czapek agar : c’est un milieu constitué¢ de NaNOs (3 g), KCI (0,5 g), MgS04. 7H,0 (0,5 g),
FeSO4. 4H,0 (10 mg), K2HPO4 (1 g), saccharose (30 g), agar (20 g) dans 1L d’eau distillée.

Le pH du mélange est ajusté a 6,2 avant d’étre autoclavé a 121°C pendant 20 min.

CYA : il est constitu¢ de NaNOs (3 g), K2HPO4 (1 g), KCl1 (0,5 g), MgS04. 7H,0 (0,5 g),
FeSO4. 4H,0 (10 mg), extrait de levure (5 g), saccharose (30 g), agar (20 g) dans 1L d’eau.

Le pH du mélange est ajusté a 6,0 - 6,5 avant d’étre autoclavé a 121°C pendant 20 min.

MEA : le milieu malt extrait de malt est composé d’extrait de malt (30g), du peptone (3 g), de
I’agar (15 g) dans 1L d’eau distillée. Le mélange est autoclavé a 121°C pendant 20 min.

2- 3- Numération par ensemencement des milieux en surface

Une numération de la population fongique a été réalisée par inoculation en surface du milieu
PDA. Des essais préliminaires ont également été réalisés avec le milieu DG18. Cette méthode
en surface favorise un développement uniforme des moisissures car elles ont un méme acces a
I’oxygene (Hocking, 1991). L’inoculum est obtenu par trempage de 15 féves de cacao dans 90
mL d’une solution d’eau peptonée stérile (0,1% w/v) pendant 10 min (Hocking, 1991). Des
dilutions décimales ont été réalisées puis 0,1mL de chaque dilution a été étalé sur les divers
milieux de culture. Les boites de pétri sont ensuite incubées a 25°C pendant 5 a 7 jours. Le
résultat est exprimé en UFC.g"' pour la flore fongique totale et pour les « Aspergillus noirs ».
L’estimation de la population (N) est calculée selon la norme ISO (NF ISO 7218/A1)
(AFNOR, 2002).

Y C

\Y% (Il1+0, 11’12) d

N:

Avec ) C=somme des colonies comptées sur toutes les boites
a la dilution retenue pour le comptage,

V= volume de I’inoculum dans chaque boite

n;= nombre de boites retenues a la premicre dilution

n,= nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution

d= taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.
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La dispersion microbienne dans 1’échantillon est calculée a 1’aide de la formule suivante :

>C 1,96 V (>0) 1
0= +
B B d

Avec B =V (n; + 0,1ny) et pour un degré de streté de 95 %.

2- 4- Conditions de I’essai avec inoculation

La souche d’A. niger testée non productrice d’OTA a été cultivée sur milieu PDA pendant 5
jours. Une suspension a 3 x 10® conidies/mL de cet Aspergillus est obtenue par grattage des
boites de culture sur PDA avec une solution d’eau physiologique avec 0,01 % de Tween 80.
L’inoculation est faite par aspersion et brassage de 300 mL de cette suspension dans 50 kg des

feves de cacao juste avant la mise en fermentation.

2- 5- Ensemencement direct

Afin de déterminer le pourcentage d’infection et d’accroitre la sensibilité du dénombrement,
un ensemencement direct a été fait en déposant aseptiquement des feéves de cacao a la surface
de boites de milieu PDA (Hocking et Pitt, 1980). Cette méthode facilite la détection, non
seulement des spores localisées sur la surface de la féve, mais aussi des hyphes qui ont
pénétré et se sont développés dans les feves. Trois feves ont été déposées de fagon stérile a la
surface des boites de milieu PDA (feéves fraiches). Les boites ont été incubées a 25°C pendant

5 a7 jours et le résultat est exprimé en pourcentage de féves infectées.

3- IDENTIFICATION DES MOISISSURES

3- 1- Caractéres culturaux sur les milieux de culture.

L’examen des cultures s’est fait a I’ceil nu ou a la loupe. Les caractéres culturaux étudiés ont
¢té la couleur des colonies (envers et endroit) et leur variation dans le temps, couleur et
changement de couleur du milieu, la texture de la surface et I’odeur (Guiraud, 1998 ; Samson
et al., 2004). En plus du milieu PDA, les milieux Czapeck agar, CYA, MEA ont été utilisés
pour I’identification des moisissures noires. Les caractéres culturaux sur les milieux CYA et

MEA ont été comparés a ceux décrits par Samson et al. (2007).
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3- 2- Caractéres morphologiques microscopiques

L’examen microscopique a été fait grace a des préparations a I’état frais. L’observation a été
réalisée au grossissement x 100 et x 400. Les moisissures isolées ont ét¢ identifiées selon des
criteres morphologiques répertoriés en fonction des caractéres suivants : hyphes cloisonnées
ou non, caractéristiques et type de conidiogénése, morphologie et structure des spores ou

conidies (Guiraud, 1998 ; Samson et al., 2004).

La confirmation de I’identification de quelques Aspergillus et Penicillium a été réalisée par
des techniques moléculaires par la mycothéque de I’Université Catholique de Louvain en

Belgique (BCCM™/MULC Culture collection).

4- ETUDE DE LA PRODUCTION ET DOSAGE DE L'OTA

4- 1- Production d’OTA sur milieux gélosés

Le criblage des souches a été fait sur milieu PDA, puis confirmé sur milieux Czapek agar,
CYA et MEA.

Pour chaque souche isolée, une suspension (3 x 10° conidies.mL™") a été réalisée par grattage
d’une boite de culture sur PDA avec une solution d’eau physiologique avec 0,01 % de Tween
80. Cinq microlitres de cette suspension sont déposés au centre d’une boite de milieu PDA,
Czapek et MEA et incubée a 25°C. Au bout de 7, 14 et 21 j d’incubation, une extraction
directe est réalisée a partir de 3 disques de gélose prélevés au centre de la colonie.
L’extraction est faite dans 2,5 mL de solvant (méthanol/acide formique 25:1, v/v) pendant 15

min dans un bain a ultrasons (Suarez-Quiroz et al., 2004).

La quantification de ’OTA est faite a partir des extraits, par HPLC avec une détection
fluorimétrique (Shimadzu LC-10 ADVP, Japan) (Nakajima et al., 1997). Les conditions
opératoires sont les suivantes : boucle d’injection de 100 pL, colonne HPLC phase inverse
C18, ODS granulométrie 5 um avec pré-colonne identique, thermostatée a 35°C, débit
isocratique de 1mL/min, longueur d’onde d’excitation de 333 nm et d’émission de 460 nm.
Les teneurs sont calculées a partir d’une courbe d’étalonnage établie a partir d’un standard

OTA (1pg.mL™; réf PD 226 R. Biopharm Rhéne Ltd, Glasgow, UK).
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4- 2- Production d’OTA sur milieu riz (Méthode FDA)

La production d’OTA a été également recherchée sur le milieu « riz » selon la méthode FDA
qui est la méthode officielle (Tournas et al., 2001). Dans un erlenmeyer de 500 mL, 50 mL
d’eau distillée sont additionnés a 50 g de riz et stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 20
min. Le riz stérile est ensemencé avec une suspension de 50 x 10° conidies.mL™' de la souche
a tester. La culture est incubée a 25°C jusqu’a observer une croissance qui recouvre la surface
et atteigne le fond de I’erlenmeyer (15-20 jours). Apres incubation, I’OTA est extraite par 150
mL de méthanol a chaud jusqu’a ébullition ; aprés homogénéisation, la suspension est filtrée

et évaporée jusqu’a 20-25 mL.

L’OTA des extraits est détectée et quantifi¢e par HPLC (Nakajima et al., 1997) comme

précédemment décrit.

4- 3- Production d’OTA sur milieu cacao

Pour tester la production d’OTA sur cacao, 50 g de féves de cacao (contrélées sans OTA),
sont stérilisées a I’autoclave a 121°C pendant 20 min. Les féves stériles sont inoculées par 8
mL d’une suspension de 50 x 10° conidies.mL™" de souche 4 tester et incubées a 25°C pendant
10 et 20 j. L’extraction est faite dans une solution d’acétonitrile/eau, (60 : 40, v/v) pendant 40
min.

L’OTA des extraits est ¢galement détectée et quantifiéee par HPLC comme décrit

précédemment.

4- 4- Dosage de I'OTA dans les féeves de cacao

Les échantillons de féves de cacao séchées ont été congelés a -80°C puis ont été broyés.
Cinquante grammes de feéves broyées ont ¢été extraits dans 200 mL de solvant
(acétonitrile/eau, 60/40, v/v). Quatre millilitres d’extrait filtré ont ét¢ dilués dans 44 mL de
tampon phosphate. Le mélange a été purifié¢ sur colonne d’immunoaftinité (Ochraprep, Rhone
Diagnostics, Scotland). L’OTA est ¢luée par 3 mL de méthanol et évaporée a sec sous courant
d’azote a 70°C. Le résidu est repris par 1 mL de phase mobile (eau/acétonitrile/acide acétique,
51: 48:1, v/v/v). La quantification est faite par HPLC suivant la méthode décrite

précédemment (Annexe 1).
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5- TECHNIQUES D'ETUDE DES FACTEURS INFLUANT LA
CROISSANCE ET LA PRODUCTION D’OTA

5- 1- Incidence de I'activité de |I'eau

Préparation des enceintes et milieu de culture

Des solutions de glycérol a différentes concentrations ont été préparées afin d’obtenir des
activités de I’eau égales a 0,70 - 0,75 - 0,80 - 0,85 - 0,90 - 0,95 et 0,99. Ces solutions calibrées
ont ¢été versées dans le fond des dessiccateurs. Il est indispensable d’attendre 48 a 72 H pour
avoir un équilibre dans I’enceinte.

Les milieux de culture a des activités de 1’eau correspondantes a celle des enceintes ont été
préparés. Des proportions variables de glycérol ont été ajoutées au milieu PDA avant
autoclavage (Annexe 2).

Inoculation et culture

Les boites de pétri contenant les milieux de culture ont ét¢ ensemencées par une suspension
de 3 x 10° conidies/mL et ont été introduites dans les enceintes correspondantes. Les
dessiccateurs sont placés dans une chambre d’incubation a 28°C. Le diamétre des colonies
est mesuré ainsi que la production d’OTA apres 6, 12, 18 et 24 jours de culture (Suarez-
Quiroz et al., 2005).

Au bout de ces différentes durées de culture, le prélevement des disques de gélose,
I’extraction et la quantification de I’OTA sont faites comme pour la production de I’OTA sur

milieu PDA (Mat. et Méth. § 4-1)

5- 2- Effet des alcaloides

Des milieux de culture ont été préparés par supplémentation du milieu PDA, avec de la
caféine (Sigma) a des concentrations de 0,0 - 1,0 - 1,5 - 2,0 et 2,5 g/L(p/v), de la théobromine
(Sigma) a 0,0- 1,0- 1,5- 2,0 et 2,5 g/L (p/v), et de I’épicatéchine (Sigma) a 0,0 - 3,5 g/L
(p/v),

La caféine et la théobromine sont ajoutées au milieu PDA avant autoclavage tandis que
1’épicatéchine est stérilisée aux UV et mélangée au PDA en surfusion (55°C). Sur ces milieux
ont été ensemencés 5 pL d’une suspension de 3 x 10° conidies d’A. carbonarius ou d’A.

niger agg. La croissance apicale et la toxinogénése sont étudiées apres 7j de culture.
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6- TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

6- 1- Production du mycélium

La souche a étudier est ensemencée sur le milieu PDA et incubée pendant 4 jours a 25°C. Une
suspension de 3 x 10° conidies.mL™ de cette souche a été préparée par grattage d’une boite de
culture sur PDA dans une solution d’eau physiologique a 0,01 % de Tween 80. Huit
microlitres de cette suspension de spores ont été¢ ensemencés dans 100 mL de milieu Yeast-
Malt (3 g d’extrait de levure, 3 g d’extrait de malt, 5 g de peptone et 5 g de glucose dans 1 L
d’eau distillée). Les cultures sont mises a incuber a 25°C pendant 4 j sans agitation et a 1’abri
de la lumiére. Le mycélium de couleur plus ou moins blanchatre est filtré sur papier-filtre,

congelé a -80°C pendant 24 h puis lyophilisé pendant 24 a 48 h.

6- 2- Extraction de ’ADN

L’ADN génomique est extrait selon les méthodes de Hoffman et Winston (1987) et Ausubel
etal. (1995).

Dans un tube Eppendorf stérile de 2 mL, 50 a 100 mg de mycélium lyophilisé ont été broyés
au vortex pendant 3 min par des billes de verre de diametre égal a 0,45 pm en présence de 500
uL de tampon de lyse pH8 (mélange Tris-HCl 10 mM Sigma n°T7149, EDTA 1mM Fluka
n°03610, NaCl 100 mM Sigma n°S3014, Triton X 100 2 % (p/v) Sigma n°T8787, SDS 1 %
Gibco BRL n°5525UB), 250 upL de phénol (Uptima, Interchim) et 250 pL de
chloroforme/alcool iso - amylique (Carlo Erba n°415154) (24/1, v/v). Par la suite, 500 pL de
tampon TE (Tris-HCI 10mM, EDTA ImM, pH 8) ont été ajoutés et le mélange a été
centrifugé a 10 000 g pendant 12 min. La phase aqueuse surnageante a été récupérée et une
deuxiéme extraction au chloroforme/alcool iso - amylique a été faite. Un volume de 700 pL
de chloroforme/alcool iso - amylique a été ajouté a la phase aqueuse récupérée et le mélange
centrifugé a 10 000 g pendant 12 min. Apres cette centrifugation, une nouvelle phase aqueuse
est recueillie. Le culot d’ADN devient visible aprés ajout d’1 mL d’éthanol absolu a -20°C et
centrifugation pendant 15 min a 18 000 g. Ce culot a été repris dans 370 pL. de tampon TE
pHB8. Afin d’hydrolyser ’ARN résiduel qui pourrait nuire a la PCR, 30 uL de RNAse (Roche
n°109169) a 1 mg/mL ont été ajoutés et ’ensemble est incubé a 37°C pendant 15 min. De
I’acétate d’ammonium 4M (10uL) et de I’éthanol absolu a -20°C (ImL) ont été ensuite
ajoutés et le mélange est laissé pendant 1 h a -20°C, puis centrifugé pendant 15 min a 18 000

g. Le surnageant a été ¢liminé et le culot d’ADN est lavé par ImL d’éthanol/eau ultra pure a
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70 % (v/v). Le mélange a été¢ ensuite centrifugé pendant 15 min a 18 000 g. Le culot ’ADN

séché a été repris dans 50 uL de tampon TE pHS et peut étre conservé a -20°C.

La vérification de la qualité de I’extraction a été faite par une électrophorése sur gel
d’agarose de I’ADN obtenu. Le gel est obtenu par dissolution a chaud d’Agarose (Seakem
LE Agarose n°50 000 E) a 0,8 % (p/v), dans le tampon 1XTAE (Tris-base Sigma n°T8524
2M, Acide Acétique Carlo-Erban n°401422 a 1M, EDTA Fluka n°03610 a 0,05M). Le
mélange est refroidi sous agitation douce et 2,5 uL de Bromure d’Ethydium (BET, Interchim
n°UP 89244B) a 10 mg/mL est ajouté juste avant de « couler» le gel dans la cuve
d’¢lectrophoreése. Le BET contribue a rendre fluorescente la bande d’ADN sous les rayons
UV. Pour I’électrophorese, un mélange constitué d’1uL d’ADN, 9 pL d’eau ultra-pure et 1
uL de bleu de charge (Loarding Buffer, ou BBS, Biomédicals n°2355204) est placé dans les
puits. Le BBS sert a précipiter ’ADN au fond du puits.

L’électrophorése est faite dans une cuve de type APELEX a 80 V pendant 90 min.

6- 3- Purification de ’ADN par Geneclean

Une ¢lectrophorése sur un gel Low Melting Point (Sigma A 9414-25G) a 1 % a été faite et les
bandes d’agarose contenant I’ADN total ont été découpées et récupérées dans un micro - tube
Eppendorf taré et pesées. La purification de cet ADN a ¢été faite par 1’utilisation d’un kit de
Geneclean ® (Biol01 Systems cat 1001-200, Q. Biogeéne) composé des billes de Glassmilk,
de Nal et de la solution de New Wash.

Les morceaux de gel découpés ont été dissous sous agitation douce, dans un bain marie
thermostaté¢ a 55°C pendant 5 min, dans un volume de Nal correspondant au triple du poids
du gel a dissoudre. L’ADN a été fixé sur les billes de Glassmilk par incubation dans la glace
pendant 15 min. Une centrifugation (3000 g, 1 min) est réalisée afin de récupérer les billes
imprégnées. Ces derniéres ont été lavées 3 fois de suite par 500 pL d’une solution de lavage
(New Wash). L’¢lution de I’ADN a ¢été par la suite faite par ajout de 5 pL. de tampon TE,
incubation a 55°C pendant 3 min et centrifugation a 3000 g pendant 2 min. A partir des
mémes bandes d’agarose, trois séries d’élution ont été faites afin de récupérer au maximum

I’ADN.

Comme précédemment, le contréle de I’ADN purifié est faite par électrophorése sur gel

d’agarose a 0,8 % dans les conditions opératoires précédemment citées.
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6- 4- Détermination des Aspergillus noirs

6- 4- 1- PCR avec des amorces spécifiques

La technique de Gonzalez-Salgado et al. (2005) a été utilisée pour identifier certains
Aspergillus noirs. L’ADN génomique purifié est amplifié par PCR avec les amorces
suivantes, définies soit par Gonzalez-Salgado et al . (2005) (NIG et CAR), soit a partir des
données de la base NCBI (JAP, HET, ELL et TUB) :

ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-37)

combiné aux primers spécifiques :

NIG (5’-CCG GAG AGA GGG GAC GGC-3”) pour Aspergillus niger,

CAR (5’-AGA CAG GGG GAC GGC-3’) pour A. carbonarius,

JAP (5’-GAG AAG ATT GGG GGT CGA GG-3’) pour A. japonicus,

HET (5’-GGA AAA TGG TTG GAG AGG TCG-3") pour A. heteromorphus

ELL (5’-CCC GGG ATG GGG GAC GG-3’) pour A. ellipticus et

TUB (5’-CCC GGA GAG GGG GAC GGC- 3”) pour A. tubingensis

Le milieu réactionnel, d’un volume de 25 pL, est constitué de 2 uL. d’ADN purifié dilué au
10°™, 1 uL de ANTP (Sigma n°dNTP-100 a 10 mM), 2,5 uL de tampon 10XPCR, 2,5 pL de
MgCl, (25 mM), 0,25 pL. de Taqg DNA Polymérase a 5 U/uL, 1uL de primer ITS1 (10
pmoles/puL), 1uLde chaque primer spécifique (10 pmoles/uL), et de I’eau ultra pure Qsp
(quantité suffisante pour avoir un volume total de 25 pL).

