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Résumeé

La consommation réguliere du chocolat est associée a des effets bénéfiques sur la
santé, en particulier dans les pathologies associées a un syndrome inflammatoire
chronique. Cette inflammation met en jeu le systtme immunitaire et les polyphénols du
cacao semblent jouer un rble sur ces effets, via la voie de NF-kb. Les procédés de
transformation du cacao et notamment la fermentation dégradent les polyphénols
contenus dans les féves. En effet, la fermentation & elle seule, diminue de 90% la teneur
des polyphénols initialement présents. Il est donc important de connaitre son impact sur la
teneur et / ou la composition des polyphénols afin ensuite de pouvoir les associer aux
activités antiinflammatoires et immunomodulatrices du cacao. Un lot de féves de cacao de
variété Forastero a été divisé en deux lots, le premier a été fermenté l'autre non. Aprés
délipidation de la poudre de cacao puis extraction des polyphénols, la teneur en
polyphénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu. Les
composés chimiques présents dans les extraits de cacao ont été identifiés par UPLC-
MS/UV. Les flavanols majoritaires identifiés ont été quantifiés par LC/MSMS. Les activités
antioxydantes du cacao ont été évaluées avec le test DPPH et ORAC. Pour déterminer les
activités inflammatoires, les teneurs en tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) et oxyde
nitrique (NO) ont été déterminées. La viabilité cellulaire a été faite afin de d’évaluer la
cytotoxicité des extraits de cacao sur les cellules J774A.1. Cette étude a montré que la
fermentation a diminué la teneur en polyphénols et établi une corrélation entre cette teneur
en composés phénoliques et les activités antioxydantes des extraits de cacao. Les extraits
de cacao fermenté ou non ont stimulé la production de TNF-a, cependant I'étude sur les
activités inflammatoires mérite d’étre approfondie car le cacao fermenté ou non n’a eu

aucun effet sur le NO produit par les cellules J774A.1. Par ailleurs, le cacao fermenté ou



non n’a pas eu d’effet cytoxique sur les cellules J 774A.1. La fermentation a influé sur les
activités inflammatoires et immunomodulatrcices du cacao selon le type de marqueurs en

diminuant la production de TNF-a.



Abstract

Regular consumption of chocolate is associated with beneficial effects on health,
particularly in pathologies associated with a chronic inflammatory syndrome. This
inflammation involves the immune system and cocoa polyphenols appear to play a role in
these effects via the NF-kb pathway. Cocoa processing processes and especially
fermentation degrade the polyphenols contained in the beans. In fact, the fermentation
alone reduces the content of the polyphenols initially present by 90%. It is therefore
important to know its impact on the content and / or the composition of polyphenols in order
to be able to associate them with the anti-inflammatory and immunomodulatory activities
of cocoa. A batch of cocoa beans of Forastero variety was divided into two, the first one
fermented and the other is not. After delipidation of the cocoa powder and extraction of the
polyphenols, the total polyphenol content of the extracts was determined by the Folin-
Ciocalteu method. The chemical compounds present in the cocoa extracts have been
identified by UPLC-MS / UV. The majority flavanols identified were quantified by LC /
MSMS. The antioxidant activities of cocoa were evaluated with the DPPH and ORAC test.
To determine inflammatory activities, the levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and
nitric oxide (NO) were determined. Cell viability was done to evaluate the cytotoxicity of
cocoa extracts on J774A.1 cells. This study showed that fermentation decreased the
polyphenol content and correlated this phenol content with the antioxidant activities of the
cocoa extracts. The fermented and unfermented cocoa extracts stimulated the production
of TNF-a, however the study on inflammatory activities deserves to be investigated
because the fermented or unfermented cocoa had no effect on the NO produced by the
J774A cells. 1. In addition, the fermented or unfermented cocoa did not have a cytotoxic
effect on J 774A.1 cells. Fermentation has influenced the inflammatory and
immunomodulatory activities of cocoa, depending on the type of markers, by decreasing

the production of TNF-a.
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Introduction

Le chocolat obtenu a partir des feves du cacaoyer est I'un des aliments les plus
consommés dans le monde. Des études de plus en plus nombreuses indiquent que le
cacao et les polyphénols qu’il contient exercent une activité bénéfique sur la santé en
intervenant dans des pathologies chroniques comme I'hypertension, I'athérosclérose, le
diabete de type Il et le syndrome métabolique (Smet) (Hossain et al., 2002 ; Kwon et al.,
2007 ; Williamson, 2013 ; Cordero-Herrera et al., 2015 ; Litterio et al., 2015 ; Basu et al.,
2015 ; Strata et al., 2016 ; Kim et al., 2016 ; Kamio et al., 2016 ; Cremonini et al., 2016).
Ces pathologies ont en commun un état inflammatoire chronique, impliquant le systéme
immunitaire et en particulier, les macrophages. Le cacao posséde également des activités
immunomodulatrices sur les cellules immunitaires in vitro et in vivo dans des pathologies
auto-immunes ou allergiques, suggérant un rble bénéfique dans ces maladies, liées a une
dérégulation du systeme immunitaire et a une inflammation chronique (Zanotti et al., 2015 ;
Grassi et al., 2015 ; Dragan et al., 2015 ; Guan et al., 2016). Ces effets sont en partie liés
aux propriétés antiinflammatoires et immunomodulatrices des polyphénols présents dans
le cacao, en particulier les flavonols et les procyanidines. Alors qu’il existe de nombreuses
études montrant I'impact important de la fermentation sur la composition chimique
(diminution de 90% la teneur en polyphénols) (Camu et al., 2008 ; Hurst et al., 2011
; Afoakwa et al., 2012 ; Oracz et al., 2015 ; Albertini et al., 2015 ; Cruz et al., 2015 ; Brito
et al.,, 2017 ; Pedan et al., 2017) et les qualités organoleptiques du cacao, il en existe peu
concernant I'impact de ce procédé de transformation sur ces effets biologiques. Il nous
semble important de connaitre I'impact de ce process sur la teneur et / ou la composition
des polyphénols ainsi que sur les activités biologiques associées. La production par les
macrophages de cytokines inflammatoires (interleukine-1 ; interleukine-6 ; le facteur de
nécrose tumorale (TNF-a) est une étape critique dans le déclanchement et le maintien de
linflammation. Cette inflammation peut étre contrebalancée par la production des
cytokines ayant des effets opposés comme linterleukine-10, le Transforming Growth
Factor-B (TGFB) ou linterleukine-4. Les polyphénols du cacao exercent des effets
significatifs sur la production de ces cytokines, une action anti-inflammatoire majeure sur
la production de TGFp (Sies et al., 2005 ; Selmi et al., 2008 ; Ramino-puig et castell, 2009 ;
Schinella et al., 2010 ; Andujar et al., 2012 ; Becker et al., 2013). Des médiateurs pro-
inflammatoires libérés par les macrophages (NO ; TNF-a) ; prostaglandines et especes



réactives d’oxygéne sont également diminués. Ces effets sont en partie liés aux
polyphénols, qui en régulant le systeme redox de la cellule, inhibent le facteur de
transcription nuclear factor-kappa B (NF-kb) impliqué dans les processus inflammatoires.
Ainsi la modulation de son activation est une cible potentielle pour réduire les réponses
inflammatoires. Ce travail de recherche s’inscrit dans une démarche générale de
recherche d’aliments fonctionnels, aliments qui procurent, au-dela des fonctions
nutritionnelles de base, des bienfaits physiologiques réduisant le risque de maladies

chroniques. Ce travail a pour object :

- Mettre en évidence de I'impact de la fermentation du cacao sur certaines
propriétés biologiques du cacao

- Etablir une corrélation entre les modifications de composition en métabolites
secondaires et variations biologiques.
Les différents échantillons de cacao sont fournis par le Centre de coopération
internationale en recherche agronomique pour le développement (CIRAD) ; station de
Guyane. A partir de la matiére premiére, différents échantillons sont préparés (fermentés
et non fermentés). Les échantillons sont délipidés suivis d’'une extraction des polyphénols
totaux et d’une caractérisation physico-chimique de la composition des différents extraits.
Les activités antioxydantes, antiinflammatoires et immunomodulatrices des différents

échantillons in vitro sont effectuées.



Chapitre | : Revue bibliographique

1. Généralité sur le cacao

1.1. Classification botanique

Le cacaoyer (Theobroma cacao L.) est I'arbre qui produit les graines (féves) a
lorigine du cacao aprés transformation. Le nom de genre: « Theobroma » signifie
« nourriture des dieux ». Elle se décompose comme suit : "broma" signifie nourriture et
"Theo" dieu. Ces deux termes sont des mots Grecs. Le mot cacao est un dérivé du mot
"xocolatl" (aztéque) avec "Xococ" qui veut dire « amer » et "atl" qui fait allusion a I'eau
(Colombo et al., 2012). La famille botanique du cacao est de nos jours connu sous le nom
de malvaceae (Colombo et al., 2012). Cette culture est originaire du Mexique et de certains
pays de '’Amérique central et du sud. Elle intéresse de nos jours tous les pays du globe
en particulier les pays du continent Africain. Le cacao du Brésil est classé parmi les plus
importants avec 230 000 tonnes sur le plan mondial, la Cbte d’lvoire restant le premier
producteur mondial. Les trois principales variétés de cacao sont Criollo, Forastero et
Trinitario (Colombo et al., 2012). La derniere variété (Trinitario) est issue d’'un croisement
des deux premiéres (Criollo et Forastero). Ces trois variétés sont les plus cultivées dans

le monde.

La variété Criollo comprend le cacao de la cordillere des Andes, la variété
Porcellena et le cacao (Chuao, Ocumare et Cuyagua) des autres régions de la cote du
Venezuela précisément d’Aragua (Gutiérrez et Pérez, 2015). Appartenant au sous-groupe
des Amelona (cacaoyers d’origine vénézuélienne et introduit également en Guyane) la
variété criollo fut cultivée pour la premiére fois dans un pays de 'Amérique du sud
précisément dans I'lle de Trinité au large du Venezuela. De nos jours, les plantations de
ce groupe sont rencontrées principalement au Brésil, Mexique, Cameroun, Venezuela,
Antilles et & Madagascar. Les pays comme la République Dominicaine, le Pérou, la

Colombie et la Nouvelle-Guinée en sont aussi des pays producteurs.

Certains pays comme ceux de '’Amérique centrale sont également de fortes zones
de production. Les sous variétés les plus cultivées sont Ocumare 61 et Chuao (Badrie et
al., 2015). Par ailleurs, Porcellena est la souche pure de la variété Criollo (Badrie et al.,
2015). L'isthme de Panama a servi de point de référence pour faire la différence entre les

différentes sous variétés de Criollo cultivées en Amérique centrale (Badrie et al., 2015).



Les variétés Criollo et Forastero ont connu une expansion a travers certains pays
de ’Amérique du Sud. Les études de Badrie et al., (2015) rapportent que les humains sont

a l'origine de cette expansion.

En 1825, la variété Forastero fut désignée par le terme « étranger » au Venezuela
pour distinguer une variété de cacao introduite dans I'lle de Trinité (Badrie et al., 2015).
Par ailleurs la variété rencontrée dans le nord de I'Equateur et connue sous le nom de
cacao Nacional est la variété Forastero (Oracz et al., 2015). Cette variété est cultivée dans
certains pays de I'Afrique de I'ouest. Elle est également cultivée au Brésil et en Equateur.
Cette variété cultivée dans ces régions est la plus proche de la variété Forastero originale
du Venezuela. La variété forastero est constituée de plusieurs sous-variétés a savoir
Angoleta, Cundeamor, Amelonado et Calabacillo. Comme annoncé plus haut, Trinitario
est un groupe obtenu par croisement des deux autres variétés. Selon les études de Wood
et Lass, (2001) cette variété est rencontrée dans des régions telles que I'Amérique
centrale, la Papouasie Nouvelle-Guinée et les caraibes. Appelée aussi Deltano, Trinitario
est le principal type de cacao rencontré dans des plantations de certains états du
Venezuela précisément au Miranda et I'Aragua. L’élaboration de cette variété s’est

produite principalement en Basse-Amazonie.

En plus de ces trois variétés, un autre groupe connu sous I'appellation Refractario
fut découvert. Selon les études de Iwaro et al., (2003) cette variété est originaire de

'Equateur.

La classification est en perpétuelle évolution, des études ont montré que certains
caractéeres ont évolué en fonction du temps et se sont transformés (Hii et al., 2009 ;
Rusconi et Conti, 2010 ; Bertazzo et al., 2011). Il est donc important de considérer la

composante génétique du cacaoyer.



1.2. Génétique

En 1905, le biologiste Anglais William Bateson utilisa pour la premiere fois le terme
"génétique" pour nommer la science qui étudie I'hérédité et les génes de différentes
especes (humaines, végétales ou animales). Cette science est constituée de plusieurs
champs d’étude. Entre autres la génétique du développement, la génétique de I'évolution
et la génomique. Des espéces végétales telles que le cacao theobroma furent 'objet
d’études. En effet, ces travaux ont démontré que contrairement a I'espéce humaine, le
cacao contient 430 millions de paires de bases et 8000 génes de plus que I'espéce

humaine (Guiltinan et Maximova, 2015).

De plus, le cacaoyer contient 28000 genes dont les trois quarts ont été séquences

(Argout et al., 2011). Cette essence naturelle contient 10 paires de chromosomes.

Des études sur le génome du cacao ont été conduites. C’est ainsi que I'International
cocoa Genome Sequencing Consortium (ICGS) publia le profil génétique de la variété
Criollo. La variété Forastero quant a elle fut I'affaire du ministére de I'agriculture aux ETAS
UNIS qui publia une séquence de son génome (Guiltinan et Maximova, 2015). En plus de
ces résultats, d'importants outils sont mis en place pour travailler sur la génomique

comparative du cacao.

Plusieurs outils ont été utilisés par des scientifiques pour le séquencage du génome
de cacao. Entre autres les marqueurs Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) et
Polymorphisme de longueur des fragments de restriction de I'ADN (RFLP) N’goran et al.,
(2000). Ces outils ont permis de mieux comprendre la génétique du cacao. Ces auteurs
ont utilisé les marqueurs RAPD pour différencier la variété forastero de la basse Amazonie
de la variété Forastero de la haute Amazonie et du Criollo. Les marqueurs RFLP quant a
eux ont été utiles pour faire une distinction entre les génotypes de la variété Criollo et ceux
de Forastero de '’Amazonie (Badrie et al., 2015). Par ailleurs, N'goran et al., (1994) se sont
servis d’'une approche comparative pour différencier les génes des variétés Forastero et

Criollo.

Des projets de séquengage du cacao ont été conduits par des organismes. L'ICGS
(International Cocoa Genome Sequencing Consortium) et le CGS (Cocoa Genome
Consortium) ont travaillé respectivement sur un membre du groupe génétique Criollo et un

groupe génétique amelonado (Guiltinan et Maximova, 2015). Ces deux projets étaient



basés sur plusieurs processus. Entre autres, ils ont généré des cartes génétiques, du
séquencage d’ADN et d’ARN a grande échelle, de 'assemblage d’information et notation
de I'information génomique. L’objectif était de savoir si la comparaison de ces deux types
de cacao pouvait faciliter la compréhension de la structure et la fonction du génome du

cacao.

L'ICGS a séquenceé le génome d'un type de criollo (B97-61 / B2) collecté par Vish
Mooleedhar en 1995 dans les montagnes mayas du Belize. Le CGS quant a lui a séquencé
Matina 1-6, une variété de cacao du Costa Rica cultivée pendant de nombreuses années
dans la vallée de la riviere Matina. Les deux variétés ont été choisies pour leur génome
hautement homozygote, ce qui facilite grandement les assemblages génomiques finaux.
Ces auteurs ont constaté que les génomes des deux types de cacao séquencés different
dans leur taille d'environ 3,4% (respectivement 430 millions de pb (Mbp) et 445 Mbp pour
B97-61/ B2 et Matina 1-6,). Les différences dans la taille d’'un génome au sein d'une seule
espéece sont fréquemment rencontrées. Une analyse plus approfondie a montré que la
majeure partie de cette différence est attribuée a lI'augmentation de I'ADN répétitif et des
transposons trouvés dans le génome de Matina (Guiltinan et Maximova, 2015).

Le cacao contient plus de 700 genes non identifiés par les scientifiques qui sont
présents dans d’autres plantes (Guiltinan et Maximova, 2015). Certains de ces génes
présents dans le cacao influent sur sa valeur commerciale. En effet, les génes de
résistances aux maladies végétatives et les genes de semences identifiés dans cette
culture et intervenant dans la biosynthése du cacao et de certains composés chimiques

sont d’'une importance capitale pour sa valeur commerciale (Argout et al., 2011).

Par ailleurs, le séquengage du cacao a permis d’identifier 84 génes qui interviennent
dans la biosynthése des lipides. Plus de 96 genes identifiés dans le cacao sont impliqués
dans la biosynthése des flavonoides. D’autres génes (environ 57) interviennent également
dans le codage de certaines enzymes y compris la terpéne synthase. Cette enzyme

catalyse la synthése de terpénoides (Argout et al., 2011).

Une série de genes ont été identifiés dans le cacao pouvant intervenir dans la
couleur des cabosses. Il fut démontré que des génes peuvent coder un facteur de
transcription qui interviennent dans la régulation de la production de certains polyphénols
tels que les anthocyanines. Cette information est d’'une grande utilité dans le sens ou elle

permet de spécifier les génotypes des cabosses de cacao en fonction des différentes



couleurs. Cela permet de distinguer rapidement les variétés de cacao. Cette recherche

démontre I'efficacité de la génomique et génétique du cacao (Motamayor et al., 2013).

Il existe une différence de groupes génétiques entre les variétés Trinitario et Forastero
(Badrie et al., 2015). Engels (1983, 1986) quant a lui a aussi remarqué cette différence
entre les groupes génétiques des clones de Forastero et de la variété Criollo. De plus, il a
constaté des ressemblances nettes entre les feves des variétés Criollo et Trinitario.
D’autres études similaires ont été effectuées dans le méme sens. C’est ainsi que
Lerceteau et al., (1997) ont montré une distinction nette entre les clones des variétés
Criollo et Forastero. Concernant I'espéce Criollo, il fut démontré une évolution de ses
souches (Badrie et al.,2015). Quant a Motamayor et al., (2002), leurs études ont fait une
distinction entre les anciennes souches et les nouvelles souches de la variété Criollo. Ces
mémes auteurs ont rapporté, dans d’autres études qu’ils ont menées, que 10 groupes
génétiques de cacao ont été identifiés en fonction des résultats du génotypage de 1241
genes provenant d'une vaste zone geéographique, en utilisant 106 marqueurs
microsatellites (Badrie et al.,2015). D’aprés cette étude, une parfaite connaissance de
'aspect génétique du cacao permet de faire une distinction des variétés que nous venons
d’étudier. Les traits génétiques observables du cacao ont permis de faciliter la gestion de
cette essence naturelle. En se basant sur ces résultats obtenus avec la génétique,

plusieurs questions suscitent des réflexions dans le milieu du cacao.

¢ Quelles sont de nos jours les nouvelles orientations de la génomique du cacao ?

e Comment la génétique et la biologie moléculaire pourront-elles améliorer les
conditions de vie des agriculteurs du cacao ?

e Comment la génétique pourrait-elle favoriser la protection de I'environnement ?

¢ Quelle serait la place de la génétique du cacao dans les échanges commerciaux
du cacao et ses produits dérivés ?

Un intérét particulier mérite d’étre accordé a ces questions susceptible de favoriser
des innovations dans le domaine de la génétigue du cacao et de la sélection des
différentes especes. Par ailleurs, des recherches approfondies doivent étre menées pour

déterminer les genes qui interviennent dans la croissance et le développement du cacao.



1.3. Morphologie de la plante

Les origines du cacao sont tres anciennes. Les Amérindiens vivants dans le sud
du Mexique et le nord de ’Amérique centrale furent les premiers a cultiver cette plante 400

ans apres Jésus-Christ.

Le cacaoyer est un arbre tropical a feuilles persistantes qui provient des foréts
néotropicales, précisément de la Guyane et de 'Amazonie. Il dispose de deux types de
croissance : une croissance verticale et une autre croissance dite latérale (Colombo et al.,
2012). Des fleurs germent sur les jeunes plants de cacaoyer mais se développent
généralement sous les branches latérales (Colombo et al., 2012). Les vieux arbres
produisent des fleurs sur les branches orientées de fagcon obliques et qui sont dues a
I'action de la pesanteur. Ces fleurs se développent sur les vieux cacaoyers dont le but est

de les remplacer.

Les feuilles du cacaoyer sont persistantes. Le cacaoyer est une plante cauliflore car
ses fleurs poussent directement sur le tronc. Elles sont vert-foncées et brillantes. Ces
feuilles sont ovales et simples avec 20-35 cm et 7-8 cm de longueur et largeur
respectivement. Le cacaoyer dispose de petites fleurs de couleurs jaunatres a rose pales.

Ces fleurs sont sous formes de racemes fixés directement sur la tige ou sur le tronc.



Figure 1. Le cacao produisant des fleurs sur une vielle branche ou tige principale
(Colombo et al., 2012).

Le cacaoyer produit des fleurs toute I'année. Une plante de cacaoyer peut produire
environ 50000 a 100000 fleurs par an. Le diametre des fleurs est compris entre 1-2 cm

avec une couleur rose.

Les grains de pollen du cacaoyer sont transportés par des petites mouches
contrairement aux autres fleurs des arbres. La pollinisation du cacaoyer se fait de nos jours
de fagcon mécanique dans les plantations dites modernes ci-bien qu’elle soit réalisée sous

I'action humaine.

Les fleurs de cacaoyers s’insérent toujours en dessous de 'ovaire. Elles disposent
généralement de cing pétales et un ovaire supérieur. Il est important de souligner que les
fleurs de cacaoyer sont inodores. Les pétales des fleurs sont étroits et en forme de coupe.
Les fleurs femelles des cacaoyers contiennent des ovaires qui sont composées de cing
carpelles. La partie male de la fleur quant a elle contient des étamines (Colombo et al.,
2012).

La taille du cacaoyer est de 8 a 10 métres et peut en fonction des conditions de

culture atteindre les 10 métres de hauteur. Par ailleurs, pour des raisons de cultures le



cacaoyer est taillé au plus bas entre 3 a 8 metres de hauteur. Il commence a produire a
partir de 5 ans mais atteint son rendement maximal vers 10 ans. Un arbre peut atteindre
5 metres de hauteur pendant les trois premiéres années et peut atteindre les 8 metres 10

années plus tard.

Figure 2. Vieux arbres de cacaoyer (Liendo, 2015).

Sa durée de vie est comprise entre 30 a 40 ans (Badrie et al., 2015) et peut produire
jusqu’a 30 ans. Lorsqu’une plantation est bien entretenue, des nouveaux arbres

remplacent les anciennes et ce dans un intervalle de 25 ans (Badrie et al., 2015).

La majorité des cultures de cacao dans le monde sont faites a base des trois
principales variétés. Les plantes de la variété Criollo sont en voie de disparition car non
vigoureuses, ces plants sont sensibles aux maladies végétatives (Badrie et al., 2015). Elles
représentent 5% de la production mondiale. Quant a la variété Forastero, elle est plus
robuste et résistante. Cette variété résiste plus aux maladies végétatives que toutes les
autres variétés.

Pour que le cacaoyer cultivé ait une croissance réguliere, une floraison et une
fructification abondante, des poussées foliaires normales et bien réparties au cours de
'année, Il est indispensable de maitriser ses conditions de culture.
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1.4. Physiologie de la plante

Le cacaoyer se développe a des altitudes situées entre 200 - 400 m, dans des
régions ou la pluviométrie est de 1000 — 3000 mm par an. Apres 5 semaines de
pollinisation, les petites cabosses se développent, suivi d’une croissance rapide. La culture
du cacao nécessite un climat humide, des précipitations permanentes et une terre fertile.
Le cacaoyer se développe a 10°C nord et sud autour de I'équateur. Son environnement
est constitué de forét tropicale et de régions ombragées. Il se développe sous les arbres
de la forét dans laquelle il est cultivé. Les bananiers, les cocotiers ou certaines cultures
légumineuses sont favorables au développement du cacaoyer. Les arbres forment des
couvertures sous forme de bouclier pour protéger les jeunes plants de cacaoyer contre les
rayons du soleil (Colombo et al., 2012). Pendant sa pousse, ses racines restent inondées

durant de longues périodes.

Le cacao est devenu de nos jours une culture internationale. Elle est cultivée a
travers le monde entier entre les tropiques du cancer et du capricorne. L'Afrique et
I’Amérique du sud en sont les zones de fortes productions. La culture du cacaoyer peut se
faire sous serre (la serre rend la croissance idéale aux plants, les rend plus forts
naturellement et les protége des multiples agressions extérieures : le froid, le vent, les
insectes parasites, la pollution, etc.) avec un important besoin en humidité, il ne survivrait
pas dans d’autres conditions. L’humus est un parametre trés important dans sa culture car
représentant une nourriture importante pour cette essence naturelle. Pour son
développement, le cacaoyer a besoin d’un sol riche en potassium, azote et oligo-éléments.
Une plantation peut contenir environ 1000 a 1200 arbres par hectare (Colombo et al.,
2012).

En outre, une jeune plantation de cacao est capable de rentrer en production 6
Mois aprés sa création. Selon les études de Wood et Lass (2001) les plants de cacaoyers
sont vulnérables aux maladies telles que les infections fongiques. Ces maladies sont
rencontrées dans toutes les zones de fortes productions du cacao. Les jeunes plants de
cacao se flétrissent souvent. Cette situation est due a certains insectes. En effet, des
insectes sont a la base de certaines maladies des cabosses (maladie des cabosses
noires, balai des sorcieres et la maladie des cabosses pourries et gelées) (Badrie et al.,
2015). Ainsi dans le but de prévenir ce danger qui est quasi permanent, les acteurs du

domaine agricole concentrent beaucoup d’efforts sur la protection des plantations de
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cacao. Dans le but d’obtenir un rendement maximal, certains acteurs vont jusqu’a utiliser
des fertilisants et fongicides. Cependant, certains scientifiques ne jugent pas nécessaire
'usage de ces produits pour optimiser la production des plantations (lwaro et al., 2003).
Toutefois, les variétés de cacao doivent étre cultivées dans de meilleures conditions en
tenant compte des exigences des différentes variétés pour assurer une meilleure
production. La variété Criollo nécessite de bonnes conditions de culture pour sa
croissance. Les études de certains scientifiques ont rapporté qu’il est possible d’optimiser
la production des plantations. En effet une mise en ceuvre de fortes densités de
plantations influe positivement sur le rendement des plantations (1736-2500 arbres hat)
(Badrie et al., 2015). Cependant les études de Souza et al., (2009) ont montré que cette
densification est limitée a la premiere production. La densité des plantations dans la
seconde moitié serait alors inférieure (1059 arbres ha?) et favorise une meilleure

production.

1.5. Morphologie du fruit (pré- & post-récolte)

Le fruit du cacaoyer se nomme " cabosse". Il mesure 15 - 30 cm de long et 10 cm
de large avec une masse d’environ 500 g. les cabosses se trouvent sur le tronc des
grosses branches et non pas sur les rameaux jeunes. La cabosse a une forme allongée et
ressemble a un concombre assez rebondi. La taille et la texture des fruits varient en
fonction des variétés et des conditions de culture. A maturité, elle a le plus souvent une
couleur jaune-rougeatre ou brunatre. Du fait de I'importante masse des graines, sa surface
est recouverte de nombreuses petites bosses, mais également marquées de dix sillons

longitudinaux relativement profonds.
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Figure 3. Cabosse de cacao mure (Bertazzo et al., 2013).

Le péricarpe relativement charnu, de 10 a 15 mm d'épaisseur devient plus dur et
résistant en madrissant. Le fruit contient des graines appelées feves de cacao et devient
mar environ quatre a cinq mois apres la floraison. Chaque féve contient deux cotylédons.
Les fruits mars ne tombent pas naturellement au sol car une fois en contact avec le sol, ils
constituent de la nourriture pour les animaux. Les cabosses mdres sont retirées
individuellement a la main lorsque la culture se fait dans des plantations intensives. Pour
ce faire, les paysans utilisent des outils tels que des machettes ou grands couteaux. Ces
objets permettent de couper vers le bas des cabosses en prenant soin de ne pas détruire
les fruits. Ensuite, les fruits murs récoltés sont déposés sur le sol puis coupés en deux.

Une extraction des féves s’ensuit et I'enveloppe extérieure est jetée.

Les féves de cacao, de forme et de dimension assez variables sont aplaties et ont
environ 25 mmde long sur 8 mm d'épaisseur. Elles se trouvent dans un

tissu mucilagineux de type pulpe blanchatre et gélatineuse un peu sucrée et acidulée.
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En fonction des conditions de culture, le rendement d’'une plantation differe d’une
culture a une autre. Une plantation peut produire entre 200 kg/ha a 3000 kg/ha (Bernaert
et al., 2012).

Figure 4. Fruits murs de cacao ouverts (Colombo et al.,2012).

La production annuelle d’'une plante de cacaoyer peut s’estimer a environ 20 a 50

cabosses.

Les feves de la variété Criollo sont caractérisées par une saveur et un arome
particulier (Rusconi et Conti, 2010). Sa production annuelle s’éléve a 5% de la production
mondiale (Badrie et al., 2015). Les cabosses de cette variété sont rouges ou jaunes. Elles
sont caractérisées par une surface verrugueuse avec une paroi mince. Des cabosses
lisses avec une forme rectangulaire peuvent étre souvent rencontrées dans cette variété
(Badrie et al., 2015). Les féeves de cette variété sont dodues. Elles prennent la couleur
blanchatre a 'approche de la lumiére violette. Ce changement de couleur est d a la faible
teneur de certains composés polyphénoliques présents dans ces feves. Les féves de la
variété Criollo les plus utilisées sont celles des types Ocumare 61 et Chuao d’origine

vénézuélienne.
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Selon les études de Rusconi et Conti (2010) les feves de la variété de Forastero
sont plus solides et résistantes aux maladies (Oracz et al., 2015). Les feves du Forastero
contiennent moins d’arbmes que les autres variétés (Oracz et al., 2015). De plus, selon
les études de Caligiani et al., (2010) des sous-variétés du Forastero dont le Nacional
disposent des feves avec un important aréme et golt proche des féves des variétés Criollo
et Trinitario. Toujours selon ces mémes auteurs, le Forastero représente 95% des féves
de la production mondiale. Le Forastero provenant des pays de '’Amérique du sud et de
certains pays de I'Afrique de I'ouest sont distinctes de l'original "Forastero" du Venezuela
(Badrie et al., 2015). Ces féves sont de petites tailles et plates avec une couleur pourpre.
Les grains de cette variété ont une teneur en matieres grasses plus élevée que celle de la
variété Criollo. D’autres sous-variétés de Forastero contiennent des cabosses similaires
aux cabosses de la variété Criollo. Ces cabosses sont rugueuses et plus longues que
larges. Les cabosses de Forastero sont toujours vertes et prennent la couleur jaune a
maturation. Par ailleurs selon les études de Lachenaud et Motamayor (2004) des traces
de pigments rouges sont rencontrées dans certaines formes comme c’est le cas au Pérou.

Les cabosses de la variété Forastero deviennent épaisses lorsqu’elles arrivent a maturité.