I1 est a noter que la Tag-polymérase, le tampon 10 X PCR et le MgCl, sont contenus dans un

kit de Tag-DNA polymérase (Sigma D 4545-1,5KU).

Les conditions de PCR sont les suivantes :

- A. niger, A. tubingensis et A. carbonarius : 1 cycle de 4 min 30 s a 95°C pour la dénaturation
initiale, 25 cycles de 30 s a 95°C (Dénaturation), 25 s a 66°C (Annealing), 40 s a 72°C
(Extension) et une extension finale de 5 min a 72°C.

- A. japonicus, A. heteromorphus et A. ellipticus : les conditions de PCR sont semblables a
celles d’A. niger a la seule différence que les températures d’annealing sont respectivement

de 62, 65 et 65,5°C.

La mise en évidence des produits d’amplification est faite par éléctrophorése sur un gel

d’agarose plus concentré (2 %), vu la taille des amplifias attendus. Le milieu réactionnel pour
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1’¢électrophorese est constituée de 8 pl. d’extrait de PCR obtenu, 2 uL d’eau ultra pure et 1 pLL
de bleu de charge.

Les conditions d’¢électrophorese restent 80V pendant 90 min.

6- 4- 2- Séquencage du fragment amplifié
Les amplifias de fragments ITS; / ITS; de quelques souches ont été séquencés au laboratoire
« Millegeéne a Toulouse ». La comparaison des diverses séquences entre elles a été réalisée a

I’aide du logiciel « Clustal: ww Multiple alignement » (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/MobylePortal/portal.yp?form=clustalw-multialign) (Thompson et al., 1994).

L’alignement des diverses séquences avec celles déposées en banques a été effectué avec le
logiciel « Blast » de la banque NCBI :
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome).

6- 4- 3- Amplification partielle d’'un fragment PKS
L’amplification partielle d’un fragment PKS a ét¢ faite selon la méthode d’Atoui et al., (2007)
chez A. carbonarius.
I1 s’agit d’une PCR spécifique avec comme amorces spécifiques :
Acl12RL_OTAF (5 AAT ATA TCG ACT ATC TGG ACG AGC G 3’)
et Ac12RL_OTAR (5 CCC TCT AGC GTC TCC CGA AG 3’)

Le milieu réactionnel est constitué de 2 pL d’ADN purifi¢ (SM/10), 1 pL. de ANTP (Sigma
n°dNTP-100 a 10 mM), 2,5 puL de tampon 10XPCR, 2,5 uL de MgCl, (25 mM), 0,25 uL de
Taq DNA Polymérase a 5 U/uL, 1 pL du primer Ac12RL OTAF (10 pmoles/uL), 1 uLde
primer Ac12RL OTAR (10 pmoles/uL), eau ultra pure gsp (quantité suffisante pour avoir un
volume total de 25 pL).

Les conditions de PCR sont les suivantes :

Une dénaturation initiale a 94°C pendant 4 min, 35 cycles de 40 s a 94°C (Dénaturation), 40 s
a 58°C (Annealing), 40 s a 72°C (Elongation) et finalement un cycle de 10 min a 72°C
(Elongation finale).

La mise en évidence du fragment amplifié¢ est faite par électrophorése sur un gel d’agarose

concentré (2 %). Le milieu réactionnel pour 1’électrophorése est constitué de 8 pL d’extrait de
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PCR obtenu, 2 pL. d’eau ultra pure et 1 uL de bleu de charge. Les conditions d’électrophorése
restent 80V pendant 90 min.

6- 5- RAPD-PCR

Des régions cibles de ’ADN génomique correspondant aux amorces ont été¢ amplifiées de
manicre aléatoire grace a 1’utilisation d’un kit (Operon, GmbH-Allemagne, Oligonucleotide
Data Sheet n° 55139745). Les primers effectivement utilisés sont I’OPC 04 (5°-
CCGCATCTAC-3’), I’OPC 06 (5’-GAACGGACTC-3"), ’OPC 08 (5’-ACCTGGCCAC-3’),
OPC 10 (5-TGTCTGGGTG-3’), OPC 11 (5-AAAGCTGCGG-3’), OPC 12 (5’-
TGTCATCCCC-3’), OPC 13 (5’-AAGCCTCGTC-3"), OPC 14 (5’-TGCGTGCTTG-3’).

Le milieu réactionnel est constitué¢ de 2,5 pL de tampon 10 X PCR, 2,5 puL. de MgCl, (25
mM), 1 uL de ANTP (10 mM), 0,5 pL. de Tag DNA Polymérase (5 U/uL), 1 pL d’ADN
purifié (SM/10) comme matrice, 1uL de chaque primer (10 pmoles/uL), eau ultra pure (QSP).

Les conditions de PCR sont celles de Rinyu et al. (1995) : dénaturation initiale a 94°C
pendant 2 min, puis 45 cycles [1 min a 92°C (Dénaturation), 1min a 35°C (Annealing), et 2

min a 72°C (extension)], et une extension finale a 72°C pendant 5 min.

La mise en évidence des amplifias est faite par électrophorése sur un gel a 0,8 % d’Agarose

dans le tampon 1 XTAE (Tris-acetate 40mM et ’EDTA 1,0 mM) a 80 V pendant 90 min.

6- 6- Construction des dendrogrammes

Les dendrogrammes sont construits a partir des différents profils d’amplification obtenus.
Dans un premier temps, toutes les bandes sont repérées. Le profil d’amplification ayant le
plus grand nombre de bandes servira de référence pendant la codification. Néanmoins, il est
possible d’ajouter des bandes supplémentaires qui sont présentes ailleurs, mais absentes dans
le profil d’amplification de référence. Par rapport a la référence, les bandes des différents
profils sont codifiées par 0 (absence) ou 1 (présence). Ces données sont par la suite
interprétées par le logiciel STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc, USA) et les dendrogrammes sont
construits, faisant apparaitre le pourcentage de désagrément (non homologie) entre les

différentes souches étudiées.
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1- ETUDE DE LA MICROFLORE FONGIQUE ET DES
ASPERGILLUS NOIRS PENDANT LE TRAITEMENT DU
CACAO

Cette étude a été¢ conduite dans le but de dénombrer et identifier la microflore fongique
présente au cours du traitement post - récolte du cacao, d’étudier la fréquence des souches
productrices d’OTA au sein de la flore fongique pendant les campagnes cacaoyéres 2005,
2006 et 2007 au Cameroun. Afin de caractériser la microflore associée aux différentes étapes
du traitement, nous avons suivi la chaine de préparation du cacao, depuis 1’écabossage jusqu’a
I’obtention du cacao marchand. En fonction des campagnes cacaoyeres, plusieurs variantes de
traitement ont été étudiées.

Pour la campagne cacaoyére 2005, I’é¢tude a porté sur quatre types de traitement :
fermentation en tas des féves issues de cabosses entiéres et ayant subi un écabossage sans
délai (T1), fermentation en caisse de feves du méme type (T2), fermentation en tas de féves
issues de cabosses entieres avec un écabossage retardé de 10 jours (T3) et fermentation en tas
de feéves issues de cabosses blessées manuellement pour 1’étude avec un écabossage
¢galement retardé¢ de 10 j (T4). L’échantillonnage a été fait en début (septembre - octobre),
milieu (octobre - novembre) et fin de campagne cacaoyere (novembre - décembre).

La campagne 2006 a permis de comparer a nouveau les cabosses entieres (t¢émoin T1’) et les
cabosses blessées (T4’). L’ inoculation, avant la mise en fermentation, avec des conidies d’une
souche appartenant au groupe d’A. niger aggregate (montrée non productrice d’OTA lors de
la premiére campagne cacaoyere) a permis d’étudier le potentiel colonisateur et inhibiteur de
la toxinogénese de cette souche (T5). Cet essai avait également pour but d’étudier la
tracabilité¢ de la souche (apres étude génotypique ; voir chapitre IV des résultats) et de mettre
en évidence un possible effet de lutte biologique par compétition. Les feéves de cacao
marchand issus des traitements étudiés (T1’°, T4’ et TS) ont été stockées pendant 4 mois sous
conditions tropicales dans des sacs en jute. La microflore fongique et ’OTA ont été suivies
tous les deux mois pendant le stockage. Seul le début de la campagne cacaoyere a été étudié.
Au cours de la campagne 2007, les fermentations ont porté sur les féves de cabosses enticres
(ttmoin T1’), les féves issues des cabosses abimées naturellement sur I’arbre sans délai
d’écabossage (T6), et les féves issues des cabosses abimées sur I’arbre avec délai
d’écabossage de 10 jours (T7). La microflore fongique de ’air, de la surface des cabosses et

du matériel utilisé lors de la fermentation (sacs de jute, feuilles de bananier, caisses de
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fermentation) a également été étudiée. Comme pendant la campagne cacaoyere 2006, seul le

début de la campagne cacaoyere a été étudié.

1- 1- Campagne cacaoyeéere 2005
1- 1- 1- Evolution qualitative de la microflore fongique

Le Tableau 8 donne I’identification de la microflore fongique totale dans les échantillons de
cacao issus des différentes fermentations aux trois stades de la campagne cacaoyere. Les
souches isolées appartiennent essentiellement aux genres Penicillium, Aspergillus, Mucor,
Geotrichum, Trichoderma, Rhizopus, Fusarium. Le genre Aspergillus présente différentes
especes : plusieurs sont de couleur noire et correspondent a la section Nigri qui contient des
especes reconnues comme productrices d’OTA (que nous classerons présomptivement sur des
critéres morphologiques comme Aspergillus niger agg et Aspergillus carbonarius). Il n’existe
pas de différence significative pour les moisissures isolées en fonction du type de
fermentation (tas ou caisse) ou du stade de la campagne cacaoyére. L’intégrité de la cabosse,
et & un degré¢ moindre, le délai d’écabossage influencent la diversité qualitative des
moisissures. Les cabosses blessées présentent une forte prolifération d’Aspergillus
carbonarius, A. niger et Fusarium spp au niveau des ouvertures de la cabosse. La Figure 21

donne I’aspect phénotypique de quelques moisissures isolées.
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Tableau 8: Identification de la microflore fongique isolée pendant les traitements
technologiques (aux 3 stades ¢étudiés de la campagne 2005).

Type de Stade de Moisissures isolées
traitement prélevement
A -
T1 B A. versicolor, Mucor spp, A. niger agg, Geotrichum spp, A.
fumigatus, Fusarium spp, Rhizopus nigricans
C A. tamarii, A. fumigatus, Rhizopus nigricans, A. niger agg
A -
T2 B A. versicolor, A. fumigatus, A. tamarii, Rhizopus nigricans,
Fusarium spp, A. niger agg
C Rhizopus nigricans, A. fumigatus, A. tamarii, A. niger agg
A P. crustosum, Fusarium spp, A. tamarii, P. sclerotiorum,
T3 A. flavus, A. fumigatus, Mucor spp, Rhizopus nigricans, A.
niger agg
B Rhizopus nigricans, Mucor spp, A. fumigatus,
Syncephalastrum racemosum, A. tamarii, P. sclerotiorum,
A. flavus, Geotrichum spp, Trichoderma spp, A. niger agg
C Geotrichum spp, Mucor spp, A. fumigatus, A. flavus, A.
tamarii, A. niger agg
T4 A Scopulariopsis spp, A. niger agg,| Syncephalastrum
racemosum, A. fumigatus, Rtizopus nigricans, Mucor spp,
P. crustosum, A. carbonarius
B A. versicolor, Rhizopus nigricans, Mucor spp,
Scopulariopsis spp, Syncephalastrum racemosum, A. niger
agg, P. crustosum
C P. crustosum, P. sclerotiorum, Fusarium spp,

Scopulariopsis spp, Rhizopus nigricans, A. flavus,
Trichoderma virens, A. niger agg, A. carbonarius

T1 : Fermentation en tas des féves issues de cabosses entiéres et ayant subi un écabossage sans délai

T2 : Fermentation en caisse de féves du méme type

T3 : Fermentation en tas de féves issues de cabosses entiéres avec un écabossage retardé de 10 jours

T4 : Fermentation en tas de féves issues de cabosses blessées avec un écabossage également retardé de 10 j
A : Féves non fermentées
B : Féves fermentées et non séchées

C : Féves fermentées et séchées
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Rhizopus nigrical : A. fumigatus A. tamarii®

Fusarium sp

Figure 21 : Moisissures isolées au cours des traitements technologiques

1- 1- 2- Evolution quantitative de la microflore fongique

Le Tableau 9 donne la quantification des moisissures totales et moisissures noires isolées
pendant les traitements technologiques. Les moisissures sont retrouvées pour toutes les
conditions mais leur nombre varie selon le stade de prélévement. L’¢étape B du traitement T4
montre le niveau de contamination le plus élevé a la fois pour les moisissures totales et pour
les Aspergillus noirs. Des concentrations maximales de 5,5 + 1,4 x 10’ UFC.g™ et 1,4 £ 0,2 x
10" UFC.g" sont obtenues respectivement pour ces deux catégories. Il faut noter que le
nombre d’Aspergillus noirs (A. carbonarius et A. niger agg) n’est pas identique tout au long
de la campagne cacaoyére. Ces Aspergillus sont moins fréquents en début de campagne, et ne
sont rencontrés qu’au stade B (apres la fermentation) sauf pour les cabosses blessées. Les
cacaos issus de milieu et fin de campagne sont davantage contaminés, quel que soit le stade de

prélévement et cette contamination est d’autant plus importante que la cabosse est
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endommagée. L’identification des souches isolées montre que les Aspergillus niger agg sont

prépondérants (90 a 100 % des Aspergillus noirs). Aspergillus carbonarius se retrouve

essentiellement au niveau des féves non fermentées (A) issues des cabosses blessées (T4).

Tableau 9 : Quantification des moisissures totales et moisissures noires isolées pendant les
traitements technologiques (campagne 2005).

Stade de Moisissures Moisissures A. carbonarius
préléve- totales noires (% par rapport
ment (UFC.g™ (UFC.g™ aux A. noirs)
TLT A nd nd -
B 40+ 1,4x 10’ 52+1,8x10° 0
C 3,7+0,5x 10° nd -
Début de T2 A nd nd -
campagne B 4,5+0,8x 10’ 1,3+02x10° 0
C 40+1,9x10* nd -
(Septembre- T3 A 2,6+0,7x10° nd -
Octobre) B 50+0,8x 107 87+42x10° 0
C 3,5+2,6x 10" nd -
T4 A 1,6 £0,6x 10° 14+05x10° 75
B 55+1,4x10 22+ 02x10° 0
C 1,0+0,4 x 10° 1,3+0,57x10° 0
T1 A nd nd -
B 7,7+1,9x10° 2,5+0,6x10° 0
C 52+0,7x 10° 3,5+ 0,5x10° 0
Milieu de T2 A nd nd -
campagne B 2,3+0,5x 10° nd -
C 42+20x10* 2,8+ 13x10° 0
(Octobre- T3 A 32+04x 10° 55+0,7x10° 0
Novembre) B 2,0+0,3x 10’ 34+0,5x10° 0
C 49+07x10° 49+0,7x10° 0
T4 A 6,0+1,7x 10° 1,6+0,5x10° 38
B 2,0+03x 10’ 14+02x107 0
C 7,8+0,8 x 10° 4,1+0,5x10° 0
T1T A nd nd -
B 7,7+ 1,9x 10° 1,5+02x10° 0
C 52+0,7x 10° 20+02x10° 0
Fin de T2 A nd nd -
campagne B 2,3+0,5x 10° 3,0+08,x10° 0
C 42+20x10* 4,6+0,7 x10* 0
(Novembre- T3 A 1,8+09x 10° 9.0+4,0x10° 0
Decembre) B 54+0,5x 107 2,7+03x10° 0
C 3,1£0,5x 10° 25+04x10° 0
T4 A 2,9+0,4x 10’ 7,01 £0,9x 10° 50
B 2,5+0,3x 10’ 40+0,5x10° 0
C 2,5+0,5x 10° 30£0,6x10° 0

A, B, C et T1-T4 définis au Tableau 8

nd = non détectable ; Limite de détection 10 UFC.g"

71



Résultats et discussion

1- 1- 3- Etude du taux de contamination des feves de cacao par les

moisissures

Le degré d’infection des féves par les moisissures a été étudié¢ par ensemencement direct sur
le milieu de culture. La forte contamination des féves de cacao par les moisissures est
confirmée (Tableau 10). Le taux de contamination par les moisissures totales est de 100 %
quel que soit le type de traitement. Les moisissures noires sont trouvées apres la fermentation
et le séchage (lorsque 1’écabossage s’est fait sans délai) et a tous les stades de transformation
lorsque I’écabossage est différé et les cabosses blessées. Ces résultats confirment ceux des

comptages.
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Tableau 10 : Taux de contamination des féves par les moisissures totales et les moisissures
noires (campagne 2005)

Type de Stade de Taux de Taux de
Traitement prélévement contamination contamination
par moisissures par Aspergillus
totales noirs
T1 A 0/6 0/6
B 6/6 0/6
C 6/6 2/6
T2 A 0/6 0/6
Début de B 6/6 5/6
campagne C 6/6 2/6
(Septembre- T3 A 6/6 0/6
Octobre) B 6/6 0/6
C 6/6 0/6
T4 A 6/6 4/6
B 6/6 3/6
C 6/6 3/6
T1 A 0/6 0/6
B 6/6 2/6
C 6/6 5/6
Milieu de T2 A 0/6 0/6
campagne B 6/6 0/6
(Octobre- C 6/6 2/6
Novembre) T3 A 6/6 2/6
B 6/6 3/6
C 6/6 5/6
T4 A 6/6 4/6
B 6/6 3/6
C 6/6 5/6
Tl A 0/6 0/6
B 6/6 0/6
C 6/6 2/6
Fin de T2 A 0/6 0/6
campagne B 6/6 0/6
(Novembre- C 6/6 2/6
Decembre) T3 A 6/6 1/6
B 6/6 4/6
C 6/6 4/6
T4 A 6/6 2/6
B 6/6 3/6
C 6/6 5/6

A, B, C et T1-T4 sont définis au Tableau 8
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1- 2- Campagne cacaoyeéere 2006
1- 2- 1- Etude de la microflore fongique au cours du traitement
1- 2- 1- 1- Etude qualitative

Pendant le traitement du cacao, les moisissures isolées des féves issues de la campagne
cacaoyere 2006 (début de campagne : septembre - octobre) sont presque identiques a celles de
la campagne 2005 (Tableau 11). Elles appartiennent essentiellement aux genres Penicillium,
Aspergillus, Mucor, Geotrichum, Trichoderma, Rhizopus, Fusarium. Contrairement a la
campagne cacaoyere 2005, Aspergillus versicolor, Penicillium sclerotiorum, P. paneum, et P.
crustosum n’ont pas été isolés. Il n’existe pas de différence significative pour les moisissures
isolées en fonction du type du traitement subi. A. niger agg est la seule espéce potentiellement
toxinogene isolée au cours du traitement technologique. Avant la mise en fermentation,
I’inoculation des féves par une souche d’A. niger agg témoin testée non productrice d’OTA
(T5) n’a entrainé aucune particularité quelconque pour ce qui est de la qualité de la microflore
fongique isolée aux différents stades de prélévement.