Plusieurs variétés hybrides ont pu voir le jour suite a certains croisements effectués.
La variété Trinitario est le fruit de ces croisements. Caligiani et al., (2010) ont rapporté qu’a
l'instar des variétés Criollo et Nacional, la variété Trinitario fournit des féves de qualité
supérieure. La production mondiale des feves de la variété Trinitario est de 5-10% de la
production mondiale totale. Les feves de la variété Trinitario sont réputées pour leur saveur

et sont utilisées pour la production de chocolat fin.

L’Afrique de l'ouest et centrale représentent les régions de plus fortes productions
du cacao avec 70% de la production mondiale (Badrie et al., 2015). L’Afrique de I'ouest
fourni a elle seule 60% de la production mondiale avec 40% pour la Céte d’lvoire et 20%
pour le Ghana (Badrie et al., 2015). Le Ghana est le pays qui fournit des feves de cacao
d’'une qualité supérieure (Papalexandratou et al.,, 2011). Les continents Asiatiques et

Océaniens se partagent seulement 17% de la production mondiale (Othman et al., 2010).

Les pays de 'Amérique fournissent la plus petite part de la production mondiale avec 13%
seulement. Le Brésil et 'Equateur sont en téte dans cette zone sud-américaine. Avec 5%
de production, le Brésil cependant était autre fois considéré comme I'un des plus grands

producteurs du cacao (Oracz et al., 2015).
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2. Usages et transformation du cacao

2.1. Usage traditionnel

Le cacao était au départ cultivé pour ses feves et le reste du fruit était éliminé
comme déchet. Il est important de rappeler que les feves représentent environ 33% de la
masse de la cabosse (Oddoye et al., 2013). Cependant plusieurs sous-produits a base de
cacao peuvent étre congus. Ces sous-produits sont utilisés par les petites entreprises dans
les pays producteurs de cacao. En effet, la littérature rapporte que le jus de la pulpe peut
étre transformé en boisson. Cette boisson peut étre utilisée seule ou en y ajoutant d’autres
fruits. De plus, ce jus peut intervenir dans la fabrication de confiture et de marmelade. I
est également rapporté qu’une pectine de qualité commerciale supérieure peut étre

extraite de ce jus.

De plus, la fermentation des glucides contenus dans le jus de la pulpe de cacao
peut étre utilisée pour produire des boissons alcoolisées, du vin ainsi que certains produits

tels que le vinaigre (Oddoye et al., 2013).
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Figure 5. Cabosse brisée ouverte pour montrer les feves entourées de pulpe
mucilagineuse (Oddoye et al., 2013).

Les coques de cacao sont utilisées pour la fabrication des aliments de certains
animaux. En effet, les cabosses et coques séchées sont incorporées pour produire des
aliments des volailles avec une teneur de 10%, des porcs 25% et des moutons 40%. Par
ailleurs, la fermentation des feves de cacao avec une espéce de champignon telle que
Pleurotus ostreatus contribuent a améliorer sa valeur alimentaire nutritionnelle (20%) et

augmenter son utilisation dans les régimes alimentaires des animaux.

Apres séchage, les cabosses vides peuvent étre brulées et produire des minéraux (40%
de potassium). La cendre obtenue peut servir d’alkali et intervient dans la fabrication de
savons solides et liquides. La cendre peut également servir d’engrais en raison de sa

richesse en potassium et peut étre complémentée avec de I'amidon.

Aussi, le beurre extrait du cacao peut intervenir dans la production de savons de
toilette et de cremes corporelle. Egalement, la transformation des sous-produits du cacao
peut contribuer a améliorer les revenus des populations. En effet, des investigations ont
mis en relief les avantages pour les producteurs de cacao de changer leurs modes de vie

en transformant les déchets des sous-produits de cacao (Oddoye et al., 2013).
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2.2. Consommation

Les premiers occupants du continent Ameéricain vivant dans le sud du Mexique et
dans le nord de 'Amérique centrale utilisaient les feves de cacao pour produire une
boisson appelée « xocolatl ». Une autre boisson a base de cacao a été fabriquée par ces
peuples. Aaron et Bearden (2008) rapportent que cette boisson est caractérisée par un
golt amer et a été utilisée pour le traitement de la toux et de la fievre. Au début, cette
boisson fut consommeée uniguement par les bourgeois. De plus, selon Bruinsma et Taren
(1999), les feves de cacao ont été utilisées par I'espagnol Herman Cortez pour apprendre
a fabriquer la boisson a base de chocolat aprés avoir dégusté celle produite par les
aztéques au 16°™ siecle. Lors de la préparation, Cortez a utilisé du sucre et du miel.

En outre, les recettes utilisées par les mayas pour la préparation de boisson au
chocolat sont longtemps restées secrétes. Ainsi lors de son retour en Espagne, Herman

livra ce secret a tous.

Le chocolat se répandit a travers toute 'Europe dés que I'Espagne eu perdu son
pouvoir de grande puissance mondiale. Chez les bourgeois, la boisson au chocolat fut
considérée comme une boisson saine et délicieuse. Cependant, au 17°™ siecle cette
boisson a connu une popularité exceptionnelle. En Europe, un Francais ouvrait la premiére
industrie de chocolat. Les industries du chocolat se sont par la suite répandues vers 1700

dans toute I'’Angleterre.

Le domaine des technologies de transformation du cacao a connu un essor. De
nouvelles méthodes de productions ont été mises en place lors de la révolution industrielle.
Cette révolution industrielle a favorisé la propagation du chocolat a travers le monde. C’est
ainsi que vers le 19¢é siécle, C.H. Van inventa une presse permettant d’extraire le beurre
des feves de cacao. Le produit obtenu a connu des transformations successives pour
produire le chocolat. Selon les affirmations de Grivetti et Shapiro, (2011) les premiéres
barres de chocolat ont été produites en 1847. Dans le but de réduire la mortalité infantile,
Henry Nestlé un célébre Pharmacien suisse commenca a faire des essais d’aliments en
utilisant certains ingrédients tels que le lait de vache, le blé et le sucre. Le but de son
initiative était de formuler un aliment infantile afin d’aider les méres qui ont eu des difficultés

a allaiter leurs nourrissons. Pour ce faire, il s’est associé au chocolatier Daniel Peter et ils
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ont réussi a produire du chocolat au lait. Cet aliment est désormais consommé a travers

le monde et apprécié de tous.

Il existe plusieurs variétés de chocolat. Sa classification est appréciée différemment
par les scientifiques et les organisations internationales. De ce fait, le chocolat est donc

défini de plusieurs maniéeres.

Blanc Lait Noir Liqueur de cacao

Pourcentage de matiéres séches de cacao
0% 2 10% > 35% 100%

Figure 6. Différents types de chocolat (Lares et Pérez, 2015).
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Tableau 1. Types de chocolat selon COVENIN 52 : 1999 (Lares et Pérez, 2015).

Variétés Description
Chocolat mi-sucré Cette variété contient une teneur minimale de 27% de cacao.
Chocolat amer Produit contenant une teneur minimale de 60% de cacao.
Chocolat au lait Ajout de lait au chocolat
Produit homogéne contenant du beurre de cacao et du lait. D'autres ingrédients et additifs alimentaires autorisés par la
Chocolat blanc . S
présente norme sont ajouteés.
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Tableau 2. Différents types de chocolat selon Lagorce (Lares et Pérez, 2015)

Variétés

Description

Le chocolat noir

Cette variété est foncée et ne contient que moins de 35% de matieres séches (poudre de cacao). Il
contient du sucre, des émulsifiants et des arbmes. La teneur normale en cacao dans cette variété est de 55
a 99%.

Chocolat blanc

Cette variété contient uniquement du beurre de cacao. D’autres ingrédients sont rencontrés tels que le lait
en poudre et des ardmes.

Le chocolat au lait

Cette variété est la résultante du chocolat noir et du chocolat blanc. Elle contiendrait environ 25% de cacao
et d’autres ingrédients tels que le lait en poudre et des sucres. On rencontre souvent des éléments tels que
des arbmes et un émulsifiant.

Le chocolat dessert

Dans cette variété, on retrouve les mémes ingrédients que ceux rencontrés dans les autres variétés citées
plus haut (chocolat noir, blanc et au lait). Cette variété se fond facilement dans la bouche.

Les chocolats spéciaux

Ces variétés comprennent le chocolat au lait et chocolat blanc. Avec une texture foncée, certains
ingrédients tels que les noix de coco et noisettes sont associés aux recettes.

Chocolat haute qualité

Cette variété est produite avec du cacao de trés bonne qualité. La teneur de cacao serait supérieure a
70%.

Le chocolat organique

Cette variété est constituée uniquement de 95% d’ingrédients biologiques.
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Les travaux de ce méme auteur ont également rapporté certains produits dérivés
de cacao et de chocolat en plus de ceux que nous venons de voir. Il s’agit de la poudre du
cacao ou de chocolat. Cette poudre est utilisée pour fabriquer certaines denrées
alimentaires telles que les boissons, les bonbons et d’autres produits (Lares et Pérez,
2015).
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Tableau 3. Types de chocolat selon Codex Alimentarius (CODEX STAN 87-1981) (Lares et Pérez, 2015)

Variétés

Description

Le chocolat

Contient en matiére séche au moins 35% de cacao dont 18% de beurre de cacao et 14% de cacao.

Chocolat "a la taza"

Produit contenant du chocolat au maximum 8% de cacao et d'autres ingrédients tels que le blé, le mais ou le riz, la farine et ou de I'amidon.

Chocolat sucré

Chocolat contenant 30% de cacao dont au moins 18% de beurre de cacao et 12% d'extrait sec de cacao sans matiéres grasses.

Chocolat "familier a la taza"

Cette variété est la méme que le chocolat sucré, avec un maximum de 18% de blé, mais ou de farine de riz et ou de I'amidon.

Couverture de chocolat

Il contient de la matiere séche avec 35% de cacao dont 31% sont le beurre de cacao et 2,5% d'extrait sec de cacao sans matiéres grasses.

Chocolat au lait

Il contient de la matiére séche avec 25% de matiéres solides de cacao (dont un minimum de 2,5% de solides non gras) et un minimum de
lait solide entre 12 et 14% (y compris 2,5 a 3,5% de matiéres grasses).

Chocolat familier au lait

Cette variété contient 20% de cacao (dont un minimum de 2,5% de matiéres solides de cacao sans matiéres grasses) et 20% de lait solide
(y compris un minimum de 5% de matiéres grasses).

Couverture de chocolat au
lait

Ce produit contient 25% de cacao (dont un minimum de 2,5% de matieres solides de cacao sans matiéres grasses), 14% de lait solide (y
compris un minimum de 3,5% de matiéres grasses du lait) et une matiére grasse totale avec une teneur non inférieure a 31%.
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Tableau 4. Autres types de chocolat selon le Codex Alimentarius en fonction de la composition (CODEX STAN 87-1981) (Lares et

Pérez, 2015)

Variétés

Description

Chocolat blanc

Il contient de la matiére seche avec au moins 20% de beurre de cacao et 14% de lait solide (y compris une
teneur en matiere grasse du lait au moins entre 2,5 et 3,5% approuveé par l'autorité compétente
conformément a la |égislation applicable).

Chocolat Gianduja

Cette variété a une teneur minimale en cacao de 32% y compris au moins 8% de cacao solides non gras et
de noisettes finement broyées de telle sorte que le produit ne contient pas moins de 20% et pas plus de
40% de noisettes.

Chocolat Gianduja au lait

Ce produit contient 10% de lait et des noisettes finement broyées mélangées dans des proportions telles
que le produit ne contienne pas moins de 15% et pas plus de 40% de noisettes. D’autres ingrédients
peuvent également étre ajoutés : amandes et autres variétés de noix de sorte que la quantité totale ne
dépasse pas 60% du poids total du produit.

Chocolat para mesa

Chocolat non raffiné dans lequel la granulométrie du sucre est supérieure a 70 microns.

Chocolat de base para
mesa

Cette variété contient de la matiere séche avec 20% de cacao solide (dont un minimum de 11% de beurre
de cacao et 9% de cacao solides sans matieres grasses.
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Tableau 5. Type de chocolat en fonction de la forme selon le Codex Alimentarius (CODEX STAN 87-1981) (Lares et Pérez, 2015)

Variétés Description
Vermicelles et flocons de Les vermicelles sont sous forme de grains courts, cylindriques et les flocons sous la forme de petits
chocolat morceaux plats.

Ce produit est couvert par un revétement d'un ou plusieurs types de chocolat, sauf pour le chocolat a la
"taza", chocolat familier a la "taza" et le chocolat para mesa. La composition du centre peut étre clairement
distingué du revétement externe. Le revétement de chocolat doit représenter au moins 25% du poids total

du produit concerné.

Le chocolat fourré

Les pralines sont faites soit de chocolat fourré ou un ou plusieurs des types de chocolat (sauf pour le

Pralines au chocolat 2 o " BN o "
chocolat a la "taza", chocolat familier a la "taza" et le chocolat para mesa).
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Tableau 6. Types de chocolat selon le Code alimentaire espagnol (Lares et Pérez, 2015)

Variétés Description

Chocolat aux fruits secs ou aux | Produit contenant du chocolat ou du chocolat au lait. Certains ingrédients tels que des amandes hachées,
céréales des noisettes, noix ou des grains de céréales grillées, gonflés ont été ajoutés.

Du chocolat ou du chocolat au lait auquel des fruits secs coupés, entiers ou cristallisés sont ajoutés, de

Chocolat aux fruits sorte que ces fruits ne représentent entre 5% et 40% de la masse totale.

Produit obtenu suite au mélange de la pate de cacao et de sucre avec ou sans beurre de cacao. Il peut

Couverture sucrée de chocolat : . N X
contenir au moins 31% de beurre de cacao et 35% de cacao sur une base de matiere séche.

Ce produit contient 31% de matieres grasses et se conforme aux caractéristiques spécifiées pour le

Couverture de chocolat au lait ;
chocolat au lait.

26




Le cacao provenant d'une -culture industrielle doit étre transformé avant
consommation. Sa transformation en chocolat nécessite des procédures et process

clairement définis.

2.3. Procédés de transformation

La transformation du cacao se fait en plusieurs étapes. Toutes les étapes de

transformation sont décrites dans les différents tableaux suivants.
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Opération unitaire

Obijectif de I'opération

Méthodes utilisées

Collecte des cabosses

Regrouper les cabosses mlres

Usage de la main, des cisailles ou d’'une gaffe

Extraction des feves
(écabossage)

Extraire les feves et la pulpe

Usage de cisailles ou d’objets tranchants

Fermentation

Enlever la feve de la pulpe qui I'entoure,
transformation du sucre en alcool puis en
acide acétique qui tue les germes.
Entraine de profondes modifications
biochimiques a l'intérieur des cotylédons
(diminution de I'amertume, de
I'astringence et apparition des précurseurs
de I'arébme du chocolat)

- En tas, traditionnel, sur des feuilles de bananiers pendant 6 jours remuées
le deuxieme et le quatrieme jour,

- En bacs: dans de grandes caisses de 1,5 tonne percée pour I'écoulement
du jus,

- En paniers : a partir de de 10 kg, les paniers pleins sont posés sur le sol et
recouverts de feuilles de bananiers. Le transvasement d'un panier a un autre
assure le brassage.

- Fermentation industrielle semi continue (100 t a la fois) dans un couloir
avec fond en inox perforé. Les féves sont déposées sur une couche de 1
métre.

Séchage

Arréter la fermentation, conserver les
feves en passant de 60% d'humidité a 6-
7% et empécher le développement de
Moisissures.

Séchage naturel (solaire) : 8 a 15 jours en couche de 5 cm,
Séchage artificiel : 20 a 48 heures avec une température d'air a 50-80°C.
Séchoirs a bois ou fuel de type Samoa : un conduit d'aspiration est aménagé
dans une chambre de répartition d'air ou se trouve une plate-forme de
séchage perméable ; I'air se déplace par convection
Séchoirs a tambour rotatif dans les derniéres étapes du séchage qui tourne a
la vitesse de 0,25 a 0,5 tours/min.

Ensachage

Faciliter le transport du cacao marchand

Dans des sacs
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Opération unitaire

Objectif de I'opération

Méthodes utilisées

Tris des feves de cacao

Eliminer les poussieres, cailloux, objets
meétalliques, Eliminer les féves trop
petites ou brisées.

Usage de la main

Développer le godt, I'arbme et la

T =100 a 130 O°C et t = 45 a 90 min, Torréfacteurs horizontaux
classiques, torréfacteurs verticaux a lit fluidisé, Les temps et

Torréfaction couleur. Rendre les féves aptes au . N : : o
b températures de torréfaction varient en fonction de la qualité, de
royage , s : : .
I'hnumidité et de la dimension des féves.
Evaporer I'eau, I'acide acétique et
guelques petites quantités de graisses. | Moulin ou concasseurs (deux cylindres dentés tournent en sens inverse
Egrugeage . ' u
Enlever les coques et les cotylédons l'un par rapport a l'autre).
des feves
Vannage Séparer les coques et les cotylédons Par différence de densité (ventilation).

des féeves

Malaxage broyage

Obtenir une pate appelée aussi liqueur
de chocolat ou masse dont le taux
d'humidité est de 55 a 58%, incorporer
du sucre et d'autres ingrédients
(lait en poudre...)

Broyeurs, mélangeurs.

29




Opération unitaire

Objectif de I'opération

Méthodes utilisées

Pressurage

Séparer les matieres grasses et
réduire la teneur de la masse de 50-
56% de matiéres grasses a 10-12%
pour le tourteau. Obtenir le beurre de

cacao d’'une part et le tourteau de
l'autre

Préchauffage de la liqueur & 90°C, presses hydrauliques (300 a 400

bars), pressage a la main.

Refroidissement du
tourteau

Permettre un meilleur broyage du
tourteau

Cuve a double enveloppe avec circulation d’air froid.

Pulvérisation

Obtenir une poudre de faible
granulométrie

Broyeurs a marteaux, broyeurs a disques.

Tamisage

Classer les particules selon leur taille
et récupérer la classe de granulés qui
vont constituer le chocolat en poudre.

Tamis intégrés aux broyeurs le plus souvent.
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Opération unitaire

Objectif de 'opération

Méthodes utilisées

Mélange de la liqueur de
cacao, le beurre de cacao,
le sucre, autres ingrédients

(lait...)

Obtenir une pate homogene trés
visqueuse, préparer la pate au raffinage

Malaxeurs pour produits pateux.

Raffinage

Diminuer la taille des particules jusqu'a
moins de 40 micromeétres

Broyeurs cylindriques : 5 cylindres tournant & des vitesses différentes
et avec des séquences alternatives, refroidis par eau a l'intérieur.

Conchage

Améliorer la qualité en éliminant I'hnumidité
et I'acidité du chocolat, enrober de matiere
grasse chaque particule (inversion de
phases, développer les ardbmes

Bacs avec agitation permettant un malaxage vigoureux et prolongé

Tempérage

Sélectionner les cristaux stables de beurre
de cacao, parfaire l'aspect et la texture du
chocolat (surface lisse et homogéne)

Application de cycles de température adéquats (entre 29 et 31 °C).

Moulage

Donner sa forme définitive au chocolat en
le cristallisant

Moules a la méme température que le chocolat pour éviter une
cristallisation hétérogéne, cristallisation par refroidissement lent puis
de plus en plus rapide.
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3. Chimie du cacao

3.1. Macro et micro-composeés présents dans le cacao

La premiere publication présentant les composés chimiques du cacao est apparue
en 1912. Ce document fut publié dans le "Journal of Chemical Society ". L’article publié
est intitulé « I'’huile essentielle du cacao » (Bainbridge et Scott, 1912). Cet article a juste
présenté une quinzaine de composeés. Huit ans plus tard, le scientifigue Knapp dans son
document intitulé " Cocoa and Chocolate : Their History from Plantation to Consumer "
(Knapp, 1920) établit la composition suivante du cacao : 9,3% d'eau ; 8,2% de minéraux ;
18,81% albuminoides ; 13,85% de fibres et 46,1% d’hydrates de carbone digestibles. Cette
étude ne précise pas le produit auquel ces données se référent mais il est couramment
admis qu’il s’agit des féves.

La physico-chimie du cacao est tres complexe. En effet, en fonction du traitement
gue subissent les plants pendant la culture, des variations en concentration des composés
apparaissent durant la vie de la féve. La composition chimique de la féve varie également
en fonction des variétés et des process qu’elle subira. Ces différents facteurs qui influent

sur la physico-chimie du cacao seront développés par la suite.

Tableau 7. Composition nutritionnelle des feves de cacao aprés fermentation et séchage
(Hurst, 2015)

Parameétres % Max
Eau 3,2
Matiéres grasses 57
Cendres 4,2
Azote total 2,5
Théobromine 1,3
Caféine 0,7
Amidon 9
Fibres 3,2

Dans la section suivante, nous passeront en revue la littérature portant sur la valeur
nutritive du cacao et de ses produits derivés, en mettant I'accent sur la maniere dont les

constituants et les différents €éléments nutritifs peuvent avoir une influence sur la santé.
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3.2. Composition nutritionnelle

3.2.1. Lipides

Le beurre de cacao représente 50 a 57% du poids sec de feves de cacao et est
responsable des propriétés de fusion du chocolat. Les acides gras prédominants dans le
beurre de cacao sont les acides gras saturés: acide stéarique 18:0 (18:0 pour indiquer
gu'il a 18 atomes de carbone et aucune liaison covalente double, 35%, acide palmitique
16:0, 25%) et un acide gras monoinsaturé : acide oléique 18:1, 35%. La graisse restante

étant principalement constituée d’acide linoléique polyinsaturé (3%) (Bracco, 1994).

En général, la consommation d’acides gras saturés est corrélée a une augmentation
du risque de maladies coronariennes en raison de leur propension a augmenter le
cholestérol total et le cholestérol-LDL (Grundy, 1994 ; Lairon, 1997). A l'inverse, les acides
gras insaturés sont reconnus pour diminuer les facteurs athérogenes (Keys et al., 1986 ;
Ascherio et al., 1996).

L'acide stéarique est un acide gras saturé inhabituel en ce sens ou il ne semble pas
avoir d’effet sur le taux de cholestérol et cholestérol-LDL dans le sang au contraire des
autres acides gras saturés (Tholstrup et al., 1994 ; Bonanome et al.,, 1998). Les
explications possibles a cette disparité peuvent comprendre certains parametres tels que

la longueur de la chaine carbonée (Kritchevsky, 1994).

Grande et certains de ses collégues en 1970 ont montré que le beurre de cacao n’a

aucun effet sur le cholestérol sanguin chez les humains (Grande et al., 1970).

3.2.2. Fibres

Les féeves de cacao non transformées contiennent des sources importantes de
fibres. lls représentent environ 15% de la masse totale des feves (Steinberg, 2003). Le
son de cacao est une bonne source de fibres insolubles (44%) mais également de
certaines fibres solubles (11%) qui contribuent a diminuer les lipides sériques (Dja et al.,
2000 ; Fernandez, 2001). Une nouvelle utilisation de ce son riche en fibre (25 g au total de
fibres alimentaires / jour) de son de cacao augmente la masse fécale et améliore les ratios

de lipides sériques (Dja et al., 2000). En comparaison, la poudre de cacao contient moins
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de 2% de son par rapport a ses produits finis tels que le chocolat qui en contient tres peu
de fibres (Steinberg, 2003). Ainsi, la consommation de chocolat ne contribue pas de facon

significative a lI'apport de fibres alimentaires.

3.2.3. Glucides

Les feves de cacao contiennent des saccharides. L'amidon est le principal
polysaccharide avec une concentration comprise entre 3 et 7% des féves de cacao. La
cellulose est d'environ 12% dans les feves de cacao fermentées / séchées et c'est I'un des

composants prédominants des polysaccharides de la paroi cellulaire.

Les sucres solubles trouvés dans les feves de cacao fermentées sont le glucose, le
saccharose, le raffinose, le fructose, le stachyose et le verbascose et ils vont de 0,39% a
3,48% (Redgwell et al., 2003). Les principaux sucres sont le fructose et le saccharose
(Reineccius et al., 1972 ; Bertazzo et al., 2013). La concentration variable des deux
sucres est probablement causée par différentes conditions de fermentation qui affectent
de facon marquée la quantité de saccharose dans les féeves de cacao. L'hydrolyse du
saccharose qui se produit pendant la fermentation des féves fournit le pool de sucre
réducteur important pour la formation d'arébme pendant le processus de torréfaction. Alors
gue la fermentation est essentielle a la formation de précurseurs aromatiques, l'arébme
typique du chocolat ne se développe pas avant que les feves de cacao aient été torréfiées.
En effet, une destruction presque compléte des sucres réducteurs se produit au cours du
processus de torréfaction puisqu'ils sont impliqués dans la formation de composés volatils
a partir de réactions de brunissement non-enzymatiques. Au contraire, il n'y a pas de
diminution de la concentration des sucres non réducteurs, de saccharose, raffinose,

stachyose et du verbascose, car ils sont incapables de subir la réaction de Maillard.
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Tableau 8. Impact de la torréfaction sur les monosaccharides et oligosaccharides des feves de cacao en fonction des pays
d’origine (Bertazzo et al., 2013).

Glucose (mg/20 g) Fructose (mg/20 g) Sucrose (mg/20 g) Raffinose (mg/20 g) Stachyose (mg/20g)  Verbascose (mg/20 g)

Ghana

Non torréfiées 12,4 83,6 31,6 4 15,1 1,9
Torréfiées 0,9 11,9 28,2 5,4 10,6 1,3

Cote d'lvoire

Non torréfiées 15,9 56 31 3 12,2 0,9
Torréfiées 1 8,7 40,5 5,5 14,4 0,9
Equateur

Non torréfiées 16,8 34,4 96,6 12,2 20,1 0,8
Torréfiées 2,1 12,1 124.8 14,9 22,2 0,9
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3.2.4. Protéines et acides aminés

Les protéines représentent environ 60% de la teneur en azote total des féves de
cacao fermentées et constituent 10 a 15% du poids sec des féves de cacao séchées, qui
sont le deuxieme constituant le plus abondant apres la graisse de cacao. L'azote non
protéique des feves fermentées se trouve sous la forme d'acides aminés ; environ 0,3%
se présente sous forme d'amide et 0,02% sous forme d'ammoniac qui se forme lors de la
fermentation des féves et des méthylxanthines telles que la théobromine et la caféine
(Bertazzo et al., 2013).

Dans les féves de cacao fraiches, beaucoup d'enzymes peuvent étre détectées,
mais la plupart d'entre elles sont inactivées a la suite du processus de production. Elles
comprennent la (béta) b-glucosidase, (béta) b-fructosidase, (alpha) a-amylase, (béta) b-
lactosidase, protéinase, phosphatases alcalines et acides, lipase, polyphénol oxydase,

pectinesterase, catalase et peroxydase (Bertazzo et al., 2013).

Les protéines des cotylédons de cacao peuvent étre fractionnées en albumine
(soluble dans l'eau), en globulines (solubles dans les solutions salines, en glutélines
(solubles dans les acides dilués et alcalins) et en prolamines (solubles dans I'alcool) (Zak
et al., 1976 ; Bertazzo et al., 2013).

La teneur totale en protéines des feves de cacao est composée de 43% et 52% de
fractions d'albumine et de globuline respectivement (Voigt et al., 1993 ; Bertazzo et al.,
2013). Le premier composé est décrit comme une protéine de stockage de 21 kDa avec
des propriétés inhibitrices de la trypsine (Kochhar et al., 2000 ; Bertazzo et al., 2013),
tandis que le second est décrit comme une protéine de stockage globulaire semblable a la
viciline composée de trois sous-unités de poids moléculaire de 47, 31 et 15 kD, qui sont

dérivés d'un précurseur commun de 66 kDa (Spencer et al., 1992 ; Bertazzo et al., 2013).

Les glutélines et les prolamines sont présentes dans les féves mais en faibles
concentrations ; le premier représentant 5% et le dernier étant d'environ 1%. Le processus
de fermentation affecte I'altération des concentrations en protéines (Bertazzo et al., 2013)
entrainant une augmentation de l'albumine et de la gluteline de 52 a 79% et une diminution

du taux de globulines de 43 a 8,3%.

L'albumine de cacao, la teneur en acides aminés et leurs valeurs nutritionnelles sont

fortement affectées par la torréfaction (Abecia-Soria et al., 2005). Les globulines subissent
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également une dégradation importante au cours de la fermentation (Amin et al.,1997)
conduisant a la production d'acides aminés et de peptides hydrophobes, considérés
comme des précurseurs aromatiques du cacao (Voigt et al., 1994 ; Bertazzo et al., 2013).
L'augmentation des concentrations en acides aminés libres hydrophobes comme la
leucine, l'alanine, la phénylalanine et la tyrosine s'explique par l'activité de deux protéases
de cacao : I'endoprotéase aspartique, qui attaque préférentiellement les protéines aux
sites des acides aminés hydrophobes et la carboxypeptidase, qui libére des acides aminés

hydrophobes simples (Voigt et al., 1994 ; Hashim et al., 1998 ; Bertazzo et al., 2013).

Plusieurs parametres ont un impact sur les amines du cacao. La fermentation, la
torréfaction et le séchage, ainsi que le type de sol, le climat et les conditions de récolte,
affectent grandement les caractéristiques du cacao. En effet, la fermentation implique des
réactions microbiologiques et enzymatiques qui conduisent a une dégradation importante
des protéines de cacao avec une amélioration de la concentration en acides aminés libres
qui, avec les oligopeptides et les sucres réducteurs, sont considérés comme des

précurseurs de I'arébme de cacao (Adeyeye et al., 2010).

3.2.5. Minéraux

La féve de cacao contient plusieurs minéraux, dont certains sont trouvés en grande
guantité dans le chocolat. La quantité disponible dans le chocolat a partir de la féve de
cacao dépend de la quantité de feves de cacao utilisée pour produire le chocolat ; par
conséquent, le chocolat noir a généralement une plus grande quantité de minéraux que le

chocolat au lait.

Le chocolat au lait a été préconisé comme un potentiel véhicule pour
I'enrichissement en fer (Davisdson et al.,1998). De nombreux minéraux sont nécessaires
pour la fonction vasculaire, mais des quantités suffisantes de magnésium, cuivre,
potassium et de calcium alimentaire méritent une attention particuliére pour leur rdle dans
la prévention de I'hnypertension artérielle et leur contribution dans la réduction des risques
de maladies cardiovasculaires (Klevay, 1993 ; NCEP, 2000).
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Tableau 9. Macro et micronutriments pour 100g de poudre de cacao, sirop de chocolat, chocolat noir, chocolat au lait et chocolat

blanc (Briggs et al., 2015)

Produits Energie | CHO | Sucre Protéine (g) Matiéres Ca Fe (mg) Mg P K Na Zn Cu
(Kcal) (9) (@) grasses (9) | (mg) (mg) | (mg) | (Mg) | (Mg) | (Mg) | (Mg)
Apports nutritionnels 1 8-18 | 300-400 | 700 4,7 15 11 0.9
Poudre de cacao :
100 g 228 57,9 1,8 19,6 13.7 128 13,9 499 | 734 | 1524 | 21 6,8 3,8
1 thsp 12 3 <0,1 <1 0.5 I 0,8 27 40 82 1 0,4 0,2
Sirop au chocolat
100 g 279 65,1 50 2,1 1.1 14 2,1 65 129 224 72 0,7 0,5
2 tbsp 109 25 19 <1 <1 5 0,8 25 50 87 28 0,3 0,2
Chocolat noir
(45— 59% cacao 546 61,1 48 4.9 31.4 56 8 146 206 559 7 0,6 1
solides)
Chocolat noir (60— 579 52,4 37 6,1 38.3 62 6,3 176 260 567 10 0,8 1
69% cacao solides)
Chocolat noir (75~ | gqg | 459 | 24 7.8 42.6 73 11,9 | 228 | 308 | 715 | 20 | 33 | 1.8
85% cacao solids)
Chocolat au lait 535 59,4 52 7,7 29.7 189 2,4 63 208 372 79 2,3 0,5
Chocolat blanc 539 59,3 59 5,9 32.1 199 0,2 12 176 286 90 0,7 0,1
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3.3. Polyphénols

3.3.1. Présentation générale

Les polyphénols constituent un groupe de substances naturelles, issues du
meétabolisme secondaire des plantes, avec des structures chimiques variables. L’élément
structurel fondamental, qui les caractérise, est la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans
une autre fonction : ester ou hétéroside. Les polyphénols sont trés répandus dans le regne
végeétal et font partie intégrante de I'alimentation humaine et animale. On les retrouve en
grande quantité dans le vin rouge mais beaucoup moins dans les vins blancs. Les
polyphénols sont apportés également par les fruits (peaux et grains), les céréales, le

chocolat, les boissons telles que le café, le thé (Bravo, 1998).