Tableau 11 : Microflore fongique isolée pendant les traitements technologiques (campagne
2006)

Type de Stade de Moisissures isolées
traitement prélevement

Trichoderma spp, A. versicolor, Geotrichum candidum
A. tamarii, Geotrichum candidum, A. niger agg
Scopulariopsis spp, Fusarium, Mucor hiemalis,

T4 Geotrichum candidum

T1’

> QW

B A. fumigatus, A. tamarii, Rhizopus nigricans, Mucor spp,
A. niger agg, Scopulariopsis spp
C A. fumigatus, A. tamarii, Mucor spp, A. niger agg
A -
T5 B Geotrichum spp, Mucor spp, A. fumigatus, A. tamarii, A.
niger agg
C Geotrichum candidum, Mucor hiemalis, A. fumigatus, A.

tamarii, A. niger agg
A, B, CetT1’, T4’ sont définis au Tableau 8
T5 : Fermentation avec inoculation, avant la mise en fermentation, des féves par une souche d’A. niger
agg témoin testée non productrice

1- 2- 1- 2- Etude quantitative

La quantification des moisissures totales et des moisissures noires est donnée dans le Tableau

12. Comme pendant la campagne cacaoyere 2005, les moisissures sont retrouvées deés
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I’écabossage lorsque les féves sont issues des cabosses blessées. Pour un traitement donné, la
teneur en moisissures reste une fonction du stade de prélévement. La fermentation avec
inoculation d’une suspension d’A. niger agg (T5) donne les teneurs en moisissures les plus
importantes. La concentration maximale est obtenue apres la fermentation des féves issues du
traitement TS5, aussi bien pour les moisissures totales que pour les Aspergillus noirs. Les
valeurs sont de 10,5 + 4,20 x 10° UFC.g™" et 5,25 + 2,10 x 10° UFC.g"' respectivement. Ayant
inoculé 3 x 10° conidies d’A. niger agg témoin dans 50 kg de féves avant la mise en
fermentation ceci correspond & 6,0 x 10° UFC.g™'. On observe en comparant au stade B I’essai
inoculé (T5) et I’essai témoin (T1’), une augmentation par un facteur d’environ 3 de la
quantité¢ de moisissures totales. Au méme stade, les moisissures noires vont de non détectable
(nd) & 5,25 + 2,10 x 10°. Méme si ceci suggére une bonne implantation de I’inoculum, seule

I’étude moléculaire permettra de le confirmer.

Tableau 12: Quantification des moisissures totales et moisissures noires isolées pendant la
campagne cacaoyere 2006.

Type de Stade de Moisissures Moisissures A. carbonarius
Traitement prélévement totales (UFC.g™Y) noires (UFC.g™) (% par rapport
aux A. noirs)

T A nd nd -

B 3,0+0,43 x 10° nd -

C 0,37+0,08x10° 035+0,08x 10° 0
T4 A 1,02+£0,14x10° nd -

B 3,75+0,84x 10°  2,17+049x10° 0

C 0,38+0,08x 10°  0,22+0,05x10° 0
T5 A 6,0 x 10° 6,0 x 10° -

B 10,5+420x10°  525+210x10° 0

C 0,12+0,09x 10° 0,04+0,02x 10° 0

A, B, CetT1’, T4’ sont définis au tableau 8
T5 est défini au tableau 11
nd = non détectable ; Limite de détection 10 UFC.g"

1- 2- 2- Etude du taux de contamination des féves

Une forte contamination des féves de cacao par les moisissures est observée (Tableau 13). A
I’exception des féves non fermentées (stade A), du traitement témoin (T1’), le taux de
contamination par les moisissures totales est de 100 % quelque soit le type de traitement. Les
moisissures noires sont généralement retrouvées des la fermentation a 1’exception du

traitement témoin ou elles sont seulement retrouvées apres le séchage.
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Tableau 13 : Taux de contamination par les moisissures totales et les moisissures noires

Type de Stade de Taux de Taux de
Traitement prélévement contamination par contamination par
moisissures totales Aspergillus noirs

T’ A 0/6 0/6

B 6/6 0/6

C 6/6 2/6
T4 A 6/6 0/6

B 6/6 3/6

C 6/6 4/6
TS A 6/6 4/6

B 6/6 3/6

C 6/6 4/6

A, B, Cet T1’, T4’ sont définis au tableau 8
T5 est défini au tableau 11

1- 2- 3- Etude de la microflore fongique au cours du stockage

Cette partie a pour but d’étudier 1’évolution de la microflore fongique et ’OTA des féves de
cacao a partir de 1’obtention du cacao marchand jusqu’a 1I’acheminement vers I’Europe (ou
autres pays transformateurs). Durant ce transit, il peut s’écouler une durée maximale de 4
mois. De ce fait, les féves de cacao marchand obtenues des traitements T1°, T4’ et T5 ont été
introduites dans des sacs en jute et stockées sous conditions tropicales pendant 4 mois. La
microflore fongique est ¢tudiée tous les deux mois. L’OTA a ¢été également dosée (voir

chapitre II, des Résultats).

1- 2- 3- 1- Etude qualitative

La microflore fongique isolée pendant le stockage des féves de cacao sous conditions
tropicales reste presque identique a celle isolée durant le traitement post-récolte (Tableau 14).
On note ’apparition d’une espéce non ochratoxinogeéne Cladosporium cladosporium des 2
mois de stockage, espece qui devient prépondérante par la suite. Quelle que soit la durée du
stockage, A. niger agg est le seul Aspergillus noir isolé aprés le traitement témoin (T1”) et le
traitement a partir des féves issues des cabosses blessées (T4”). Aspergillus carbonarius ne
sera isolé qu’a partir de deux mois de conservation pour I’essai avec inoculation (T5) ce qui

est contraire a ’effet recherché.
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Tableau 14 : Identification de la microflore fongique isolée pendant le stockage (campagne

cacaoyere 2000).

Type de Stade de
traitement  prélévement

Moisissures isolées

T C

D

T4

TS

E

A. tamarii, Geotrichum candidum, A. niger agg
Scopulariopsis spp, Cladosporium cladosporium, Rhizopus
nigricans, A. tamarii, A. versicolor, A. niger agg, A.
fumigatus, Mucor hiemalis

Fusarium spp, Rhizopus nigricans, A. tamarii, A.
versicolor, A. fumigatus, Mucor hiemalis, Cladosporium

spp, A. niger agg

A. fumigatus, A. tamarii, Mucor spp, A. niger agg

A. carbonarius, A. fumigatus, A. nige agg r, A. tamarii,
Rhizopus nigricans, Scopulariopsis spp, Penicillium
crustosum, Mucor hiemalis

Rhizopus nigricans, A. tamarii, A. fumigatus, Mucor
hiemalis, Cladosporium spp, A. niger agg

Geotrichum candidum, Mucor hiemalis, A. fumigatus, A.
tamarii, A. niger agg

A. fumigatus, Rhizopus nigricans, Mucor hiemalis, A.
niger agg, Scopulariopsis spp, Aspergillus versicolor, A.
carbonarius, Cladosporium cladosporium, Penicillium
sclerotiorum

Rhizopus nigricans, A. tamarii, A. versicolor, A.
fumigatus, Mucor hiemalis, Cladosporium spp, A. niger
agg, A. carbonarius

C, D, E : stockage pendant 0, 2 et 4 mois.
T1’, T4’ sont définis au Tableau 8

T5 est défini au Tableau 11

1- 2- 3- 2- Etude quantitative

Indépendamment du traitement, la microflore fongique des féves de cacao subit une variation

quantitative avec le stockage (Tableau 15). La plus forte concentration en moisissures est

obtenue a deux mois de stockage et baisse par la suite. L’essai avec inoculation (T5)

représente le traitement le plus contaminé car les plus fortes teneurs en moisissures y sont

obtenues. Elles sont de 3,7 + 0,84 x 10’ UFC.g'1 et 1,15 + 0,26 x 10° UFC.g'1 pour les

moisissures totales et Aspergillus noirs respectivement, avec une forte prépondérance d’A.

carbonarius.
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Tableaul5: Evolution quantitative des moisissures totales et moisissures noires pendant le
stockage (campagne 2006).

Type de Durée Moisissures Moisissures A. carbonarius
traitement Stockage totales (UFC.g™%) noires (UFC.g™%) (% par rapport aux
(mois) A. noirs)

0 3,7+0,84 x 10° 3,5+0,80 x 10° 0
T1 2 32+0,78 x 107 5,76 0,14 x 10’ 0
4 1,1 £0,45x 10° 0,5 +0,02 x 10* 0
0 3,8+ 0,85 x 10° 2,2+0,48 x 10° 0
T4’ 2 37,5+085x 10°  9,37+021x 10° 0
4 2,95+0,75x 10° 1,35+0,50 x 10° 0
0 1,2+0,49 x 10° 0,3+0,13x 10° 0
T5 2 3,74+ 0,84 x 10° 1,15+ 0,26 x 10° 50
4 1,5+0,53 x 10° 0,1+0,03 x 10 75

T1’, T4’ sont définis au Tableau 8
T5 est défini au Tableau 11
nd = non détectable ; Limite de détection 10 UFC.g"

1- 3- Campagne cacaoyeére 2007
1- 3- 1- Etude de la microflore fongique au cours des traitements
1- 3- 1- 1- Etude qualitative

La microflore fongique isolée pendant la campagne cacaoyere 2007 (septembre - octobre)
reste assez proche de celle des deux campagnes précédentes (Tableau 16). Quel que soit le
type de traitement, clle est essentiecllement constituée des genres Penicillium, Aspergillus,
Mucor, Geotrichum, Trichoderma, Cladosporium, Rhizopus, Fusarium. Il n’existe pas de
différence significative entre les moisissures isolées en fonction du type du traitement subi. A.
niger agg et A. carbonarius sont les souches potentiellement toxinogenes isolées au cours du

traitement post-récolte.
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Tableau 16 : Identification de la microflore fongique isolée pendant les traitements
technologiques (campagne 2007).

Type de Stade de Moisissures isolées
traitement  préléevement
A -
T1” B Mucor sp, A. tamarii, Fusarium sp, A. fumigatus,
Geotrichum candidum
C Mucor sp, A. tamarii, Geotrichum candidum, A. niger agg,

P. paneum, Rhizopus nigricans, A. fumigatus

A Scopulariopsis spp, Fusarium sp, Mucor hiemalis,
T6 Geotrichum candidum
B A. tamarii, Rhizopus nigricans, Mucor spp, A. niger agg,
Scopulariopsis spp, Fusarium sp, A. fumigatus
C A. fumigatus, A. tamarii, Fusarium spp, Mucor spp,

Rhizopus nigricans

A Rhizopus nigricans, A. carbonarius, Mucor sp, A. tamarii,
T7 Fusarium sp, Geotrichum candidum, A. fumigatus
B Geotrichum spp, Mucor spp, A. tamarii, A. niger agg, A.
carbonarius, Scopulariopsis spp, Rhizopus nigricans
C Geotrichum candidum, Mucor hiemalis, A. carbonarius,

Rhizopus nigricans, A.tamarii, A. niger agg, A. fumigatus
A, B, C, T1” sont définis au Tableau 8
T6 : Fermentation en caisse des féves issues des cabosses abimées naturellement
sur arbre et écabossage sans délai.
T7 : Fermentation en caisse des feves issues des cabosses abimées naturellement
sur arbre et écabossage différé de 10 j.

1- 3- 1- 2- Etude quantitative

La quantification de la microflore fongique totale et des moisissures noires est fonction du
type de traitement (Tableau 17). Pour un traitement donné, la teneur en moisissure reste une
fonction du stade de prélévement. L’étape B demeure 1’étape qui présente le niveau de
contamination le plus élevé a la fois pour les moisissures totales et les Aspergillus noirs.
L’intégrité de la cabosse et le délai d’écabossage constituent des facteurs déterminants du
niveau de contamination. La fermentation des féves issues des cabosses abimées
naturellement sur I’arbre et d’un écabossage apres 10 j (T7) donne les teneurs en moisissures
les plus importantes. La concentration maximale en moisissures totales, obtenue apres
fermentation, est de 1,72 + 0,10 x 10° UFC.g" avec 0,68 + 0,36 x 10° UFC.g"' d’Aspergillus
noirs, A. carbonarius représentant 50 %. Aspergillus niger agg demeure prépondérant parmi

les Aspergillus noirs 1solés:
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Tableau 17: Quantification des moisissures totales et moisissures noires isolées (campagne

2007).
Type de Stade de Moisissures Moisissures A. carbonarius
traitement prélévement totales (UFC.g™) noires (UFC.g™) (% par rapport
aux A. noirs)

T1” A nd nd -

B 49+211x10° nd -

C 23+122x10° 0,51+0,10x10° 0
T6 A 2,02+1,3x10* nd -

B 477+2,14x10°  0,17+£027x10° 0

C 898+515x10° 2,16+1,11x10* 0
T7 A 15,66 923 x10° 233+1,1x10° 25

B 1,72+£0,10x 10 0,68 +0,36x 10> 50

C 833+511x10° 1,77+0,62x10° 25

A, B, C, T1” sont définis au Tableau 8
T6 et T7 sont définis au Tableau 16

nd = non détectable ; Limite de détection 10 UFC.g"

1- 3- 2- Etude du taux de contamination des féves

La contamination des feves de cacao par les moisissures totales demeure trés importante quel

que soit le type de traitement (Tableau 18). Lorsque les cabosses sont intactes (T1°’), les

Aspergillus noirs sont retrouvés seulement apres le séchage. Par contre, les cabosses abimées

et surtout celles écabossées aprés 10j, engendrent une contamination beaucoup plus

importante en Aspergillus noirs. Elle est d’autant plus importante que 1’écabossage est différé.

A. niger agg et A. carbonarius sont les deux Aspergillus noirs isolés.

Tableau 18 : Taux de contamination par les moisissures totales et les moisissures noires

(campagne 2007).
Type de Stade de Taux de contamination Taux de contamination
Traitement prélevement par moisissures totales par Aspergillus noirs
T1” A 0/6 0/6
B 6/6 0/6
C 6/6 1/6
T6 A 6/6 0/6
B 6/6 2/6
C 6/6 2/6
T7 A 6/6 4/6
B 6/6 5/6
C 6/6 5/6

A, B, C, T1” sont définis au Tableau 8
T6 et T7 sont définis au Tableau 16
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1- 3- 3- Microflore fongique de I’environnement

La microflore fongique présente dans I’environnement ou se déroulent les fermentations a été
étudiée : il s’agit de I’air ambiant, de la surface des cabosses de cacao, des feuilles de bananier
utilisées pour couvrir les féves lors d’une fermentation en tas, de la caisse de fermentation, du

sac de jute.

Dans I’air, la microflore fongique est essentiellement constituée des especes Botrytis sp,
Cladosporium sp, Penicillium paneum, A. niger agg, Acremonium sp, A. tamarii, Mucor sp,
Geotrichum, Rhizopus nigricans, A. fumigatus. A. niger agg est la scule espece

potentiellement toxinogeéne isolée.

La surface des cabosses de cacao (cortex) quant a elle est contaminée par les espéces
Acremonium sp, Fusarium sp, A. fumigatus, A. tamarii, Penicillium sclerotiorum, Mucor sp,
Geotrichum sp, Scopulariopsis sp, A. carbonarius, A. niger agg, Rhizopus nigricans. A.

carbonarius et A. niger sont les espéces potentiellement toxinogénes isolées.

Le matériel utilisé pendant la fermentation, comme les feuilles de bananier, la caisse de
fermentation et le sac de jute présentent des niveaux de contamination par les moisissures
variables. Les espéces Acremonium sp, Rhizopus nigricans, Trichoderma sp, Mucor sp et
Fusarium sp sont isolées des feuilles de bananier, Scopulariopsis sp, Rhizopus nigricans,
Aspergillus niger, A. tamarii, A. fumigatus, Geotrichum candidum, Mucor sp sont isolés de la
caisse de fermentation et Mucor sp, Penicillium paneum, A. fumigatus, Geotrichum candidum,

Rhizopus nigricans, A. tamarii et A. niger agg du sac de jute.

1- 4- Discussion

Les moisissures occupent une place importante dans 1’écologie des féves de cacao pendant la
fermentation (Roelofsen, 1958 ; Schawn et Wheals, 2004). Les principales moisissures isolées
au cours de ce travail sont Aspergillus fumigatus, A. tamarii, A. versicolor, A. carbonarius, A.
niger agg, Penicillium sclerotiorum, P. paneum, et P. crustosum, Mucor sp, Rhizopus sp,
Fusarium sp, Acremonium, Cladosporium et Trichoderma sp. La microflore fongique
retrouvée dans I’environnement est assez proche de celle des fermentations. A. niger agg est
I’espéce traditionnellement productrice d’OTA la plus abondante. A carbonarius est
seulement retrouvé sur le cortex du cacao. Nos résultats différent de ceux cités par la

littérature pour la microflore fongique associée aux feves fermentées (Maravalhas, 1966) ou
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aux féves séchées (Buting, 1928 ; Ciferri, 1931 ; Dade, 1928). Dans ces travaux, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus glaucus, Mucor spp et Penicillium spp ont été isolés. Maravalhas
(1966) a isolé¢ Penicillium citrinum dans les féves fermentées. Selon la littérature, les
moisissures associées a la fermentation et au séchage sont différentes. A [’exception
d’Aspergillus fumigatus et Mucor sp, les autres espéces trouvées ne sont pas décrites comme
associées au cacao. Il apparait donc que la biodiversité des souches fongiques présentes lors
du traitement du cacao est trés fortement liée au contexte géographique, climatique,
¢cologique et humain (pratiques traditionnelles locales et conditions d’hygiéne inégalement

respectées).

Indépendamment de la campagne cacaoyere, de 1’état des cabosses et du type de fermentation,
(en caisse ou en tas), une forte augmentation de la flore fongique est observée aprés la
fermentation (stade B). Ceci s’explique par la présence du mucilage sucré qui est trés propice
au développement des moisissures. Avec la fermentation, il y a compétition entre les
différentes espéces en présence et celles a grande vitesse de croissance (Mucor, Rhizopus spp)
parviennent a coloniser au détriment des Aspergillus et Penicillium. Le séchage contribue par
contre a réduire la flore car les espéces sensibles vont disparaitre au profit des moisissures du
sol et plus généralement de 1’environnement qui contaminent au cours du séchage solaire.
Aspergillus niger agg est retrouvé dans toutes les conditions, de la féve fraiche a la féeve
fermentée et séchée. La contamination par Aspergillus carbonarius est surtout retrouvée au
niveau des feéves issues des cabosses abimées et d’un écabossage différé. Cette forte
contamination peut provenir du fait que lorsque les cabosses sont semi-ouvertes, les féves de
cacao sont en contact direct avec 1’air et le sol, source possible de A. carbonarius. Lorsque les
cabosses sont enticres, les souches d’A. carbonarius pourrait étre moins compétitives pour

s’implanter, situation qui serait modifiée lorsque les cabosses sont abimées.

Il est a noter qu’aucune souche d’A. ochraceus et P. verrucosum n’ont été isolées dans cette

étude
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2- ETUDE DE LA PRODUCTION D'OCHRATOXINE A

Ces travaux ont ¢été réalisés afin d’étudier D’aptitude des souches isolées pendant les

différentes campagnes cacaoyeres a produire I’OTA.

La teneur en OTA des échantillons de cacao marchand d’ou sont isolés les souches

toxinogenes a été également dosée afin d’établir une éventuelle relation de cause a effet.

Les milieux de culture utilisés pour étudier la production d’OTA ont ét¢ le milieu PDA
(Suarez-Quiroz et al., 2005), le milieu officiel préconisé par la FDA : milieu riz (Tournas et

al., 2001), et le milieu naturel qui est le cacao (Mat. et Méth., § 4-3).

Le criblage des souches isolées a d’abord a été fait sur milieu PDA, puis confirmé sur les
milieux Czapeck agar, CYA et MEA (Annexe 3). Seules les souches productrices d’OTA sur
ces milieux ont été testées sur milieux riz et cacao. Pour ce qui est des Aspergillus noirs, le
criblage a porté sur 53, 12 et 10 isolats d’Aspergillus carbonarius, respectivement pendant les
campagnes cacaoyeres 2005, 2006 et 2007. Au cours de ces mémes campagnes cacaoyeres,
145, 53 et 28 isolats d’A. niger agg ont été respectivement étudiés. L’étude de la production
d’OTA sur milieux riz et cacao n’a été effectuée que sur 2, 2 et 4 isolats d’Aspergillus
carbonarius et 3, 0 et 0 isolats d’A . niger agg. Le choix des souches a étudier a été fait en
fonction des différences phénotypiques et au sein d’'un méme groupe phénotypique, le choix a

été fait au hasard.

L’OTA a été quantifiée dans les féves de cacao marchand résultant des différents traitements

technologiques par la méthode de Nakajima et al., (1997).

2- 1- Production d’OTA par les moisissures isolées

La capacit¢ de produire ’OTA a ét¢ étudiée sur toutes les especes d’Aspergillus et
Penicillium isolées. Il s’agit d’Aspergillus fumigatus, A. tamarii, A. versicolor, A.
carbonarius, A. niger agg, Penicillium sclerotiorum, P. paneum et P. crustosum. Aucune
production d’OTA n’a été observée avec A. tamarii, P. sclerotiorum, P. paneum, P.
crustosum. Il en est de méme pour A. fumigatus, A. versicolor qui sont des espéces parfois

citées dans la littérature comme producteurs d’OTA. Seuls A. carbonarius, et A. niger agg ont
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produit I’OTA. Cette production varie avec 1’espéce (A. carbonarius, et A. niger agg), I’isolat

et le milieu de culture (riz ou cacao).

Les isolats d’Aspergillus carbonarius présentent une forte toxinogénése qui varie en fonction
du milieu de culture. La production d’OTA est plus importante sur milieu riz avec une teneur
de 3348 + 1,2 4 2772,0 + 1,7 ng.g”" aprés vingt jours de culture (Tableau 19). Sur milieu
cacao des valeurs de 17,1 £ 0,6 a 175,9 £ 1,1 ng.g'1 et 25,7+ 1,2 a 236,9 + 1,1 ng.g'1 sont

obtenues apres 8 et 20 j de culture respectivement.

Par rapport a Aspergillus carbonarius, les isolats d’Aspergillus niger agg présentent une
toxinogénese beaucoup moins importante. Sur milieu riz, la production d’OTA est de 0,03 a

3,6 ng.g”" contre 0,03 4 0,2ng.g”' sur milieu cacao aprés 20 j de culture.

Tableau 19 : Production d’OTA par les moisissures isolées lors des différentes campagnes
cacaoyeres en fonction du milieu de culture (souches sélectionnées comme étant les plus
productrices sur milieu PDA)

Isolats Production d’OTA (ng.g™)
Milieu riz (FDA) Milieu cacao
Dosage apres 8] Dosage apres 20j

A. carbonarius 14 573,4+ 1,6 39,2 +0,8 50,6 £ 0,9
A. carbonarius 15 27720+ 1,7 84,5+13 110,74+ 1,0
A. carbonarius 38 569,8 +1,9 83,42+ 1,8 171,0 £ 1,1
A. carbonarius 39 3378+ 1,5 17,1 £0,6 25,7+1,2
A. carbonarius 64 255,1+£1,6 91,0+ 1,0 181,2+1,3
A. carbonarius 65 1210,0£ 1,0 61,3+0,9 2293+ 0,8
A. carbonarius 70 334,8 +1,2 175,9 £ 1,1 236,9 £ 1,1
A. carbonarius 71 901,0+ 1,7 77,8 +1,0 196,8 +£ 0,7
A. niger 13 nd 0,5+0,0 nd

A. niger 17 3,5+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0
A. niger 24 3,6 0,0 nd 0,05+ 0,0

nd : non détectable (<0,03 ng.g™")

Aspergillus carbonarius 14 : Campagne cacaoyére 2005, début de campagne, traitement T4, stade A
Aspergillus carbonarius 15 : Campagne cacaoyére 2005, milieu de campagne, traitement T3, stade C
Aspergillus carbonarius 38 : Campagne cacaoyere 20006, traitement TS5, aprés 2 mois de stockage
Aspergillus carbonarius 39 : Campagne cacaoyere 20006, traitement T4’, 2 mois de stockage
Aspergillus carbonarius 64 : Campagne cacaoyére 2007, traitement T7, stade A

Aspergillus carbonarius 65 : Campagne cacaoyere 2007, traitement T7, stade B

Aspergillus carbonarius 70 : Campagne cacaoyere 2007, cortex

Aspergillus carbonarius 71 : Campagne cacaoyere 2007, traitement T7, stade C

Aspergillus niger 13 : Campagne cacaoyere 2005, début de campagne, traitement T4, stade A
Aspergillus niger 17 : Campagne cacaoyere 2005, début de campagne, traitement T2, stade B
Aspergillus niger 24: Campagne cacaoyere 2005, fin de campagne, traitement T4, stade B

84



Résultats et discussion

2- 2- Teneur en OTA des féves de cacao

Les Tableaux 20, 21 et 22 donnent les teneurs en OTA, ainsi que la flore toxinogéne associée

aux cacaos marchands issus des campagnes cacaoyeres 2005, 2006 et 2007.

Exception faite de 1’essai avec inoculation d’une souche non toxinogéne d’A. niger agg (T5),
la contamination des féves par ’OTA est faible apres fermentation en caisse et en tas lorsque
les féves sont issues de cabosses intactes, et ceci quelle que soit I’étape de prélevement. Les
teneurs en OTA sont dans ce cas comprises entre nd (non détectable : < 0,03 ng.g") et 0,25
ng.g”, ce qui reste inférieur 4 2 ng.g”' (norme en cours d’élaboration pour les féves de cacao
marchand). La microflore toxinogéne associée aux feves contaminées par I’OTA est
constituée majoritairement d’A. niger agg. Lorsque les cabosses ne sont pas intactes (blessées
volontairement ou naturellement), une teneur maximale de 75,5 ng.g” est observée, ce qui est
trés supérieur aux doses tolérables. Les espéces toxinogénes associées a ces feves sont

Aspergillus carbonarius et Aspergillus niger agg.

Le traitement avec inoculation (T5) donne des résultats différents des autres fermentations
réalisées a partir des cabosses intactes. La teneur en OTA dosée est beaucoup plus importante
aprés séchage. Une valeur égale a 12 ng.g™' est obtenue. La microflore toxinogéne associée est

dans ce cas uniquement constituée d’A. niger agg.

Pendant le stockage du cacao (Tableau 21, point d’¢chantillonnage C, D et E), les teneurs en
OTA des traitements témoins (T1’) et des feves issues des cabosses abimées (T4’) sont
comprises entre nd et 0,81 ng.g”', ceci quelle que soit la durée de stockage. La microflore
toxinogene associée est A. niger agg. Le traitement avec inoculation (T5) donne les teneurs en
OTA les plus importantes au cours du stockage. Une teneur maximale de 32,24 + 1,06 ng.g”’

est obtenue aprés 4 mois de stockage avec présence d’A. carbonarius..
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Tableau 20 : Teneur en OTA dans le cacao marchand issu de la campagne cacaoyere 2005.

Type de OTA des féves Principales moisissures associées
fermentation (ng.g™)
Tl A nd /
B 0,05 £ 0,01 A. versicolor, A. niger agg *
C nd A. tamarii
T2 A nd /
B 0,04 £ 0,02 A. versicolor, A. niger agg *,
Début de A. fumigatus, P. paneum
campagne C 0,15+0,01 A. tamarii
T3 A nd P. sclerotiorum
B 0,17 £0,04 A. versicolor
C 0,09 + 0,01 A. fumigatus, A. tamarii
T4 A 12,14+ 0,10 A. carbonarius**, A. niger agg *
B 0,41 £0,04 A. versicolor
C 0,16 £ 0,02 A. niger agg *, P. sclerotiorum, P.
crustosum
T1 A nd /
B 0,13 +£0,02 A. niger agg *, P. paneum
C 0,03 £ 0,00 A. niger agg *, P. paneum
T2 A nd /
B nd A. tamarii, P. paneum
s C nd A. niger agg *, A. tamarii, P. paneum
Milieu de 3 A 0,03 £0,00 A. tamarii%i. niger agg *, P.
campagne .
sclerotiorum
B 0,25 +£0,20 A. tamarii, A. niger agg *, P. paneum
C 0,05+ 0,00 A. niger agg *
T4 A 22,20+0,91 A. carbonarius**, A. niger agg *,
P. paneum
B 1,14 £ 0,07 A. niger agg *, A. tamarii
C 1,01 £0,02 A. niger agg *
T1 A nd /
B 0,06 £ 0,01 A. niger agg *, P. paneum
C 0,12+ 0,01 A. niger agg *
T2 A nd /
B 0,27 £0,01 A. niger agg *, P. paneum, A.
tamarii
Fin de C 0,06 + 0,00 A. niger agg *, P. paneum
campagne T3 A 0,08 +£0,01 A. niger agg *, P. paneum
B nd P. paneum
C 0,06 £ 0,03 A. niger agg *, A. tamarii
T4 A 48,01 £ 0,75 A. niger agg *, A. carbonarius**, P.
crustosum
B 4,18 £ 0,24 A. niger agg *, P. crustosum
C 5,40 £ 0,41 A. niger agg *

* : toxinogene

** 1 trés toxinogeéne

A, B, C et T1-T4 sont définis au Tableau 8

nd : non détectable ; Limite de détection < 0,03 ng.g”
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Tableau 21 : Teneur en OTA dans le cacao marchand issu de la campagne cacaoyere 2006.

Type de OTA des feves Principales moisissures associées
traitement (ng.g™")
T1’ A nd -
B nd A. versicolor
C 0,05+ 0,00 A. tamarii, A. niger agg
D nd A. tamarii, A. versicolor, A. niger agg, A.
fumigatus
E 0,34 +0,07 A. tamarii, A. versicolor, A. fumigatus, A. niger
agg ™
T4 A nd -
B nd A. fumigatus, A. tamarii, A. niger agg *
C 0,15 +0,01 A. fumigatus, A. tamarii, A. niger agg *
D nd A. fumigatus, A. niger agg *, Penicillium
crustosum
E 0,81 +0,01 A. tamarii, A. fumigatus, A. niger agg *
T5 A nd -
B nd A. fumigatus, A. tamarii, A. niger agg *
C 12,0 £0,01 A. fumigatus, A. tamarii, A. niger agg *
D 4,15+0,19 A. fumigatus, A. niger agg *, Aspergillus
versicolor, A. carbonarius**, Penicillium
sclerotiorum
E 32,24 + 1,06 A. versicolor, A. niger agg *, A. carbonarius**

* : toxinogene

** 1 trés toxinogeéne
A, B, CetT1’, T4’ sont définis au Tableau 8
TS5 est défini au Tableau 12
C= 0 mois de stockage

D= féves stockées pendant 2 mois

E= féves stockées pendant 4 mois
nd : non détectable ; Limite de détection < 0,03 ng.g

Tableau 22 : Teneur en OTA dans le cacao marchand issu de la campagne cacaoyere 2007.

Type de OTA des féves Principales moisissures associées
traitement (ng.g™)
T1” A nd -
B 0,04 + 0,00 A. tamarii
C nd A. tamarii, A. niger agg *, P. paneum
T6 A 0,08 +0,01 Mucor hiemalis, Geotrichum candidum
B 0,05 £ 0,00 A. tamarii, A. niger agg *
C 0,98 +0,11 A. fumigatus, A. tamarii
T7 A 75,49 + 1,09 A. carbonarius**, A.tamarii
B 26,29 + 0,98 A. tamarii, A. niger agg *, A. carbonarius**
C 20,75+ 1,22 A. carbonarius**, A.tamarii, A. niger agg *

* : toxinogene

** 1 trés toxinogeéne

A, B, C, T1’ sont définis au Tableau 8
T6 et T7 sont définis au Tableau 16

nd : non détectable ; Limite de détection < 0,03 ng.g”
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2- 3- Discussion

L’¢étude de la production d’OTA par les moisissures isolées sur cacao montre que Aspergillus
fumigatus, A. tamarii, A. versicolor, Penicillium sclerotiorum, P. paneum, et P. crustosum ne
produisent pas I’OTA. Contrairement a nos résultats, la littérature indique qu’Aspergillus
fumigatus, et A. versicolor peuvent produire de I’OTA dans les céréales (Rizzo et al., 2002).
Penicillium sclerotiorum a également été cité comme producteur d’OTA (Frisvad et al.,
2004). 11 est probable qu’il existe des différences entre souches d’origines différentes avec

une incidence du substrat.

Nos résultats montrent que seuls les Aspergillus carbonarius (100 %) et quelques souches
d’A. niger agg (8 %) sont aptes a produire I’OTA dans le cacao. Quel que soit le milieu de
culture, les isolats d’Aspergillus carbonarius sont beaucoup plus toxinogénes que ceux des A.
niger agg. Comme dans le raisin (Belli et al., 2006), Aspergillus carbonarius est la principale
souche productrice d’OTA dans le cacao. Taniwaki et al. (2003) ont montré sur le café que
75 % d’Aspergillus ochraceus et 3 % d’A .niger agg produisent I’OTA. Sur le cacao,
Ameézqueta et al. (2008), ont trouvé que tous les isolats d’A. carbonarius produisent ’OTA
tandis qu’aucun isolat d’A. niger agg isolé n’était ochratoxinogene. La proportion d’A. niger
agg producteurs semble donc différente en fonction du contexte. Les souches toxinogenes
isolées au cours de ce travail montrent des productions d’OTA sur milieu PDA allant de 334,8
4 2772,0 ng.g”' pour A. carbonarius et moins de 0,03 4 3,6 ng.g” pour A. niger agg. Dans la
littérature, des teneurs plus importantes peuvent é&tre relévées. Chez A. carbonarius,
Amézqueta et al. (2008) ont trouvé une teneur maximale de 3520 ng.g”' tandis que Suarez-

Quiroz et al. (2004 b) obtiennent une production maximale d’OTA de 114 ng.g” chez A.
niger agg.

La production d’OTA varie selon le substrat : elle est plus importante sur milieu riz que sur
milieu cacao (sans tenir compte des teneurs en eau qui sont de 28 et 87 % respectivement pour
les milieux riz et cacao respectivement). La nature du substrat semble donc avoir une
incidence sur la production de ’OTA, car compte tenu des différentes teneurs en eau, 1’effet
contraire était attendu. Nos résultats concordent avec ceux des autres auteurs qui relévent
I’influence du substrat sur la production des mycotoxines (Kokkomen et al., 2005 ; Suarez-

Quiroz et al, 2005).

Les cabosses abimées (naturellement ou non) engendrent le cacao le plus contaminé par

I’OTA. Nos résultats concordent avec ceux de Bastide et al., (2006) qui montrent que la

88



Résultats et discussion

présence de I’OTA pendant le traitement post-récolte du cacao est fonction de I’état de la
cabosse et des conditions climatiques au moment de la récolte et de la transformation. Selon
ces mémes auteurs, en fonction de I’état phytosanitaire des cabosses, la teneur en OTA des
féves est de 4,2 ng.g”' pour les cabosses endommagées par les insectes, 19,8 ng.g™' pour les

r -1 ey
cabosses blessées, 3,4 ng.g pour les cabosses momifiées.