La classe des polyphénols végétaux comprend plus de 8000 composés décrits avec
une grande variété structurale allant d’'un simple noyau aromatique jusqu’aux tanins

complexes. lls sont classés en deux grands groupes : les flavonoides et non-flavonoides.

Les polyphénols sont le plus grand groupe d’antioxydants naturels rencontrés dans
les plantes (Arlorio et al., 2005 ; Miller et al., 2006 ; Othman et al., 2007 ; Andres-Lacueva
et al., 2008). lls sont responsables de la coloration jaune, rouge ou violet des fruits et
léegumes (Osman et al., 2004 ; Nazaruddin et al., 2006 ; Fraga et al, 2010). En raison de
leur structure diverse, ces composés ont de nombreuses fonctions (Jaganath et Crozier,
2010). Les polyphénols sont des groupes hétérogenes de métabolites biologiquement
actifs dans les plantes ou ils agissent en tant que matiéres de support de la paroi cellulaire
(Hakkinen, 2000).

3.3.2. Polyphénols du cacao

Depuis plusieurs années des études sont menées pour identifier les polyphénols
contenus dans le cacao. Ces composés contenus dans les plants de cacao se rencontrent
dans les cotylédons. Les polyphénols ont de nombreuses fonctions dans un cacaoyer. Les
études de Mazid et al., (2011) affirment qu’ils sont responsables de la croissance des
jeunes plants. Aussi, ces composés interviennent dans la production du cacao (Oracz et
al., 2015). Par ailleurs, en fonction de la zone de culture, chaque cacaoyer dispose de ses

propres conditions de culture (Jalil et Ismail, 2008).
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Afin d’identifier les polyphénols contenus dans les cacaoyers permettant de
distinguer les variétés des plants de cacaoyer, certains facteurs méritent d’étre pris en
compte. Entre autres les conditions climatiques et agronomiques (Rusconi et Conti, 2010).
Les deux facteurs que nous venons d’énoncer sont impliqués dans I'accumulation de ces
composés dans les plants de cacaoyers (Oracz et al., 2015). Nous développerons ces
facteurs dans les chapitres suivants. La présence de soleil et l'utilisation d’'une bonne
irrigation favorisent 'augmentation des anthocyanes et des glycosides présents dans les
plants de cacaoyers dont le but principal est de les protéger. Les flavonoides sont produits
dans les plantes de cacaoyers comme des aglycones. Ces composés se retrouvent
souvent sous forme de dérivés glycosidiques (Oracz et al., 2015). En plus des polyphénols
et autres composeés, les plants de cacaoyers contiennent aussi des composés de
méthylxanthine (Scapagnini et al., 2014). Les proportions de méthylxanthines sont fonction
du génotype du cacaoyer. Par ailleurs, certains composés de méthylxanthines sont a la

base de certains effets physiologiques des cacaoyers (Scapagnini et al., 2014).

A l'instar du cacaoyer, les féves de cacao et produits dérivés du cacao sont une
importante source riche de polyphénols alimentaires (Cooper et al., 2007 ; Rimbach et al.,
2009 ; Rusconi et Conti., 2010 ; Badrie et al., 2015,) représentant une partie du poids sec
des feves de cacao et du chocolat, particulierement le chocolat noir (Rusconi et Conti,
2010). Le cacao et le chocolat sont riches en monomeres, oligomeres et polymeres de
flavanols (Langer et al., 2011). Le cacao contient environ 380 produits chimiques connus
dont 10 composés psychoactives. Dans leur état naturel, les féves de cacao contiennent
une forte concentration de polyphénols, ce qui leur donne une saveur trées amere (Andujar
et al., 2012). Les polyphénols des feves de cacao contribuent & environ 12-18% du poids
sec (Bravo, 1998) ce qui rend pratiquement les feves crues immangeables en raison de
'amertume et l'astringence (Harwood, 2013 ; Khan et al., 2014). Wollgast et Anklam (2000)
ont rapporté que les catéchines, les anthocyanes et les proanthocyanidines font partie des
polyphénols les plus représentatifs des féves de cacao. Sur 8000 structures phénoliques
connus, seulement 4000 flavonoides ont été identifiés (Harborne et Williams, 2000 ;
Cheynier, 2005).

Les trois principaux groupes de polyphénols des feves de cacao non fermentées
sont les flavan-3-ols (environ 37%) ou catéchines, les anthocyanes (environ 4%) et les

proanthocyanidines (environ 58%) (Misnawi, 2004). Le principal composé de polyphénol
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des féves de cacao fraiches est I'(-) - épicatéchine, suivi de la (+) - catéchine et des

diméres et trimeres de ces composeés (Jalil et Ismail, 2008).

La principale catéchine est I'(-) - épicatéchine avec environ 35% de la teneur des
polyphénols. Dans une étude (Kim et Keeney, 1984 ; Oracz et al., 2015), la teneur en (-) -
épicatéchine varie de 43,27 a 34,65 mg par gramme d'échantillons de feves de cacao dans
certaines variétés. De petites quantités de (+) - catéchine ainsi que des traces de (+)
gallocatéchine et (-) -épigallocatechine ont été également identifiées. La fraction
anthocyanine est principalement constituée de cyanidine-3-a-I'-arabinoside et de
cyanidine-3-b-d-galactoside. Les procyanidines sont la plupart du temps des flavan-3,4-
diols, qui sont liés par des liaisons 4 a 8 ou 4 a 6 et condensés de dimeéres, trimeres ou
oligomeéres avec I'épicatéchine comme sous-unité d'extension principale (Belitz et Grosch,
1992 ; Romanczyk et al., 1997).

La teneur en polyphénols solubles dans la masse des féves de cacao fraiches sans
matiere grasse est de 15 a 20% (égale a environ 6% des feves de cacao séchées a l'air
libre contenant 54% de matieres grasses et 6% d'eau), dans les feves fermentées environ
5% (10% et plus étant considérés comme un signe d'une mauvaise fermentation). Ces

valeurs sont valables uniquement pour les feves de Forastero.

Les polyphénols contenus dans les féves de la variété Criollo représentent environ
2/3 des polyphénols totaux de la variété Forastero, les anthocyanes n’en font pas partie
(Lange et Fincke, 1970).
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Les polyphénols sont repartis en plusieurs groupes. Entre autres les flavonoides.

3.3.2.1. Flavonoides

Bien que de nombreux composés polyphénoliques sont présents dans la féve
de cacao, la poudre de cacao est particulierement riche en une sous-classe de
polyphénols appelés flavonoides. Constituant le groupe le plus important, ils peuvent
étre divisés en 13 classes avec plus de 5000 composés (Wollgast et Anklam, 2000). ||
comprend une diversité de composes rencontrés dans le cacao (Keen et al., 2002 ;
Cienfuegos-Jovellanos et al., 2009 ; Ferrazzano et al., 2009 ; Fernandez-Murga et al.,
2011). La structure de base des flavonoides se composent de deux composeés
aromatiques (A et B) et d’un noyau hétérocycle (C) contenant un noyau d’oxygéne
(Manach et al., 2004 ; Jaganath et Crozier, 2010).

Figure 7: Structure de base des flavonoides

Les flavonoides peuvent se subdiviser en 6 sous-groupes en fonction de
'anneau hétérocyclique. Ce sont en effet les flavones, les isoflavones, les flavanones,
les flavonols, les flavanols et les anthocyanes (Steinberg et al., 2003 ; Andres-Lacueva
et al., 2008 ; Aron et Kennedy, 2008 ; Halbwirth, 2010 ; Bauer et al., 2011). Ces
composés seront développés plus tard. Ces sous-groupes de flavonoides sont
retrouvés dans plusieurs aliments (catéchines dans le thé, vin rouge et chocolat), les
flavanones (les agrumes sont la source principale), les flavones et les isoflavones (la

principale source est le soja) (Tomas-Barberan, 2012).
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Les flavan-3-ols ou catéchines du cacao sont une sous-classe de flavonoides
qui sont, a leur tour une sous-classe des polyphénols (Santos-Buelga et Scalbert et
al., 2000 ; Fraga et al., 2005 ; Lamuela-Raventos et al., 2005 ; Ramiro-Puig et Castell,
2009 ; Neilson et Ferruzzi, 2011).

3.3.2.1.1. Flavanols

Les flavanols sont la classe la plus importante de polyphénols de cacao
(Schroeter et al., 2006 ; Khan et al., 2014). lls sont représentés par des monomeres
(+) - et isomeres (-) - de I'épicatéchine et de la catéchine et leurs dérivés et
l'accumulation de polymeéres de sous-unités de la catéchine (Porter, 1991).

Les flavanols sont des flavonoides facilement solubles dans I'eau et sensibles a la fois
a l'oxydation enzymatique et non enzymatique. En général, les feves fraiches de
cacao non fermentées peuvent contenir des flavanols avec un degré de polymérisation
varié a partir de monomeres jusqu'a des décameres (Kelm et al., 2006).

Comme annoncé plus haut, I'(-) — épicatéchine constitue la majeure partie de la teneur
en phénols de feves de cacao tandis que d'autres tels que les catéchines a savoir la
(+) - catéchine, la (+) - gallocatéchine et I'(-) - épigallocatéchine sont présents en tres
petites quantités. Les dimeres (B1, B2, B3, B4 et B5), triméres (C1) et oligomeres
(tétramere D) du flavan-3,4-diols reliées par une liaison 4 — 8 ou 4 — 6 représentent
des polyméres (Santos-Buelga et Scalbert, 2000 ; Qin et al., 2002 ; Khan et al., 2014).

3.3.2.1.2. Procyanidines

Les procyanidines sont également présents dans les féves de cacao. Ce sont
les dimeres, triméres et oligomeres supérieurs et des polyméres des structures des
flavonoides principalement les flavan-3-ols (proanthocyanidines ou tanins condensés)
(Hammerstone et al., 1999 ; Stark et al., 2005 ; Miller et al., 2006 ; Jonfia-Essien et al.,
2008 ; Addai, 2010 ; Ortega et al., 2010). Ces composés sont constitués
principalement de flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines) constitués d’épicatéchine
élémentaire et / ou d’'unités de catéchine liées par C43 — C8 et/ ou C43 — C6 (de

type B). Les procyanidines peuvent egalement avoir des liaisons éther
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supplémentaires entre C2 — C7 (De type A) (Andres-Lacueva et al., 2008 ; Jonfia-
Essien et al., 2008). lIs représentent environ 58% de la teneur totale en polyphénols
des féves de cacao brutes (Jalil et Ismail, 2008 ; Bauer et al., 2011). De ce groupe de
composeés, le plus souvent retrouvé dans les feves de cacao sont les diméres de
procyanidines a faible poids moléculaire (procyanidine B1, procyanidine B2), triméres
(procyanidine C1), tétramere (procyanidine D), de plus grands oligomeres et les
polymeres (Porter et al., 1991 ; Jalil et Ismail, 2008). Les tanins solubles et insolubles
sont responsables de l'astringence et I'amertume typique des féves fraichement
récoltés. Cela est d0 a la capacité de ces tanins a former des complexes avec des

protéines.

3.3.2.1.3. Anthocyanes

Ce groupe représente une autre grande famille de composés phénoliques
comprenant principalement le cyanidine-3-O-galactoside et le cyanidine-3-O-
arabinoside qui sont présents dans les feves fraiches de cacao, représentant 4% des
polyphénols totaux (Belscak et al., 2009 ; Oliviero et al., 2009 ; Bauer et al., 2011).
D’autres composés phénoliques tels que les flavonols, les flavones et flavanones sous
formes aglycones ou glycosylées (Jaganath et Crozier, 2010) sont également présents
dans le cacao mais en petites quantités. Les principaux représentants de flavonols
(Jaganath et Crozier, 2010) sont la quercétine aglycone et ses glycosides parmi
lesquels on peut distinguer en particulier la quercétine-3-Oglucoside (isoquercitrine),
la quercétine-3-O-arabinoside, la quercetin-3-O-galactoside (hypéroside) et la
guercétine-3-O-glucuronide (Arlorio et al., 2005 ; Ramiro et al., 2005 ; Andres-Lacueva
et al., 2008).
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3.4. Xanthines

En plus des polyphénols, le cacao contient des composés de méthylxanthine,
principalement la théobromine et la caféine mais en quantités inférieures a celles de
la théobromine (Kim et al., 2014). Les teneurs moyennes en méthylxanthines
dépendent du génotype du cacaoyer. La théobromine appartient au groupe des
alcaloides de la purine ce qui peut provoquer divers effets physiologiques et ils sont
synthétisés dans un nombre limité d'especes de plantes y compris le cacao (Ashihara
et al., 2011).

4. Facteurs de variation de la teneur en polyphénols des féves et produits a base de
cacao

Plusieurs facteurs peuvent étre a l'origine des variations de teneur en
polyphénols du cacao et du chocolat. Les facteurs agronomiques et génétiques
influent sur la teneur en polyphénols des plantes avant la récolte. Apres la récolte, la
fermentation, la torréfaction, le traitement alcalin, les enzymes et d’autres facteurs
réduisent la teneur en procyanidines et flavanols a faible poids moléculaire
(Ariefdjohan et Savaiano, 2005). Le cacao et le chocolat, lorsqu'ils sont traités de fagon
appropriée, peuvent contenir des quantités relativement importantes de flavonoides,

en particulier la catéchine et I'épicatéchine (Ariefdjohan et Savaiano, 2005).

La concentration en flavanols de tout chocolat dépendra a la fois de la teneur
en flavanols des féves de cacao et des procédés utilisés pour la transformation du

cacao en chocolat (Fraga et al., 2005).

Pendant le traitement, les flavan-3-ols sont perdus et en conséquence ne sont pas
nécessairement les principaux composants dans de nombreux cacao et chocolats
noirs vendus dans les commerces (Gu et al.,, 2006). Selon les procédés de
transformation de cacao et de chocolat, ces produits peuvent contenir des quantités
importantes d'antioxydants, principalement les monomeéres flavanoliques de la
catéchine et de I'épicatéchine (Hammerstone et al., 1999). Plus de 10% du poids de
la poudre de cacao dans les boissons sont des flavonoides (Hammerstone et al.,
2000).
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4.1. Facteurs agricoles

La concentration des composés phénoliques dépend de la génétique et aussi
de la variété des feves (Othman et al., 2010 ; Colombo et al., 2012 ; Tomas-Barberan,
2012). Il fut démontré que ces différences de concentration sont surtout influencées
par la variabilité des espéces mais également par une variabilité entre les arbres (Miller
et al., 2006 ; Ortega et al., 2010). Il est connu que dans l'espéce, selon la variété, les
feves de cacao sont caractérisées par une composition différente des composés
polyphénoliques (Brunetto et al., 2007 ; Rodriguez-Campos et al., 2011). Clapperton
et al., (1994) ont mené des études sur les difféerentes variétés cultivées au Sabah
(Malaisie). Leurs études ont confirmé une relation entre les caractéristiques

génétiques et la teneur en polyphénols dans les feves analysées.

La relation entre la teneur en composés phénoliques et la diversité des espéces
dans les feves de cacao non fermentées sont également indiquées dans les études
de Elwers et al., (2009). Ces auteurs ont étudié I'effet du génotype sur la variabilité des
substances polyphénoliques dans les feves de cacao des variétés Forastero, Criollo
et Trinitario (Elwers, 2008 ; Elwers et al., 2009). Dans tous les échantillons étudiés,
I'(-) - épicatéchine, la (+) - catéchine, le cyanidine-3-O-galactoside et le cyanidine-3-O
arabinoside ont été les principaux composeés et aucunes différences quantitatives n'ont
été observées entre les variétés (Niemenak et al., 2006 ; Elwers, 2008 ; Elwers et al.,
2009). Ces auteurs ont cependant constaté qu'il y avait des différences quantitatives
significatives dans la teneur en anthocyanes entre Criollo et d'autres sous-variétés de
cacao. Les résultats de leurs analyses confirment que les féves de cacao de la variété

Criollo contiennent peu ou pas d'anthocyanines dans sa composition
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Tableau 10. Teneurs des polyphénols totaux en fonction des variétés génétiques

Teneurs en polyphénols (mg

Type de produits Variétés Composeés d'acide gallic / g de cacao)

Références

Variété hybride

d'mazonie 84,2
(Clones CCN51)
Tomas-Barberan et al., 2007
Feves de cacao Amazone Polyphénols totaux 814
Trinitario 64,3
Forastero 81,5
Forastero 72.4
Amazone
Criollo 50
Criollo 40
Diierents 72.42 - 82,68 Hii et al., 2009
clones
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Tableau 11. Teneurs des polyphénols totaux en fonction des variétés génétiques

Teneurs en polyphénols

Type (_je Variétés Pays d'origine Composés (mg d'acide gallic / g de Références
produits
cacao)
Clones - Lo 93,16 mg de catéchine /g | Cienfuegos-Jovellanos et
CCNS51 Equateur Catechine de cacao al., 2009
Dg‘;‘srr:zr;ts Cameroun Epicatéchine 67,00 - 149,20 Niemenak et al., 2006
Feves de cacao| Cacao de
type 73,8
traditionnelle
Ghana Acide férulique Jonfia-Essien et al., 2008
Hybrides
(HV1 - HVA4) 69,90 - 81,60

48




Tableau 12. Différences entre les teneurs des polyphénols totaux des feves de cacao de différentes variétés

Produits

Variétés

Composés
polyphénoliques

Teneurs

Références

Feves de cacao

Criollo et forastero

Polyphénols totaux

Les féves de cacao de l'espéce
Criollo représente 2/3 de celle des
feves de la variété Forastero

Clapperton et al.,
1994 ; Wollgast et
Anklam, 2000 ;
Nazaruddin et al.,
2006 ; Jalil et Ismail,
2008

Non Communiquée
(NC)

Polyphénols totaux

La teneur en polyphénols des féves
de cacao varie entre 6 et 8% du
poids sec

Wollgast et Anklam,
2000 ; Ferrazzano et
al., 2009

NC

Polyphénols totaux

La teneur en polyphénols des féeves
de cacao varie entre 12 et 18 % du
poids sec

Dreosti, 2000 ;
Othman et al., 2007 ;
Tomas-Barberan et
al., 2007

NC

Monomeéres de flavan-
3-ols et des
anthocyanes

Les teneurs varient entre 14,435 -
43,903 mg / kg d’(-) - épicatéchine;
125 - 1442 mg / kg de (+) -
catéchine; 466 - 4552 mg / kg de
cyanidine-3-O-arabinoside et 294 -
2817 mg / kg pour la cyanindin-3-O-
galactoside

Niemenak et al., 2006
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Bien que la concentration des composés phénoliques et leurs propriétés sont déterminées
principalement par la variété, l'impact de d'autres facteurs tels que la maturation devrait
également étre soulignés (De Pascual-Teresa et al., 2000 ; Prior et Gu, 2005 ; Rusconi et
Conti, 2010).

La maturation des fruits affecte considérablement les concentrations et les
proportions des différents polyphénols (Aron et Kennedy, 2008 ; Colombo et al., 2012).

Colombo et al., (2012) ont montré que la perte d'épicatéchine commence avant que la

cabosse de cacao soit complétement mare.

La composition phénolique qualitative et quantitative des cabosses de cacao
dépend du degré de maturation des feves (Aron et Kennedy, 2008). Au cours de la
maturation des fruits, la concentration en acides phénoliques diminue alors que la teneur
en anthocyanes augmente (Halbwirth, 2010). La concentration en polyphénols dans les
fruits de cacao non mdrs est la plus élevée et diminue au fur et a mesure que les feves
arrivent & maturité, ce qui est associée a une réduction sensible de la perception

d’astringence (Andres-Lacueva et al., 2008 ; Aron et Kennedy, 2008).

De plus, la teneur en polyphénols du cacao est fonction de son origine (Othman et
al., 2007 ; Jalil et Ismail, 2008 ; Cienfuegos-Jovellanos et al., 2009 ; Caligiani et al., 2010 ;
Colombo et al., 2012).

Clapperton et al., (1994) ont étudié les différentes variétés cultivées a Sabah
(Malaisie). Ces auteurs ont confirmé qu’il existe une relation entre les caractéristiques
génétiques et la teneur en polyphénols dans des feves analysées. Il a également été
constaté que la caractéristique astringence et amertume des feves crues est due a la

présence des composés polyphénoliques en eux (Luna et al., 2002).

Des études qui définissent la relation entre la teneur en composés phénoliques totaux et

les pays d'origine des feves de cacao vous sont présentés dans les tableaux suivants.
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Tableau 13. Teneurs des polyphénols totaux en fonction des pays d'origine avec différentes variétés

Produits

Pays d'origine

Composés phénoliques

Teneurs

Références

Costa Rica 16,52 mg d’épicatéchine / g de cacao
Feves de cacao Polvohénols totaux Wollgast et Anklam, 2000
fermentées yp ; AndUjar et al., 2012
Jamaique 2,66 mg de catéchine / g de cacao
. o . Othman et al., 2007 ;
Feves,de cacao Malaisie Polyphénols totaux Entre 40 et 84,2 mg d'acide gallique / g de Tomas-Barberan et al.,
fermentées séchées cacao 2007
Feéves de cacao Cameroun Polyphénols totaux Entre 149,2 a 67mg d'acide gallique / g de Niemenak et al., 2006

cacao
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Tableau 14.

Teneurs des polyphénols totaux contenus dans la liqueur de cacao de différentes variétés en fonction des pays

d'origine

Type de produits

Pays d'origine

Composés

Teneurs en polyphénols (%
équivalents épicatéchine / de
liqueur de cacao delipidé)

Références

Coéte d'lvoire

Venezuela

Ghana

Colombie

Brésil

Liqueur de cacao

Equateur

Ghana

Coéte d'lvoire

Equateur

Colombie

Brésil

Polyphénols totaux

3,13

1,55

1,93

1,2

6,04

9,2

9,7

4,01

4,11

11,4

Natsume et al., 2000
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Tableau 15. Teneurs des polyphénols totaux contenus dans la ligueur de cacao de différentes variétés en fonction des Pays

d'origine (suite)

Type de produits

Pays d'origine

Composés

Teneurs en polyphénols (mg
équivalents d’épicatéchine / g
de ligueur de cacao delipidé)

Références

Liqueur de cacao

Equateur

Venezuela

Ghana

Madagascar

Mexique

Sao tomé

Polyphénols totaux

8,14

5,19

4,01

12,65

8,37

4,92

Redovnikovic et al., 2009
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Tableau 16. Teneurs en clovamide et polyphénols contenus dans des feves de cacao de différentes variétés en fonction des pays

d'origine.

Produits

Pays d'origine

Composés

Teneurs

Références

Féves de cacao

Sulawesi 1235 mg /100 g de féves de cacao
(-) - épicatéchine Othman et al., 2010
Malaisie 270 mg /100 g de feves de cacao
Ghana 2.637 mg / kg
Cote-d'lvoire Clovamide 2.157 mg / kg Arlorio et al., 2008
Arriba 1.358 mg / kQ).
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Tableau 17. Teneurs en (-) - épi catéchine contenus dans des feves de cacao de différentes variétés en fonction des Pays d'origine

Teneurs en polyphénols (mg (-) - épi catéchine /g

Type de produits Pays d'origine Composés de cacao) Références
Cote d'lvoire 6,22
Venezuela 3,62
Samoa 10,64
Trinité 4,68
Brésil 8,23 Kim et al., 1984 ;
Ghana 4,52 Oracz et al., 2015
Féves de cacao Nigérig (-) - épi catéchine 4,58
Costa Rica 16,52
Equateur 8,08
Jamaique 2,66
Equateur 3,24
Ghana 1,77 Oracz et al., 2015 ;
Trinité 1,94 Caligiani et al. 2010
Grenade 1,81
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Bien que la concentration des composés phénoliques et leurs propriétés sont
déterminées par la variété et la maturation, l'impact d'autres facteurs tels que les
conditions climatiques ou agronomiques, le temps de récolte, le temps et les conditions
de stockage sont également soulignées (De Pascual-Teresa et al., 2000 ; Prior et Gu,
2005 ; Rusconi et Conti, 2010). En effet, les cacaoyers sont cultivés dans une zone
tropicale, un climat tropical chaud et humide qui se caractérise par une forte intensité
des précipitations et une température élevée et constante (Spangenberg et Dionisi,
2001). Les cacaoyers sont plantés dans des endroits ou les vents forts ne parviennent
pas et a I'ombre des bananiers, de palmiers ou d'autres arbres indigénes pour les
protéger de la lumiére du soleil (Franzen et Mulder, 2007 ; Jagoret et al., 2011). Les
données de la littérature montrent un avantage significatif résultant de la culture des
arbres du cacao dans une petite ombre par rapport a la croissance en plein soleil
(Franzen et Mulder, 2007). Il est reconnu que de nombreux facteurs environnementaux
(type de sol, exposition au soleil, pluie ou le rendement de fruits par arbre) affectent
l'accumulation de polyphénols dans les plantes (Camu et al., 2008). Par ailleurs, le
rayonnement solaire intense et lirrigation stimulent la croissance du contenu des
anthocyanes et des glycosides de quercétine dans la partie externe du fruit afin de
protéger les plantes contre les infections. La température, I'humidité, la disponibilité
des nutriments et I'utilisation des engrais affectent aussi I'accumulation de polyphénols
dans les plantes (Niemenak et al., 2006 ; Chang et al., 2009). Les recherches menées
par Elwers et al., (2009) ont confirmé que la fertilisation des sols peut conduire & une
réduction significative de la teneur en polyphénols totaux, flavan-3-ols et anthocyanes.
Il a également été constaté que la présence d'engrais dans le sol peut affecter la

concentration croissante de I'aspartate et d'acide caféique (Elwers et al., 2009).
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4.2. Facteurs liés a la transformation de cacao

De nombreuses études antérieures ont montré que les différentes étapes du
traitement des féves de cacao affectent de maniere significative la teneur en
polyphénols et leur biodisponibilité (Wollgast et Anklam, 2000 ; Summa et al., 2006 ;
Ortega et al., 2009). Toutes ces opérations telles que la fermentation, le séchage,
l'alcalinisation et la torréfaction provoquent une dégradation importante des composeés
polyphénoliques (Ortega et al., 2008 ; Schinella et al., 2010). En outre, la concentration
en polyphénols dans les feves de cacao est significativement différente de celle de la
poudre de cacao et chocolat (Cooper et al., 2007 ; Ramiro-Puig et al., 2007). Lorsque
le cacao est traité de facon appropriée, il peut contenir des quantités relativement
importantes de flavonoides, en particulier la catéchine et I'épicatéchine (Ariefdjohan et
Savaiano, 2005). L'impact de ces différents procédés de transformation sur la

biodisponibilité des polyphénols seront développés plus tard.

4.2.1. Fermentation

La fermentation est 'une des étapes impliquées dans la transformation des
feves de cacao. Cette étape est essentielle dans la détermination de la qualité de
l'ardbme du cacao. Une grande partie de I'approvisionnement mondial de cacao subit
une fermentation, mais des quantités importantes de cacao ne sont pas fermentées
intentionnellement et sont immédiatement séchées. Ces feves sont couramment
disponibles dans le commerce des Etats du Chiapas (Mexique) et de Tabasco
(Mexique), la République dominicaine, I'Equateur, la région de I'Amazonie du Brésil et
de Sulawesi (Indonésie).

La fermentation du cacao prend normalement entre cing a sept jours ; la
production de précurseurs d'arbmes pendant la fermentation est importante pour la
production de I'ardbme de chocolat (Hannum et Erdman, 2000 ; Camu et al., 2008 ;
Frauendorfer et Schieberle, 2008). Il y a des étapes de fermentation internes et
externes impliquées lors de la fermentation du cacao. La fermentation externe implique
principalement le catabolisme di aux micro-organismes tandis que la fermentation

interne englobe les modifications biochimiques dans les cotylédons des féves.
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Ce procédé de transformation du cacao est un processus microbiologique
spontané. L'intérieur des cabosses saines et non endommagées est stérile ou presque
stérile et ne contient pas plus de quelgues centaines de micro-organismes (Roelofsen,
1958, Jespersen et al., 2005). Apres ouverture des cabosses, les feves de cacao sont
spontanément inoculées avec un groupe de micro-organismes (Roelofsen, 1958,
Daniel et al., 2009). Au cours de la fermentation, diverses levures, bactéries lactiques,
bactéries acétiques et éventuellement Bacillus subtilis se développent en succession,
en effectuant la fermentation (Schwan et al., 2004). Le role de Bacillus subtilis dans la
fermentation du cacao n'a pas été clairement élucidé. Cependant, en raison de son
activité enzymatique élevée et de sa production d’acides gras a courtes chaines ; la
croissance et I'activité de Bacillus subtilis est susceptible d'influencer le produit final
(Hugenholtz, 1993).

Pendant la fermentation, les polyphénols diffusent a partir de leurs cellules de
stockage et subissent une oxydation pour devenir des composés moléculaires

condensés, principalement des tanins insolubles.

Entre les deux et trois premiers jours de fermentation, la teneur en épicatéchine

diminue fortement (Colombo et al., 2012).

La fermentation initie un certain nombre de transformations microbiologiques,
physico-chimiques et biochimiques bénéfiques dans les féeves de cacao (Misnawi et
al., 2004 ; Bertazzo et al., 2011). La fermentation a un role majeur dans le changement
de la couleur et la réduction de l'astringence et I'ardbme dans les féves de cacao
(Niemenak et al., 2006). Pour cette raison, un temps de fermentation plus long est une
caractéristique souhaitée chez les fabricants de produits de chocolat (Miller et al., 2006
; Cooper et al., 2007).

En raison du goQt plus doux et moins amer qui se transmet principalement par
les polyphénols contenus dans les feves des variétés Criollo, Trinitario et Nacional,
ces feves sont souvent moins fermentées que celles des variétés Forastero (Addai,
2010). Les féves bien fermentées appartenant a la variété Criollo cultives en Nouvelle-
Guinée sont une exception (Counet et al., 2004). La fermentation des féves de la
variété Forastero dure généralement plus longtemps que celle de la variété Criollo a
savoir de cing a six jours (Wollgast et Anklam, 2000). Les feves de cacao du Ghana,

Bahia, Cameroun et de la Cote-d'lvoire sont des exemples de feves bien fermentées
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alors que les feves moins fermentées viennent de Arriba (Equateur), Madagascar,
Java, Trinidad, République dominicaine et Tabasco (Mexique) (Counet et al., 2004 ;
Miller et al., 2006). Les feves de cacao de I'Equateur sont fermentées pendant trois

jours alors que les feves de I'Afrique de l'ouest jusqu'a cing jours (Cooper et al., 2007).

Le changement de couleur des feves de cacao est un symptome visible des
processus qui se déroulent pendant la fermentation. Il y a une nette différence dans le
cadre de changement de couleur entre les feves des variétés Forastero et Criollo. Les
feves de la variété Forastero crues sont violétes car elles contiennent des anthocyanes
des (cyanidine-3-O-galactoside et cyanidine-3-Oarabinoside) (Niemenak et al., 2006).
Cependant dans le cas des féves Criollo qui ne contiennent pas d’anthocyanes, apres
fermentation, leur couleur est brun clair (Wollgast et Anklam, 2000). Le contenu et les
proportions relatives des différents polyphénols dans les féves de cacao peuvent étre

étroitement liés au degré de fermentation (Counet et al., 2004).

Des chercheurs soutiennent que la fermentation est I'une des principales étapes
de transformation des feves de cacao qui affecte la perte de polyphénols (Miller et al.,
2006 ; Cooper et al., 2007). Les réactions d'oxydation (a la fois enzymatiques et non
enzymatiques) ont lieu au cours de la fermentation des féves de cacao (Redovnikovic
et al., 2009). En conséquence, les composés polyphénoliques sont soumis a des
changements biochimiques qui conduisent a une réduction de la teneur en
polyphénols solubles, ce qui conduit & atténuer le godt amer et astringent et un arbme
désagréable des feves (Bonvehi et coll, 2000 ; Misnawi et al., 2004 ; Arlorio et al.,

2005).

En outre, une nette diminution du contenu en (-) - épicatéchine et (+) - catéchine
a été observé apres cing jours de fermentation (Kyi et al., 2005). Wollgast et Anklam,
(2000) et Nazaruddin et al., (2006) ont montré que la teneur en (-) - épicatéchine et (+)
- catéchine est réduite a environ 10 a 70% au cours de la fermentation. La durée
prolongée de fermentation de feves de cacao provogue une réduction de la teneur en

proanthocyanidines (Counet et al., 2004).

Selon Cienfuegos-Jovellanos et al., (2009) la concentration des procyanidines
diminue au cours du processus de fermentation. Ces auteurs ont également montré
gue la dégradation des procyanidines en composés aromatiques de composés de

faibles poids moléculaires peut contribuer a la réduction de I'amertume et I'astringence
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des feves de cacao (Cienfuegos-Jovellanos et al., 2009). Aprés 60 heures de
fermentation, une baisse de 24% de la teneur en polyphénols totaux est perceptible
mais au bout de huit jours, il peut atteindre méme 58% (Niemenak et al., 2006). Par
ailleurs, d’autres auteurs ont montré que la teneur en polyphénols solubles lors de la
fermentation est réduite a environ 20% (Wollgast et Anklam, 2000). Toutefois selon

Camu et al., (2008), la teneur en polyphénols totaux est réduite d'environ 10-50%.

La stéréochimie des composés polyphénoliques du cacao est influencée par les
procédés de transformations des feves. Des chercheurs ont montré qu’aprés
fermentation de feves de cacao, les quantités d’(-) épicatéchine et de (+) - catéchine
ont significativement baissé. Par ailleurs, il y eu une formation de (-) - catéchine. Ces
auteurs ont donc conclu que la fermentation aurait eu un impact sur la stéréochimie
des flavan-3-ols en favorisant la formation de cet énantiomeére et la réduction des

polyphénols (Hurst et al., 2011).

D’autres études ont constaté que la plupart des polyphénols contenus dans les
feves fraiches de cacao sont modifiées chimiquement lors de la fermentation. Ainsi,
une démarche menée a montré l'effet de la fermentation sur les polyphénols. Dans
cette étude, le cacao utilisé a été fermenté pendant 6 jours. Dés les deux premiers
jours de fermentation, ces auteurs aprés études analytiques des féves, ont montré une
réduction significative de la teneur en polyphénol. Par ailleurs, ils ont rapporté que
I'épicatéchine, composeé le plus majoritaire des polyphénols a connu une diminution
(Albertini et al., 2015).

Payne et al., (2010) ont également travaillé sur la stéréochimie des polyphénols
des féves de cacao lors de la fermentation. Les niveaux de I'épicatéchine et catéchine
ont été déterminés dans les feves brutes de cacao fermentés conventionnellement.
Les feves de cacao non mlres avaient des teneurs plus élevées de 29% en
épicatéchine et la méme teneur de catéchine par rapport aux feves bien mares. Par
ailleurs, des diminutions (> 80%) des teneurs en catéchine et d’épicatéchine ont été
observées dans les feves fermentées par rapport aux non fermentées. Apres
fermentation, le niveau de (-) - catéchine dans les feves fermentées a augmenté
respectivement de 696%, 650% et 640% par rapport aux mémes feves non torréfiees

de la méme variété.
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4.2.2. Action enzymatique

Une des raisons de la perte de monomeéeres de flavan-3-ols pendant la
transformation du cacao peut étre les processus enzymatiques de brunissement. La
polyphénol oxydase est une enzyme principale impliquée dans ces processus. Cette
enzyme a la capacité de conversion en o-odihydroxyphenols benzoquinones, ce qui
entraine un brunissement qui affecte a la fois la saveur et la couleur du produit.
Toutefois, dés le premier jour de la fermentation, I'enzyme est inactivée en partie.
Aprés le premier et le deuxieme jour de fermentation, I'activité enzymatique initiale

augmente de respectivement de 50% et 60% (Wollgast et Anklam, 2000).

Pendant le traitement des feves de cacao, les polyphénols diffusent a partir de
leurs cellules de stockage et subissent une oxydation pour devenir des composés
moléculaires condensés, principalement des tanins insolubles. Les deux processus
(enzymatiques et non-enzymatiques) cités plus haut sont catalysés par la polyphénol
oxydase (De Brito et al., 2002 ; Nazaruddin et al., 2006 ; Colombo et al., 2012 ;).

Des études de certains chercheurs ont également souligné que les réactions
d'oxydation ont lieu au cours de la fermentation des feves de cacao (Redovnikovic et
al., 2009). Les composés polyphénoligues sont soumis a des changements
biochimiques qui conduisent a une réduction de la teneur en polyphénols solubles, ce
gui conduit a atténuer le godt amer et astringent et un aréme désagréable des féves
(Misnawi et al., 2004 ; Arlorio et al., 2005). De plus, sous l'influence de la polyphénol
oxydase, I'(-) - épicatéchine, la (+) - catéchine et les anthocyanes sont oxydés en
quinones qui peuvent réagir avec d'autres composés phénoligues ou des acides
aminés et des peptides pour former des pigments jaunes et bruns (Bittner, 2006 ;
Niemenak et al., 2006 ; Camu et al., 2008).

A la suite de la polymérisation de I'(-) - épicatéchine, la (+) - catéchine et les
polymeéres a poids moléculaire élevés (tanins) qui ont une digestibilité plus faible que
les monomeres sont formés (Kyi et al., 2005 ; Schinella et al., 2010). Il a été constaté
gu’entre le deuxiéme et le troisieme jour de la fermentation, une diminution rapide de

la teneur en (-) - épicatéchine a lieu (Wollgast et Anklam, 2000 ; Cooper et al., 2007).

Pendant la fermentation, en présence d'une enzyme glucosidase, les

anthocyanes rencontrés dans les feves de cacao sont hydrolysés en anthocyanidines
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et sucres (arabinose et galactose) (Niemenak et al., 2006 ; Andres-Lacueva et al.,
2008 ; Camu et al., 2008). Les transformations des anthocyanes conduisent a leur
dégradation rapide. Déja aprés quatre jours de fermentation, les pertes de ces

composés montent a 93% (Wollgast et Anklam, 2000).

Les activitéts de I'endoprotéase, I'aminopeptidase, la carboxypeptidase,
linvertase, la polyphénol oxydase et glycosidase ont été étudiés au cours du
traitement des feves de cacao. Ces enzymes sont d'une importance clé dans la
formation de précurseur d'arbme et de la dégradation des pigments lors de la
fermentation du cacao. Les conditions d'extraction et de dosage optimales ont été
établies pour caractériser les réactions des enzymes, les quantifier et comparer leurs
activités enzymatiques pendant le traitement du cacao. Lors du traitement, certaines
enzymes (aminopeptidase, invertase et la polyphénol oxydase) ont été inactivées
pendant que la carboxypeptidase était partiellement inactivée alors que I'endoprotéase
et les glycosidases sont restés actifs pendant toute la durée du processus
(fermentation) (Hansen et al., 1998). Etant donné que de nombreuses enzymes sont
inactivées pendant la fermentation, il est généralement admis que la durée effective
de l'action enzymatique devrait étre courte. Bien que ces auteurs dans leurs travaux
aient montré l'inactivation totale de certaines enzymes, lls ont également souligné que
plusieurs enzymes clés ne sont pas totalement inactivées pendant la fermentation. Par
conséquent, certaines réactions enzymatiques peuvent continuer pendant tout le
processus de fermentation. Cela a pour conséquence, la réduction significative de

composeés phénoligues (Hansen et al., 1998).

4.2.3. Séchage

Le séchage qui est principalement le procédé utilisé pour réduire la teneur en
eau et la croissance microbienne dans les féves de cacao conduit a une perte d'activité
de la polyphénol oxydase (Bonvehi et coll, 1997). A I'état sec, la teneur en polyphénols
totaux solubles est de 15 a 20% de la masse des feves séchées, ce qui équivaut a 6%
de la masse des féves de cacao séchées. Cependant, les réactions d'oxydation et de
polymérisation des polyphénols sont maintenues, ce qui confirme la présence de

réactions d'oxydation non-enzymatiques des composés phénoliques (De Brito et al.,
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2001 ; Kyi et al., 2005 ; Camu et al., 2008). Les flavanols simples contenus dans les
feves de cacao subissent une dégradation supplémentaire lors du processus de
séchage (Bonvehi et Coll, 1997). La réduction de ces composés qui a lieu au cours du
séchage est provoquée non seulement par l'action de l'activité de la polyphénol
oxydase qui est maintenue a 2% mais peut également étre associée a la migration des
polyphénols avec l'eau évaporée (Misnawi et al., 2004 ; Camu et al.,, 2008 ;
Redovnikovic et al., 2009).

Le séchage de deux jours dans des conditions naturelles impliquant I'exposition
de feves fraiches de cacao non fermentées au soleil provoque une diminution de 50%

de la concentration en (-) - épicatéchine (Camu et al., 2008 ; Jalil et Ismail 2008).

Kim et Keeney, (1984) ont également remarqué dans leurs travaux une
diminution de 90% de la concentration d’(-) - épicatéchine (Cienfuegos-Jovellanos et
al., 2009) apres séchage des féves de cacao. Cependant il n’est pas mentionné si les

feves utilisées dans leurs études étaient fermentées ou pas.

En outre des auteurs indiquent que la réduction de la teneur en catéchine
pendant le séchage de la variété des féves de Criollo est plus importante que celle des
feves des variétés Forastero de la Haute Amazonie, du Forastero de la basse

Amazonie et des variétés Nacional et Trinitario (Elwers et al., 2009).

Hii et al., (2009) quant a eux ont étudié l'influence des différentes méthodes de
séchage (séchage au soleil, lyophilisation et séchage au four) et l'influence de la
température sur la teneur en polyphénols dans les feves de cacao fermentées. lls ont
montré que le séchage a I'étuve a la température de 70°C par rapport au séchage au
soleil provoque la réduction de la perte des composés phénoliqgues. Dans une autre
étude, le séchage a eu un effet minime sur les teneurs d’épicatéchine et catéchine

contenue dans les féves de cacao (Payne et al., 2010).

En outre, l'application de la haute température lors du séchage permet un
raccourcissement du temps de traitement, ce qui favorise la conservation des

composés polyphénoligues.

Dans des études menées par des chercheurs avec un séchage artificiel a I'air
chaud a 70- C, aucune diminution significative des teneurs en (-) - et (+) - catéchine

ainsi que la teneur en polyphénols totaux n’a été observee. Par ailleurs, des teneurs

63



plus faibles en polyphénols totaux et (-) — épicatéchine ont été observées dans les

feves séchées au soleil (Hii et al, 2009).

4.2.4. Stockage

Les teneurs en flavan-3-ols de chocolats noirs ont été jugées stables sur des
durées de conservation d'un an sous un stockage contrélé et plus de 2 ans lors d’un
stockage ambiant dans un laboratoire. Aussi, il fut rapporté par des chercheurs que
certains flavan-3-ols (épicatéchine, oligomeéres et polyméres de procyanidines) sont
stables dans une salle de stockage (Hurst et al., 2008).

Le stockage apres récolte peut avoir des effets variables sur la teneur en
composés phénoliques dans les féves de cacao brutes. Les changements qui se
produisent au niveau de la teneur en polyphénols pendant le stockage des féves ont
été soulignés dans plusieurs travaux (Nazaruddin et al., 2006). Il a été rapporté que
I'oxydation et la polymérisation de I'(-) - épicatéchine et ses produits d'oxydation
peuvent jouer un grand réle dans la dégradation de ces composés au cours des autres
traitements des féves de cacao et du stockage post-récolte (Nazaruddin et al., 2006 ;
Hii et al., 2009). Les traitements pendant le stockage des feves (de 5 a 15 jours) ont
donné lieu a une quantité trés réduite d’(-) - épicatéchine dans les féves de cacao. Par
ailleurs, des chercheurs ont rapporté que la prolongation de la durée de stockage
n'affecte pas significativement la teneur en (+) - catéchine (Nazaruddin et al., 2006).

4.2 5. Torréfaction

Aprés fermentation et séchage, les féves de cacao sont décortiquées et
chauffées a différentes températures. Les différents degrés de torréfaction augmentent
de maniére significative la quantité de (+) - catéchine en raison de l'isomérisation d’(-)

- épicatéchine (Colombo et al., 2012).

Des études ont abondé dans le méme sens en indiquant que la teneur d'épicatéchine
et de catéchine peut varier indépendamment les uns des autres. Il a été montré que le
rapport de I'épicatéchine / catéchine (epi / cat) peut étre associé au degré de

transformation du cacao. Payne et al., (2010) ont également montré que la teneur en
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épicatéchine a sensiblement chuté comme celle des féves fermentées quand les feves

ont été torréfiées a 120 ° C.

Différents types de chocolat noir sont disponibles sur le marché avec des
teneurs élevées en flavonoides. Ces chocolats sont produits avec des traitements

thermiques réduits (Colombo et al., 2012).

En outre, il y a des fabricants qui produisent des chocolats a partir de féves a haute
teneur en flavonoides de I'Equateur et utilisent des méthodes de torréfaction spéciales
qui préservent les flavonoides dans les feves de cacao. En contrdlant le processus
impliqué dans la préparation des chocolats ; un chocolat & haute teneur en flavonoides
peut étre produit avec jusqu'a 70% des flavonoides présents dans le produit fini
(Colombo et al., 2012).

La torréfaction des feves de cacao est aussi responsable de la perte des
polyphénols, en particulier les flavonoides (Baba et al., 2001 ; Miller et al., 2006 ;
Tomas-Barberan et al., 2007). Selon certaines études, au cours de la torréfaction, la
dégradation de I'(-) - épicatéchine et de la (+) - catéchine a lieu (Schinella et al., 2010).
Cependant, une température élevée provoque la transformation d’(-) - épicatéchine en
(-) - catéchine dans une réaction d'épimérisation (Caligiani et al., 2007; Kofink et al.,
2007; Aron et Kennedy, 2008).

A linstar de la fermentation, la torréfaction a aussi des effets sur la stéréochimie
du cacao. En effet, la torréfaction a une influence sur la stéréochimie les flavonoides
en particulier les flavan-3-ols. Dans une étude, des chercheurs ont torréfié des feves
a différentes températures. Ces chercheurs ont montré que les teneurs en (-) -
épicatéchine et (+) — catéchine ont considérablement diminué. Par ailleurs, cette étude
a aussi montré une augmentation de la (-) - catéchine. Il est important de souligner
gue la (-) - catéchine est le dernier composé a étre formé lors de la fermentation (Hurst,
2011). Certains chercheurs ont également abondé dans le méme sens. Dans leurs
études, les feves de cacao ont été torréfiées. Ces auteurs ont remarqué une baisse
de la teneur en épicatéchine chez les feves exposeées a des températures au-dessus
de 70°C. Par ailleurs, la teneur en catéchine chez les feves torréfiees a 120°C avait
considérablement augmenté. Ces résultats démontrent que la torréfaction supérieure
a 70 °C génere des quantités significatives de (-) - catéchine, probablement due a
I'épimérisation de I'(-) épicatéchine (Payne et al., 2010).
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Certaines études menées ont également montré l'influence de la torréfaction
des feves de cacao sur la composition des monomeres aux trimeres flavanoliques,
avec un accent particulier sur I'épimérisation. Cing produits dimériques et deux
produits trimériques potentiels d'épimérisation ont été détectés. Le degré de
torréfaction du cacao lors de I'épimérisation a été montré comme étant une fonction
de la température. Les données ont également montré des variations remarquables
dans le changement de la teneur en flavanols. Les quantités de flavanols ont diminué
respectivement d'environ 50% dans les féves d’une variété et ont augmenté d'environ
30% dans les feves d’une autre variété en dépit des mémes conditions de torréfactions
(Kothe et al., 2013).

Les principaux facteurs lors de la torréfaction, responsables de la dégradation
des polyphénols sont un temps long et une haute température (Schinella et al., 2010).
Kealey et al., (1998) ont montré que le traitement thermique des féves de cacao a
127°C pendant 30 minutes a provoqué une diminution de 60% de proanthocyanidines.
Une plus grande dégradation a 80% de ces composés a été démontré au cours du
processus mené a 181°C (Kealey et al., 1998 ; Oliviero et al., 2009). Cependant De
Brito et al., (2001) ont observé au cours de la torréfaction des féves de cacao a 150°C
pendant 30 minutes une diminution de 57% de la teneur en polyphénols totaux
(Oliviero et al., 2009).

Pendant les procédés thermiques de traitement de feves de cacao, la

concentration d'antioxydants est réduite (Ortega et al., 2008 ; Hii et al., 2009).

Plus le cacao et le chocolat sont transformés plus les polyphénols sont perdus
et tous leurs avantages pour la santé avec, car les polyphénols présents dans le cacao
sont associés a ses effets santé. Ces dernieres années, l'intérét pour ces composants
biologiguement actifs présents dans le cacao a considérablement augmenté en raison
de leurs effets potentiellement bénéfiques sur la santé humaine (Ramiro-Puig et al.,
2007 ; Visioli et al., 2009 ; Rusconi et Conti, 2010). Les études concernant les facteurs
liés a la transformation influencant la biodisponibilité des polyphénols doivent étre
approfondies. Par ailleurs, un rapport doit étre établi entre la teneur de ses composés

et leur impact bénéfique sur la santé.
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5. Pharmacologie et effets santé du cacao et ses produits dérivés.

5.1. Métabolisme et biodisponibilité des polyphénols du cacao

L'activité biologique des polyphénols du cacao dépend de leur biodisponibilité
(Ramiro-Puig et al., 2009). La biodisponibilité des flavonoides chez les étres humains est
comprise entre 1% et 26%. Cette grande variabilité est également observée entre les
différents composeés tels que la quercétine, I'épicatéchine et les isoflavones (Hollman et
al., 1997 ; Karr et al., 1997).

Les flavonoides circulant dans le plasma, y compris ceux dérivés du cacao, se
trouvent principalement sous forme de dérivés conjugués : méthylés, glucuro ou sulfo
conjugués ou des combinaisons de ceux-ci. lls résultent des réactions de métabolisation |

et Il dans l'intestin gréle et le foie (Baba et al., 2000).

Afin de fournir une preuve concluante des effets santé des polyphénols du cacao
dans la prévention des maladies humaines, il est essentiel de déterminer la nature et la
distribution de ces composés apres consommation. La biodisponibilité des polyphénols du
cacao ingérés peut conduire a une exposition de 'organisme a ces composés bioactifs.
Un certain nombre de facteurs influencent la biodisponibilité des polyphénols de cacao

apres leur consommation alimentaire et donc leur devenir dans 'organisme humain.

En général, la biodisponibilité des polyphénols est affectée par la structure chimique des
polyphénols, la matrice alimentaire, les facteurs liés a la transformation des aliments et les
interactions avec d'autres constituants du régime alimentaire, ainsi qu'avec certains
facteurs individuels (les caractéristiques génétiques, le sexe et I'age, I'état physiologique,
le microbiote et l'activité enzymatique dans le cblon) (D’Archivio et al., 2010 ; Tomas-
Barberan, 2012 ; Ackar et al., 2013). Les principaux facteurs a prendre en compte dans
la biodisponibilité des polyphénols du cacao sont en particulier la biodisponibilité dans la
nourriture, leur métabolisme et absorption dans le tractus gastro-intestinal, leur distribution
cellulaire et tissulaire aprés absorption et leur forme chimique biologiguement disponible
au niveau des cellules et des tissus et leur potentiel métabolisme au niveau cellulaire
(Colombo et al., 2012).
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La majorité des recherches et des études transversales concernant les effets santé du
cacao a éte effectuée en utilisant des boissons a base de cacao ou du chocolat (Arranz et
al., 2013).

Plusieurs chercheurs ont fait des travaux sur le métabolisme et la biodisponibilité
des polyphénols du cacao (Manach et al., 2004 ; Manach et al., 2005 ; Rimbach et al.,
2009). Les composés étudiés lors de ces études sont les flavanols, I'épicatéchine et
procyanidines, car ce sont les principaux polyphénols bioactifs du cacao dus a la fois a
leur abondance et leur pertinence pour les activités biologiques et leurs structures

physicochimiques (Bravo,1998 ; Heim et al., 2002 ; Corcoran et al., 2012).

5.1.1. Métabolisme et biodisponibilité des flavanols

Lors de l'ingestion de produits & base de cacao contenant des monomeéres et
polymeres de flavanols de cacao, ces polyphénols sont rapidement absorbés (Wang et al.,
2000 ; Schramm et al., 2001). Les flavanols et les procyanidines sont relativement stables
dans le milieu gastrique mais ils peuvent subir des modifications importantes au niveau de
l'intestin conduisant a une famille diversifiée de molécules bioactives. Lors de la digestion
et du transfert a travers lintestin gréle et dans le foie, les flavanols sont rapidement
métabolisés en phase | et Il de biotransformations sous diverses formes (O-glucuronidées

et O-méthylés O-sulfaté).

Chez les étres humains qui consomment le cacao, les taux plasmatiques
d'épicatéchines non méthylés tels que [I'épicatéchine-7-sulfate et leurs métabolites
méthylés tels que la 3'-O-methylepicatechine ont été identifiés dans les liquides
biologiques a des concentrations micro-molaire 1 h apres l'ingestion du cacao. Des études
métaboliques ont confirmé chez ’lhomme la présence de ces conjugués dans le plasma et
l'urine. Les flavanols ou métabolites de flavanols non métabolisés peuvent exercer des
effets biologiques dépendant essentiellement du métabolisme des flavanols et de leurs

présences dans le tissu cible.
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L’absorption et le métabolisme des flavanols du cacao sont influencés par certaines
matrices alimentaires. En effet, la matrice alimentaire est un facteur important qui peut
interférer sur la biodisponibilité des polyphénols de cacao. La poudre de cacao dissoute
dans le lait ne change pas la biodisponibilité des flavonoides du cacao en poudre chez
I'hnomme en bonne santé (Roura, et al., 2007). Cependant, I'absorption des flavonols chez
I'hnomme peut étre augmentée de facon significative par la consommation simultanée

d'hydrates de carbone (Schramm et al., 2003).

Ainsi, une bonne compréhension de la fagon dont les matrices alimentaires peuvent
influencer I'absorption des flavanes-3-ols peut servir d’'indice pour concevoir et développer
des produits fonctionnels qui influencent positivement I'absorption de flavan-3-ols et par

extension leur bioactivité (Neilson et Ferruzzi, 2011).

L'effet du lait sur la biodisponibilité des flavonoides du cacao issus de la phase I
des métabolites de I'épicatéchine a fait I'objet de discussions importantes (Roura et al.,
2007 ; Badrie et al., 2015). En effet, le lait a des effets négligeables sur la
pharmacocinétique plasmatique de certains métabolites des flava-3-ols (Mullen et al.,
2009). Aucun effet du lait n’a été observé sur d’autres métabolites (O-méthyl- épicatéchine-
O-sulfate) contenus dans le cacao. Ces auteurs ont également rapporté que le lait réduit
de maniére significative I'excrétion de certains métabolites urinaires de 18,3% a 10,5%

(Badrie et al., 2015). Ces métabolites n’ont pas été identifies dans cette étude.

Une étude a montré que I'épicatéchine glucuronide et I'épicatéchine sulfate ont été
détectées dans l'urine excrétée apres ingestion de deux boissons a base de cacao (40 g
de poudre de cacao dissous dans 250 ml de lait écrémé et 250 ml de lait entier) (Roura et
al., 2008).

Une autre étude portant sur I'effet du lait sur I'excrétion urinaire d'acides phénoliques
microbiens aprés consommation de cacao en poudre chez 'homme a indiqué que sur 15
métabolites évalués, l'excrétion de neuf acides phénoliques a été affectée par la

consommation de lait (Urpi-Sarda et al., 2010).

Le lait affecte partiellement la formation d'acides phénoliques microbiens issus de la
dégradation d'autres composés présents dans la poudre de cacao (Urpi-Sarda et al.,
2010).
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Le temps maximal des flavanols du cacao ne dépasse pas 3 h et leur élimination du
plasma dans la plupart des cas s’achéve 6 h apres la consommation de cacao (Holt et al.,
2002 ; Mullen et al., 2009). Cependant, certains métabolites (catéchines) disparaissent
tardivement et restent dans la circulation systémique pendant 24 h (Baba et al., 2000 ;
Actis-Goretta et al., 2012). L’apparition rapide des polyphénols plasmatiques démontre
gue les polyphénols détectés sont principalement absorbés dans l'intestin gréle. Certains
auteurs ont abondé dans le méme sens (Deprez et al., 2001 ; Spencer et al., 2001 ; Actis-
Goretta et al., 2013 ;).

Par ailleurs, I'absorption des flavanols dans l'intestin gréle est partielle. Non
seulement elle dépend de la chimie de ces composés mais aussi de leur isomérie et
stéréoisomérie structurale (Ottaviani et al., 2011). Les catéchines et épicatéchines ont des
niveaux d’absorption différents (Steinberg et al., 2002 ; Holt et al., 2002) et les
concentrations plasmatiques des formes (+) et (-) de catéchine se sont révélés étre
différentes apres consommation de produits a base de cacao (Donovan et al., 2006 ; Ritter
et al., 2010). Le niveau d'absorption dépend du degré de polymérisation qui limite
également leur biodisponibilité (Bravo, 1998).

La chiralité est un facteur a prendre en compte dans la biodisponibilité des polyphénols.
La forme (+) - catéchine est 10 fois plus absorbée que la forme (-) - catéchine (Cooper et
al., 2008).

Dans le tractus gastro-intestinal, les flavanols (monoméres) provenant du cacao absorbé
sont reconnus par l'organisme comme des xénobiotiques et sont largement transformés
en divers métabolites (Donovan et al., 2006). Entre autres
I'(-) épicatéchine en sulfate, les glucuronides ou les formes de méthyle conjugués en sont
les principales formes représentant environ 33, 28 et 33% du total des métabolites de
I'épicatéchine dans le plasma et I'urine de 'homme (Actis-Goretta et al., 2012 ; Ottaviani
et al., 2012).

En raison du métabolisme gastro-intestinal et hépatique, les métabolites conjugués sont
destinés a étre éliminés rapidement de l'organisme humain. Les flavanols du cacao
absorbés dans l'intestin gréle sont normalement éliminés apres une durée maximale de 24
h aprés consommation comme la majorité des polyphénols alimentaires. Une grande partie
des flavanols non absorbés, par exemple des polyméres et monomeres sont soumis a des

activités cataboliques de la microflore colique (Monagas et al., 2010 ; Stoupi et al., 2010 ;
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Fogliano et al., 2011). Une autre partie non absorbée peut également s’accumuler dans le
bas du tube digestif pour étre finalement excrétée dans les féces (Scalbert et al., 2000 ;
Depeint et al., 2002 ; Monagas et al., 2010).

Les concentrations plasmatiques de flavonols varient considérablement selon les
meétabolites de flavanols, certains d'entre eux peuvent atteindre des niveaux micromolaires

en réponse a la consommation de polyphénols de cacao (Urpi-Sarda et al., 2009).

En outre les glucides, les protéines (Schramm et al., 2003 ; Ferruzzi et al., 2012) et
les produits a base de cacao a I'état physique (liquide ou solide) (Neilson et al., 2009 ;
Neilson et Ferruzzi, 2011) peuvent également interférer dans le mécanisme d’absorption
des flavanols, affectant la bioaccessibilité et la biodisponibilité des polyphénols de cacao

chez 'homme.

La présence de sucres et des huiles augmente la biodisponibilité des polyphénols
tandis que celle des protéines la diminue (Tomas-Barberan, 2012). Neilson et al., (2010)
ont montré que les protéines du lait et du saccharose modulent le métabolisme, la
pharmacocinétique plasmatique et la biodisponibilité des catéchines a partir de produits
de confiserie au chocolat. Ills ont constaté que les protéines du lait réduisent la
biodisponibilité de I'épicatéchine dans la confiserie de chocolat. Les travaux de Schramm
et al., (2003) ont observé l'absorption accrue des flavanols aglycones quand ils ont été
consommeés immédiatement aprés un repas riche en glucides. Par ailleurs Peters et al.,

(2010) ont abondé dans le méme sens.

Bien que les niveaux de circulation des métabolites polyphénoliques du cacao
semblent étre dépendants de la dose (Richelle et al., 1999 ; Wang et al., 2000), une grande
variabilité interindividuelle principalement définie par les phénotypes métaboliques
individuels (Rice-Evans, 2001 ; Martin et al., 2009) a été signalée dans pratiquement
toutes les études de biodisponibilité. De grandes différences interindividuelles dans la
bioconversion colique des flavanols attribuées a la composition du microbiote colique
individuel, a également un impact sur la variation de la biodisponibilité des polyphénols de
cacao (Van Duynhoven et al., 2011 ; Bolca et al., 2013). Cette variabilité est difficile a
contréler au niveau de la population en raison de la nature de la matiere ; par conséquent
il reste encore l'une des principales préoccupations dans les études interventionnelles
concernant les activités bénéfiques pour la santé des polyphénols, car elle compromet

I'estimation précise et l'interprétation correcte des résultats obtenus.
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5.1.2. Métabolisme et biodisponibilité des procyanidines

Des études ont montré que des procyanidines et des monomeres ont pu étre
détectés dans le plasma des 30 mn et la concentration plasmatique maximale de ces
composeés a été atteinte environ deux heures apres l'ingestion du cacao (Wang et al.,
2000 ; Schramm et al., 2001). Mais on ne sait pas dans quelle mesure les oligomeéres des
procyanidines du cacao sont absorbés. Cependant, l'activité biologique des procyanidines
plus élevée peut étre au moins partiellement attribuable a leurs produits de dégradation y

compris les acides phénoliques (Crozier et al., 2009).

Des composés comme les isoflavones et les acides phénoliques ont une absorption
plus élevée, suivie par les catéchines, les flavanones, les glucosides et les quercétines
alors que les proanthocyanidines, les anthocyanidines et les catéchines sont mal
absorbées (Han et al., 2007).