Lors du traitement TS5, I’inoculation avant fermentation des féves par une suspension de
spores d’un A. niger agg non producteur d’OTA a été faite avec 1’objectif de suivre la souche
introduite et de voir également si elle pouvait coloniser prioritairement les féves et ainsi
freiner, voire empécher la croissance des especes productrices d’OTA. L’effet de lutte
biologique attendu n’a pas été concluant : 1’effet est méme contraire a celui espéré car les
souches productrices d’OTA et de I’OTA ont été détectés a un niveau supérieur dans les
¢chantillons de cacao issus de ce traitement. La souche inoculée d’A. niger agg ne présente
ainsi aucun antagonisme direct vis-a-vis d’A. carbonarius et son inoculation précoce
favoriserait méme I’activité ochratoxinogene des souches potentiellement productrices. Méme
si la teneur en moisissures obtenue apreés la fermentation permet a priori de penser que

I’inoculum s’est bien implanté, seule 1’étude moléculaire permettra de le confirmer.

Pendant les traitements technologiques, il est possible d’établir une certaine relation entre la
teneur en OTA des féves et la microflore toxinogéne associée car A. carbonarius est la

microflore toxinogeéne associée aux feéves présentant les plus fortes teneurs en OTA.

Au cours du stockage, les traitements T1’ et T4’ ne présentent pas une forte contamination par
I’OTA. Par contre, le traitement avec inoculation engendre le cacao le plus contaminé. Les
souches ochratoxinogénes retrouvées sont parfois uniquement des A. niger agg qui ont une
production d’OTA trés limitée ou encore des A. carbonarius plus toxinogénes. Des résultats
similaires ont ét¢ obtenus par Amézqueta (2007) sur 20 échantillons de cacao stockés,
d’origine diverse. Au cours du stockage, la teneur en OTA des cacaos marchands ne peut pas
toujours €tre mise en relation avec la présence des souches ochratoxinogenes. Bien que les
facteurs qui influencent le développement fongique doivent étre pris en compte, il convient de
souligner que la présence de moisissures n’implique pas forcement la synthése de ’OTA. A
I’inverse, il est possible de détecter la mycotoxine en 1’absence de la moisissure productrice.
Les formes végétatives et germinatives de la moisissure peuvent étre inactivées par les
processus chimiques ou. environnementaux; alors: que I’OTA, plus’stable, est demeurée

inaltérée dans le substrat (Gimeno, 2000).
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Il est connu (Esteban et al., 2006) que les conditions de séchage et de stockage jouent un
grand role sur la présence d’OTA. Nos résultats montrent que la contamination qui intervient
avant les traitements post-récolte a également une influence sur la qualité finale : un bon état
des cabosses et un écabossage sans délai permettent en effet de réduire en partie les risques.
I1 est également nécessaire de réduire au maximum la période de transit du cacao marchand

vers I’Europe afin de limiter la contamination par I’OTA pendant le stockage.
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3- INCIDENCE DES FACTEURS CHIMIQUES ET
ENVIRONNEMENTAUX SUR LA CROISSANCE ET LA
PRODUCTION DE L'OCHRATOXINE A DANS LE CACAO

La formation de I’OTA et des autres mycotoxines dépend de I’interaction complexe de
plusieurs facteurs. Sur les grains et les fruits, les facteurs les plus importants sur la croissance
et la toxinogénése sont la température, et I’humidité (Lai et al, 1970 ; Marquardt et Frohlich,
1992 ; Axberg et al., 1997 ; Stander et al., 2000 b ; Suaréz-Quiroz et al., 2004 ; Kokkonen et
al., 2005). D’autres facteurs, également importants sur la croissance et la toxinogénése des
moisissures, sont la composition du milieu (micronutriments et alcaloides), la présence des
agents concurrents (Lee et Magan, 1999 ; Elmholt et Hestbjerg, 1999), le pH (Aziz et Moussa,
1997 ; Esteban et al., 2006), 1’action des insectes (qui brisent 1’écorce qui protége les grains),
le stress des plantes, le temps de culture, la teneur en O, et CO,, les traitements physiques et
chimiques, la vitesse de séchage et de réhydratation des grains pendant le stockage (Chelack
etal., 1991 ; Gimeno, 2000 ; Eskola, 2002 ; Atalla et al., 2003 ; Magan et al., 2003).

L’étude des conditions de croissance et de production d’OTA par plusieurs souches fongiques
ochratoxinogenes isolées du café (Cabrera et al., 2001 ; Taniwaki et al., 2001 ; Suarez-
Quiroz, 2004), du raisin (Belli, 2004 ; Mitchell, 2004 ; Pardo, 2005), des céréales (Lee and
Magan, 2000 ; Pardo et al., 2004) et plus particulicrement de 1’orge (Ribeiro et al., 2006) ont
été décrites. Il n’existe pas des travaux sur les moisissures isolées de la matrice cacao.

Les travaux présentés ici ont consisté a étudier, en milieu modéele, I’influence de 1’activité de
I’eau (Ay) et de certains alcaloides naturellement présents dans le cacao (caféine,
théobromine) et de I’épicatéchine sur la croissance et la toxinogénese chez les souches d” A.

niger agg et A. carbonarius isolées lors des différentes campagnes cacaoyeres.

3- 1- Influence de I'activité de I'eau sur la croissance et la toxinogénese

L’impact de I’Ay, sur la croissance et la production d’OTA a été étudié sur un isolat d’A.

niger agg et 5 isolats d’A. carbonarius.

- A. niger agg 13 isolé des féves non fermentées issues des cabosses blessées (T4) de la

campagne cacaoyere 2005
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- A. carbonarius 14 isolé du stade A (féves non fermentées) du traitement T4 de la campagne

cacaoyere 2005

- A. carbonarius 15 isolé aprés le séchage des féves issues des cabosses entiéres et d’un

¢cabossage différé de 10j (T3) de la campagne cacaoyere 2005

- A. carbonarius 38 et 39 isolés aprés 2 mois de stockage des feves issues de T4’ de la

campagne cacaoyere 2006
- A. carbonarius 70 isolé du cortex de cacao pendant la campagne cacaoyére 2007.

I1 est a noter que le choix des souches a été fait en fonction des différences phénotypiques, et

a I’intérieur d’un méme groupe, les plus productrices ont été choisies.

Les intervalles d’étude sont fixés en fonction des conditions réelles du traitement post-récolte
et du stockage du cacao. Sept niveaux d’Ay, (0,7 ; 0,75 ;0,8 ; 0,85; 0,9 ; 0,95 ; 0,99) et quatre

durées d’incubation (6, 12, 18, 24 jours) sont étudiés. La croissance apicale est mesurée.

3- 1- 1- Aspergillus niger agg

Les Figures 22 a et b donnent 1’évolution de la croissance apicale et de la toxinogénése en

fonction de 1’activité de ’eau et de la durée d’incubation.

Quelle que soit I’Ay, A. niger agg 13 débute sa croissance avant 6 jours de culture. Les
niveaux d’A,, donnant une meilleure croissance sont: 0,90 ; 0,95 et 0,99. L’optimum de

croissance est obtenu des 12 j de culture lorsque I’Ay, est de 0,95 a 0,99.

Les Ay, donnant une meilleure toxinogénése chez A. niger agg 13 sont: 0,85 ; 0,90 ; 0,95 et

0,99. L’optimum est obtenu a des valeurs allant de 0,95 a 0,99.

Contrairement a la croissance, la toxinogénése chez A. niger agg 13 est trés dépendante de
I’Ay, du milieu de culture. Pour des A, inférieures ou égale a 0,80, aucune activité
ochratoxigénique n’est observée quelle que soit la durée de culture. Elle ne débute qu’a partir

de 85 % d’ A, et cesse au bout de 18 ;.
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Croissance d'A niger agg 13 Toxinogeénése d'A. niger agg 13
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Figure 22a: Croissance d’A. Figure 22b: Toxinogénese d’A.
niger agg 13 en fonction de niger agg 13 en fonction de I’Ay,
I’A. et de la durée d’incubation et de la durée d’incubation

NB : la production d’OTA est en valeur logarithmique car les teneurs en OTA obtenues sont trés dispersées.

3- 1- 2- Aspergillus carbonarius

Les Figures 23 a et b, 24 a et b, 25 a et b donnent 1’évolution de la croissance et de la

toxinogénése en fonction de I’activité de 1’eau chez 3 souches d’A. carbonarius (14, 15 et 38).

Comme pour A. niger agg, la croissance d’ A. carbonarius est peu dépendante de I’Ay, du
milieu ambiant. Elle débute avant 6 jours de culture. Quelle que soit la souche d’A.

carbonarius, les niveaux d’A,, donnant une meilleure croissance sont : 0,90 ; 0,95 et 0,99.

Par contre, la toxinogénése chez A. carbonarius est trés dépendante de 1’Ay, du milieu. Elle
est également fonction de la souche étudiée. Dans tous les cas, I’optimum de production est

obtenu a des Ay, de 0,95 — 0,99.

Les conditions d’activité de 1’eau pour la production d’OTA par A. carbonarius 14 sont plus
limitées que celles nécessaires a son développement. L’A,, critique de production d’OTA est
de 0,85. Aucune activité ochratoxigénique n’est observée a des niveaux inférieurs a 0,85
quelle que soit la durée d’incubation. Le maximum de production d’OTA est obtenu apres 12
jours de culture lorsque I’Ay, est de 0,99. L’A,, donnant une meilleure toxinogénese chez A.

carbonarius 14 est 0,99.

A. carbonarius 15 et 38 présentent des cinétiques de production d’OTA semblables. L’ Ay,
n’est plus un facteur limitant pour la toxinogénése car une production d’OTA est observée

pour toute valeur d’A,,. Pour des valeurs allant de 0,95 a 0,99, la production d’OTA est plus
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importante et débute dés 6j de culture. Tandis qu’avec des valeurs plus faibles d’Ay, (0,70 ;

0,75 ; 0,80 ; 0,85 et 0,90) la production d’OTA ne sera observée qu’apres 12 j.

Des résultats similaires sont obtenus avec les A. carbonarius 39 et 70 (Annexe 4).

Croissance d' A. carbonarius 14 Toxinogénése d' A. carbonarius 14
10 -
——Aw=0,70 —e—Aw=0,70
—8—Aw=0,75 —a—Aw=0,75
Aw=0,80 Aw=0,80
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) > 10 /
\_/_;:j:: ——Aw=090|[ ©° —¢—Aw=0,90
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—o— Aw=0,95 —o—Aw=0,95
6 12 18 24 6 12 18 24
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——Aw=0,99 ——Aw=0,99
Durée d'incubation (jours) Durée d'incubation (jours)
Figure 23a: Croissance d’A. Figure 23b: Toxinogénese d’A.
carbonarius 14 en fonction de carbonarius 14 en fonction de
I’A,, et de la durée d’incubation I’A,, et de la durée d’incubation
Croissance d'A. carbonarius 15 Toxinogénése d'A . carbonarius 15
—~10
£ ——AW=0,7 ——AW=07
° 5 =8 AW=0,75 ~8—AW=0,75
= \ AW=0,8 AW=08
© 4 X 7/
2, AW=0,85 AW=0,85
2 0 =H=AW=09 == AW=09
o ¥
6 19 18 o4 == AW=0,95 ||l AW=0,95
, . e AW=0,99 =t AW=099
Durée de culture (jours) Durée de culture (jours)
Figure 24a: Croissance d’A. Figure 24b : Toxinogénése d’A.
carbonarius 15 en fonction de carbonarius 15 en fonction de
I’A., et de la durée d’incubation I’A,, et de la durée d’incubation
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Croissance d' A. carbonarius 39 Toxinogénese d' A. carbonarius 39
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Figure 25a: Croissance d’A. Figure 25b: Toxinogénése d’A.
carbonarius 38 en fonction de carbonarius 38 en fonction de
I’Aw et de la durée d’incubation I’Aw et de la durée d’incubation

3- 2- Influence de certains alcaloides et de I’épicatéchine sur la croissance et la

toxinogénese

L’action directe de la caféine, la théobromine et 1’épicatéchine sur la croissance et la
toxinogénese de certaines souches toxinogeénes est étudiée aprés 7 j de culture sur milieu
PDA. Dans les feves de cacao de type Forastero Amazonien, les teneurs en caféine et
théobromine sont respectivement de 1,3 et 36,2 mg/g (Timbie et al., 1978). La tenecur en
¢épicatéchine par contre est fonction du degré de fermentation. Elle va de 1 % (p/p) avant
fermentation a 0,2 % (p/p) aprés la fermentation. L’étude porte sur une souche d’A. niger agg

et 2 d’A. carbonarius.

- A. niger agg 13 isolé sur les féves non fermentées issues des cabosses blessées (T4) de la

campagne 2005

- A. carbonarius 14 isolé du stade A (féves non fermentées) du traitement T4 de la méme

campagne cacaoyere

- A. carbonarius 15 isolé apres le séchage des féves issues de la fermentation en tas des féves
issues des cabosses entieres et d’un écabossage différé de 10 j lors de la campagne cacaoyere

2005.
Les souches étudiées sont choisies en fonction du niveau de production d’OTA.

Les concentrations testées sont 0; 1; 1,5 ; 2 ; et 2,5 mg/g pour la caféine et la théobromine, 0

et 3,5 mg/g pour ’épicatéchine.
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3- 2- 1- Caféine

Les Figure 26 et 27 (a et b) donnent I’évolution de la croissance et la toxinogénése en fonction

de la teneur en caféine du milieu chez A. niger agg 13 et des A. carbonarius 14 et 15.

La caféine a une activité antifongique limitée chez A. niger agg, ce qui n’est pas le cas chez
les souches d’A. carbonarius ou I’on note une baisse gradueclle de la croissance dés la

concentration d’1 mg/g.

La toxinogénése d’A. niger agg et d’A. carbonarius est influencée par la teneur en caféine du
milieu de culture. Chez A. niger agg, la baisse de la production d’OTA devient sensible
lorsque la teneur en caféine est de 2 mg/g. Elle est beaucoup plus prononcée chez A.
carbonarius ou on note une baisse d’activité dés 1 mg/g. A. carbonarius 14 présente une
sensibilité plus importante a la caféine que A. carbonarius 15 car aucune production d’OTA
n’est observée a plus de 2 mg/g de caféine dans le milieu de culture. Par rapport au témoin,
aucune variation sensible de la production d’OTA n’est obtenue avec A. niger agg au

voisinage de la teneur réelle en caféine dans les féves de cacao Forastero Amazonien (1,3

mg/g).
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A. carbonarius 14

A. carbonarius 15
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Figure 27a: Croissance et Figure 27b: Croissance et

toxinogénése d’A. carbonarius
14 en fonction de la teneur en
caféine du milieu.

3- 2- 2- Théobromine et épicatéchine

toxinogénése d’A. carbonarius
15 en fonction de la teneur en

caféine du milieu.

La théobromine (Figure 28, 29 a et b) et I’épicatéchine (Figure 30, 31 a et b) ont une activité

antifongique limitée chez A. niger agg et A. carbonarius. Par rapport au témoin, la croissance

de ces especes varie peu quelle que soit la concentration en alcaloide (théobromine et

épicatéchine) du milieu.

Comme la croissance, la teneur en théobromine ou en épicatéchine du milieu n’influence pas

de facon sensible la production d’OTA, ceci quelle que soit la concentration. A. carbonarius

14 et un peu plus sensible a la teneur en épicatéchine que A. carbonarius 15. Au voisinage de

la teneur réelle en théobromine et en épicatéchine des féves de cacao marchand de type

Forastero Amazonien, la production d’OTA obtenue reste peu différente de celle obtenue avec

le témoin.

97



Résultats et discussion
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Figure 29b: Croissance et
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15 en fonction de la teneur en
théobromine du milieu.

Figure 29a: Croissance et
toxinogénése d’A. carbonarius
14 en fonction de la teneur en
théobromine du milieu.
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épicatéchine du milieu.

3- 3- Discussion

Figure

31b:

Croissance et

toxinogénése d’A. carbonarius
15 en fonction de la teneur en

épicatéchine du milieu.

Nos travaux montrent qu’a 25°C, la croissance des souches d’A. niger agg ou d’A.

carbonarius étudiées n’est pas influencée par I’A,, du milieu de culture, ceci quelle que soit la

durée d’incubation. L’optimum de croissance est compris entre 0,95 et 0,99 chez A. niger agg

et 0,90 et 0,99 chez A. carbonarius. Plusicurs auteurs (Belli et al., 2004 ; Esteban et al., 2004,

,Mitchell et al., 2004 ; Pardo et al., 2005) ont aussi étudié¢ les conditions de croissance chez

A. niger agg et A. carbonarius, ceci sur une plage de température allant de 6 a 47°C. L’A,,

minimale était de 0,77 et 0,82 respectivement chez A. niger agg. et A. carbonarius.

L’optimum de croissance est obtenu lorsque I’A,, du milieu était de 0,95 a 0,99 chez A. niger

agg et 0,93 a 0,987 chez A. carbonarius (Tableau 23).
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Contrairement a la croissance, la toxinogénése chez A. niger agg et A. carbonarius est
beaucoup plus dépendante de 1’A,, du milieu de culture. L’optimum de production d’OTA est
obtenu a 0,99 d’A,, chez A. niger agg et de 0,95 a 0,99 d’Ay, chez A. carbonarius. Des
résultats similaires sont obtenus avec A. niger agg et A. carbonarius isolés du raisin (Esteban
et al., 2004 ; Belli et al., 2004 ; Mitchell et al., 2004 ; Pardo et al., 2005), A. ochraceus isolé
du raisin, céréales et café (Marquardt et Frohlich, 1992 ; Pitt et al., 2002 ; Suaréz-Quiroz et
al., 2004 ; Pardo et al., 2005) et P. verrucossum isolé des céréales (Marquardt et Frohlich,
1992 ; Pitt et Hocking, 1997 ; Pitt et al., 2000) (Tableau 23).

Il est a noter que pendant le séchage solaire, I’A,, des féves de cacao est de 0,85 — 0,99
pendant 5 - 7 j,dont 2 -4ja0,95. 11y a donc nécessité de réduire au minimum cette période

critique afin de limiter les risques de contamination par I’OTA.