Il y a des avis différents concernant la biodisponibilité des composés phénoliques

en général et ceux dérivés du cacao en particulier.

Des études supplémentaires visant a déterminer la biodisponibilité des diméres et
oligomeres les plus importants des polyphénols du cacao sont nécessaires en raison de

leurs effets biologiques potentiellement différents.

Le cacao posséde de trés nombreux effets santé sur différents systémes de I'organisme.
Les effets sur le syndrome métaboligue et ses complications seront principalement

développés dans la partie suivante.
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5.2. Effets du cacao et produits dérivés sur le syndrome métabolique et ses

complications

5.2.1. Syndrome métabolique (Smet)

5.2.1.1. Historique et contexte du Smet

Le concept du syndrome métabolique existe depuis au moins 80 ans (Cameron et
al., 2004 ; Eckel et al., 2005). Cet ensemble de perturbations métaboliques et tous les
facteurs de risque de maladies cardiovasculaires ont été décrits pour la premiere fois dans
les années 1920 par Kylin, un médecin suédois, sous la forme d'une association
d'hypertension, d'hyperglycémie et d’autres pathologies (Kylin, 1923 ; Eckel et al., 2005).
Par ailleurs, deux concepts biomédicaux clés ont été formulés en 1988 (Bol et al., 2009 ;
Bruce et Hanson, 2010). Le scientifigue Reaven a introduit le concept du syndrome
d'insulino-résistance (Reaven, 1988 ; Campion et al., 2009) qui théorisait que l'insulino-
résistance était la cause de lintolérance au glucose, de ['hyperinsulinisme, de
'augmentation des lipoprotéines de trés basses densités et de I'hypertension. Vingt ans
plus tard, le syndrome d'insulino-résistance est devenu le syndrome métabolique, une
combinaison de déterminants du risques cardiovasculairse, notamment ['obésité,
I'intolérance au glucose et la dyslipidémie (y compris I'nypertriglycéridémie, augmentation
des acides gras et du cholestérol-HDL). En outre, un certain nombre d'autres
caractéristiques ont été associées a l'apparition du Smet, comme la stéatose hépatique
non alcoolique, le syndrome des ovaires polykystiques, l'athérosclérose, I'état pro-
inflammatoire et le stress oxydatif (Bruce et Hanson, 2010). La prévalence du Smet
augmente rapidement dans le monde entier, principalement en raison de [|'épidémie
d'obésité. Dans de nombreux cas, l'utilisation de Il'algorithme Smet (en particulier les
mesures de tour de taille) présente une méthode relativement simple pour calculer un
risque accru de maladies cardiovasculaires avec la possibilité de prédire des

manifestations cliniques autrement non détectées (Ferrannini, 2007).

Néanmoins, il existe un débat entourant I'étiologie et la pathogenese du Smet, car
un seul mécanisme unificateur reste a découvrir (Ferrannini, 2007). Des analyses ont mis
en évidence l'obésité, I'accumulation de graisses ectopiques et un état inflammatoire de

bas grade du Smet (Bruce et Hanson, 2010). Cependant, toutes les personnes obeses ne
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développent pas de Smet et toutes les personnes atteintes de Smet ne sont pas obeses.
Il est donc probable que ces caractéristiques et le Smet lui-méme ont une étiologie
multifactorielle impliquant des interactions complexes entre le fond génétique, et le mode
de vie, en particulier hygiéno-diététique du sujet. En effet, les études considérant le Smet
comme simplement un déséquilibre entre I'apport énergétique et la dépense n'ont pas
réussi a élucider des stratégies thérapeutiques utiles (Campion et al., 2009). Par
conséquent, le centre dintérét de la recherche s'est déplacé vers une approche
biochimique et moléculaire qui se concentre sur les genes métaboliques clés et leur
contrdle transcriptionnel qui, lorsqu'il est perturbé, augmente le risque de développer le
Smet et ses séquelles cliniques. Un indice de cette prédisposition du Smet vient du
deuxieme de ces concepts clés, les bases de prédisposition génétique de la santé et de la

maladie (Bruce et Hanson, 2010).

5.2.1.2. Pré-disposition génétiques et développementales au Smet

Les données épidémiologiques précoces sont concentrées sur des études cliniques
rétrospectives associant une mauvaise nutrition au cours du développement du sujet a un
risque accru de maladies cardiovasculaires (Barker et al., 1990 ; Barker et al., 1993). Les
effets néfastes de cette inadéquation sont observés dans les sociétés en développement
dont la richesse augmente et ou les populations humaines subissent des changements
socio-économiques. En outre, une grande partie des données a été générée a partir
d'études expérimentales sur les animaux (Vickers et al., 2003 ; Bispham et al., 2005 ;
Bruce et Hanson, 2010). Un certain nombre de données expérimentales suggérent que
des modifications des protéines foetales peut modifier le processus d'expansion des
cellules des filots pancréatiques conduisant a une petite masse de cellules béta a la
naissance et des effets néfastes persistants sur I'hnoméostasie du glucose (Boujendar et
al., 2002). Des preuves moléculaires ont montré qu'une restriction protéique maternelle
suivie d'une croissance de rattrapage de la progéniture peut altérer les profils d'expression
génique des adipocytes et que les changements physiologiques qui persistent jusqu'a l'age

adulte contribuent a I'apparition des caractéristiques de Smet (Bruce et Hanson, 2010).

Ces conditions deviennent trés répandues dans les sociétés occidentales et

peuvent perpétuer les cycles transgénérationnels de la maladie métabolique. Selon des
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estimations aux Etats-Unis, un tiers des femmes en age de procréer sont obéses (Bruce
et Hanson, 2010).

5.2.1.3. Définition et concept

Le Smet est un ensemble d’anomalies métaboliques communs qui résulte de la
prévalence croissante de I'obésité (Eckel et al., 2005). Ce trouble est défini de diverses
manieres, mais de nouvelles définitions sont applicables dans le monde entier. La
physiopathologie semble étre largement attribuable a la résistance a l'insuline avec un flux
excessif d'acides gras impliqués (Eckel et al., 2005). Le risque accru de diabéte de type 2
et de maladies cardiovasculaires exige une attention thérapeutique pour les personnes a
risque élevé. Au cours des deux derniéres décennies, une augmentation frappante du
nombre de personnes atteintes du Smet dans le monde a eu lieu. Cette augmentation est
associée a I'épidémie mondiale d'obésité et de diabéte (Zimmet et al., 2001 ; Eckel et al.,
2005). Avec le risque élevé non seulement de diabéte mais aussi de maladies
cardiovasculaires dues au Smet (Grundy et al., 2004 ; Eckel et al., 2005), il convient de
mettre en place de facon urgente des stratégies pour prévenir I'épidémie mondiale (Zimmet
et al., 2001 ; Eckel et al., 2005). Le Smet est un maitre du déguisement puisqu'il peut se
présenter de diverses maniéres selon les différentes composantes qui constituent le
syndrome. Le Smet est également connu sous le nom de syndrome X (Reaven, 1988), le

syndrome d'insulino-résistance (DeFronzo et al., 1991) et le quartet mortel (Kaplan, 1989).

5.2.1.4. Définitions du Smet selon des organismes

Un certain nombre de groupes d'experts ont tenté d'élaborer une définition
unificatrice pour le Smet. Les définitions les plus largement utilisées ont été produites par
I'Organisation mondiale de la santé (OMS), le Groupe européen pour l'étude de la
résistance a l'insuline (GEERI) et le Programme national de formation sur le cholestérol -
Troisieme panel de traitement des adultes (NCEP ATP I1ll) (OMS, 1999 ; NCEP, 2001) et
d’autres organismes. Tous ces groupes sont d'accord sur les composants de base du Smet
. 'obésité, la résistance a l'insuline, la dyslipidémie et I'hypertension. Cependant, ils
fournissent différents criteres cliniques pour identifier un tel groupe. Par exemple,

contrairement a certaines définitions, la définition de I'ATP Il ne nécessite pas
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obligatoirement une régulation du glucose altérée ou une résistance a l'insuline en tant
gue composant essentiel. De plus, les niveaux établis pour chaque composant et la
combinaison des composants requis pour diagnostiquer le Smet sont legerement différents

dans ces trois recommandations.

5.2.1.4.1. Définition de I'Organisme Mondial de la Santé (OMS)

Les recommandations initiales de 'OMS n'ont pas été congues pour étre une
définition exacte, mais ont été formulées comme une ligne de conduite a s’améliorer a
l'avenir. Les recommandations faisaient partie d'un rapport de 'OMS sur la définition, le
diagnostic et la classification du diabéte. La définition de I'OMS est basée sur I'hypothese
que la résistance a l'insuline est I'un des principaux contributeurs sous-jacents au Smet. Il
nécessite donc une résistance a l'insuline (ou son substitut probable, une régulation du
glucose altérée, c'est-a-dire une tolérance au glucose altérée ou un diabete) pour étre
présent pour le diagnostic. En plus de la résistance a l'insuline, au moins deux autres
composants doivent également étre présents pour diagnostiquer le Smet. Les seuils de
pression artérielle systolique et diastolique ont été modifiés entre la publication provisoire
en 1998 et la publication définitive en 1999 (OMS, 1999).

Les criteres de travail développés par I'OMS ont été critiqués. L'inclusion de la
microalbuminurie en tant que composant est considérée par certains comme controversée.
De plus, l'inclusion d'une mesure de la résistance a l'insuline est également critiquable, car
déterminer si un individu est ou non dans le quartile inférieur de sensibilité a l'insuline est
pratiquement impossible en pratique clinique ou dans des études épidémiologiques
(Alberti et al.,1998). Enfin, la mesure la plus appropriée de l'obésité centrale est également
contestée. Bien que le rapport taille / hanche puisse contenir des informations pertinentes
pour les paramétres de la maladie, il s'agit d'un indice de I'accumulation relative de la
graisse abdominale. Le tour de taille est un indice grossier mais pertinent de la quantité
absolue de graisse abdominale et il a été trouvé que sa corrélation avec les dépbts

graisseux viscéraux mesurée par tomodensitométrie était meilleure (Pouliot et al., 1994).
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Tableau 18. Critéres diagnostiques proposés pour le diagnostic clinique du Smet
selon 'OMS 1999 (Alberti et al.,1998 ; Kaur, 2014)

Altération de la tolérance au glucose, Altération de la glycémie a
Résistance a l'insuline| jeun, Diabéte sucré de type 2 ou diminution de la sensibilité a
I'insuline plus 2 des élements suivantes :
Poids Hommes : rapport taille-hanches> 0,90 ; femmes : rapport taille-
hanches> 0,85 et / ou indice de masse corporelle > 30 kg / m2
Lipides Tryglicérides = 150 mg / dL et/ ou HDL-C <35 mg / dL chez les
P hommes ou <39 mg / dL chez les femmes
Tension artérielle >140/90mmHg
Gl Altération de la tolérance au glucose, altération de la glycémie a
ucose : - .
jeun, diabete sucré de type 2
Taux d'excrétion urinaire de> 20 mg / min ou albumine : rapport
Autres Lo
de créatinine> 30 mg/ g.

5.2.1.4.2. Définition du Groupe Européen pour I'Etude de la Résistance a I'Insuline
(GEERI)

A la suite de la publication de la définition de 'OMS en 1999, le GEERI a proposé
une version modifiée pour les sujets non diabétiques, plus simple a utiliser dans les études
épidémiologiques puisqu'elle ne nécessite pas de clamp euglycémigue pour mesurer la
sensibilité a l'insuline (Balkau et al., 1999). Le GEERI a proposé I'utilisation de taux
d'insuline & jeun pour estimer la résistance a l'insuline et l'altération du glucose a jeun
comme substitut de l'intolérance au glucose. Il présentait également des seuils Iégérement
modifiés pour I'hypertension, les triglycérides, le cholestérol, les lipoprotéines de haute

densité et la mesure de 'obésité centrale en fonction du tour de taille.
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Tableau 19. Criteres diagnostiques proposés pour le diagnostic clinique du Smet selon
selon le GEERI (Balkau et al., 1999 ; Kaur, 2014).

Reflstance a Insuline plasmatique > 75eme centile plus 2 des suivants
l'insuline
Poids Tour de taille 294 cm chez les hommes ou = 80 chez les
femmes
Livides Triglycérides =2 150 mg / dL et/ ou HDL-C <39 mg / dL chez
P les hommes ou les femmes
Teps_lon 2140 / 90mmHg ou sur I'hypertension Rx
artérielle
Altération de la tolérance au glucose ou Altération de la
Glucose AN . -
glycémie a jeun (mais sans diabete)

5.2.1.4.3. Définition du programme national de traitement du cholestérol 11l (NCEP : ATP
[, 2001) (Kaur, 2014)

La définition de 'ATP Ill a été présentée en 2001 dans le cadre d'un programme
éducatif pour la prévention des maladies coronariennes. Cette définition a été concue pour
faciliter le diagnostic en pratique clinique et différait de deux facons importantes des autres
définitions. Premiérement, il ne comportait pas de mesure de la résistance a l'insuline en
tant que composant, et deuxiemement, il n'était pas « centré sur le glucose » et traitait les
anomalies du glucose d'une importance égale avec les autres composants pour établir le
diagnostic. Les lignes directrices ATP lll indiquent que le Smet peut étre diagnostiqué
guand une personne a trois ou plus de cinq composants. Ces composants sont : I'obésité

centrale, une élévation du taux de triglycérides, un taux de cholestérol-HDL réduit, une
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tenssion artérielle élevée et une glycémie a jeun élevée. Fait important, la définition de

I'ATP Il comprend le tour de taille comme mesure de |'obésité.

Tableau 20. Critéres diagnostiques proposés pour le diagnostic clinique du Smet
selonl’ATP 11l (Cleeman et al., 2001 ; Kaur, 2014).

Reflstance a Aucune, mais 3 des 5 caractéristiques suivantes
l'insuline
. Tour de taille 2102 cm chez les hommes
Poids
ou 288 chez les femmes
. Tryglicérides = 150 mg / dL HDL-C <40 mg / dL chez les hommes ou < 50
Lipides
mg / dL chez les femmes
Tension artérielle =>130/85mmHg
Glucose > 110mg / dL (comprend le diabete)

5.2.1.4.4. Définition de I’Association américaine d'endocrinologie clinique (AACE)

L’AACE a fait une communication sur le « syndrome de résistance a l'insuline »
(ACETFIR, 2003). Dans ce document, plusieurs facteurs sont listés comme identifiant les
anomalies du syndrome. Ceux-ci comprennent des taux €levés de triglycérides, un
cholestérol-HDL réduit, une tension artérielle élevée et une glycémie élevée a jeun et post-
charge. Des facteurs supplémentaires qui augmentent la probabilité que le syndrome soit
présent, tels que l'obésité et I'hypertension, sont également énumérés. La déclaration de
I'AACE ne donne pas deélibérément de définition spécifique du syndrome et permet au

diagnostic de s'appuyer sur un jugement clinique.
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Tableau 21. Critéres diagnostiques proposés pour le diagnostic clinique du Smet selon
I'AACE, 2003 (Einhorn et al., 2003 ; Kaur, 2014)

Résistance a Altération de la tolérance au glucose, Altération de la glycémie a jeun

l'insuline plus I'un des éléments suivants en fonction du jugement clinique
Poids Indice de masse corporelle = 25 kg/m2
Lipides Tryglicérides = 150 mg / dL HDL-C <40 mg / dL chez les hommes ou

<50 mg/dL chez les femmes

Tension =>130/85mmHg
artérielle
Glucose Altération de la tolérance au glucose, Altération de la glycémie a jeun

(mais sans diabéte)

Autres Autres caractéristiques de la résistance a l'insuline

5.2.1.4.5. Définition de la Fédération Internationale du Diabéte (FID)

L'objectif principal de I'atelier de la FID était de produire un outil de diagnostic simple
a utiliser dans la pratique clinique et dans la recherche dans le monde entier. Cela devrait
faciliter une meilleure compréhension du syndrome et cibler les soins aux personnes qui
bénéficieraient de la réduction du risque cardiovasculaire. Dans cette optique, il a été
décidé d'utiliser comme point de départ la définition de I'ATP Ill de 2001, la modifier et de
la mettre a jour pour refléter les objectifs actuels (Alberti et al., 2006). Par conséquent, bien
gu'il soit reconnu que la résistance a l'insuline est un composant important du Smet, sa
mesure n'est pas essentielle a la nouvelle définition car elle est difficile a mesurer dans la
pratique clinique quotidienne, alors que l'obésité abdominale est beaucoup plus facile a

mesurer.
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Tableau 22. Criteres diagnostiques proposés pour le diagnostic clinique du Smet selon
FID (FID, 2005 ; Kaur ; 2014)

Résistance a

N : Aucune
l'insuline
. Augmentation de I'indice de masse corporelle (spécifiques a la population)
Poids "y .
plus 2 des éléments des suivants
Lipides Tryglicérides = 150 mg / dL ou Tryglicérides. HDL-C <40 mg / dL chez les

hommes ou <50 mg / dL chez les femmes ou sur HDL-C

Tension artérielle

= 130mmHg systolique ou = 85 mm Hg diastolique ou sur I'nypertension Rx

Glucose

>100mg / dL (diabéte inclus)

Autres

Autres caractéristiques de la résistance a l'insuline

5.2.1.4.6. Définition de I'American Heart Association (AHA)

Les critéres de définition du NCEP-ATP Ill ont été confirmés par 'AHA en 2005

avec gquelques modifications.
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Tableau 23. Criteres diagnostiques proposés pour le diagnostic clinique du Smet selon

I’AHA 2005.

Trois critéres parmi les suivantes :

Obésité abdominale : tour de taille

= 102 cm pour les hommes

= 88 cm pour les femmes

Dyslipidémie ou traitement de I'anomalie lipidique

Triglycérides 21,7 mmol / L

HDL-C < 1,03 mmol /L pour les hommes

< 1,30 mmol /L mmol /L pour les femmes

Hypertension artérielle systolique ou diastolique ou
traitement anti-hypresseur

Pression arterielle systolique = 130

Pression arterielle diasystolique= 85

Glycémie a jeun ou traitement de I'anomalie

=56 mmol /L
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5.2.1.4.7. Définition de I'FID et de 'AHA/NHLBI

Afin de fournir plus de cohérence dans les soins cliniques et la recherche des
patients vivants avec le Smet ; FID, National Heart, Lung, and Blood Institute (NHBLI),
AHA, la Fédération mondiale du coeur et I'Association internationale pour I'étude de
'obésité ont publié une déclaration commune en 2009 qui a fourni une définition
"harmonisée" du Smet (Alberti et al., 2009 ; Lam et LeRoith, 2015). Selon cette déclaration
conjointe, un diagnostic du Smet est posé lorsque 3 des 5 facteurs de risques suivants

sont présents :

Tableau 24. Criteres diagnostiques proposés pour le diagnostic clinique du Smet selon
I'FID et TAHA/NHLBI (Lam et LeRoith, 2015).

Mesure Coupe de points par catégories
Tour de taille Définitions spécifiques a la population
et au pays
Triglycérides =150 mg/dL
Cholestérol lipoprotéique a haute Hommes <40 mg / dL
densité (HDL-c) Femmes <50 mg / dL
Pression artérielle =130/ 285
Glucose a jeun 2100 mg/dL
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5.2.1.5. Causes du Smet

5.2.1.5.1. Sédentarité

Etre sédentaire signifie ne pas faire suffisamment d'exercice physique régulier. En
dessous, d’'une activité équivalente a une demi-heure (30 mn) de marche par jour, on est
considéré comme sédentaire (OMS). Ce qui compte, c'est la régularité. En effet, une
personne qui monte 5 étages 7 jours sur 7 est moins sédentaire qu'une personne qui
monte 35 étages une fois par semaine. C'est aussi le type d'effort : on peut aller et venir
toute la journée dans un bureau et étre sédentaire. En revanche, faire le ménage toute la
journée n'est pas de la sédentarité. Au niveau mondial, prés de 31% des adultes agés de
15 ans et plus manquent d’activité physique en 2008 (hommes 28% et femmes 34%).
Environ 3,2 millions de décés chaque année sont attribuables au manque d’exercice. En
2008, la prévalence de la sédentarité était la plus élevée dans les régions des Amériques
et de la Méditerranée orientale (OMS). Dans ces deux régions, prés de 50% des femmes
étaient trop sédentaires, tandis que la prévalence de la sédentarité chez les hommes
s'élevait a 40% dans le continent Américain et a 36% en Méditerranée orientale. La région
de I'Asie du sud-est avait les pourcentages les plus faibles (15% pour les hommes et 1%
pour les femmes). Dans I'ensemble des régions les hommes étaient plus actifs que les
femmes physiquement, la différence la plus nette en matiére de prévalence entre les deux
sexes étant observée en méditerranée orientale. Cela était également le cas dans
pratiguement tous les pays. Plusieurs raisons expliquent ce mode de vie. En effet, les
niveaux actuels de sédentarité sont en partie dus a un manque de pratique de I'exercice
physique pendant les temps de loisirs et a une augmentation des comportements
sédentaires au cours des activités professionnelles et domestiques. De méme, une
augmentation de l'utilisation des modes de transport « passifs » a également été associée
a la baisse des niveaux d’activité physique. La sédentarité fait partie des principales
causes du Smet car elle participe a 'accumulation des graisses abdominales. Par ailleurs,
les risques associés a la sédentarité sont loin d’étre négligeables. Le professeur Michel
Galinier, chef du service de cardiologie au CHU de Toulouse disait qu’au-dela de quatre
heures passées en position assise par jour, chaque nouvelle heure augmente la mortalité
de 2 %, et au-dela de huit heures en position assise par jour, la mortalité augmente de
8 %. Au-dela de dix heures par jour, elle est méme majorée de 34 %. Rester assis peut

donc étre considéré comme étant potentiellement mortel. Rester debout toute la journée
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est différent car cela fait travailler a minima les muscles des jambes et contribue donc a
faire diminuer la mortalité cardiovasculaire. Ainsi, le simple fait de passer de la position
assise a debout, un quart du temps de la journée, diminue d’environ 21 % la mortalité

cardiovasculaire par conséquent le risque de développer les pathologies du Smet.

5.2.1.5.2. Alimentation

L’alimentation désigne, par définition, I'action de s'alimenter. Elle reléve donc de
la nourriture et par conséquent des aliments qui permettent a un organisme de
fonctionner, de survivre. Les aliments qui composent notre alimentation peuvent étre
classés en 7 groupes en fonction de leurs apports en constituants alimentaires
caractéristiques. Les vitamines, les minéraux, les antioxydants et d'autres phytonutriments
devraient étre obtenus par I'alimentation plutdt que par des suppléments, en particulier en
raison des risques et des déseéquilibres associés aux apports excessifs de nutriments
isolés (aliments riches en légumes, Iégumineuses, grains entiers, fruits et noix) (Vaskonen,
2003 ; ADA Reports 2004).

Le déséquilibre alimentaire peut étre & l'origine de l'apparition de symptomes
caractéristiques du Smet. La consommation fréquente de boissons gazeuses et sucrées,
de viandes grasses, de charcuterie et de patisseries favorise I'apparition des facteurs du
Smet. Prés d’'un quart des jeunes et des adultes européens vont vers ce genre de
probléme si I'on ne s’en occupe pas. C’est déja ce qui se passe pour pres de la moitié des
plus de 60 ans aux Etats-Unis en raison de la "malbouffe". Cette "malbouffe" est constituée
de "mauvais gras" dans lequel se perdent les hormones, notamment I'insuline, d’'ou une
résistance a l'insuline : cette hormone, au lieu de jouer son role de contrble de la glycémie,
fait entrer encore plus de gras et de sucre dans les cellules graisseuses de stockage. Elle
s’y noie et parallelement la glycémie ne cesse de monter. Ce méme gras se concentre
dans le foie, provoque une hépatite de stase graisseuse qui conduit au foie gras. Ces
conditions créent un désordre métabolique dans 'organisme et favorisent I'apparition de

maladies chroniques et du Smet.
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5.2.1.5.3. Inactivité physique

L’inactivité physique est un état de repos physique relativement complet qui ne
stimule pas suffisamment les organes humains pour les entretenir et réguler leur
fonctionnement. L’inactivité physique est de plus en plus répandue dans les
comportements des populations mondiales. C’est est un facteur de risque important pour
les maladies chronigues aux conséquences graves. Ses déterminants sont individuels et
socio-environnementaux. Le simple fait de réinstaurer des déplacements a pied et du
mouvement dans la vie de tous les jours améliore la santé, la qualité de vie et la longévité

de la plupart des adultes.

Les personnes inactives réalisent au maximum les actes de la vie quotidienne. La
corrélation entre inactivité physigue et mauvaise santé est un fait établi. Plus les personnes
sont inactives, plus elles sont en mauvaise santé (OMS, 2002). L’inactivité physique des
adultes est un phénomeéne social en extension qui gagne du terrain sur la sédentarité. De
plus, au cours des dernieres années, la condition physique des jeunes s’est détériorée a
tel point qu’'un nombre croissant d’entre eux présente des facteurs de risque de maladies
cardiovasculaires et de diabete de type 2 (CSKQ, 2011).

Le comportement d’inactivité physique persistant pendant plusieurs années
s’associe a un risque d’altérer la santé ou de raccourcir la vie (Sittarame et al., 2013). En
Europe, la morbidité imputable a l'inactivité physique représente 3,5% de la morbidité
globale et 5 a 10% des déces, selon le rapport 2002 de 'OMS (OMS, 2002). C’est la
guatrieme cause de mortalitt au monde. Les conséquences biomédicales les mieux
documentées sont le développement ou I'aggravation des maladies cardiovasculaires et
métaboliques. L’inactivité physique est un cofacteur du développement des multiples

affections chroniques (Sittarame et al., 2013).

L’inactivité physique entraine de sérieuses répercussions sur la productivité et le
nombre d’années de vie de personnes en bonne santé (GACPAISPAH, 2010). La premiére
cause de mortalité évitable dans les pays occidentaux est désormais devenue depuis 2012
l'insuffisance d'activité physique et ceci derriere le tabac. L'insuffisance d'activité physique
tue davantage que le tabac. L'OMS précise que l'inactivité physique est responsable de

10% des déceés évitables en Europe.
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De plus, une personne sur dix dans le monde meurt chaque année en raison de l'inactivité
physique (Lee et al., 2012). L’inactivité physique est un facteur de risque de 'embonpoint,
de l'obésité et de plusieurs maladies chroniques. Cependant, une activité physique
réguliére et soutenue diminue I'apparition des facteurs de risques du Smet (Cook et al.,
2003). La combinaison de perte de poids et d'exercice pour réduire lI'incidence du diabéte
de type 2 chez les patients souffrant d'intolérance au glucose ne devrait pas étre écartée
(Tuomilehto et al., 2001). Non seulement 'augmentation de l'activité physique aide a la
perte de poids mais elle a également des effets bénéfiques sur les autres facteurs de
risque meétaboligues et surtout réduit le risque des maladies cardiovasculaires

artérioscléreuses globales (Franklin et al., 2004).

5.2.1.6. Mécanismes d’actions

5.2.1.6.1. Résistance a I'insuline

L'hypothése la plus acceptée et la plus unificatrice pour décrire la physiopathologie
du Smet est la résistance a l'insuline. La résistance a l'insuline a traditionnellement été
définie avec une vue glucocentrique, c'est-a-dire lorsqu'un défaut d'action de l'insuline
entraine une hyperinsulinémie a jeun pour maintenir I'euglycémie (Eckel et al., 2005).
Cependant, avant méme qu'une hyperinsulinémie a jeun ne se développe, il existe une

hyperinsulinémie postprandiale.

L'une des causes majeures du développement de la résistance a l'insuline est la
surabondance d'acides gras circulants. L'insuline est importante a la fois pour l'antilipolyse
et pour la stimulation de la lipoprotéine lipase. Il faut noter que la voie d'action de l'insuline
la plus sensible est l'inhibition de la lipolyse dans le tissu adipeux (Jensen et al., 1989 ;
Eckel et al., 2005). Ainsi, lorsque la résistance a l'insuline se développe, la lipolyse des
molécules de triacylglycérol stockées dans le tissu adipeux produit plus d'acides gras, ce

qui peut inhiber I'effet de l'insuline I'antilipolyse, créant une lipolyse supplémentaire.

En atteignant les tissus sensibles a l'insuline, les acides gras excédentaires créent
une résistance a l'insuline par la disponibilité supplémentaire du substrat et en modifiant
la signalisation en aval. Dans le muscle, les acides gras peuvent altérer I'activation de la
protéine kinase C-A (Kim et al., 2002). Dans le foie des rats nourris avec un régime riche

en graisses, la résistance a linsuline peut étre attribuée a une anomalie de la
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phosphorylation de la tyrosine du substrat 1 du récepteur de linsuline stimulée par
l'insuline et du substrat 2 du récepteur de l'insuline. Ces changements sont associés a
I'activation de la protéine kinase C et c-Jun N-terminal kinase-1 (Samuel et al., 2004).
Cependant, dans le foie, il semble y avoir une certaine discordance dans les effets
métaboliques des acides gras libres sur le métabolisme du glucose et des lipides a
meédiation par l'insuline. Alors que les acides gras circulants augmentent la production de
glucose hépatique et diminuent l'inhibition de la production de glucose par l'insuline, la
lipogenése, une voie liée aux effets stimulants de ces acides et de l'insuline sur la protéine

de liaison des éléments de réponse au stérol, continue (Eckel et al., 2005).

Les changements biochimiques dans les voies de signalisation médiées par
l'insuline se traduisent également par des diminutions du transport du glucose induit par
I'insuline et du métabolisme dans le Smet (Eckel et al., 2005).

5.2.1.6.2. Obésité et augmentation du tour de taille

Mécaniquement, une distinction entre un grand tour de taille en raison de
'augmentation du tissu adipeux sous-cutané par rapport a la graisse viscérale est discutée.
Cette distinction peut étre faite avec la tomodensitométrie ou l'imagerie par résonance
magnétique (Lee et al., 2004). Avec des augmentations du tissu adipeux intra-abdominal
ou viscéral, on peut s'attendre a un flux plus élevé d'acides gras libres dérivés du tissu
adipeux vers le foie par la circulation splanchnique, alors qu'une augmentation de la
graisse sous-cutanée abdominale libérerait les produits de lipolyse dans la circulation
générale et éviterait des effets plus directs sur le métabolisme hépatique (production de
glucose, synthése de lipides et sécrétion de protéines prothrombotiques comme le
fibrinogene et l'inhibiteur de I'activateur du plasminogéene 1) (Aubert et al., 2003). Malgré
ces différences potentielles dans les mécanismes liés a la distribution excessive des tissus
adipeux abdominaux, le diagnostic clinique du Smet ne fait pas de distinction entre les
augmentations de graisse sous-cutanée et viscérale. Pourtant, par un mécanisme lié au
flux et au métabolisme des acides gras libres, la prédominance relative du tissu adipeux
viscéral plutét que sous-cutané avec un tour de taille croissant chez les Asiatiques et les
Indiens d'Asie rend la prévalence relative du syndrome élevée dans un contexte hygiéno-
diététique inapproprié (Bajaj et al., 2004). Cependant, il existe des preuves que la libération
élevée d'acides gras libres postprandiale chez les femmes obéses du haut du corps

provient de la graisse du haut du corps non splanchnique et non du dép6t viscéral (Guo et
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al., 1999). Ces résultats suggérent que la graisse viscérale pourrait étre un marqueur pour,

mais pas la source de I'exces d'acides gras libres postprandiaux dans l'obésitée.