L’influence du milieu de culture sur la production d’OTA, rélevée entre les milieux riz et
cacao (maximum de production 2772 contre 236,9 ng.g™"), est d’autant plus remarquable que

le milieu riz contient 3 fois moins d’eau que le milieu cacao.

Tableau 23 : Conditions de développement et de production d’OTA chez quelques
moisissures productrices d’OTA.

Développement fongique Production d’'OTA
Espéces T(°C) Aw minimale  Matrice T (°C) Aw minimale
A. carbonarius 10-40 0,82 Raisin 15-35 0,90
[32-35] [0,93-0,987] [20] [0,95-0,98]
A. niger agg 6-47 0,77 Raisin 10-35 0,90-0,95
[35-37] [0,95-0,995] [25] [0,98-0,995]
Céréale 12-37 0,83
[27] [0,95-0,99]
A. ochraceus 8-37 0,80 Café 10-35 0,90
[24-31] [0,95-0,99] [35] [0,95]
Raisin 20-30 0,80
[30] [0,90-1,00]
P. verrucosum 0-31 0,80 Céréale 4-31 0,86
[20] [0,95-0,99] [20] [0,95-0,99]

Sources : Marquardt et Frohlich, 1992 ; Pitt et Hocking, 1997 ; Pitt et al., 2000 ; Belli et al., 2004 ;
Esteban et al., 2004, Mitchell et al., 2004 ; Suaréz-Quiroz et al., 2004 ; Pardo et al., 2005.
[...]: Conditions optimales
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Les principaux alcaloides du cacao (caféine, théobromine) ainsi que 1’épicatéchine ont des
actions variables sur la croissance et la toxinogénése chez A. carbonarius et A. niger agg.
Contrairement a la théobromine et I’épicatéchine, I’influence de la caféine sur la croissance et

la toxinogénése est bien marquée.

Des études similaires ont ¢été faites avec certains constituants du café : caféine et acide
chlorogénique (Buchana et al., 1981 ; Soliman, 2002 ; Suaréz-Quiroz et al., 2004). Suaré¢z-
Quiroz et al. (2004) montrent que la caf€ine inhibe la croissance et la toxinogénése chez A.
ochraceus. Lorsque la teneur en caféine est de 0,02 mg.mL”, la production d’OTA est
presque nulle. Les acides chlorogéniques ont un effet peu sensible sur la vitesse de croissance
d’A. ochraceus. Par contre son action inhibitrice sur la toxinogénése est beaucoup plus
importante car aucune production d’OTA n’est obtenue lorsque la teneur en acides

chlorogéniques du milieu est de 0,08 mg.mL .

Toutefois, il est difficile d’utiliser la caféine pour limiter les risques de contamination du
cacao par ’OTA car la dose expérimentale ou la production d’OTA est inhibée (2,5 mg.g™")

est bien supérieure a la teneur réelle dans les féves de cacao de type Forastero Amazonien (1,3

mg.g™).
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4- ETUDE DE LA BIODIVERSITE DES ASPERGILLUS NOIRS

De nombreuses études identifient les Aspergillus noirs comme étant responsables de plusieurs
pertes post—récolte importantes des fruits (tomate, melon, pomme, raisin, citron...) ou des
tubercules (igname, ail, oignon). Leur habitat de prédilection est le sol mais les Aspergillus
noirs peuvent ¢galement €tre isolés des fruits secs, des noix, voire de substrats trés variés

(Kozakiewicz, 1989 ; Abarca et al., 2004 ; Samson et al., 2004).

Dans le cadre du projet européen « Wine-Ochra Risk », une enquéte portant sur 107 vignobles
dans plusieurs pays de 1’Union Européenne a permis d’étudier la biodiversité des Aspergillus
noirs isolés du raisin, notamment les souches productrices de I’OTA (Bau et al., 2006 ;
Perrone et al., 2006a et 2006b). Il n’existe cependant pas de données sur la biodiversité des

Aspergillus noirs isolés du cacao.

Le but de ce travail est d’étudier la biodiversité des Aspergillus noirs isolés pendant les
différents traitements technologiques du cacao (ainsi que les relations pouvant exister entre le
phénotype et le génotype). L’objectif est également de voir si les différents profils
génomiques obtenus peuvent étre reliés a la production d’OTA, a I’année de la campagne
cacaoyere (2005, 2006, 2007), au type de traitement subi (T1, T2, T3, T4, TS, T6, T7), ou au
degré de transformation de la feve (A, B, C, D, E, F).

4- 1- Etude phénotypique et choix des souches

Un total de 301 souches d’Aspergillus noirs a été isolé au cours des différentes étapes des
traitements technologiques. Afin de choisir les souches qui seront étudiées en biologie
moléculaire, des groupes phénotypiques ont ¢été constitués a partir des critéres
morphologiques. Au sein d’un groupe phénotypique le nombre de souches retenues est

fonction du nombre d’individus qui le composent.

4-1-1- Aspergillus niger aggregate
Huit groupes phénotypiques ont été définis parmi les souches appartenant au groupe A. niger
agg sur la base de la croissance sur milieu PDA (Tableau 24) et 39 isolats retenus pour I’étude
moléculaire (identification et biodiversit¢). Les codes associés aux souches retenues sont

donnés dans le Tableau 25.
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Tableau 24: Les différents groupes phénotypiques chez A. niger agg sur milieu PDA

Groupe Nombre Couleur Couleur Densité Présence Colonie concentrique
Phéno- d’isolats envers de endroit des des stries  Contour Contour
typique Pour I'étude lacolonie dela colonies rayon- régulier irrégulier
(N) génotypique colonie nantes

1(95) 13 Créme Créme + + - -

I (53) 6 Créme Créme + - + -

1 (7) 3 Incolore  Créme + + + -

IV (5) 3 Blanc Créme + + + -

V (46) 5 Incolore  Jaune + + + -

VI(1) 1 Incolore  Jaune + + + -
VII(10) 4 Incolore  Jaune + - - +

VIII (9) 4 Jaune + Créme - - + -

Tableau 25 : Souches d’A. niger agg associées aux groupes phénotypiques sur milieu PDA.

Groupes phénotypiques Codes des souches d’A. niger
agg associées

I 13, 18,27, 37,42, 46, 49, 50, 57,
30, 32, 33, 34

II 17, 20, 22, 24, 35, 56

III 52,59, 61

IV 25, 28,29

A% 54, 55, 58, 63, 69

VI 60

VII 62, 66, 67, 68

VIII 26, 40, 45, 31

4- 1- 2- Aspergillus carbonarius
Trois groupes phénotypiques ont été définis dans le groupe des souches d’A. carbonarius
(Tableau 26). L’¢étude moléculaire portera sur 9 A. carbonarius dont les codes associés sont

fournis dans le Tableau 27.

Tableau 26: Les différents groupes phénotypiques chez A. carbonarius sur milieu PDA.

Groupe Nombre Couleur Couleur Densité Présence Colonie concentrique
Phéno- d’isolats pour envers de endroit de des des stries Contour Contour

typique I"étude la colonie lacolonie colonies rayon- régulier irrégulier
(N) génotypique nantes

1 (39) 4 Créme Créme + + + -

11 (35) 4 Incolore  Jaune + + + -

111 (1) 1 Incolore  Créme ++ ++ - -
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Tableau 27 : Souches d’A. carbonarius associées aux groupes phénotypiques sur milieu PDA.

Groupes Codes des souches d'A.
phénotypiques carbonarius associées

I 14,21, 39, 71

II 15, 64, 65, 70

111 38

Le Tableau 28 résume 1’origine des souches d’A. niger agg et d’A. carbonarius qui sont

¢tudiées en biologie moléculaire.

Tableau 28 : Origine des souches d’A. niger agg et A. carbonarius étudiées

Campagne | Type de Stade de Groupes phénotypiques et souches
cacaoyere |traitement | préléevement associées
A. niger agg A. carbonarius
2005 Tl C 1(18), IT ( 20), III (52)
2005 T2 B 11 (17)
C 1(21)
2005 T3 C IT (15)
2005 T4 A 1(13) 1(14)
B 11 (22, 24), 1 (50)
T C IV (29), 11 (56), 1 (57)
2006 D 1(37)
E 1(49)
T4 B VIII (26), 1 (27), IV (28)
2006 C IV (25), V (54, 55)
D VIII (40) 1(39), III (38)
E VIII (45), 1 (46)
2006 T5 A 1(18)
B 1(30), VIII (31)
C 1(33)
D 1(42)
E 1(34), 11 (35)
2007 T1” C V (69), VII (62)
2007 T6 B V (63)
T7 A 11 (64)
2007 B VII (66) 11 (65)
C VII (67, 68) 1T (71)
Air 111 (59)
Caisse de fermentation VI (60)
Environ- Sac de jute III (61)
nement Cortex de cacao V (58) 11 (70)
Feuille de bananier
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4- 1- 3- Aspect des A. niger agg dans différents milieux de culture

Samson et al. (2007) décrivent 1’aspect des colonies des diverses espéces d’Aspergillus noirs.
Un isolat d’A. niger agg de chaque groupe phénotypique établi a partir de la culture sur milieu
PDA a donc été cultivé sur les milieux CYA et MEA qui sont ceux utilisé€s par ces auteurs.

Quel que soit le milieu, MEA ou CYA, il y a trés peu de différences morphologiques pour la
plupart des souches d’A. niger agg isolées. La comparaison avec les données de Samson et al.
(2007) n’a pas permis de différencier les A. niger agg des groupes I, II, III, IV (Annexe 5).
Seul I’A. niger agg du groupe V présente un phénotype proche de celui décrit comme A.
heteromorphus par Samson et al. (2007) ce qui suggérerait 1’appartenance a cette espéce.

Cette technique est donc insuffisante pour différencier les A. niger agg.

4- 2- Etude génotypique

4- 2- 1- Extraction et purification de ’ADN génomique
A partir du mycélium lyophilisé, ’ADN génomique des souches d’A. niger agg et d’A.
carbonarius a été extrait et purifié par Geneclean. La Figure 32 montre les bandes d’ADN

obtenues apres Geneclean pour quelques souches a titre d’exemple.

PM 14 1521 PM 13 17 18 20 22 24 PM

Figure 32 : Electrophorése des ADN génomiques apres purification par Geneclean
PM = indicateur de poids moléculaire
n® 14, 15 et 21 : isolats d’A. carbonarius
n°® 13,17, 18, 20, 22 et 25 : isolats d’A. niger agg

4- 2- 2- ldentification des Aspergillus noirs
4- 2- 2- 1- PCR avec des amorces spécifiques

ITS4/NIG et ITS1/TUB
Un fragment de I’ADN purifi¢ des souches d’Aspergillus noirs, autres qu’A. carbonarius, est

amplifié par D’utilisation de couples d’amorces spécifiques: ITS; / NIG et ITS,/TUB.
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Les Figures 33 et 34 présentent un exemple de profil d’amplification avec ces amorces
respectives.

Indépendamment du couple d’amorce utilisé, un fragment de 420 pb est obtenu avec toutes les
souches d’Aspergillus noirs « non A. carbonarius » testées. Seule la souche n° 20 ne donne
pas d’amplification avec la paire d’amorces ITS;/NIG. Deux espéces : A. niger (CET 2091) et

A. tubingensis (CBS 16179) servent de référence pour I’identité du fragment d’amplification.

Ainsi, P’identification de toutes les souches isolées et désignées préalablement comme A.
niger agg selon les critéres morphologiques est confirmée par la technique moléculaire. Par la
PCR et avec ce type de couple d’amorces spécifiques, il est impossible de différencier A.
niger de A. tubingensis, voire des autres espéces de la famille d’A. niger agg en raison de
leurs séquences ITS, (primer Rev) trés proches. Seul le séquencage permettra éventuellement

de les différencier.

PM 13 17 18 AN 20 22 24 PM

S00pb___ 450 pb
400 pb P

Figure 33 : Electrophorése de 1’amplification par PCR spécifique avec primer ITS;/NIG
PM= indicateur de poids moléculaire
n°® 13,17, 18, 20, 22, 24 : isolats d’A. niger agg
AN : A, niger de référence (CET 2091)

PM 13 17 18 20 22 24 25 A Byl 2l W o 40-P|\/I

500pb__ 420 pb
400 pb

Figure 34 : Electrophorése de I’amplification par PCR spécifique avec le primer ITS1/TUB
PM= indicateur de poids moléculaire
n° 13, 17, 18, 20, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 37 et 40: isolats d’A. niger agg
T : A. tubingensis de référence (CBS 16179)
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ITS1/CAR

Un fragment de I’ADN purifié des souches identifiées au préalable comme A. carbonarius
selon les critéres morphologiques, est amplifié par [utilisation du couple d’amorces
spécifiques ITS; / CAR. La Figure 35 donne un exemple de profil d’amplification avec cette
paire d’amorces.

Un fragment de 420 pb est obtenu avec toutes les souches d’A. carbonarius. Par la technique
moléculaire, toutes les souches identifiées comme A. carbonarius selon les critéres

morphologiques sont confirmées en tant que telles.

420 pb

Figure 35 : Electrophorése de I’amplification par PCR spécifique avec le primer ITS1/CAR
PM= indicateur de poids moléculaire
n® 14, 15, 21, 38, 39 : isolats d’A. carbonarius

ITS4/ELL, ITS//HET et ITS1/JAP

L’Aspergillus noir n°20 qui donnait un résultat négatif avec ITS;/NIG et positif avec
ITS|/TUB a été testé avec les autres amorces spécifiques (ITS,/ELL, ITS,/HET et ITS,/JAP).
Le Tableau 29 suivant résume les résultats obtenus avec ces différents primers.

A T’exception du primer ITS;/TUB, aucun fragment amplifi¢ n’est obtenu avec les autres
amorces spécifiques testées (ITS;/ELL, ITS;/HET, ITS/NIG, ITS,/CAR et ITS;/JAP). Ces
résultats nous permettent de dire que 1’Aspergillus noir n°20 fait partie des A. niger agg. Seul

le séquencage pourrait permettre d’aller plus loin dans I’identification.
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Tableau 29 : PCR spécifiques avec I’A. niger agg 20

Primers spécifiqgues Amplification

ITS)/NIG -
5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’/
5°-CCG GAG AGA GGG GAC GGC-3
_l_
ITS,/TUB (présence d’un fragment de 420 pb)
5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’/
5°-CCC GGA GAG GGG GAC GGC- 3’

ITS/HET -
5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’/
5’-GGA AAA TGG TTG GAG AGG TCG-3’

ITS:/JAP -
5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’/
5’-GAG AAG ATT GGG GGT CGA GG-3°

ITSI/ELL -
5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’/
5°-CCC GGG ATG GGG GAC GG-3°

ITSi/CAR -
5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’/
5’-AGA CAG GGG GAC GGC-3

L’étude moléculaire a permis de confirmer la premicre détermination basée uniquement sur

les critéres phénotypiques.

4- 2- 2- 2- Séquencage des fragments amplifiés

Les amplifias de quelques fragments ITS; / ITS; ont été séquencés pour les souches d’A. niger
agg 13 (P13), d’A. niger agg 17 (P17), d’A. niger agg 18 (P18), et d’A. niger agg 22 (P22).
Les séquences, non seulement sont trés proches les unes des autres, voire identiques (Annexe
6), mais sont, apres alignement avec des séquences déposées en banques, identiques a A.
niger, A awamori, A. tubingensis ou A. foetidus a au moins 97 %. Pour la souche d’A. niger
agg 20 (P20), la séquence est identique a celles des souches d’A. niger, A. awamori, A.
foetidus avec un maximum d'identité de 100 % (Annexe 7).

On peut dire en conclusion que la comparaison de séquences ITS; / ITS, est utile, mais n'est
pas suffisante pour différencier les espéces du groupe d’A. niger agg : les séquences

comparées sont trop courtes, entrainant ainsi un faible pouvoir discriminant. Ces résultats ne
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nous permettent pas d'aller plus loin dans nos analyses et conclusions. Pour parvenir a
différencier efficacement ces especes, il faudrait amplifier et séquencer un fragment beaucoup
plus long (en incluant les fragments D1/D2 par exemple) de sorte a avoir une discrimination

plus importante.

4- 2- 2- 3- Amplification partielle d’'un fragment PKS
Les PKS fongiques sont responsables de la biosynthése de plusieurs mycotoxines et d’autres
métabolites secondaires (Varga et al., 2003). Chez A. carbonarius, la séquence Ac12RL3 de

la région Acyl transférase est responsable de la production de I’OTA (Atoui et al., 2007).

La Figure 36 représente la PCR spécifique de divers isolats d’A. carbonarius et d’A. niger agg
avec les primers Ac12RL-OTAF/ Ac12RL-OTAR.

Un fragment de 141 pb est amplifi¢ avec les isolats d’A. carbonarius (14, 21, 38, 39, 64, 70)
mais non avec les isolats d’A. niger agg (13, 18, 37, 42, 46, 49). Ce résultat est significatif de
la spécificité de la région Acyl Transférase (AT) du géne PKS de A. carbonarius responsable
de la production d’OTA (Atoui et al., 2006). Cette spécificité de réaction a également été
relevée par Atoui et al., (2007) qui obtient un résultat positif uniquement avec les espéces

d’A. carbonarius parmi 13 autres espéces étudiées.

PM 14 15 21 38 39 64 70 | PM 13 18 37 42 46 49

—

141 pb

Figure 36 : Electrophorése de la PCR spécifique avec les primers
Acl12RL-OTAF/ Ac12RL-OTAR

PM: poids moléculaire,
n°14, 21, 38, 39, 64 et 70: A. carbonarius
n°13, 18, 37,42, 46 et 49: A. niger agg

..I"i o

A
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4- 3- RAPD - PCR

Le polymorphisme des ADN des souches isolées a été étudi¢ par la technique RAPD-PCR en
utilisant des amorces de 10 paires de bases (OPC). A partir des 20 OPC disponibles, 9
amorces ont été choisies en s’inspirant des travaux de Rinyu et al (1995). Deux amorces, avec
lesquelles les bandes d’amplification sont bien distinctes avec une bonne reproductibilité ont
¢été retenues pour la suite : Il s’agit de I’OPC 08 pour les souches d’A. niger agg et ’OPC 13

pour A. carbonarius.

Les Figures 37 et 38 donnent des exemples des profils d’amplification avec I’OPC 08 chez A.

niger agg, et avec I’OPC 13 chez A. carbonarius respectivement.