5.2.1.6.3. Intolérance au glucose

Les défauts de l'action de l'insuline dans le métabolisme du glucose comprennent
des déficiences dans la capacité de I'hormone a inhiber la production de glucose par le
foie et les reins et a réguler I'absorption du glucose et le métabolisme dans les tissus
insulino-sensibles. La relation entre I'hyperglycémie a jeun ou l'altération de la tolérance
au glucose et de la résistance a l'insuline est bien étayée par des études sur des humains,
des primates non humains et des rongeurs (Eckel et al., 2005). Pour compenser les
défauts de l'action de l'insuline, la sécrétion de l'insuline doit étre modifiée pour maintenir
l'euglycémie. Si cette compensation échoue, les défauts de la sécrétion d'insuline
prédominent (Eckel et al., 2005).

La résistance a l'insuline dans les cellules des 1lots pancréatiques implique que les
signaux qui générent une sécrétion d'insuline glucose-dépendante ont été modifiés de
maniére défavorable et les acides gras sont des candidats de choix. Bien que les acides
gras libres puissent stimuler la sécrétion d'insuline, I'exposition croissante et prolongée a
des concentrations excessives entraine une baisse de la sécrétion d'insuline (Lee et al.,
1994). Le mécanisme de cette altération a été attribué a la lipotoxicité par plusieurs

mécanismes différents possibles (Yaney et al., 2003).

Lorsque le récepteur de l'insuline est délété dans le muscle squelettique, il n'y a pas
d'hyperglycémie (Bruning et al., 1998) ; cependant, I'élément spécifique du récepteur de
l'insuline entraine une intolérance progressive au glucose et au diabete (Kulkarni et al.,
1999). Chez les personnes ayant le diabéte, le stress de I'environnement insulino-résistant
sur la fonction de la cellule provoque une intolérance au glucose et finalement un risque

plus élevé de diabéte et par conséquent de Smet.
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5.2.1.7. Conséguences

Les conséquences du Smet sur la santé sont nombreuses. Certaines de ces

conséquences seront abordées dans ce travail.

5.2.1.7.1. Obésitée

L'obésité est un exces de poids pour une stature donnée en raison d'une
augmentation de la masse adipeuse (OMS, 1999). L'obésité abdominale est le paramétre
de graisse corporelle le plus étroitement associé au Smet (NCEP, 2002 ; Carr et al., 2004).
Les définitions de I'obésité abdominale varient selon la population (Eckel et al., 2005). La
prise en charge clinique de I'obésité doit respecter plusieurs principes bien établis (Grundy
et al., 2004). Une réduction efficace du poids améliore tous les facteurs de risque associés
au Smet (CGIETOOA, 1998) et réduit davantage le risque de diabéete de type 2 (Knowler
et al., 2002 ; Zimmet et al., 2003).

A ce jour, les médicaments de perte de poids n'ont pas été particulierement
efficaces pour le traitement de l'obésité : quelque part aux Etats-Unis, la chirurgie
bariatrique est de plus en plus utilisée pour traiter les patients atteints d'obésité morbide
(Brolin, 2002). L'efficacité et la sécurité de la chirurgie bariatrique chez les patients atteints
du Smet ont été assez encourageantes, 95% des patients ayant été libérés du syndrome
un an apres l'opération (Lee et al., 2004). Des périodes d'observation plus longues aprés

la stabilisation du poids sont cependant nécessaires.

L'obésité contribue a I'hypertension, a un taux élevé de cholestérol sérique, a un
faible taux de cholestérol-HDL et a I'hyperglycémie et s'accompagne d'un risque accru de
maladies cardiovasculaires (Carr et al., 2004 ; Eckel et al., 2005 ; Standl, 2005). L'obésité
abdominale est particulierement corrélée avec les facteurs de risques métaboliques.
L'excés de tissu adipeux libére plusieurs produits qui exacerbent apparemment ces
facteurs de risque. lls comprennent les acides gras non-estérifiés, les cytokines, l'inhibiteur
de l'activateur du plasminogene-1 et l'adiponectine. Un niveau élevé d'acide gras non
estérifies plasmatiques surcharge le muscle et le foie avec des lipides, ce qui contribue a
l'état de résistance a linsuline. Des niveaux élevés de C-reactive protein (CRP)
accompagnant l'obésité peuvent signifier un excés de cytokine et un état pro-

inflammatoire. Un inhibiteur de l'activateur du plasminogene-1 élevé contribue a un état
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prothrombotique, tandis que les faibles niveaux d'adiponectine qui accompagnent lI'obésité

sont en corrélation avec I'aggravation des facteurs de risque métaboliques.

Plusieurs changements délétéres dans le métabolisme des lipides sont souvent
observés chez les personnes obeses. Ces changements sont plus étroitement corrélés
avec la quantité de graisse viscérale plutét que la graisse corporelle totale. En général,
l'obésité a tendance a élever le taux de cholestérol total et de triglycérides plasmatiques a
jeun et a réduire les taux plasmatiques de cholestérol-HDL. Bien que les taux plasmatiques
de cholestérol-LDL restent Iégerement élevés ou normaux, les petites particules de
cholestérol-LDL athérogeénes denses tendent a augmenter en particulier chez les patients
présentant une résistance a linsuline associée a une adiposité viscérale. Ces

changements augmentent le risque d'athérosclérose.

5.2.1.7.2. Diabéte de type 2

Le diabéte se caractérise par une hyperglycémie chronique, c’est-a-dire un exces
de sucre dans le sang. Les personnes non diabétiques mais qui développent déja les
symptdmes du Smet courent un risque tres €levé pour le développement du diabete de
type 2. Le risque de diabete est jusqu'a cinqg fois plus élevé chez les patients atteints du
Smet (Stern et al., 2004). Ceci est principalement dd au fait que la dérégulation du glucose
est souvent déja présente. Il est important de souligner qu’'une personne atteinte de Smet
est deux a quatre fois plus exposé a un accident cardiovasculaire (Nakagami et al., 2004).
Les données de Framingham ont montré que la plupart des hommes atteints de diabete
avaient un risque de maladies coronariennes sur 10 ans : 20% ; en revanche les femmes
ont rarement dépassé le niveau de 20%. Certaines autorités estiment que I'amélioration
de I'évaluation des risques chez les personnes atteintes de diabéte cliniguement utile dans
la gestion des risques. Les investigateurs d'Oxford ont donc développé un moteur de
risque (disponible sur le World Wide Web) (OCDEMDTU, 2003) basé sur une grande base
de données UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) qui contient 500 types de maladies
cardiovasculaires. Il differe de l'algorithme de Framingham en ce qu'il inclut une mesure
de la glycémie et de la durée du diabéte. Des enquétes menées aupres d'autres
populations diabétiques par des chercheurs du UKPDS ont montré que les équations de

Framingham sous-estiment considérablement le risque de maladies coronariennes et
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d'accidents vasculaires cérébraux, tandis que le moteur de risques UKPDS fournit une

estimation plus robuste.

5.2.1.7.3. Maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont les maladies qui concernent le coeur et
la circulation sanguine. Dans les pays occidentaux, l'expression la plus courante est
la maladie coronarienne. L'une des principales observations concernant le regroupement
des troubles métaboliques est l'association de ces caractéristiques avec un risque accru

de maladies cardiovasculaires.

Puisque le Smet comprend des facteurs de risque de maladies cardiovasculaires,
on peut s'attendre a ce que le syndrome soit un prédicteur important de ces maladies. Il
est établi que plusieurs facteurs de risque conférent plus de risques qu'un seul facteur de
risque. Les conclusions qui ont mené au développement du score de risque de
Framingham (SRF) sont basées sur cette observation (Cornier et al., 2008). L'ATP Il a
souligné que le risque de maladies cardiovasculaires peut étre réduit par la modification
des facteurs de risque au-dela de la diminution du cholestérol-LDL (ATP 11, 2001). Ainsi,
le Smet a été identifié comme un regroupement de facteurs qui augmentent encore le

risque de maladies cardiovasculaires.

La grande majorité des études a montré que les patients atteints de Smet ont plus
de maladies cardiovasculaires (Lakka et al., 2002 ; Hu et al., 2004 ; Jeppesen et al., 2007 ;
Cornier et al., 2008). En effet, une étude de I'étude Botnia, impliquant plus de 4000 adultes
finlandais et suédois, a montré que ceux qui avaient le Smet selon les criteres de 'OMS
de 1999 étaient trois fois plus susceptibles d'avoir des antécédents de maladies
coronariennes que ceux sans syndrome. De plus dans une étude qui comprenait 36
différents rapports, il fut rapporté un risque important de troubles cardiovasculaires et des
déces chez des personnes atteintes de Smet (Cornier et al., 2008). Plusieurs travaux
menés par des chercheurs ont également associé la présence du Smet a une
augmentation significative de la mortalité cardiovasculaire (Hong et al., 2007 ; Cornier et
al., 2008 ; Craen et al., 2008).
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5.2.1.7.4. Dyslipidémie

La dyslipidémie désigne une concentration trop €levée d'un ou plusieurs lipides
présents dans le sang : le cholestérol et les triglycérides. Elle se caractérise également
par un spectre d'anomalies lipidiques qualitatives reflétant des perturbations dans la
structure, le métabolisme et les activités biologiques des lipoprotéines athérogenes et des
cholestérols-HDL anti-athérogénes, qui incluent une élévation des lipoprotéines contenant
l'apolipoprotéine B, des particules de cholestérols-LDL et de faibles niveaux de
cholestérols-HDL.

En général avec l'augmentation du flux d'acides gras libres vers le foie, il se produit
une production accrue de lipoprotéines de trés basse densité riches en triglycérides
contenant de I'apolipoprotéine B (Lewis et al., 1995).

Une perturbation majeure des lipoprotéines dans le Smet est la réduction du
cholestérol-HDL. Cette réduction est une conséquence des changements dans la
composition et le métabolisme du cholestérol-HDL. La modification de la composition des
lipoprotéines entraine également une augmentation de I'élimination du cholestérol-HDL
(Brinton et al., 1991). La relation entre ces changements de cholestérol-HDL et
l'insulinorésistance est probablement indirecte, en liaison avec les changements du

métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides.

La résistance a l'insuline entraine une dyslipidémie athérogéne de plusieurs fagons.
Tout d'abord, linsuline supprime la lipolyse dans les adipocytes de sorte qu'une
signalisation d'insuline altérée augmente la lipolyse, ce qui entraine une augmentation du
taux de matiéres grasses. Dans le foie, les acides gras libres servent de substrat pour la
synthese des triglycérides. Les acides gras libres stabilisent également la production de
I'apolipoprotéine B, la plus grande lipoprotéine des particules de lipoprotéines de trés
basse densité, ce qui se traduit par une production plus importante de lipoprotéines de tres
basse densité. Deuxiémement, l'insuline dégrade l'apolipoprotéine B par des voies
dépendant de la phosphoinositide 3-kinase de sorte qu'une résistance a linsuline
augmente directement la production de lipoprotéines de trés basse densité. L'insuline
régule l'activité de la lipoprotéine lipase, limitante et médiatrice majeure de la clairance des
lipoprotéines de trés basse densité. Ainsi, I'nypertriglycéridémie dans la résistance a
l'insuline résulte a la fois d'une augmentation de la production de lipoprotéines de trés

basse densité et d'une diminution de la clairance des lipoprotéines de tres basse densite.
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Ces anomalies sont étroitement associées a un stress oxydatif accru et a un
dysfonctionnement endothélial, renforcant ainsi le caractere pro-inflammatoire des

maladies macrovasculaires artérioscléreuses.

5.2.2. Effets du cacao et produits dérivés sur le Smet

5.2.2.1. Cacao, chocolat, obésité

L’obésité est I'un des principaux facteurs dans le développement des maladies
cardiovasculaires (Latif, 2013). La cause fondamentale de I'obésité et du surpoids est un
déséquilibre énergétique entre les calories consommeées et dépensées. Comme certains
aliments, le cacao contient une importante quantité de matieres grasses faisant de lui un
aliment trés énergétigue. Le cacao contient également des composés chimiques qui
réduisent I'obésité. Les composés responsables seraient les flavanols. En effet il fut
démontré que les flavonoides peuvent réduire la masse corporelle via la synthése des
acides gras et contribué a 'amélioration de la dépense énergétique. Cette capacité de ces
flavanols a stimuler le métabolisme oxydatif en améliorant la structure et la fonction de la
mitochondrie est 'un des meilleurs mécanismes qui explique la diminution de l'indice de
masse corporelle chez un sujet (Gutiérrez-Salmean et al., 2015).

Katz et al., (2011) ont montré que les épicatéchines augmentent I'expression de
certains co-activateurs transcriptionnels tels que le co-activateur récepteur-gamma activé
par un proliférateur de Peroxisome-1 alpha (PGC-1a). Cette protéine stimule des voies
thérapeutiques telles que celles de la mitochondriogenése. Higashida et al., (2009)
rapportent également que cette protéine favorise 'augmentation de la glycémie et des
lipides en activant la B-oxidation (Gutiérrez-Salmean et al., 2015).

La satiété influe sur la morphologie des personnes obéses. Lee, (2006) rapporte
dans son étude que le cacao et ses produits dérivés présentent un effet anorexigene. Cela
diminue I'apport calorique et tend a induire une perte de masse corporelle (Gutiérrez-
Salmean et al., 2015).

Une étude pré-clinique sur des rats soumis a une alimentation riche en matiéres
grasses provenant du cacao pendant vingt-un jour a montré que le cacao diminue
significativement la masse corporelle, le taux de tissus adipeux et la triglycéridémie (Latif,
2013). Une analyse ADN fut effectuée sur certains organes. Cette étude a révélé une

réduction de I'expression de certains génes favorables au transport des acides gras et une
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augmentation de I'expression des génes associés a la thermogénese (Latif, 2013). Il est
important de souligner que les polyphénols responsables de ces effets n'ont pas été

identifiés lors de cette étude.

5.2.2.2. Cacao, chocolat, résistance a l'insuline

Les polyphénols influent sur le métabolisme des glucides en améliorant la libération
de l'insuline et I'absorption du glucose au niveau des cellules (Solayman et al., 2016).

Les polyphénols du cacao stimulent la sécrétion d’insuline et favorisent la réduction
de la production de glucose hépatique. Cependant, ces composés bioactifs améliorent
aussi la consommation du glucose dépendante (Kim et al., 2016).

Une consommation d’aliments composés de haute teneur en polyphénols tels que
le cacao prévient les symptdomes du Smet (Rios et al., 2015) et améliore la résistance a
l'insuline (Isomaa et al., 2001 ; Pajunen et al., 2011 ; Gutiérrez-Salmeéan et al., 2015).

Jalil et al., (2008) ont montré que les fibres ou extraits de cacao améliorent la
sensibilité a linsuline. Des travaux similaires ont été menés par d’autres scientifiques.
Sanchez et al., (2010) ont également abordé dans le méme sens (Fernandez-Murga et al.,
2011). Cependant, les études de Muniyappa et al.,, (2013) n’ont souligné aucun
changement au niveau de la sensibilité a I'insuline aprés 15 jours de consommation chez
des sujets avec une tension artérielle élevée.

Ces contradictions au niveau des résultats peuvent laisser croire que les effets du
cacao concernant la sensibilité ou résistance a l'insuline ne peuvent pas étre seulement
I'affaire des composés polyphénoliques mais aussi d’autres composés présents dans le
cacao.

De plus, une étude conduite par Grassi et al., (2005) a rapporté qu’une administration de
chocolat noir a été suivie par une augmentation de la sensibilité a I'insuline chez des sujets
en bonne santé (Franco et al., 2013).

Cependant les résultats de Osakabe, (2013) ont montré qu'une consommation
réguliere de produits riches en flavonoides influe sur les facteurs de risques du Smet tels
gue la dysglycémie. Mais ces résultats doivent étre pris avec réserve car ils ne disent pas
si cette étude a été conduite avec le cacao.

Nous retenons que l'insuline joue un réle important dans les maladies du Smet. En

effet, I'insensibilisation des récepteurs cellulaires membranaires chez des sujets a cette
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hormone peptidique augmente le taux de glycémie sanguin. Cela entraine une situation
d’intolérance au glucose et par conséquent le début d’'un diabéte de type 2.
Par ailleurs, plusieurs de ces études ont montré des résultats avec des incertitudes et donc

doivent étre pris avec beaucoup de prudence.

5.2.2.3. Cacao, chocolat, dyslipidémie

Les anomalies lipidiques jouent un réle dans les symptémes du Smet. Le cholestérol
présent dans l'organisme a une double origine. Il provient premiérement de I'alimentation
(300 & 700 mg / jour) ou peut étre biosynthétisé (700 a 1250 mg / jour).

Les matieres grasses contenus dans le cacao sont essentiellement composées de
triglycérides. Kris-Etherton et al., (2002) ont montré qu’'une consommation d’acides gras
saturés peut étre associée aux maladies du cceur. Cependant leurs travaux n’ont montré
aucun effet de I'acide stéarique sur le cholestérol-LDL du plasma. Selon Jones et al.,
(1999) la teneur de cet acide gras est inférieure a celle des autres dans I'organisme.
L’acide stéarique est par ailleurs faiblement absorbé. En outre, selon Mursu et al., (2004)
les lipides contenus dans le chocolat inhibent I'oxydation des cholestérols-LDL.

Le chocolat riche en polyphénols améliore le profil des lipides du sang en
augmentant le taux de cholestérol-HDL et abaissant celui du cholestérol-LDL (Al-Dujaili et
al., 2013).

Des études ont également montré les effets bénéfiques du cacao sur les lipides du
sang. Ces effets ne sont pas liés aux matieres grasses mais plutét aux polyphénols
présents dans le cacao, en particulier aux flavonoides antioxydants (Galli, 2013). Les
travaux de Baba et al., (2007) ont rapporté que ces polyphénols ont réduit 'oxydation du
cholestérol-LDL et la concentration du cholestérol-LDL oxydés. La dose de cacao utilisé
dans cette étude estde 15a 75 g/ jour.

Des études comparatives ont été effectuées évaluant les effets de différentes
préparations de produits dérivés de cacao contenant des quantités croissantes de
polyphénols. Les travaux conduits par Wan et al.,, (2001) ont montré une relation
significative entre ces polyphénols et les taux de cholestérol-LDL. Il est important de
souligner que la dose moyenne de chocolat est de 30 g/ jour. Cet auteur dans cette méme
étude a réussi a montré qu’'une consommation réguliére de 40 g de chocolat par jour
augmente les effets des polyphénols qu’il contient sur les cholestérols-HDL. Les études

similaires menées par Mursu et al., (2004) ont également abondé dans le méme sens.
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Leurs travaux se sont effectués avec une dose de 75 g / jour de chocolat. Cependant ces
précédentes études n’ont pas spécifié les molécules responsables de ces effets. D’autres
études de Mursu et al., (2004) ont montré qu’'une consommation pendant un mois de 22 g
de cacao contenant 446 mg de procyanidines par des sujets bien portants favorise la
réduction du temps d’oxydation de 8% du cholestérol-LDL. Cependant les travaux de
certains scientifiques ont démontré le contraire. Les recherches de Vinson et al., (2006)
ont rapporté que les polyphénols du cacao ont prolongé le temps de latence de I'oxydation
des LDL+VLDL (Galli, 2012).

Aussi, il fut rapporté par les études de Mellor et al., (2010) que la consommation
réguliere du cacao a protégé des patients atteints du diabéte de type 2 contre un profil
lipidique athérogéene (De Araujo et al., 2016).

D’autres études ont été menées avec de petites doses de chocolat. Dans une
analyse conduite par Jia et al., (2010), 215 sujets se sont vus administrés du chocolat.
Dans leurs travaux, ces scientifiques ont observé une Iégéere diminution du cholestérol total
et LDL. Aucun effet significatif n’a été mentionné au sujet des cholestérol-HDL (De Araujo
et al., 2016).

Puisque le cacao contient des acides gras saturés, il est possible d’en déduire
gu’'une consommation réguliere de cette denrée augmente la teneur de cholestérol-LDL
présent dans l'organisme. Cependant les études de Galli, (2012) ont rapporté qu’une

consommation réguliére de chocolat favorise la réduction de cholestérol-LDL

5.2.2.4. Cacao, chocolat, hypertension artérielle

L’hypertension artérielle se traduit par une hausse anormale de la pression du sang
sur les parois des arteres.

Dans une étude conduite par Buijsse et al., (2006), ces auteurs ont montré que le
cacao a un effet sur les sujets hypertendus et pré-hypertendus (Ried, 2013 ; Correa-Matos
et Christie, 2013 ; Gutiérrez-Salmean et al., 2015).

De plus, la tension artérielle systolique de base et la pression diastolique chez les
sujets ayant consommé du cacao diminua par rapport a celles des témoins (personnes
n‘ayant pas consommé du cacao). Cependant, les sujets avec une consommation
importante de cacao avaient une tension artérielle systolique de base inférieure que ceux
gui en ont consommeé moins (Lippi, 2009 ; Gutiérrez-Salmean et al., 2015).

Par ailleurs dans une étude menée a grande échelle au Pays-Bas, Il fut constaté
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gue les sujets qui ont consommé régulierement du chocolat avait une tension artérielle
plus faible que ceux qui n’en consommaient pas (Latif, 2013). Les travaux de cet auteur
ont également rapporté que la consommation de barres de chocolat noir pendant deux
semaines réduit la tension artérielle systolique chez les jeunes sujets sains et chez les
personnes du troisieme age. Il estimportant de souligner que ces études épidémiologiques

n’expliquent pas le mécanisme par lequel le cacao agit sur la pression artérielle.

5. 2.3. Effets du cacao sur les complications du Smet

5.2.3.1. Cacao, chocolat, dysfonctionnement endothéliale

Le dysfonctionnement endothélial et les symptdmes du syndrome métabolique
évoluent en fonction de I'état nutritionnel d’un individu. La littérature rapporte que le
dysfonctionnement de I'endothélium apparait en méme temps que le dysfonctionnement
vasculaire. Ces deux marqueurs précedent les maladies liées au systeme cardiovasculaire
(Davison et Howe, 2015).

La consommation de produits a base de cacao a un effet important sur la fonction
cardiométabolique (Schini-Kerth, 2014 ; Davison et Howe, 2015 ; Sansone et al., 2015).

Les travaux de Helm et Macdonald (2015) ont rapporté que les flavanols du cacao
réduisent les risques de maladies cardiovasculaires. Cependant, les quantités de ces
composés agissantes n’ont pas été définies dans cette étude.

Il est vrai que la consommation du cacao et ses produits dérivés a été souligné par
plusieurs scientifiques pour promouvoir la santé cardiovasculaire. Cependant, les résultats
des scientifiques sur les effets protecteurs du chocolat sont souvent controversés.

Dans une étude, quatre groupes de souris se sont vus injectés du chocolat a
différentes concentrations en polyphénols. Les résultats obtenus ont révélé les effets
défavorables sur la santé vasculaire chez ces sujets. Ces auteurs ont donc déduit que les
effets du cacao sur la santé cardiométabolique est attribuée a la composition et la quantité
de chocolat consommé (Yakala et al., 2013).

Les anthocyanidines et les flavanols contenus dans le cacao influencent I'apparition
de risque de diabete de type 2 et les dysfonctionnements vasculaires (Van Dam., 2013 ;
Osakabe, 2013). Le chocolat riche en polyphénols favorise la protection contre le
dysfonctionnement endothélial chez les patients atteints de diabete sucré de type 2 (Zomer
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et al.,, 2012 ; Mellor, 2013 ; Grassi, 2013). Le chocolat avec une teneur élevée en
polyphénols contribue a améliorer la fonction endothéliale chez les sujets hypertendus
(Nogueira et al., 2012).

Cependant, des contradictions ont été rapportés par d’autres chercheurs. Leurs
travaux n’ont réussi a établir aucune relation entre la consommation du chocolat et la
prédominance du Smet (Tokede et al., 2012). Il est vrai que le cacao et ses produits dérivés
influencent la santé cardiovasculaire, mais des recherches plus approfondies pour
clairement identifier les molécules agissantes et les quantités maximales de biocomposés

doivent étre menées.

5.2.3.2. Cacao, chocolat, stress oxydant

Le chocolat noir agit dans la correction de certaines perturbations métaboliques en
agissant sur I'activité cholinergique (Madhavadas et al., 2016).

Par ailleurs, a linstar des facteurs de risque dapparition de maladies
cardiovasculaires, de la sensibilité a I'insuline, du cholestérol contenu dans le sérum et de
la fonction endothéliale ; le cacao intervient également dans la diminution du stress
oxydant et I'agrégation des plaquettes (Cordero-Herrera et al., 2015 ; Loffredo et al., 2016).

En outre, les polyphénols du cacao favorisent la survie et le bon fonctionnement
des cellules béta pancréatiques chez les rats (Fernandez-Millan et al., 2015). Aussi ces
polyphénols contenus dans les produits naturels interviennent également dans la
restauration, l'intégrité et la physiologie des cellules béta. Des études expérimentales
effectuées avec les animaux et des humains ont montré que ces composés optimisent le
processus cognitif (Dragan et al., 2015).

Une étude comparative conduite par des scientifiques a permis d’évaluer I'impact
des composés chimiques rencontrés dans deux substances naturelles (cacao et
capuassu) sur le Smet. Certains parametres y compris le stress oxydatif et les activités
des enzymes ont été étudiés. Les résultats ont rapporté que ces deux extraits associés
au régime de matiéres grasses ont favorisé la réduction de I'oxydation des lipides par
modeération des lésions hépatiques. De plus, une augmentation des activités antioxydantes
des tissus et plasma furent constatés. Ces résultats rapportent que les composeés actifs

du cacao agissent sur le processus oxydatif (Amiot et al., 2016).
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5.2.3.3. Cacao, chocolat, inflammation

Les polyphénols rencontrés dans le cacao sont associés aux réactions anti-
inflammatoires de I'organisme. Perez-Cano et al., (2009) ont montré que les procyanidines
et les dimeres de flavonoides rencontrés dans le cacao ont un réle anti-inflammatoire et
modulent la sécrétion des médiateurs biologiques tels que les cytokines et 'oxyde nitrique
(Mao et al., 2000 ; Lee et al., 2006 ; Ramiro-Puig et al., 2007 ; Al-Dujaili et al., 2013 ;
Castell et al., 2013). En outre les études de Sies et al., (2005) ont rapporté que les
polyphénols contenus dans le cacao diminuent l'inflammation en utilisant plusieurs
mécanismes (Sanbongi et al., 1997 ; Lippi et al., 2009 ; Al-Dujaili et al., 2013).

Le cacao diminue la concentration des protéines C réactives sériques, marqueurs
biologiques qui jouent un réle important dans les réactions inflammatoires (Badrie et al.,
2015).

Le cacao réduit aussi I'inflammation en inhibant I'activation des cellules T et B et
interviennant également dans la réduction de la production de I'interleukine-2 (Lippi et al.,
2009).

Le cacao favorise la réduction de la synthése de TNF-q, IL-1 et d’IL-6. En effet, en
fonction des différents traitements effectué avec le cacao, 'ARNm de l'interleukine-1 reste
a un niveau trés bas et I'expression de TARNm du TNF-a induit par les lipopolysaccharides
(LPS) est réduite. Le cacao ayant réduit la production de TNF-a influe sur les niveaux de
I'acide ribonucléique messager (ARNm) de l'interleukine-6 (Andujar et al., 2012).

Les effets exercés par les polyphénols du cacao sont produits au niveau
transcriptionnel. En effet, activé par de nombreux stimuli incluant les cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a), les mitogénes de cellules T et B, les bactéries et les
lipopolysaccharides ; le facteur de transcription « nuclear factor-kappa B » (NF-Kb) est
régulé par les flavanols du cacao (Andujar et al., 2012). En effet, les flavonoides du cacao
favorisent l'inhibition de I'activation du NF-Kb. Cela entraine une réduction de I'activité de
la liaison NF-kB - ADN (acide désoxyribonucléique) dont le but est la réduction de la
production de I'interleukine-2 (Andujar et al., 2012).

Le chocolat par ses effets anti-inflammatoires inhibe la voie de la lipoxygénase.
Cette enzyme protéique catalyse I'oxydation des acides gras.

L’(-)-épicatéchine est le flavonoide majoritaire qui inhibe les activités de la

dioxygénase, la leucotriene A4 synthase et celles de la 5-lipoxygénase. En effet d’aprés
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les travaux de Schewe et al., (2002), ces enzymes interviennent dans les effets anti-
inflammatoires putatifs des produits a base de cacao chez ’homme (Badrie et al., 2015).

Mao et al., (2000) ont également montré dans leurs études qu’en plus de I'(-)-
épicatéchine, d’autres flavonoides interviennent dans la modulation des cytokines y
compris le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et le facteur de croissance
transformant béta (TGF-B) (Lippi et al., 2009).

Cependant les travaux conduits par Mathur et al., (2002) n’ont pu démontrer I'impact
du chocolat sur certains marqueurs biologiques responsables de I'inflammation y compris
I'interleukine-6 (Lippi et al., 2009).

5.3. Autres effets santé du cacao et produits dérivés

5.3.1. Cacao, chocolat, systeme nerveux central

Le systéme nerveux est un systéme biologique responsable de la coordination des
actions avec l'environnement extérieur et de la communication rapide entre les différentes
parties du corps. Le systeme nerveux a un role de réception, de traitement, d'intégration
et d'émission des messages nerveux. Le rbéle du systeme nerveux peut étre influencé par
plusieurs composés chimiques. Entre autres 'oxyde nitrique. Ce composé joue un role
important de neurotransmetteur entre les cellules nerveuses. Toutefois, il joue également
un role clé dans la circulation cérébrale ou il favorise la perfusion cérébrale (De Araujo et
al., 2016). Plusieurs aliments tels que le cacao et ses produits dérivés peuvent améliorer
la disponibilité de I'oxyde nitrique.

Selon De Araujo et al., (2016), le flux sanguin est amélioré par la consommation du
chocolat riche en flavanols. La stimulation de la biodisponibilité de I'oxyde nitrique par le
chocolat est a I'origine de I'amélioration de ce flux sanguin (Pate et al., 2008). De plus, Il
fut constaté que la vitesse du flux sanguin des sujets augmenta apres consommation du
cacao (Francis et al., 2006 ; Sorond, 2008 ; Field et al., 2011 ; Walters et al., 2012 ; Latif,
2013).

Sorond et al., (2010) ont réussi a montrer des changements de la vitesse du flux
sanguin mesurée par la technique d’Imagerie de perfusion par marquage de spins et de
I'imagerie par résonance magnétique (IRM). Larsson et al., (2012) démontrent que la

consommation du chocolat favorise la réduction des accidents vasculaires cérébraux.
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Les polyphénols du cacao jouent un réle dans la réduction des maladies liés aux
neurones tels que la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (De Araujo et al.,
2016).

Le cacao intervient dans la réduction de I'expression de certains peptides tels que
la calcitonine. Cet élément est responsable des inflammations des cellules souches au
niveau du cerveau et le développement de la migraine (Li et al., 2008).

Les travaux de Bisson et al., (2008) montrent que les polyphénols du cacao
retardent I'apparition des effets cognitifs du cerveau. Ces effets ont un rapport avec I'age
et jouent un réle important dans 'augmentation de la dopamine urinaire.

Nurk et al., (2009) montrent une amélioration des fonctions orchestrées par
le cerveau aprées une consommation du chocolat.

Les flavonoides du cacao sont des polyphénols qui pour certains auteurs
contribuent a I'écoulement des Iésions des cellules nerveuses (Badrie et al., 2015).

Les flavonoides représentent des médicaments pour lutter contre les inflammations
des cellules nerveuses (Spencer et al., 2012). Ces flavonoides ont un impact positif dans
'apprentissage et sur la mémoire humaine (Sorond et al., 2008).

Il fut prouvé que la mort des cellules du systeme nerveux des personnes ayant la
maladie d’Alzheimer a pour principale voie I'apoptose (Badrie et al., 2015). En effet,
certains composeés tels que le 4-hydroxynonénal sont présents dans le cerveau des
personnes atteints de la maladie d’Alzheimer et ce sous 'action de I'apoptose et du stress
oxydatif. Les marqueurs de mort de ces cellules nerveuses par voie apoptotique auraient

été bloqués par le cacao (Badrie et al., 2015).

5.3.2. Cacao, chocolat, systéme cardiovasculaire

Les données actuellement disponibles indiquent que la consommation quotidienne
de chocolat riche en cacao ou d'extraits de cacao enrichis en polyphénols réduit le risque
de maladies cardiovasculaires (Gémez-Juaristi et al., 2011 ; Khawaja et al., 2011).
Plusieurs études épidémiologiques ont démontré l'association favorable du cacao et ses
produits dérivés avec un risque décroissant de mortalité d aux maladies cardiovasculaires
(Kris-Etherton et al., 2002 ; Buijsse et al., 2006 ; Corti et al., 2009 ; Khan et al., 2014).
Dans ces études, le réle des polyphénols contenus dans le cacao est celui qui a été étudié
pour leur effet sur le systeme cardiovasculaire, ce qui conduit a une réduction du risque
de maladies cardiovasculaires. Les principaux parametres intervenants dans les maladies

cardiovasculaires sont: I'oxyde nitrique (NO) ( Heiss et al., 2005 ; Schroeter et al., 2006),
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'oxydation des cholestérols-LDL (Osakabe et al., 2001 ; Baba et al.,2007 ; Khan et al.,
2012), le dysfonctionnement endothélial ( Heiss et al., 2005 ; Faridi et al., 2008), le profil
lipidique (Khan et al., 2012 ; Baba et al., 2007 ; Sarria et al., 2014), la pression artérielle (
Ried et al., 2013 ; Fisher et Hollenberg, 2006 ; Heiss et al., 2007) et l'agrégation des
plaguettes (Rein, 2000 ; Osakabe et al., 2001 ; Vita, 2005 ; Ferndndez-Murga et al., 2011).

5.3.3. Cacao, chocolat, systeme respiratoire

De nombreuses études épidémiologiques ont été menées sur la santé des
consommateurs avec le cacao. Cependant le domaine du systéme respiratoire n’a pas
connu un développement approfondi.

Des scientifiques ont mené des recherches pour étudier l'action des
proanthocyanidines sur la souris. Yasuda et al.,, (2008) affirment que lors de la
supplémentation en cacao chez une souris, les proanthocyanidines empéchent une Iésion
des poumons qui est due a des particules diesel.

Chez le fumeur, il fut démontré que les flavanols agissent sur l'effet pro-

thrombotique dans le cadre d’un excés de vasoconstricteurs (Heiss et al., 2005).

5.3.4. Cacao, chocolat, systeme gastro-intestinal

Une consommation de chocolat au lait ne produit pas de troubles gastro-intestinaux
majeurs (Jarvinen et al., 2003).

Les travaux de Tzounis et al., (2011) ont mis en évidence I'effet sélectif des flavanols
contenus dans des boissons a base de cacao par rapport a certaines bactéries lactiques.
Les résultats de cette étude ont montré que la boisson contenant une teneur élevée de
flavanols aprés quatre semaines de consommation influe significativement sur la
croissance de ces bactéries en augmentant le nombre des bifidobactéries et celui des
lactobacillus. Cependant, il fut également constaté dans cette méme étude une réduction
des clostridiums.

Il est intéressant dans des études futures de se projeter sur le potentiel prébiotique des

autres polyphénols contenus dans le cacao.
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5.3.5. Cacao, chocolat, systeme endocrinien

Le systéme endocrinien regroupe l'ensemble des organes et des tissus qui
sécrétent des hormones. Produites par les glandes endocrines, ces hormones
interviennent dans la régulation de la croissance et le développement tissulaire mais
également dans la coordination du métabolisme. Parmi les glandes endocrines les plus
connues figurent la thyroide, I'hypothalamus, le pancréas ou encore les ovaires et
les testicules. Les hormones sont libérées dans le sang par ces différentes glandes situées
dans tout le corps et agissent comme des messagers chimiques qui donnent les
informations nécessaires au bon fonctionnement de I'organisme. Le systeme endocrinien
peut étre modulé par les polyphénols du cacao. En effet Tomaru et al., (2007) ont rapporté
qu’apres avoir administré de la liqueur de chocolat contenant des procyanidines a la souris,

les niveaux de glycémie et de fructosamine ont considérablement diminué.

5.3.6. Cacao, chocolat, dermatologie

Grant et Anderson, (1965) ont été parmi les premiers scientifiques a établir une
relation entre I'acné et la consommation du chocolat. Leurs résultats n’ont pas montré la
responsabilité du cacao dans l'apparition de I'acné. Des auteurs ont également discuté
cette idée de rapprocher I'acné a la consommation du cacao. Aucun signe d’apparition
d’acné n’a été constaté par ces personnes (Fulton et al., 1969 ; Anderson, 1971 ; Fries,
1978 ; Ferdowsian et Levin, 2010). Cependant, des chercheurs ont affirmé que le chocolat
favorise I'acné (De Araujo et al., 2016). Les composés actifs n'ont pas énuméré dans cette
étude. Ces chercheurs ne disent pas non plus, les conditions dans lesquelles, ces travaux
ont été réalisés. Ainsi des études méritent d’étre effectuées afin d’éclaircir la position de
ces auteurs.

Heinrich et al., (2006) ont montré que les flavanols du cacao influent positivement
sur la circulation sanguine cutanée et favorisent I'’hydratation de la peau. Les flavanols
interviennent également dans la photoprotection endogene (Heinrich et al., 2006).

La rugosité de la peau des sujets qui ont consommé du chocolat avec une teneur
élevée diminua plus que chez ceux qui ont consommeé du chocolat avec une faible teneur
en flavanols (Heinrich et al., 2006). Cela s’explique par une hausse du débit sanguin dans
les tissus de la peau chez le premier groupe qui favorise I'hydratation de la peau (Heinrich
et al., 2006).
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Neukam et al., (2007) ont également montré dans leurs études les effets du cacao
riche en flavonoides sur la circulation du sang. Selon ces auteurs, les flavanols ont influé
positivement sur la circulation sanguine. Des études menées par certains auteurs ont par
ailleurs montré les effets des composés polyphénoliques du cacao sur les cellules
humaines. Martin et al., (2008) ont démontré que les polyphénols du cacao protégent le
corps contre 'oxydation des cellules (Cellules HepG2).

De plus, des auteurs ont démontré que les flavonoides du cacao interviennent aussi
dans la protection de la peau contre les dommages ultra-violets (Stahl, 2011). Les travaux
de Jorge et al., (2011) ont montré que le cacao empéche les effets de I'érythéme produit
par les UV. Enfin les recherches de Jorge et al., (2011) ont montré qu’une ingestion du

cacao réduit la déshydratation de la peau.

5.3.7. Cacao, chocolat, propriétés antibactériennes

Les aspects comme leffet antibactérien du cacao ont été étudiés par des
scientifiques (Osawa et al., 1990 ; Percival et al., 2006 ; Summa et al, 2008 ; Fapohunda
et Afolayan, 2012). Les résultats des travaux de Santos et al., (2014) sur les effets
antibactériens vous sont rapportés dans le tableau ci-apres.

Tableau 25. Inhibition de la croissance bactérienne par un extrait fermenté de coques de
cacao (Santos et al., 2014)

Croissance bactérienne (%)

Souches microbiennes

1.0 mg/mL 5.0 mg/mL 10.0 mg/mL
Gram-positive
Bacillus subtilis 113.5 (= 6.6) 109.8 (+ 3.5) 100.9 (= 1.7)
Staphylococcus aureus 134.1 (+ 3.1) 1445 (+ 2.7) 103.2 (+ 1.3)
S. epidermidis 100.9 (£ 2.7) 98.3 (£ 0.9) 925 (x 1.4)
Gram-négative
Klebsiella pneumoniae 34.9 (+ 3.6) 27.1(x4.2) 3.0(x0.2
Pseudomonas aeruginosa 37.0 (+ 3.6) 0.1(£2.1) 29.4 (£ 9.4)
Salmonella choleraesuis 19.7(£5.2) 0.1(+8.8) 01(x11)

Ce tableau ci-dessus montre que I'extrait de cacao a eu un effet sur les bactéries Gram
négatives (Pseudomonas aeruginosa et Salmonella choleraesuis, Klebsiella pneumoniae).

Par ailleurs les extraits de cacao n’ont eu aucun effet sur les bactéries Gram positif.
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Les polyphénols de cacao interviennent dans l'inhibition de certaines enzymes telle
gue la dextransucrase. Cette enzyme est responsable de la production de plaques
extracellulaires des polysaccharides. Des auteurs ont attribué aux polyphénols de la
poudre de cacao, la responsabilité de la formation de carie dentaire (Ferrazzano et al.,
2009).

Les travaux de Srikanth et al., (2008) ont montré que la masse de cacao a été
utilisée pour fabriquer un produit pour rincer la bouche des enfants. L’'usage de ce produit
par les enfants a diminué la formation des plaques dentaires chez ces derniers
(Ferrazzano et al., 2009). Nous déduisons que les composés chimiques contenus dans le

cacao sont efficaces a la surface des dents.

6. Mécanismes d’actions des polyphénols du cacao sur les cibles biologiques

Les polyphénols alimentaires offrent une stratégie complémentaire potentielle
intéressante qui peut améliorer le Smet a multiples facettes. Alors que les flavanols
provenant de diverses sources alimentaires semblent prometteurs, les flavanols de cacao

représentent une approche émergente pour l'intervention dans le Smet.

Les mécanismes par lesquels les polyphénols du cacao préviennent les pathologies du
syndrome métaboliques sont nombreux mais ne sont pas aujourd’hui clairement définis. |l
est donc indispensable de définir ces différents mécanismes et les différencier des
différents effets des polyphénols du cacao.
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Résultats des

Composés Cibles Mode d'actions Effets traitements avec le | Modéle Références
cacao
Ralentissement de la Maintien
Troubles Module la digestion des digestion et I'absorption , . .
. . I'homéostasie du
métaboliques hydrates de carbone des hydrates de carbone
- ! glucose
dans l'intestin
. Yilmazer-Musa et al.,
_— , Réduction de la digestion Rallentlsse_ment de _ 2(_)1_2  Aydin et al., .2007 ;
Inhibition de 'a-amylase des amidons I'absorption du In vivo |Williamson 2013 : Li et al.,
Flavanols Hvoeralvcémie glucose (Chez | 2005 ; Barrett et al., 2013
ypergly ' I'homme) | ; Yamashita et al., 2012 ;

intolérance au
glucose, diabéte,
maladies
cardiovasculaires

Inhibition de la glucosidase

Ralentissement de la
dégradation des hydrates
de carbone

Atténuation de

I'élévation de la

glycémie post-
prandial

Andujar et al., 2012 ; Gu
et Lambert, 2013.
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Augmentation de
l'absorption du

Flavanols

Hyperglycémie,
Résistance a
l'insuline

Inhibition de la
glucosidase

Suppression de la

hyperglycémique
aprés l'ingestion de
glucides, qui était
accompagnée d'une

améliorée de GLUT4

Amélioration de la
tolérance au glucose

réponse

translocation

chez les souris,

glucose d'une
maniere dose-
dépendante et
promotion de la
translocation de la
GLUT4 ala
membrane plasmique
des myotubes L6 ;

translocation de
GLUT4 dans le
muscle squelettique

favorise la

de souris

In vivo (souris ICR et

C57BL/ 6)

In vivo (études

Yamashita et al.,
2012 ; Andujar et al.,

2012

Kwon et al., 2007 ;

Flavanols

Diabete, troubles
métaboliques

Inhibition des
transporteurs de
glucose (GLUT2 et
SGLT1)

Atténuation de
I'excursion du
glucose aprés un
repas

'homéostasie du

Favorise

glucose

cliniques chez
I'hnomme)

Hossain et al., 2002 ;

Williamson 2013

Flavanols

Diabéte, troubles
métaboliques

Modulation de la
sécrétion et des
activités des
hormones critiques

Régulation du
glucose sanguin

Stimulation de la
libération et réponse
des incrétines

Augmentation de la
réponse des
incrétines

Stimulation de la

production du

glucagon-like peptide
1

Augmentation de la
réponse du glucagon

(GLP-1)

Maintien de
'homéostasie du
glucose

In vivo (études
cliniques chez
I'nomme)

Dj et Ma 2006 ; Flint
et al., 2001 ; Toft-
Nielsen et al., 2001 ;
Weisburger, 2001
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Flavanols

Inflammation

Inhibition de la production de
cytokines

Réduction de la sécrétion et

de I'expression de I'lL-1, IL-

2,1L-4, IL-6, TNF-a et MCP -
1

Modulation de la production
des cytokines

Inhibition de I'activation et de
la translocation du NF-KB ;
Inhibition de I'activation de la
kinase régulée par un signal
extracellulaire ; de la kinase
Jun-terminale

Diminution de la production
de cytokines régulées par le
NF-kB

Modulation de la
signalisation du NF-KB

In vivo
(Chez
'homme)

Gu et Lambert, 2013 ; Mao
2000 et 2002 ; Ramiro et al.,
2005

Recio et al., 2011 ;
Vazquez-prieto et al., 2012 ;
Zhang et al., 2006

Inflammation

Inhibition de la production de
NO induite par le LPS et
I'oxyde nitrique synthase

endothéliale (eNOS)

Augmentation de la
relaxation dépendante de
I'endothélium (In vivo)

Modulation de la production
de I'oxyde Nitrique

In vitro et In
vivo (Chez
I'homme)

Ono et al., 2003 ; Ramirez-
Sanchez et al., 2011 ;
Persson et al., 2011
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Modulation du microbiote

intestinal humain ; Modulation " VI\tri\(joet " Dorenkott et al., 2014 ; Gu et
de la composition et de la (études al., 2014 ; Strata et al., 2016 ;
. fonction du microbiome o Atténuation de - Tzounis et al., 2008 ; Massot-
Flavanols | Inflammation | . o P Effets prébiotiques . Y . . cliniques ' :
intestinal ; Amélioration de la I'endotoxémie métabolique chez Cladera et al., 2012 ; Tzounis
fonction de la barriére I'homme) et et al., 2011 ; Goodrich et al.,
intestinale et I'amélioration de 2012 ; Song et al., 2011.
: T . ) les rats
la signalisation de l'insuline.
Troubles Inhibition de 'accumulation . Ralentissement du Diabéte In vivo
Flavanols . . - Protection des cellules b (chez le rat Strata et al., 2016
métaboliques | des lipides dans les cellules de type 2 Zucker)
Aucun effet sur la résistance In vivo
Flavanols Troubles Stimulation de la sécrétion a l'insuline et augmentation Augmentation de la masse (chez Basu et al., 2015 ; Jalil et al.,
métaboliques d'insuline des concentrations sériques cellulaire b fonctionnelle I'hnomme et 2008 ; Fu et al., 2013
d'insuline le rat)
Augmentation de la réponse | Favorisation de la sécrétion
a l'incrétine d'insuline
Amélioration de la fonction de In Vivo
Syndrome Modulation de la signalisation barriere intestinale ; Amélioration de la
Flavanols P . - - " i . L . . (chez Strat et al., 2016
métabolique, de l'insuline Réduction du LPS et de signalisation de l'insuline Phomme)

l'inflammation chronique

Réduction de la résistance a
I'insuline

Favorise I'hnoméostasie du
glucose
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Modulation du microbiote
intestinal humain ;

. In vitro et | Dorenkott et al., 2014 ; Gu
Modulation de la . | . |
composition et de la ) . Ip vivo etal., 2014 ,.Strata etal.,
fonction du microbiome Atténuation de (études | 2016 ; Tzounis et al., 2008
Flavanols | Inflammation | . e L . Effets prébiotiques I'endotoxémie cliniques ; Massot-Cladera et al.,
intestinal ; Amélioration de p . ) :
) . métabolique chez 2012 ; Tzounis et al., 2011
la fonction de la barriére , X . ]
. . - . I'homme) ; Goodrich et al., 2012 ;
intestinale et I'amélioration
i A et les rats Song et al., 2011.
de la signalisation de
l'insuline.
Troubles Inhibition de I'accumulation Ralentissement du (Igh\g\z/?e
Flavanols . ' des lipides dans les Protection des cellules b S Strata et al., 2016
métaboliques Diabéete de type 2 rat
cellules
Zucker)
Aucun effet sur la .
. . i résistance a l'insuline et Augmentation de la In vivo .
Troubles Stimulation de la sécrétion ; . (chez Basu et al., 2015 ; Jalil et
Flavanols . ; - . augmentation des masse cellulaire b . )
métaboliques d'insuline . L ; 'homme | al., 2008 ; Fu et al., 2013
concentrations sériques fonctionnelle
- ) et le rat)
d'insuline
Augmentation de la Favorisation de la
réponse a l'incrétine sécrétion d'insuline
Amélioration de la fonction In vivo
Syndrome Modulation de la de barriére intestinale ; Amélioration de la
Flavanols . . . o - . - . . L - . (chez Strat et al., 2016
métabolique, | signalisation de l'insuline Réduction du LPS et de | signalisation de l'insuline homme)

l'inflammation chronique

Réduction de la résistance
a l'insuline

Favorise I'hnoméostasie
du glucose
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Elavanols Syndrome Module la production Diminution de l'oxyde Réduction des maladies | In vivo (chez Hooper et al. 2008
métabolique d'oxyde nitrique nitrique cardiovasculaires I'hnomme) P "
Oft;iﬁ ) Protection contre les
ydat ! | Inhibition de la peroxydation | Réduction des espéces | effets du stress oxydatif et | In vivo (chez :
Flavanols obésité ; liidi . . . A| ; o f ) 'h Rios et al., 2002
syndrome ipidique réactives d'oxygéne amelioration dle_a onction omme)
métabolique vasculaire
Inhibition de I'absorption Diminution des lipides 3 _ e
des |Ip|deS dans le sang Réduction de l'infiltration
Flavanols Inflammation : Ides (Tacrophaggs_dans Inll\r/:vo (chez Gu etal., 2014
Inhibition des lipases | Augmentation de la teneur | 165 acipocytes abaissant omme)
matiéres fécales
Troubles Modulation du taux de Diminution du LDL Diminution de risques de In vivo (chez
Flavanols . : . . . Cholestérol et cholestérol maladies : Jia et al., 2010
métaboliques| cholestérol et triglycérides . . I'homme)
total cardiovasculaires
Modulation de la digestion , Re.dL.‘CF'Of.‘ de
e . I'nyperlipidémie et ses I . . : .
Elavanols Troub_les _ d(_es lipides en amellqrant offets déléteres Maintien de I'homéostasie | In vivo (c_hez Cremonini et al.. 2016
métaboliques | indirectement le contrGle de du glucose la souris) v

la glycémie

subséquents sur
I'hnoméostasie du glucose.
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Inhibition de
l'adipogenése

chez les
préadipocytes Influence sur la In vitro et
(s 3T3 L1; Fjegradgtlon et . . S, in vivo Farhat et al., 2014 ; Gu et
Flavanols Obésité Inhibition des I'absorption des | Réduction de 'obésité (Chez Lambert. 2013
enzymes glucides et des I'homme) '
digestives lipides
impliquées dans
la digestion des
graisses ;
Inhibition de Diminution de la
l'inactivation de tyrosine
la voie PI3K / phosphorylée ;
AKT et de Diminution des A
\ ) Amélioration de la
'AMPK ; teneurs L e )
i . sensibilité a l'insuline
Polyphénols totaux ; . Inhibition d.e r'ecepteur de I'HepG2 ; .
R Diabéte du type 2 'augmentation d'insuline et ' In vitro Cordero-Herrera et al., 2014
Flavanols ; épicatéchine Retardement du
des teneurs de substrats ;
i . dysfonctionnement
PEPCK ; récepteur hépatique -
Inhibition de la | dinsuline ; patique
diminution de Diminution des
l'absorption du teneurs de
glucose GLUT-2;
Induction de
Régulation du I'expression de Diminution des In vivo
métabolisme des géenes maladies (Chez
. Obésité ; Maladies lipides ; métaboliques métaboliques liées a |, :
Polyphénols totaux . : o i ST ; I'homme et Ali et al., 2014
métaboliques Activation des qui jouent un l'obésité ; Atténuation le rat): In
facteurs de réle dans le de l'inflammation vitrc;
transcription métabolisme de chronique.
I'énergie
Diminution de la
Régulation Augmentation tension artérielle et In Vivo
Maladies positive de la NO | de la production | augmentation de la
Flavanols . . 1 \ . . (Chez Latham et al., 2014
cardiovasculaires endothéliale de l'oxyde vasodilatation ; I'homme)

synthase (eNOS)

nitriqgue (NO)

Amélioration de la
fonction endothéliale
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Inhibition de I'a-amylase
pancréatique, de la lipase

Procyanidines Obésité L Diminution de la masse Ralen|t|ssler_ngnt de In vitro Guetal., 2011
pancréatique et de la corporelle l'obésité
phospholipase A2
Contrdle de la glycémie I Vivo
Flavonoides Diabéte Act|vat|0|_’1 de la peroxyde posprandlal; Réduction Amellprauon du_systeme (chez les Jalil et al., 2008
dismutase des acides gras de défense antioxydant rats)
plasmatiques
Prévention de
o . . 'accumulation des lipides
Inhlt_)mon fje Iabsorpyon des . . ; Maintien de In vivo Eckardt et al., 2011 ; Martins et
Troubles lipides, 'accumulation de Amélioration de la , . . . ) X
Flavanols métaboliques raisse et de lveémie postorandiale I'hnoméostasie du glucose ; (chez al., 2012 ; Fernandez-Millan et
q ,g AR gly postp Préservation de la I'homme) al., 2015 ; Eckel et al., 2005
I'hyperlipidémie TN :
flexibilibilé métabolique et
de la sensibilité a l'insuline
e Amélioration du contrdle
Intensification de la
P, . du taux de glucose
_ _ _ _ _ sensibilité a l'insuline hroni In vivo _
Diabéte de | Stimulation de la libération chronique Martin et al., 2014 ; Mubarak et
Flavanols " . (chez
type 2 d'insuline dans le sang 'h al., 2015
Augmentation de la Amélioration du contrdle omme)

libération d'insuline

du taux de glucose aigue
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Activation du systeme de

Induction d’une

Protection contre

In vivo

s . Fisher et al.,
Flavanols Obésité : o) . . les maladies (chez
I'oxyde nitrique vasodilatation - ; , 2003
cardiovasculaires | 'homme)
Prévention des
Inhibition de I'activité des Augmentation | facteurs de risques .
N . L ; In vivo .
. . especes réactives de du taux cardiométaboliques Weisburger,
Flavanols Troubles métaboliques , . o - . h (chez
I'oxygéne ; Inhibition de plasmatique ; Protection contre I'homme) 2001
I'oxydation du cholestérol LDL | d'antioxydants les maladies
cardiaques
_— , . Diminution de In vivo
. o _ Inhibition de 'absorption la solubilit¢ | Régulationdela | (chez | Yasuda et
Procyanidines Troubles lipidiques intestinale du cholestérol et . . AR ,
) S micellaire du cholestérolémie | I'homme al., 2008
des acides biliaires .
cholestérol et le rat)
Diminution
modérée de la
pression
_ar’_[erlglle ; . . . Belz et
o . Diminution de Prévention des In vivo
P P . . Activation de la production de A A : Mohr-
Catéchine, épicatéchine Troubles métaboliques o I'agrégation maladies (chez
NO endothéliale D ) , Kahaly,
des plaquettes | cardiométaboliques | 'hnomme)
. . 2011
; Augmentation
des cellules
progénitrices
angiogéniques.
Contréler la Schewe et
_ - al., 2001 et
Inhibition des enzymes formation de . :
- - . . ] . In vitro 2002 ;
générant des eicosanoides ; niveaux des Modulation du Lo
. S O . N ; . et in vivo | Schramm et
Flavanols Inflammation Inhibition des activités de la | eicosanoides métabolisme des .
. ’ . N (chez al. 2001 ;
dioxygénase et de la LTA4 dans les eicosanoides .
. I'hnomme) Gu et
synthase du 5-LOX humain cellules
. . Lambert,
inflammatoires 2013
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Latham et al., 2014 ;

Maladies Inhibition de I.enzyme de Diminution de la tension Ralentlssement des In vivo Grassi et al., 2010 ; Actis-
Flavanols . . conversion de L. maladies (Chez i
cardiovasculaires SR . artérielle . . : Goretta et al., 2006 ;
l'angiotensine cardiovasculaires I'hnomme)
Persson et al., 2011
Inhibition de Il'activité
kinase des récepteurs
d’insuline et ses
marqueurs de . . :
signalisation (ERK et Akt) Atter(;lijdaglggrdgr%?;nt de Empéchement du In vivo
Flavanols Obésité dans les préadipocytes p Pe développement de (Chez la Min et al., 2013
RO I'accumulation de SR )
3T3-L1; Inhibition de la I'obésité souris)

différenciation cellulaire
et 'accumulation de
lipides dans les
préadipocytes 3T3 -L1

graisse

116




Inhibition de la digestion des glucides et de
I'absorption du glucose dans l'intestin; Stimulation
de la sécrétion d'insuline par les cellules
pancréatiques 3; Modulation de la libération du
glucose par le foie, Activation des récepteurs de

Prévention de
l'insulino-résistance,
du syndrome
métabolique et

) ; , . i . Protection des éventuellement du . Kwon et al.,
f e l'insuline et de I'absorption du glucose; Modulation ) A | Invitro et .
Catéchine ; - . SR PR . cellules 0 ; diabéte de type 2 ; L 2007 ; Kwon
- . ' | Diabéte du type des voies de signalisation intracellulaires et de X o in vivo X
Epicatéchine ; , ; N L > Augmentation de la Maintien et al., 2008 ;
2 I'expression des genes; Inhibition des activités de o ; ; . . . (Chez '
Flavanols , . ) L \ . sécrétion d’insuline I'homéostasie du , Hanhineva et
l'a-glucosidase; Inhibition de I'absorption du . I'hnomme)
) L . L ; glucose et des al., 2010
glucose; Inhibition des activités des activités de
. hydrates de carbone
l'a-amylase
Augmentation de la In Vivo
Maladies _— . . . production d'oxyde Réduction de la Taubert et al.,
Flavanols . . Activation de la production de S-nitrosoglutathione e . o (chez
cardiovasculaires nitrique tension artérielle . 2007
) I'homme)
vasodilatateur
Suppression de
I'expression de
géenes pour les
enzymes
s Modulation du métabolisme lipidique ; Diminution y ) I'obésité induite par Matsui et al.,
Flavanols Obésité N . acides gras ; - . (Chez le
de la synthese des acides gras . ; un régime riche en 2005
Réduction de rat)

I'expression de
genes des
molécules liées au
transport des
acides gras

matiére grasse
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Inhibition de I'expression

Réduction du taux de cholestérol plasmatique et

. o de l'athérosclérose aortique ; Réduction de Amélioration de In vivo
Polyphénols | Stress oxydant | du stress du réticulum . . A . . , s
» . . plusieurs génes liés a l'apoptose, au métabolisme I'hyperlipidémie et (chez la Guan et al., 2016
totaux ; inflammation endoplasmique o .- . - o . .
A des lipides et de I'inflammation ; Augmentation du I'athérosclérose souris)
hépatique
Bcl2
Inhibition de la synthése Réduction de la mortalité .
- Troubles - Y R . o . . Guerrero et al., 2013 ; Grassi et al.,
Procyanidines . . des lipides dans les Diminution du taux de graisses dans les cellules liée aux maladies In vitro
métaboliques . - 2005
cellules Hep G2 cardiovasculaires
Polyphénols | Stress oxydant . Mo_dulatlon dl.’ . Diminution de la formation des plaques Prf)tectlon contre le In vivo )
T ) métabolisme des lipides . P développement de (Chez Zanotti et al., 2015
totaux ; inflammation . athérosclérotiques o . ,
cellulaires I'athérosclérose ’'homme)
Troubles Modulation du Restauration de l'intégrité et de la physiologie des Prévention des maladies
Flavonoides . . métabolisme des cellules 3; Amélioration de I'activité libératrice L . In vitro Grassi et al., 2015 ; Dragan et al., 2015
métaboliques : h . \ . cardiométaboliques.
glucides d'insuline et de I'absorption du glucose
. . Diminution de la pression artérielle ; .
Modulation de la lipolyse . . . . . . In vivo
Troubles } . Augmentation du taux de protéine de la carnitine Réduction du risque de
Flavanols . . et la biogenése . . . . . . (Chez la Watanabe et al., 2014
métaboliques . . palmitoyltransférase 2 ; Augmentation des taux de syndrome métabolique .
mitochondriale souris)

protéine découplante (UCP) 1

118




Activation de la

Diminution de la masse corporelle,
du taux de glucose et d'insuline,

Protection des
hépatocytes en

Hyperglycémie superoxyde de la tolérance au glucose et 1 . i
Flavanols | chronique et | dismutase (SOD) et résistance a l'insuline amellqrant les | Invivo (Chezlerat | Cordero -Herrera et
L S o 7 - PP compétences Zucker) al., 2015
Diabéte inhibition de 'héme | Réduction des teneurs d'especes :
. o . R antioxydantes
oxygénase (HO-1) réactives d'oxygéne (ERO) et la :
) dans le foie
teneur en carbonyle dans le foie
Atténuation de
'hyperglycémie
; Réduction de
la résistance a
I'insuline et
augmentation
Inhibition de la Augmentation des teneurs des de la masse et
N caspase-3 ; genes anti apoptotiques tels que la fonct|onAdes . "
Diabéte de S ’ R cellules béta ; . Fernandez-Millan et
Flavanols Activation de la | Bcl-xL; Diminution des teneurs des In vivo (Chez le rat)
type 2 . . : retardement de al., 2015
glutathion génes pro-apoptotiques tels que
. la perte de la
peroxydase ; de Bax
masse des
cellules béta

fonctionnelles
et retardement
de la
progression du
diabéte
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Chapitre 2. Etudes expérimentales
2.1. Obtention des extraits de cacao et analyses
2.1.1. Obtention des échantillons des feves de cacao

La récolte des cabosses de cacao (variété Forastero) a été faite sur la station
du Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le
développement (CIRAD) de Guyane. La récolte a été séparée en deux, une partie de
la récolte a été séchée directement au soleil pendant 7 jours (lot non fermenté) ; 'autre
a eté fermentée en boite isobox (60 cm wide, layer depth : 50 cm) pendant 6 jours, un
brassage a été réalisé a 2 et 4 jours de fermentation puis a 6 jours les feves ont été
séchés au soleil pendant 7 jours (lot fermenté). Les féves ont été conservée sous vide

jusqu’a leur analyse.

2.1.2. Obtention de la poudre de cacao

Un kilogramme de féves marchandes a été broyé dans un broyeur de type
Capco (John Gordon®, London, Angleterre). Les amandes ont été ensuite séparées
des coques par ventilation puis congelées dans de I'azote liquide par trempage avant
d’étre réduites en poudre dans un moulin de type Mixeur (Seb®, Selongey, France).
Tous les échantillons de poudre de cacao ont été tamisés (mailles de 0,5 um) puis
placés dans des pots en verre hermétiquement fermés et enfin conservés a -20°C

jusqu’aux analyses.