PM 58 59 60 61 62 63 66 67 68 69 PM

Figure 37 : Exemple de profils d’amplification par RAPD-PCR
PM= indicateur de poids moléculaire
n® 58, 59, 60, 61, 62, 63, 66, 67, 68, 69 : isolats d’A. niger agg
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PM 14 15 21 38 39 PM

Figure 38 : Exemple de profils d’amplification par RAPD-PCR

avec I’OPC 13 chez A. carbonarius
PM= indicateur de poids moléculaire
n° 14, 15, 21, 38, 39: isolats d’A. carbonarius

4- 4- Tracabilité de la souche inoculée lors de la campagne 2006

La Figure 39 représente 1’étude de la tragabilité de la souche d’A. niger agg 18 pendant le
traitement technologique T5. Cette souche, inoculée avant la mise en fermentation, est
é¢videmment présente au stade A : les profils génomiques des A. niger agg 18 et 32 sont
identiques. Par la suite, cette souche n’est plus retrouvée, ni pendant le traitement
technologique (fermentation et séchage), ni pendant le stockage. L’étude quantitative pouvait
laisser présager une implantation de la souche inoculée car une augmentation de la quantité
de moisissures noires d’un facteur de 3 avait ét¢ obtenue aprés la fermentation (Tableau 12).
De plus, la souche inoculée étant dans un bon état physiologique, les conditions semblaient
favorables a son implantation. L’étude moléculaire montre qu’en réalité, la souche inoculée
n’a pas pu s’implanter. Son suivi au cours des différents traitements post-récoltes n’a donc pu
étre réalisé. Un résultat positif a cet essai de tracabilité aurait permis de concevoir un
traitement préventif a la production d’OTA basé sur une lutte biologique par compétition.
L’essai n’ayant été réalisé qu’une seule fois, il est toutefois possible d’envisager un résultat

différent avec une autre souche ou espece.
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PM 18 32 30 31 33 42 34.35 PM

Figure 39 : Etude de la tragabilité de I’A. niger agg 18
PM= indicateur de poids moléculaire
n°18 : A. niger agg témoin
n°32 : A. niger agg isolé au stade A
n°30 et 31 : A. niger agg isolés au stade B
n°33 : A. niger agg isolé au stade C
n°42 : A. niger agg isolé aprés 2 mois de stockage
n°34 et 35 : A. niger agg isolés aprés 4 mois de stockage

4- 5- Discussion

4- 5- 1- Présentation globale de la diversité et relation avec 'OTA

Les différents profils d’amplification obtenus avec les espeéces d’A. niger agg et A.
carbonarius sont exploités sous forme de dendrogrammes. Les Figures 40 et 41 donnent les

dendrogrammes globaux chez les espéces d’A. niger agg et d’A. carbonarius respectivement.

Chez A. niger agg, le dendrogramme fait ressortir 2 grands groupes d’individus distincts a
I’intérieur desquels se retrouvent des sous-groupes. Seuls 3 isolats d’A. niger agg capables de
produire I’OTA ont été isolées dans cette étude. Ces A. niger agg producteurs d’OTA (13, 17
et 24) sont repartis dans les 2 grands groupes. Les A. niger agg 17 et 24 sont groupés et ont les
mémes profils d’amplification tandis que I’A. niger agg N°13 est un peu différent. Son profil
d’amplification différe de 43 % des 2 autres souches productrices. Il est donc ainsi difficile

d’établir une relation claire entre le profil génomique et la production d’OTA chez les A.

niger agg.

Chez A. carbonarius, les souches sont un peu plus apparentées car la différence des profils

d’amplification maximale qu’on puisse avoir entre les isolats est de 32 %. Au cours de notre
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¢tude, toutes les souches d’A. carbonarius isolées sont productrices d’OTA. Il est ainsi

difficile d’établir une relation entre le profil génomique et la production d’OTA.

Tree Diagram for 39 Cases
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Figure 40 : Dendrogramme global chez A. niger agg.
Tree Diagram for 9 Cases
Unweighted pair-group average
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Figure 41 : Dendrogramme global chez A. carbonarius.
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4- 5- 2- Incidence des parameétres environnementaux et post-récolte sur la
biodiversité chez A. niger agg
4- 5- 2- 1- Influence de I'année de la campagne cacaoyere

Afin de mieux visualiser I’influence de I’année de la récolte sur les souches d’A. niger agg
isolées, le dendrogramme global a ét¢ redessiné pour chacune des trois années d’étude. La
Figure 42 représente le dendrogramme des A. niger agg pour chaque année de campagne
cacaoyere.

Sur 3 campagnes cacaoyeres successives (2005, 2006 et 2007), il est possible de retrouver des
souches d’A. niger agg ayant le méme profil d’amplification. C’est le cas des A. niger agg 17,
22, 24 et 50 isolées en 2005, des A. niger agg 28 et 29 isolées en 2006, des A. niger agg 58,
59, 63 et 69 isolées en 2007. De méme, les souches peuvent étre identiques seulement pendant
deux années successives : la souche n°13 (isolée en 2005) est identique aux souches n°54 et

57 (isolées en 20006).

En conclusion, I’année de la campagne cacaoyere semble avoir peu d’influence sur la

biodiversité des A. niger agg car la majorité des souches restent les mémes sur les 3 ans.
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Tree Diagram for 8 Cases
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Tree Diagram for 21 Cases
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Tree Diagram for 10 Cases
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Figure 42 : Dendrogramme des A. niger agg par année de campagne cacaoyere
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4- 5- 2- 2- Influence du type de traitement
La Figure 43 suivante illustre I’influence du type de traitement subi sur la biodiversité des A.
niger agg isolés, ceci sur une année de la campagne cacaoyére et un stade donné de la
transformation des féves.
Un méme profil d’amplification est obtenu avec I’A. niger agg 17 qui a été isolée d’une
fermentation en caisse a partir des féves issues des cabosses entiéres (T2), et les A. niger agg
22, 24 et 50 qui ont été isolées d’une fermentation en tas des féves issues des cabosses
blessées (T4). Ces 2 groupes de souches ont en commun le fait qu’ils soient issus de la
campagne cacaoyere 2005 et sont isolés apres la fermentation (stade B).
De méme, pendant la campagne cacaoyere 2007, des profils d’amplification différents de
8,33 % sont obtenus entre les souches isolées apres la fermentation des féves issues des
cabosses abimées avec un écabossage immédiat (A. niger agg 63) ou bien différé (A. niger
agg 66).

Le type de traitement subi n’influence donc pas de fagon sensible la biodiversité des A. niger

Tree Diagram for 8 Cases
2005 Unweighted pair-group average
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2007 Treg Dlagram for 10 Cases
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Figure 43 : Influence du type de traitement sur la biodiversité des A. niger agg.
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4- 5- 2- 3- Influence du degré de transformation des féves

La Figure 44 représente I’influence du degré de transformation des féves sur la biodiversité
des A. niger agg.

Pendant la campagne cacaoyere 2006, les souches d’A. niger agg isolées pendant tous les
stades de transformation des féves (A, B ou C) selon le type de traitement T4 (fermentation en
tas des féves issues des cabosses blessées et d’un écabossage apreés 10 j) sont comparées. Une
différence de profil d’amplification pouvant atteindre 43,8 % est obtenue entre les A. niger
agg °26, 27 et 28 (stade B) et les A. niger agg 25, 54 et 55 (stade C).

Il est donc possible que la biodiversité des A. niger agg soit influencée par le degré de

transformation de la féve.

Tree Diagram for 21 Cases
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Figure 44 : Influence du degré de transformation des féves de cacao sur la
biodiversité des A. niger agg

4- 5- 3- Incidence des paramétres environnementaux et post-récoltes sur
la biodiversité chez A. carbonarius
La Figure 45 suivante représente I’influence des paramétres environnementaux et post-récolte
sur la biodiversité chez A. carbonarius.
Comme chez A. niger agg, il est possible de trouver des souches d’A. carbonarius ayant des
profils d’amplification identiques sur 3 campagnes cacaoyeres successives : A. carbonarius

14 et 21 (année 2005), A. carbonarius 39 (année 2006) et A. carbonarius 64 (année 2007).

117



Résultats et discussion

Sur une méme campagne cacaoyere (2005), et un méme degré de transformation des féves
(stade C), I’A. carbonarius 15 isolé d’une fermentation en tas présente un profil génomique
différent de 32,6 % de I’A. carbonarius 21 isolé d’une fermentation en caisse.

Le profil génomique des souches d’A. carbonarius difféere avec 1’étape de transformation
pour une année et un traitement donné (ex campagne 2007, T7: Les A. carbonarius 64, 65 et
71 isolées aux étapes A, B et C sont différentes de 23,8 %)

La biodiversité des A. carbonarius n’est pas influencée par I’année de la campagne cacaoyere.
Par contre, elle peut étre influencée par le type de traitement subi ou bien le niveau de

transformation des féves de cacao.

Tree Diagram for 9 Cases
Unweighted pair-group average
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Figure 45 : Influence des parameétres environnementaux et post-récolte
sur la biodiversité chez A. carbonarius.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail avait pour objectif principal de comprendre les conditions de développement et de
toxinogénese des micro-organismes responsables de la production de 1’ochratoxine A dans la
filiére cacao lors des traitements post-récolte. Ceci a été réalisé au cours de différents types de
traitements correspondant aux pratiques couramment utilisées au Cameroun, notamment en
prenant en compte 1’incidence de I’intégrité de la cabosse de cacao. Dans le cadre de cette
¢tude, I’impact des facteurs chimiques et environnementaux sur la croissance et la
toxinogénése des souches productrices isolées a également été considéré in vitro.
Parallélement, une étude sur la biodiversité des Aspergillus noirs apparus pendant les

différents traitements technologiques du cacao a été entreprise.

Les suivis microbiologiques réalisés au cours de la transformation des féves de cacao lors de 7
types de traitements post-récolte répartis sur 3 campagnes cacaoyeres successives ont permis
d’observer que le cacao était fortement contaminé par les moisissures a ce stade de
transformation. Le type de traitement post-récolte (caisse ou tas) n’a pas montré d’influence
significative sur la microflore fongique. Par contre I’intégrit¢ de la cabosse et le délai
d’écabossage constituent les facteurs aggravants de cette contamination et les souches
réputées comme productrices d’OTA ont pu étre isolées dés 1’écabossage lorsque les cabosses

sont abimées.

Les souches fongiques isolées appartiennent aux genres Penicillium, Mucor, Geotrichum,
Trichoderma, Rhizopus, Fusarium, Aspergillus, ce dernier genre incluant des souches
potentiellement productrices d’OTA (A. niger agg et A. carbonarius). L’année de la
campagne cacaoyere n’a pas d’influence sur la qualit¢ de la microflore fongique. Aucune
souche de Penicillium verrucosum n’a été isolée. A. niger agg est la souche la plus abondante.
Par contre, A. carbonarius est principalement isolée lorsque les féves sont issues d’un
¢cabossage différé des cabosses abimées. L’étude de la toxinogénése in vitro a montré que les
souches isolées ne présentent pas les mémes potentiels toxiques: 100 % d’isolats d’A.
carbonarius sont producteurs d’OTA contre seulement 8 % d’isolats d’A. niger agg. La
production quantitative d’OTA est trés variable selon la souche et le substrat : A. carbonarius
est responsable de plus fortes teneurs en OTA (production maximale sur milieu « riz » : 2772

ng.g"') que A. niger agg (teneur maximale sur le méme milieu: 3,6 ng.g”") le milieu de
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culture «riz» (milieu officiellement utilisé pour cette recherche) est plus propice a la
production d’OTA que le « milieu cacao » (milieu naturel reproduit pour les besoins de cette

étude).

Nos travaux ont montré qu’a 25°C, la croissance des souches d’A. niger agg ou d’A.
carbonarius n’est pas influencée par I’Ay, du milieu de culture. L’optimum de croissance est
compris entre 0,95 et 0,99 chez A. niger agg et 0,90 et 0,99 chez A. carbonarius. Par contre, la
production d’OTA par ces souches est plus dépendante de ’activité de 1’eau du milieu.
L’optimum de production d’OTA est obtenu a 0,99 d’A, chez A. niger agg et de 0,95 a 0,99
d’Ay chez A. carbonarius. Pendant le séchage solaire du cacao, les féves restent 5 a 7 jours a
une activité de I’eau comprise entre 0,85 et 0,99, dont 2 a 4 jours a 0,95. Il conviendrait donc
de réduire au maximum cette période de séchage afin de limiter les risques de contamination
par ’OTA. La toxinogénese peut également étre influencée par certains alcaloides
naturellement présents dans la féve de cacao: caféine, théobromine et épicatéchine. La
caféine a une action plus marquée (la production d’OTA peut étre totalement inhibée lorsque
la teneur en caféine du milieu de culture atteint 2,5 mg.g") tandis que la théobromine et
I’épicatéchine n’ont pas montré d’effet sensible sur la production d’OTA. Toutefois, il est

difficile d’intervenir sur les paramétres de composition du cacao.

Les Aspergillus noirs isolés des féves de cacao présentent une biodiversité trés importante.
L’identification et la différenciation de ces souches selon les critéres phénotypiques restent
sujettes a controverse. L’identification de ces Aspergillus grace a des techniques par PCR
avec des amorces spécifiques a permis de séparer A. carbonarius et le complexe d’A. niger
agg. Cependant, en 1’état actuel de nos travaux, ni cette technique (PCR avec des amorces
spécifiques), ni le séquencage du fragment amplifi¢, ne permettent de séparer les différents

membres de ce complexe.

Les différents profils génomiques obtenus par RAPD-PCR des souches d’A. carbonarius et
d’A. niger agg ont été exploités sous forme de dendrogrammes. Les similarités des profils
d’amplification obtenus, tant avec les isolats producteurs comme non-producteurs d’OTA,
n’ont pas permis de mettre en évidence une relation claire entre le génotype et la production

d’OTA.
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L’année de la campagne cacaoyére et le type de traitement post-récolte semblent avoir peu
d’influence sur la biodiversit¢é des A. niger agg car des ressemblances de profils
d’amplification sont obtenues. Par contre, il est possible que cette biodiversité soit influencée
par le degré de transformation de la féve (non fermentée, fermentée et non séchée, fermentée
et séchée). Chez A. carbonarius, la biodiversité n’est pas influencée par I’année de la
campagne cacaoyere. Elle peut étre influencée par le type de traitement subi (T1, T2, T3, T4,

TS5, T6, T7) ou bien le niveau de transformation des féves de cacao.

Les résultats obtenus dans cette étude n’ont pas montré de différences significatives de la
qualité¢ de la microflore fongique et de la production d’OTA dues aux différents traitements
post-récolte du cacao. Seul 1’état de la cabosse auquel s’ajoute le délai d’écabossage sont des

facteurs importants pour le niveau de contamination par I’OTA.

Plusieurs propositions peuvent donc étre faites afin de réduire les taux de contamination du

cacao par I’OTA :

Au niveau du champ, des contaminations peuvent étre évitées par une bonne gestion agricole.
Comme avec d’autres cultures (les fruits en général), il est envisageable de faire un tri des
cabosses apres récolte, afin que seules les cabosses saines et intégres soient écabossées sans
délai.

Pendant la fermentation, la prolifération d’A. carbonarius, principal producteur d’OTA, est
freinée. Il existe probablement des phénomeénes d’antibiose qui peuvent étre exploités.
Pendant le séchage et le stockage du cacao, I’Ay, constitue le facteur critique de contamination
par ’OTA. Le stockage devrait ainsi se faire sous atmosphére contrdlée afin d’éviter toute ré-
humidification. Il ressort de cette étude que la meilleure alternative pour limiter la
contamination par I’OTA est la prévention aussi bien avant le traitement post-récolte qu’au

niveau du séchage et du stockage du cacao marchand.

Quelles sont les perspectives et les pistes a explorer pour approfondir ce travail ?

Des techniques rapides de détection de I’OTA doivent étre développées et mises a la
disposition des pays producteurs. La méthode officielle de dosage de I’OTA préconise
I’utilisation de la chromatographie HPLC couplée a une détection fluorimétrique : ce type de

matériel et technique d’analyse sont difficiles a mettre ceuvre en milieu rural. Il existe des kits
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immuno-enzymatiques (test Elisa) qui devraient é&tre améliorés. Ces systémes sont

relativement faciles a utiliser et leurs résultats a interpréter.

La détection et I’identification des moisissures peuvent étre améliorées. Cette proposition ne
concernerait pas directement les producteurs mais pourrait étre utile pour les laboratoires de
controle qualité. Une solution est la mise au point de milieux plus spécifiques et capables de
discriminer les genres ou especes recherchés.

D’un point de vue plus fondamental, I’é¢tude par la biologie moléculaire doit étre poursuivie.
La différenciation des espéces de la famille A. niger agg pourrait étre tentée par exemple par
un séquencage plus long de I’ADNT, les fragments ITS; et ITS, étant relativement courts. La
comparaison de leurs séquences ne permet pas en effet de discriminer les différentes espéces.
Il serait ainsi judicieux d’étudier aussi les séquences de leurs domaines D1/D2 de fagon a

pouvoir disposer d’un pouvoir discriminant plus important.

La lutte biologique par voie fermentaire pourrait étre utilisée comme moyen préventif et/ou
curatif. Cela pourrait en effet etre réalisé par I’ensemencement lors de la mise en fermentation
de bactéries lactiques ou de moisissures de type Mucor susceptibles d’inhiber la croissance ou

la toxinogénése des souches productrices présentes, voire méme de dégrader I’OTA.

Des campagnes de sensibilisation, formation et information des planteurs doivent étre
entreprises afin d’améliorer leur travail. Afin d’étre efficaces, les planteurs doivent étre mieux
organisés en se regroupant sous forme de GIC (Groupements d’Initiatives Communes) ou
d’ONG (Organisation Non Gouvernementale).

Les planteurs doivent étre informés de la nécessité de respecter des conditions d’hygiene
adéquates.

L’impact de I’intégrité de la cabosse sur la qualité du produit final doit étre souligné. En
milieu rural, certaines habitudes sont relayées de pére en fils. Pendant la campagne cacaoyere,
I’écabossage des cabosses récoltées par chaque planteur est faite par tous les planteurs du
village réunis, et ceci a tour de réle. Afin d’avoir des quantités importantes de cabosses, la
récolte peut s’étaler sur plusieurs jours, voire des semaines. Ceci engendre donc Ia
dégradation des premicres cabosses récoltées. Dans le souci d’obtenir un produit de qualitg,

des rites de ce genre sont a améliorer.
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A T’échelle nationale, la filiére cacao doit étre mieux structurée afin de protéger les planteurs.
Ces derniers sont la plupart du temps la cible des intermédiaires qui achétent le cacao pour le
revendre aux exportateurs. Le cacao est acheté auprés du planteur a un prix dérisoire, et vendu
aux exportateurs au prix fort. Les frais engagés par le planteur pour 1’achat des intrants
agricoles, la main d’ceuvre et le petit matériel sont souvent a peine couverts, ceci
n’encourageant pas le planteur a bien travailler. La libéralisation du marché de cacao en

définitive n’est pas profitable au planteur.

Cependant, face a la norme sur le cacao en cours d’élaboration par 1’Union Européenne, le
planteur devra inévitablement consentir de gros efforts pour améliorer sa facon de travailler
s’il veut continuer a vendre son produit.

L’¢laboration d’un guide de bonnes pratiques agricoles simple et réaliste semble étre une

premigére étape incontournable a cette amélioration.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Procédure de dosage de [OTA dans les féves de cacao

(référence : laboratoire danalyses des mycotoxines des produits
tropicaux du CIRAD : version 02)

1- PRINCIPE
OTA est extraite des féves de cacao broyées (avec la coque) par un mélange acétonitrile/eau
(60/40). L’extrait est purifié sur une colonne d’immunoaffinité. OTA est séparée et identific¢e

par HPLC et quantifiée par spectrofluorescence.

Précaution
OTA est néphrotoxique, toxique pour le foie et présente des propriétés immunodépresseurs.

Les gants et les lunettes doivent étre portés lors des expérimentations.

2- REACTIFS

Seuls les réactifs de qualité analytique peuvent étre utilisés lors de ce dosage

2-1- Les solutions d’étalonnage sont préparées a partir d’une solution étalon a 200 ng/ml (CF
protocole 4.1).

2-2- Méthanol (qualit¢ HPLC).

2-3- NaCl (qualité analytique)

2-4- Tween 20

2-5- Tampon phosphate (PBS).

2-6- Acétonitrile (qualité HPLC).

2-7- Acide acétique glacial. (Qualité analytique).

2-8- Réactif d’¢lution pour la colonne d’immunoaffinité.

Méthanol (2.2).

2-9- Phase mobile HPLC.

Préparer le mélange eau distillée 51 %, acétonitrile 48 % (2.7) et acide acétique glacial 1%
(2.8).

2-10- Solution de dilution pour les standards. (Méthanol+eau, 3+7)

Préparer le mélange méthanol (2.2) 30 % et eau distillée 70 %.
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3- PROTOCOLE D’EXTRACTION ET DE PURIFICATION

3-1- Extraction.

50 g de poudre sont extraits pendant 30 min par 200 mL du mélange acétonitrile / eau 60/40
en présence de 4 g de NaCl avec un agitateur mécanique.

L’extrait est ensuite filtré ou centrifugé (4°C).

Filtrer ’extrait sur celite sous vide et récupérer environ 25 ml de I’extrait filtré.

3-2- Purification
4 mL de I’extrait sont mixés a 44 mL de PBS.
Avant addition de I’extrait, ajouter 48 pnL de tween 20 aux 44 mL de PBS.

Conditionner la colonne d’immunoaffinité avec 10 ml de PBS. Ajouter I’extrait dilu¢ dans le
réservoir et régler le débit a 2 mL/min maxi (soit environ 1 goutte/s) sur la colonne. Rincer la
colonne par 2 fois avec 10 ml de PBS. Enlever le réservoir et placer un flacon silanisé de
réception. Eluer

la colonne avec (2+1)* ml de méthanol a 1 goutte/s. Faire remonter le solvant par aspiration

avec une seringue lors de 1’¢lution.

Evaporer a sec (70°C) les 3 ml sous courant d’azote, puis reprendre par 1 ml d’eau.

* Eluer la colonne avec 2 ml de méthanol une premiére fois, puis ajouter 1 ml. Recueillir les
éluats dans le méme flacon. Purger en final la colonne avec de I’air pour récupérer les

derniéres gouttes de méthanol.

4- DETERMINATION PAR HPLC

4-1- Courbe d’étalonnage.

Elle est préparée a partir de solutions témoins de concentration connue. Les solutions témoins

sont préparées a partir d’une solution a 200 ng/ml. Cette derniére solution est préparée a partir

d’une solution commerciale avec une dilution adaptée par le mélange (méthanol+eau, 3+7).
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Solutions étalons ST :

ST1 ST2 ST3 ST4 | ST5

ul méthanol+eau (3+7,v+v) 9987.5 | 9975 9950 | 9875 | 9750
ul 200ng/ml OTA 12.5 25 50 125 250
Conc. OTA ng/ml 0.25 0.50 1.0 2.5 5.0

La courbe d’étalonnage doit étre refaite lorsque les conditions chromatographiques changent

(solvant d’¢lution, colonne etc).

4-2- Conditions opératoires.
4-2-1 Boucle d’injection de 100 pl.
4-2-2 Débit isocratique de 1 ml/min. Solvant d’élution : mélange eau distillée 51 %,
acétonitrile 48 % (2.10) et acide acétique glacial 1% (2.11).
4-2-3 Colonne HPLC phase inverse C18, ODS de 1 a 5 pum avec précolonne,
thermostatée a 35°C. Pression : de I’ordre de 95 —105 Bar.
4-2-4 Détecteur spectrofluorimétre.
A excitation = 333 nm
A émission = 460 nm
4-2-5 Intégrateur.
4-2-6 OTA : temps de rétention environ 13.3 — 13.5 min.

4-3- Résultats.

Les résultats sont calculés par rapport a la droite d’étalonnage et exprimés en pg/kg avec une

décimale. Tenir compte des dilutions possibles.
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COURBE D’ETALONNAGE TYPE

Courbe d'étalonnage 0-10ng/mL
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Annexe 2 : Préparation des enceintes et des milieux de culture d différentes
activités de [eau

- Préparation des milieux de culture

Aw 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 10,99
Gélose (g) 22,5 22,5 22,5 22,5 22,5 22,5 | 225
Glycérol (mL) | 320 290 275 225 175 100 |0

Eau (mL) 450 450 450 450 450 450 ]450

- Préparation des enceintes (ml)

Aw 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 0,99
Glycérol (mL) | 320 290 275 225 175 100 50
Eau (mL) 180 210 225 275 325 400 450
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Annexe 3 : Etude de la production d’OTA sur plusieurs milieux de culture

Codes des A. Production d’OTA (ng.g™)
niger agg PDA (ng.g™) CYA | Czapeck agar | MEA DG 18

13 13,4+1,1 nd nd nd nd
17 8,2+0,9 nd nd nd nd
18 nd nd nd nd nd
20 nd nd nd nd nd
22 nd nd nd nd nd
24 6,4+0,8 nd nd nd nd
25 nd nd nd nd nd
26 nd nd nd nd nd
27 nd nd nd nd nd
28 nd nd nd nd nd
29 nd nd nd nd nd
30 nd nd nd nd nd
31 nd nd nd nd nd
33 nd nd nd nd nd
34 nd nd nd nd nd
35 nd nd nd nd nd
37 nd nd nd nd nd
40 nd nd nd nd nd
42 nd nd nd nd nd
45 nd nd nd nd nd
46 nd nd nd nd nd
49 nd nd nd nd nd
50 nd nd nd nd nd
52 nd nd nd nd nd
54 nd nd nd nd nd
55 nd nd nd nd nd
56 nd nd nd nd nd
57 nd nd nd nd nd
58 nd nd nd nd nd
59 nd nd nd nd nd
60 nd nd nd nd nd
61 nd nd nd nd nd
62 nd nd nd nd nd
63 nd nd nd nd nd
66 nd nd nd nd nd
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67 nd nd nd nd nd
68 nd nd nd nd nd
69 nd nd nd nd nd

nd : non détectable, limite de détection <0,03 ng.g”'

Annexe 4 : Croissance et toxinogénése des Aspergillus carbonarius 39 et 70 en
fonction de Lactivité de eau du milieu et de la durée d"incubation

A. carbonarius 39
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Annexe 5 : Morphologie des Aspergillus niger agg isolés en culture sur plusieurs milieux de
culture gélosé
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Morphologie des souches d’A. niger agg sur les milieux PDA, CYA, MEA et Zcapeck agar.
A. niger agg groupe I (1, a-d), A. niger agg groupe 11 (2, a-d), A. niger agg groupe I1I (3, a-d),
A. niger agg groupe IV (4, a-d), A. niger agg groupe V (5, a-d), A. niger VI (6, a-d), A. niger
agg VII (7, a-d), A. niger agg VIII (8, a-d).
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Annexe 5’ : Morphologie des Aspergillus niger agg en culture sur plusieurs milieux de culture
gélosé selon Samson et al. (2007)

Morphologie des différentes espéces d’Aspergillus section Nigri en culture sur les milieux de
culture CYA et MEA. (A-B) A. aculeatinus, (C-D) A. aculeatus, (E-F) A. brasiliensis, (G-H)
A. carbonarius, (I-J) A. costaricaensis, (K-L) A. ellipticus, (M—N) A. foetidus, (O-P) A.
japonicus, (Q-R) A. heteromorphus, (S-T) A. homomorphus, (U-V) A. ibericus, (W-X) A.
lacticoffeatus.
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Annexe 6: Comparaison des séquences des fragments partiels I151/IT52 de
quelques souches d’A. niger agy isolées.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence|alignment

P20_TUB_EO3_023.abl -CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACC
P22_TUB_C04_028.abl NCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACC
P18_TUB_D03_025.abl -CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACC
P17_TUB_C03_027.abl -CTTCCGTAGNNGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACC
P13_TUB_B03_029.abl NCTTCCGTAGNNNAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACC
P20_TUB_E03_023.abl TCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGG
P22_TUB_C04_028.abl TCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGG
P18_TUB_DO0O3_025.abl TCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGG
P17_TUB_C03_027.abl TCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGEG
P13_TUB_B03_029.abl TCCCATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGG
P20_TUB_E03_023.abl GGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTG
P22_TUB_C04_028.abl GGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTG
P18_TUB_DO3_025.abl GGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTG
P17_TUB_CO03_027.abl GGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTG
P13_TUB_B03_029.abl GGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTG
P20_TUB_EO3_023.abl AAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCT
P22_TUB_C04_028.abl AAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCT
P18_TUB_D03_025.abl AAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCT
P17_TUB_CO03_027.abl AAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCT
P13_TUB_B03_029.abl AAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCT
P20_TUB_E03_023.abl TGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATT
P22_TUB_C04_028.abl TGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATT
P18_TUB_DO0O3_025.abl TGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATT
P17_TUB_C03_027.abl TGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATT
P13_TUB_B03_029.abl TGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATT
P20_TUB_E03_023.abl CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
P22_TUB_C04_028.abl CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
P18_TUB_DO0O3_025.abl CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
P17_TUB_CO03_027.abl CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
P13_TUB_B03_029.abl CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
P20_TUB_EO3_023.abl TGTCCGAGCGTCATTGCTNNCNNNNNNNNCNNNN-

P22_TUB_C04_028.abl TGTCCGAGCGTCAT-GCTGNNTNNNNNNNNNNN--

P18_TUB_D03_025.abl TGTCCGAGCGTCAT-GCTGCCNNNNNNNNNNNNNN

P17_TUB_CO03_027.abl TGTCCGAGCGTCAT-GCTGCCNNNNGNNNNNNNN-

P13_TUB_B03_029.abl TGTCCGAGCGTCAT-GCTGCCNNNNNNNNNNNN--

*hkkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk kkk **k*k kkk kkk
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Annexe 7: Exemple de comparaison des séquences partielles 1T51/I752 de A.
niger agg 20 (p20) avec celles disponibles dans la banque des données NCBI

Max Total uer E

Accession Description =
score score coverage value

Max .

ident Links
Aspergillus niger internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S

EU330183.1 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete 95 695  98% 0.0 100%
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

AM745113.1 Aspergillus niger ITS1, 5.8S rRNA gene and ITS2, strain MACN2 95 695  98% 0.0 100%

Aspergillus niger CBS 513.88 contig An03c0110, complete genome
NW_001594105.1 >emb|AM270052.1| Aspergillus niger contig An03¢c0110, complete 95 2086 98% 0.0 100%
genome

Aspergillus awamori 5.8S rRNA gene, ITS1 and ITS2, type strain o o
ATCC 16877T 695 695  98% 0.0 100%

Aspergillus niger strain ATCC 16888 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Aspergillus foetidus strain SRRC 321 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence

AMO087614.1

AY373852.1 693 693  98% 0.0  100%

AY373850.1 693 693  98% 0.0  100%

Aspergillus awamori strain SRRC 332 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Aspergillus sp. CMM-2007 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal o o
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA 686 686 9% 0.0 99%
gene, partial sequence

Aspergillus niger genes for small subunit IRNA, ITS1, 5.8S rRNA,
AB369898.1 ITS2 and large subunit rRNA, partial and complete sequence, strain: 684 684  98% 0.0 99%
IFM 54309

Aspergillus awamori isolate F11 internal transcribed spacer 1, partial
EF151436.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

AM745112.1 Aspergillus tubingensis ITS1, 5.8S rRNA gene and ITS2, strain A1KA
Aspergillus awamori 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence

AY373840.1 693 693  98% 0.0 100%

EF624000.1

=N
Y
~

684  98% 0.0 99%

N
0
~

684  98% 0.0 99%

DQ235784.1

[N
0
~

684  98% 0.0  99%

Aspergillus niger 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence

‘O\
S0
=

DQ206869.1 684  98% 0.0  99%

Gliocladium cibotii 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Aspergillus tubingensis partial 18S rRNA gene, 5.8S rRNA gene,
AJ280008.1 partial 28S rRNA gene, internal transcribed spacer 1 (ITS1) and
internal transcribed spacer 2 (ITS2), isolate CBS 643.92

Aspergillus niger isolate 30 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

AF021264.1

N
0
~

684  98% 0.0 99%

=N
b
~

684  98% 0.0 99%

EU301660.1 transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA 682 682 98% 0.0 99%
gene, partial sequence

AJ223853.1 Aspergillus tubingensis (strain CBS 134.48) 5.8S rRNA gene 676 676  98% 0.0  99%
Aspergillus awamori isolate FKCB-043 18S ribosomal RNA gene,

EU314994.1 partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 675 675 999, 00  98%

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence
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ASPERGILLUS NOIRS PRODUCTEURS D’OTA DANS LE CACAO :

Biodiversité et incidence des traitements post-récolte au Cameroun

Résumé . L’incidence des procédés post-récoltes sur la contamination du cacao par I’'OTA a
été étudiée. Le type de fermentation (caisse ou tas) n’a pas influencé de fagon significative la
microflore fongique totale, la toxinogenese, ou la teneur en OTA des féves. Par contre
I’intégrité de la cabosse et le délai d’écabossage constituent des facteurs aggravants de cette
contamination. Les souches ochratoxinogénes isolées appartiennent aux espéces A. niger agg
(moins producteurs d’OTA avec une teneur maximale de 3,6 ng.g™) et A. carbonarius (dont la
production maximale atteint 2772 ng.g™). Tous les isolats d’A. carbonarius sont producteurs
d’OTA tandis que 8 % seulement des isolats d’A. niger agg le sont. La croissance et la
toxinogénése de ces souches sont dépendantes des conditions physico-chimiques et
environnementales. L’activité de I’eau est un facteur essentiel (production optimale entre
0,95 et 0,99). Parmi certains constituants naturellement présents dans les feves de cacao
(cafeine, théobromine et épicatéchine), seule la caféine a montré un effet sur la croissance et
la toxinogénese. L’identification des Aspergillus du cacao grace aux techniques de PCR avec
des amorces spécifiques a permis de separer A. carbonarius et le complexe d’A. niger agg.
Par contre, les composants de ce complexe ne sont pas dissociables, ni par cette technique, ni
par le séquencage des amplifias des fragments partiels ITS,/ITS,. Les Aspergillus noirs isolés
présentent une biodiversité importante. L’étude des profils génomiques obtenus par RAPD-
PCR a montré que cette biodiversité n’est pas dépendante de I’année de la campagne
cacaoyere, mais peut étre influencée par le degré de transformation de la féve (A. niger agg et
A. carbonarius), au quel s’ajoute le type de traitement post-récolte subi (A. carbonarius).
L’état de la cabosse et plus généralement les bonnes pratiques agricoles constituent les
meilleurs gages de I’innocuité.

Mots clés : cacao, traitement post-récolte, ochratoxine A, A. carbonarius, A. niger agg, biodiversité.

BLACK ASPERGILLUS PRODUCING OTA IN COCOA:

Biodiversity and incidence of post-harvest processing in Cameroon
Abstract; The effect of post-harvest processes on cocoa contamination by OTA was studied.

The type of fermentation (box or heap) did not significantly influence total fungal microflora,
toxigenesis, or bean OTA content. However, pod integrity and time to pod opening were
aggravating factors for contamination. The ochratoxigenic strains isolated belonged to the
species A. niger agg (producing less OTA with a maximum content of 3.6 ng.g™) and
A. carbonarius (for which the maximum reached 2772 ng.g™). All the A. carbonarius isolates
were OTA producers, whereas only 8% of the A. niger agg isolates were. The growth and
toxigenesis of these strains depended on physico-chemical and environmental conditions.
Water activity was an essential factor (optimum production between 0.95 and 0.99). Among
some chemical components naturally present in cocoa beans (caffeine, theobromine and
epicatechin), only caffeine exhibited an effect on growth and toxigenesis. Identification of
Aspergillus species on cocoa using PCR techniques with specific primers showed a possibility
to separate A. carbonarius and the A. niger agg complex. However, the components of the
complex were neither dissociable by this technique, nor by sequencing of the amplificates of
the ITSJ/ITS, partial fragments. The black Aspergillus isolated displayed substantial
biodiversity. A study of the genomic profiles obtained by RAPD-PCR revealed that this
biodiversity is not dependent on the year of the cocoa season; however, it could be influenced
by the degree of bean processing (A. niger agg and A. carbonarius), and by the type of post-
harvest processing (A. carbonarius). Pod condition and, more generally, good agricultural
practices were the best guarantee of safety.

Keywords: cocoa, post-harvest processing, ochratoxin A, A. carbonarius, A. niger agg,
biodiversity.