2.1.3. Délipidation et extraction des polyphénols totaux

240 g de poudre de cacao ont été soumis a une délipidation puis a une
extraction des polyphénols selon la méthode décrite par Andrés-Lacueva et al., (2000)
avec quelques modifications. Aprés délipidation, par 3 L d’hexane (SIGMA-ALDRICH,

PURISS. P.A., ACS REAGENT, REAG. PH. EUR., ASSAY (GC) = 99 %) dans un
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montage soxhlet équipé d’un ballon a fond rond de 5L de rodage 29 / 32 et d'une
cartouche en cellulose de type Thimbles (75*250 mm ; C/25 ; Statorius Stedim). La
poudre obtenue a été macérée dans un mélange acétone (SIGMA ALDRICH, 24201,
PURISS., MEETS ANALYTICAL SPECIFICATION OF PH. EUR., BP, NF, 99 % (GC))
/ eau distillée avec une proportion (V/V) (1400 mL / 600mL) sous agitation mécanique
pendant 1 heure a température ambiante. La phase liquide a été filtrée sur un papier
filtre qualitatif (600 medium filtration rate particile rention : 10-20 um; V W R) afin
d’éliminer les résidus de poudre de cacao puis saturée en NaCl (USP, BP, PH. EUR,,
JP, PURE, PHARMA GRADE, ASSAY (ARG) CALC A.D.S: 99, - 100,5 %) pour
permettre a celle-ci de se séparer en deux phases : phase supérieure (phase
acétonique) et phase inférieure (phase aqueuse) contenant respectivement des
procyanidines et xanthines, et les acides hydroxycinnamiques. La phase acétonique a
été concentrée sous vide réduite puis reprise avec 200 mL d’eau distillée pour étre
congelée a -20°C avant d’étre séchée avec un lyophilisateur (Heto power Dry LL15a ;

Electron corporation).

2.1.4. Composition chimique des extraits de cacao

2.1.4.1. Dosage des polyphénols totaux par la méthode du Folin-Ciocalteu

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu est une
méthode de référence Folin et Denis (1915). Folin et Dénis (1915) ont décrit une
méthode pour la détermination des phénols libres et conjugués, a l'aide d’un réactif
phosphomolybdique qui, en présence de carbonate de sodium, donne une réaction
colorée avec les phénols. Le réactif en milieu basique oxyde les composeés
phénoligues et dévient bleu aprés réduction. Le dosage des phénols sera réalisé par

spectrophotométrie d’absorption selon la loi Beer-Lambert. Cependant cette méthode
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a été modifiée (Agbor et al., 2014). Une gamme d’étalonnage a cinq niveaux de
concentration (50, 100, 150, 200 et 250 mg / L) d’acide gallique (Sigma-Aldrich, assay :
= 99%) a été préparé a partir d’'une solution mére préparée a 2,5 g / L dans de I'eau
distillée contenant 1 % de DMSO. Trois échantillons contréles qualité (CQ) ont été
réalisés (75 -125 et 225 mg / L). Le blanc est de I'eau distillée contenant 1 % DMSO.
Des extraits de cacao fermentés et non fermentés (10 mg) ont été dissouts dans 1 mL
de diméthylsulfoxyde (Prolabo, P.E / BP : 189°C, P. F/M. P : 18,4°C) (DMSO). Une
sonication de 5 min a été effectuée afin de solubiliser les extraits dans le DMSO. Une
dilution au 1/10 a été effectuée dans de I'eau distillée afin d’obtenir des solutions a 1
% de DMSO. 250 pl de chaque solution (extrait de cacao, solutions filles, CQ et blanc)
sont prélévés dans des tubes a hémolyses et le réactif Folin-Ciocalteu est ajouté a
raison de 60 pL dans chaque tube. Une agitation mécanique a été réalisée afin que
les solutions soient en contact. Suite a une homogénéisation par agitation mécanique
(vortex) pendant 2 minutes ; les tubes sont laissés au repos pendant 2 mn a 'abris de
la lumiere. 625 pl de carbonate de sodium (Sigma-Aldrich, SA 81432, 99%) a 4% est
rajoutée a chaque tube (extrait a 1% de DMSO, solutions filles, contrdles et le blanc).
Les tubes sont agités et laissés reposer pendant 1 mn. Les tubes ont été complétés
avec de l'eau distillée afin d’avoir un volume final de 5 mL. Les tubes sont laissés a
'obscurité pendant 45 mn. Une lecture fut effectuée avec un spectrophotometre
(Beckman, DU 640) a une longueur d’'onde 765 nm. Les résultats sont exprimés en

équivalent d’acide gallique / gramme de cacao.
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2.1.4.2. |dentification et quantification des polyphénols

2.1.4.2.1. Analyses qualitatives : LC-MS-UV

Les analyses sont effectuées sur une UPLC Acquity H-Class (Waters), équipée
d’'une colonne Luna Omega 1,6um Polar C18, 100 x 2,1 mm (Phenomenex),
maintenue a 25°C tout le long de I'analyse. Le chromatogramme UV est enregistré sur
un PDA détecteur entre 200 et 400nm. Les phases mobiles utilisées sont de I'eau
avec 0.1% (v/v) d’acide formique (A) et de l'acétonitriie avec 0.1% (v/v) d’acide
formique (B). La séparation est effectuée en appliquant le gradient suivant : de 12%
a 24% de B de 0 a 5 minutes, puis de 24% a 100% de 5 & 6 minutes et enfin 100% de
B pendant 2 min avant retour aux conditions initiales en 1 min et une étape
d’équilibration de 3 min avant la prochaine injection, a un débit constant de 0,4 ml/min.
Le volume d’injection est de 10ul. Le spectrométre de masse couplé a la chaine
chromatographique est un Synapt G2-S (Waters) équipé d’'une source ESI opérant
en mode Haute résolution. Le spectre de masse est enregistré en mode négatif, entre
50 et 1500 Da. La tension de capillaire est de 2kV et la tension de cone de 30 V. Les

températures de sources et de désolvatation sont respectivement de 140 et 450°C.

2.1.4.2.2. Analyses quantitatives : LCMSMS

Les analyses sont effectuées sur une UPLC Nexera X2 (Shimadzu), équipée
d’'une colonne Luna Omega 1,6um Polar C18, 100 x 2,1 mm (Phenomenex),
maintenue a 25°C tout le long de I'analyse. Les phases mobiles utilisées sont de I'eau
avec 0.1% (v/v) d’acide formique (A) et de l'acetonitriie avec 0.1% (v/v) d’acide
formique (B). La séparation est effectuée en appliquant le gradient suivant : de 12% a
24% de B de 0 a 5 minutes, puis de 24% a 100% de 5 a 6 minutes et enfin 100% de

B pendant 2 min avant retour aux conditions initiales (idem UPLC-MS-UV), a un débit
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constant de 0,4 ml/min. Le volume d’injection est de 10ul. Le spectrométre de masse

LCMS 8050 (Shimadzu) est équipé d’'une source de type ESI et d’un triple quadripdle

opérant en mode négatif. Les composés sont détectés en mode MRM selon le tableau

suivant :

Catéchine [M-H]- 289.10 245.15 0.5 mg/ml

Epicatéchine [M-H]- 289.10 245.15 15 0.5 mg/ml

Procyanidine

5 [M-H]- 577.20 407.20 24 0.5 mg/ml

Les parametres de source ont été optimisés avec les valeurs suivantes: Gaz
nébuliseur 3L/min, gaz chauffant 10L/min, température de [linterface 300°C,
température de la ligne de désolvatation 250°C, température du bloc chauffant 400°C

et enfin débit de gaz séchant 10L/min.
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2.1.5. Activités antioxydantes in vitro

2.1.5.1. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

Le principe du test DPPH est basé sur la mesure du pouvoir réducteur et le
calcul de I'lC50 (concentration pour laquelle on observe 50 % de I'effet attendu) des
polyphénols contenus dans l'extrait. Lorsque le DPPH réagit avec un composé

antioxydant, celui-ci lui cede un hydrogene, le DPPH est alors réduit.

Le pouvoir réducteur des extraits de cacao a été mesuré selon la méthode de Mensor

et al., (2001) avec quelques modifications.

Pour mesurer le pouvoir réducteur des extraits de cacao et calculer leur IC50, une
gamme d’étalonnage DPPH a été préparée a partir d’'une concentration mere de 100
MM. 9,9 mg de DPPH ont été dissout dans 250 mL de méthanol HPLC (FICHER
CHEMICAL, HPLC GRADIENT GRAVE, ASSAY (GC) : 2 99,99 %) sous agitation a
I'abris de la lumiere. Des dilutions de DPPH ont été préparées (100 — 75 — 50 — 25 et
12,5 uM) pour la droite de calibration puis 250 pl de chaque concentration de la gamme
ont été déposés en triplicate par puits dans une plaque de 96 puits. Les extraits de
cacao fermenté et non fermenté ont été dissouts dans du méthanol selon les
concentrations suivantes (1000 — 500 — 250 — 100 - 50 — 25 et 12,5 pg / mL). 10 pl de
chaque concentration des extraits de cacao ont été déposés en triplicate dans des
puits ainsi qu’un blanc contenant 10 ul de méthanol. 240 yl de DPPH a 100 uM a été
ajouté dans tous les puits contenant les extraits de cacao et le blanc. Le changement
de couleur du violet au jaune clair est mesuré a 515 nm est mesurée par un

spectrometre UV (Thermo scientific Multiskan EX, Cat, 200 - 240 V) toutes les 10 mn.
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2.1.5.2. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Le test Orac (Oxygen Radical Absorbance Capacity ou capacité d’absorption
des radicaux libres) est basé sur lI'oxydation de la fluorescéine via un transfert
d’atomes d’hydrogéne par des radicaux, le 2-2-Azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH) (granular, 97%, 440914 -25 G ; Sigma Adrich). L’oxydation est
observée par la diminution de I'intensité de la fluorescence en spectrofluorométrie. En
présence d’'un antioxydant, on observe une prolongation de la fluorescence. Le pouvoir
antioxydant a été mesuré selon la méthode de Morel et al., (2011) avec quelques
modifications. Pour quantifier la protection par un antioxydant, on mesure l'aire sous
la courbe de I'échantillon testé et on peut la comparer a I'air sous la courbe d’un
antioxydant de référence comme le Trolox. Pour mesurer le pouvoir antioxydant des
extraits de cacao, une solution de tampon phosphate est préparée suite au mélange
d’'une solution de dihydrogénophosphate de sodium (NaH2POs: S5011-5005 ;
FW119.98 ; 99% ; Sigma) a 0,15 M et hydrogénophosphate de sodium (Na2HPO4 :
EMB 45053 ; 28026.360 ; 99% ; Prolabo) a 0,15 M. Dans un erlern, 81 mL de solution
Na2HPO4 avec 19 mL de NaH2POa4 pour constituer la solution de tampon phosphate.
Une gamme d’étalonnage de Trolox (C53188-07-1 ; 98% ; Fluka chemika) fut préparée
avec des concentration de 75 — 50 — 25 — 12,5 et 6,25 uM. Les extraits de cacao
fermentés ou non sont testés a 12, 5 ug / mL. Deux solutions témoins : Romarin
éthanolique et acide chlorogénique (C3878 ; 98% ; Sigma Aldrich) sont testées a 12,5
Mg / mL et 8,8um respectivement. 20 ul de chaque solution (gamme de Trolox,
Romarin, acide chlorogénique, extraits de cacao fermentés et non fermentés) sont
déposés dans une plague de 96 puits en triplicate. 100 pl de Tampon phosphate et de
fluorescéine sont rajoutés a tous les puits sachant que la fluorescéine (Cl 45350 ; CAS-

2321-07-5; Panreac Aplichem) est préparée juste aprés dépbt des solutions
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précédentes dans les puits. Une incubation de la plaque est réalisée a 37°C pendant
10 mn sous agitation mécanique. Pendant l'incubation, la solution d’AAPH a ensuite
été préparée a 103,2 mg / mL puis rajoutée a raison de 50 ul par puits avant la lecture.
Le volume final dans les puits étant 270 ul. La lecture est effectuée a I'aide d’un
spectophotometre de type Berthold (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Tristar,
LP941, Germany) toutes les 5 mn pendant 70 mn a 535 nm avec une longueur
d’excitation de 485 nm. Les résultats sont exprimés en pmol équivalents Trolox par

microgramme d’extrait sec (umol TE / ug d’extrait sec).

2.1.6. Activités antiinflammatoires et immunomodulatrices in vitro

2.1.6.1. Viabilité cellulaire

2.1.6.1.1. Culture cellulaire

Des cellules J774A.1 (Mus musculus, mouse, Ascites, Macrophage, TIB-67,
ATTC) ont été maintenues dans un incubateur humidifié contenant 5% de CO2 et 95%
dair a 37 ° C. Elles ont été cultivees dans du milieu Roswell Park Memorial
Institute medium (RPMI medium) 1640 (1X) + GlutaMax™-1 (61870-10 ; gibco ; UK)
additionné de 10% de sérum de veau feetal (10270-06 ; 42F2567 K ; GIBCO) de 1%

des antibiotiques suivants : pénicilline et streptomycine (150 70-063 ; GIBCO).

2.1.6.1.2. Evaluation de la cytoxicité

La viabilité cellulaire a été déterminée en utilisant le test de MTS / PMS selon
la méthode de Erlich-Hadad et al., (2017) avec quelgues modifications. Les cellules
ont été ensemenceées a raison de 500 000 cellules par puits dans des plaques a 96

puits (F96-Polysorp ; NUNC-IMMUNO ; Thermo scientific). Aprés 2H d’incubation des
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cellules en plaque a 96 puits, les extraits de cacao préalablement préparés
(50-25-12,5 pg / mL) sont rajoutés a raison de 100 pl / puits. La plaque est ensuite
incubée pendant 20 h. Le lendemain, les solutions de MTS (G111A) et PMS (6110A)
sont mélangées a raison de 2 mL de MTS + 100 pl de PMS dans un tube a essai a
I'abris de la lumiére. Le mélange est ensuite distribué dans tous les puits a raison de
20 ul/ puits puis une incubation est réalisée pendant 4H. Avant la lecture, une agitation
mécanique de la plaque est nécessaire pendant 15mn afin que le milieu soit
homogene. L'absorbance de chaque puits a été mesurée en utilisant un lecteur de

microplaques a 490 nm.

2.1.6.2. TNF-a

Le dosage du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-o) fut effectué suivant
les instructions contenus dans le KIT-ELISA (Certificat of analysis Mouse TNF alpha
ELISA Ready-Set-Go ; 88-7324-88 ; 4322627 ; ThermoFisher Scientific). 100 ul de
solutions d’anticorps de capture (Anti-Mouse TNF-alpha Purifed (250X), 14-7423-68
A, 4305508 ; ThermoFisher Scientific) sont déposées dans une plague de 96 puits de
type maxisorp, sauf dans les puits blancs. La plaque a ensuite été bien scellée puis
incubée toute la nuit entre 4 ° C. Le lendemain, une solution de lavage (volume final :
500ml) fut préparée. Un lavage (3 fois) de la plaque a 96 puits fut effectuée avec le
wash buffer a intervalle d’1mn par lavage. La plaque fut séchée sur du papier
absorbant pour éliminer tout tampon résiduel (tous les lavages qui suivent sont
effectués comme précédemment). La plaque 96 puits a ensuite été saturée avec le
liquide diluant ELISA / ELISOP 1X (00-4202-55-55; 4311082, ThermoFisher
Scientific) puis une incubation fut réalisée pendant 1 heure a température ambiante.
Une gamme de solution standard (TNF-alpha Lyophilised Standard ; 29-8321-60 ;

4315671 ; ThermoFisher Scientifi) fut préparée a raison de 1000 -500- 250- 125- 62,5-
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31,25- 15,62- 7,8 ng/mL. Les surnageants de culture ont été prélevés. Les échantillons
témoins cellules et cacao sans LPS / IFN sont dilués au 1/10. Les échantillons témoins
LPS/IFN et les extraits des autres concentrations de cacao sont dilués au 1/50. Les
solutions (gamme d’étalonnage, extraits de cacao, témoins cellules et LPS/IFN) sont
déposées a raison de 100 pl/puits selon le plan de plague. La plaque est scellée et
incubée a température ambiante pendant 2 heures. La plaque est lavée 5 fois selon le
méme mode de lavage précédent. Ajout de 100 pl/ puits d'anticorps de détection (Ani-
Mouse TNF-alpha Biotin, 13-7341-68A ; ThermoFisher Scientifi) dilués dans le diluant
ELISA / ELISPOT 1X. La plaque est scellée et incubée a température ambiante
pendant 1 heure. Laver 5 fois la plague. Ajout de 100 ul / puits de solutions d'avidine-
HRP (00-4100-94 ; 4314842 ; ThermoFisher Scientifi) diluée dans le diluant ELISA /
ELISPOT 1X. La plaque est scellée et incubée dans la piéce a température ambiante
pendant 30 minutes. Laver 7 fois la plaque comme précédemment. Ajout de 100 ul /
puits de solution de TMB 1X (00-4201-56 ; E102875 ; ThermoFisher Scientific) dans
tous les puits. La plaque est incubée a température ambiante pendant 15 minutes.
Ajout de 50 ul de solution d'arrét dans chaque puits. Lecture de la plaque a 450 nm

puis analyse les données.

2.1.6.3. Dosage des Nitrites

2.1.6.3.1. Culture cellulaire

Des cellules J774A.1 (Mus musculus, mouse, Ascites, Macrophage, TIB-67,
ATTC) ont été maintenues dans un incubateur humidifié contenant 5% de CO2 et 95%
d'air & 37 ° C. Elles ont ensuite été cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial

Institute medium (RPMI medium) 1640 (1X) + GlutaMaxTm-I (61870-10 ; gibco ; UK)
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additionné de 10% de sérum de veau foetal (10270-06 ; 42F2567 K ; GIBCO) et de 1%

des antibiotiques suivants : pénicilline et streptomycine (150 70-063 ; GIBCO).

2.1.6.3.2. Dosage des nitrites par la méthode de Griess

Le taux de nitrite est déterminé selon Ranneh et al., (2016) avec quelques
modifications en utilisant la méthode de griess (diazotation d'une amine primaire
aromatique en présence d'un nitrite en milieu acide puis copulation avec une autre
amine aromatique). Les cellules sont reprises par aspiration et refoulement dans une
flasque de culture dans le but de décrocher les cellules de la flasque. Les cellules ont
ensuite été centrifugées a 1000 Tours / mn pendant 5 mn avec une centrifugeuse de
type CL31R (Multispeed THERMO SCIENTIFIC). Une numération cellulaire (en cellule
mallasez) fut effectuée. 0,5 *10° cellules par puits ont été ensemencées dans deux
plagues de 24 puits puis incubées a 37°C dans une étuve de type Heraeus instruments
(G. BEYNEIX) a 5% de CO2 pendant 2H. Les extraits de cacao fermenté et non
fermenté sont rajoutés dans les plaques a raison de 50-25-12,5-6,25 et 3,125 ug /mL.
Les plagues sont incubées pendant 24H. Les cellules sont stimulées avec du LPS a
100 ng / mL (Ecoli L2880 ; GIBCO) et IFN gamma (PMC 4031 ; GIBCO) a 10 ng /mL.
Les plaques sont de nouveau incubées pendant 24H. Une gamme d’étalonnage de
nitrite de sodium ( 99 % ; CAS: 7632-00-0, EC 231-555-9 ; SIGMA ALDRICH) est
réalisée suivant ces concentrations : 100 — 50 — 25- 12,5- 6,25 — 3,125 et 1,56 uM puis
déposée dans une plaque de 96 puis de type polysorp (THERMO SCIENTIFIC) a
raison de 100 pl / puits. La révélation est réalisée grace a la méthode de Griess avec
un meélange a part égale des solutions de N - (1-Naphthyl) ethyylenediamine
dihydrochloride (CAS : 1465 -24- 4 ; 98% ; FLUKA ANALYTICAL) et Sulphanilamide
(p-Aminobenzene-sulfonamide ; 99% ; S-9251; SIGMA-ALDRICH). Le réactif de
Griess est reparti dans tous les puits de la plaque a raison de 100 pl / puits. Une lecture
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est effectuée a 550 nm a I'aide d’un lecteur de microplaque de type Kinetic microplate

reader UV max (VIETECH SARL).

Chapitre 3. Résultats et discussions
3.1. Teneur en polyphénols totaux de cacao obtenus apres extraction

Tous les résultats obtenus dans cette étude ont été traités tout en considérant
les résultats des masses des extraits polyphénoliques obtenus aprés délipidation.
L’analyse des rendements d’extraction a montré une difféerence des extraits
phénoligues du cacao selon que celui-ci ait été ou non fermenté. La fermentation a

diminué de 55,87 % la teneur en polyphénols totaux des féves de cacao fermentés.

Tableau 26. Teneurs en extraits polyphénoliques totaux dans les féves de cacao

Echantillons Massg_ d,e poudre | Masse d’extrait polyphénolique de
utilisée (Q) cacao (g)
Cacao non fermenté 240 6,0995
Cacao fermenté 240 3,4081

Apres délipidation de la poudre de cacao puis extraction des polyphénols, la
masse d’extrait polyphénolique totale de cacao non fermenté a représenté 2,54 % de
la masse initiale des féves de cacao alors que celle de I'extrait polyphénolique total de
cacao fermenté a représenté 1,42 %. Par ailleurs, des études ont montré que les
polyphénols des féves de cacao contribuent a environ 12%-18% de la masse de cacao
sec (Bravo, 1998 ; Harwood, 2013 ; Khan et al., 2014). La teneur en polyphénols

solubles dans la masse des féves de cacao fraiches est de 15 a 20% dans les feves
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non fermentées et 5% dans les feves fermentées (Albertini et al., 2015). Ces valeurs
sont valables uniqguement pour les féves de Forastero. Le rendement des extractions
qgue nous avons effectuées montrent que les féves de cacao analysés sont faibles en
polyphénols. Les résultats sont largement inférieurs a ceux rencontrés dans la
littérature (Bravo, 1998). Plusieurs raisons pourraient expliquer cette différence au
niveau des résultats. En effet la masse des composés phénoliques dans le cacao
dépend de plusieurs parameétres. La fermentation est 'un des principaux processus
qui dégrade les polyphénols du cacao (De Pascual-Teresa et al., 2000 ; Counet et al.,
2004 ; Prior et Gu, 2005 ; Brunetto et al., 2007 ; Cooper et al., 2007 ; Rusconi et Conti,
2010). Lors de la fermentation, les composés polyphénoliques subissent des
changements biochimiques qui conduisent & une réduction de la masse des
polyphénols solubles (Bonvehi et Coll, 2000 ; Arlorio et al., 2005). L’extrait non
fermenté a une masse en composés phénoliques supérieur a I'extrait fermenté. La
fermentation a donc influé sur le taux de rendement aprés extraction. A l'instar de la
fermentation, certains paramétres devraient étre pris en compte pour évaluer la masse

des polyphénols du cacao.

Les changements intervenus dans la teneur en composés phénoliques au
cours du stockage des féves de cacao sont rapportés par plusieurs études (Clapperton
et al., 1992, Nazaruddin et al., 2006). En effet, 'oxydation et la polymérisation de
certains flavanols jouent un réle majeur dans la dégradation de ces composés au cours
du traitement post-récolte et du stockage (Nazaruddin et al., 2006 ; Hii et al., 2009).
Les traitements de stockage des feves (de 5 a 15 jours) entrainent une réduction
considérable de certains flavonoides dans les féves de cacao. Cependant, la
prolongation de la durée de stockage n'affecte pas de maniére significative la teneur

en de certains flavanols (Nazaruddin et al., 2006). Les feves de cacao fermentés et
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non fermentés ont été conservées plus de 15 jours. Ce long temps de conservation

aurait influé sur la masse de polyphénols obtenus.

De plus la variété génétique des feves de cacao (Clapperton et al., 1994 ; Luna
et al., 2002 ; Niemenak et al., 2006 ; Othman et al., 2010). La variété Forastero est
plus riche en polyphénols que les autres variétés. La masse en composeés phénoliques
des feves de cacao se différencie non seulement de la variété génétique mais aussi
des variations individuelles des especes de cacaoyer (Tomas-Barberan et al., 2007).
En effet, au sein d'une méme espece, cette masse peut varier et dépend de nombreux
facteurs. Certaines féves de cacao d’'une méme variété produites en région tropicale
peuvent étre riches en polyphénols tandis que d’autres feves de cette méme variété
cultivées dans d’autres pays de cette région peuvent produire des féves avec des
teneurs faibles en polyphénols (Kim et Keeney 1984 ; Tomas-Barberan et al., 2007 ;
Caligiani et al., 2010).

Les conditions agricoles, agronomiques (Jaganath et al., 2010) et climatiques
durant la croissance influent également sur la masse de polyphénols de cacao (Aron
et al., 2008 ; Fraga et al., 2010). En effet, les cacaoyers sont cultivés dans une zone
tropicale avec un climat tropical chaud et humide, caractérisé par une forte intensité
de précipitations, une température constante et une forte insolation (Spangenberg et
al., 2001). lls sont plantés a 'ombre des bananiers, des palmiers ou d'autres arbres
indigénes pour éviter les vents violents (Franzen et al., 2007 ; Jagoret et al., 2011). De
nombreux facteurs environnementaux (type de sol, exposition au soleil, pluviométrie
ou rendement des cabosses par arbre) affectent I'accumulation de polyphénols dans
les plantes (Camu et al., 2008). La lumiére intense du soleil et l'irrigation stimulent
'augmentation des teneurs en anthocyanes dans la partie externe de la cabosse afin

de protéger les plantes. La température, I'humidité, la disponibilité des éléments
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nutritifs, l'utilisation d'engrais et des infections affectent également I'accumulation de
polyphénols dans les plantes (Niemenak et al., 2006 ; Chang et al., 2009). Par ailleurs,
Elwers et al., (2009) ont confirmé que la fertilisation du sol peut entrainer une réduction
significative de la teneur en polyphénols totaux, en flavan-3-ols et en anthocyanes.
Le processus de maturation des cabosses de cacao diminue la masse de
polyphénols de cacao (Aron et al., 2008 ; Fraga et al., 2010). Au cours de la maturation
des cabosses, la concentration d'acides phénoliques diminue tandis que la teneur en
anthocyanes augmente (Halbwirth, 2010). La concentration de polyphénols dans les
cabosses de cacao non mars est plus €levée et diminue au fur et & mesure que la féve
devient mdre, ce qui est associé a une réduction de I'astringence. Lors de la maturation
des féves de cacao, la masse des composés phénoliques de nos extraits auraient
connu une dégradation importante. Ce qui explique également la faible teneur en

polyphénols de nos extraits de cacao.

3.2. Impact de la fermentation sur la composition chimique des extraits de cacao

3.2.1. Impact de la fermentation sur les polyphénols totaux des extraits de cacao

L’extrait non fermenté contient une teneur en polyphénols totaux plus élevée
(15533 *+ 316 ug d’acide gallique / g de cacao) que l'extrait fermenté (5727 + 101 g
d’acide gallique / g de cacao). La fermentation a réduit la teneur en polyphénols totaux
de 63 %. Des études antérieures montrent que les différentes étapes du traitement
des feves de cacao affectent significativement la teneur en polyphénols (Wollgast et
Anklam, 2000 ; Ortega et al., 2009 ; Oracz et al., 2015). La fermentation provoque une
dégradation importante des composés polyphénoliques (Counet et al., 2004 ; Miller et
al.,, 2006 ; Cooper et al.,, 2007 ; Ortega et al., 2008 ; Schinella et al., 2010). Par

conséquent, la concentration de polyphénols dans les féves de cacao brutes est
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significativement différente de celle de la poudre de cacao et des produits de chocolat
(Cooper et al., 2007 ; Ramiro-Puig et al., 2007 ; Oracz et al., 2015). Dans cette partie
de notre travail, nous avons évalué la teneur en polyphénols totaux des extraits de
cacao non fermentés et fermentés. La fermentation des féves s’est effectuée pendant
6 jours. L’identification des composés présents dans les extraits de cacao et la
quantification de I'épicatéchine, la catéchine et la procyanidines B ont été faits.
Plusieurs méthodes existent pour quantifier la teneur en polyphénols totaux. Les
polyphénols totaux peuvent étre déterminés par les méthodes du Bleu de Prusse et
Folin-Ciocalteu. Les polyphénols totaux dans un extrait peuvent aussi étre évalués en
dosant la catéchine dans cet extrait. Le dosage de la catéchine peut se faire par la
méthode de dosage de la vanilline-HCI. La teneur en polyphénols totaux d’un extrait
peut s’exprimer en fonction de la masse d’acide gallique par gramme d’extrait ou en
fonction de la masse de -catéchines par gramme d'extrait. Quant aux
proanthocyanidines, ces composés peuvent étre déterminés en faisant le dosage
butanol-HCI (Makkar, 1989 ; McMurrough et al., 1992 ; Lee et al., 1996 ; Markham et
al., 1998). Dans notre travail, le test de Folin-Ciocalteu a été utilisé pour déterminer

les teneurs en polyphénols totaux présents dans les deux extraits de cacao.
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Teneur en polyphénols totaux, exprimée en g équivalent acide Gallique /g de
cacao
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Figure 8. Impact de la fermentation sur la teneur en polyphénols totaux des extraits de cacao
non fermentés et fermentés

La fermentation a réduit significativement la teneur en polyphénols totaux. Ces
résultats sont en phase avec ceux rencontrés dans la littérature (Camu et al.,2008 ;
Hurst et al., 2011 ; Afoakwa et al., 2012 ; Oracz et al., 2015 ; Albertini et al., 2015 ;
Cruzetal., 2015 ; Pedan et al., 2017). Une différence significative a aussi été observée
au niveau de la teneur de I'épicatéchine, la catéchine et de la procyanidines B. Les
résultats obtenus sont également en phase avec ceux rencontrés dans la littérature
(Kim et Keeney, 1984 ; Wollgast et Anklam, 2000 ; Nazaruddin et al., 2006 ; Payne et
al., 2010 ; Hurst et al., 2011 ; Cruz et al., 2015 ; Albertini et al., 2015 ; Oracz et al.,
2015 ; Peldez et al., 2016 ; Pedan et al., 2017). Par ailleurs, les teneurs en sucre ont
augmenté dans l'extrait fermenté. Cette diminution des polyphénols observée serait
due a l'effet de la fermentation. En effet pendant la fermentation, les polyphénols

diffusent a partir de leurs cellules de stockage et subissent une oxydation pour devenir
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des composés macromoléculaires condensés principalement des tanins insolubles
(Jalil et al., 2008). Ce processus implique a la fois des réactions enzymatiques et non
enzymatiques catalysées par la polyphénol oxydase (Redovnikovic et al., 2009). Cette
enzyme est fortement inactivée au cours des premiers jours de la fermentation,
cependant environ 50 et 60% de I'activité enzymatique apres le premier et le deuxieme
jour est conservée (Hansen et al., 1998 ; Wollgast et Anklam, 2000 ; Jalil et al., 2008b ;
Oracz et al., 2015). Par ailleurs, pendant le premier jour de la fermentation, la pulpe
entourant la feve devient liquide et s'écoule, la température augmentant régulierement.
Dans des conditions anaérobies, les micro-organismes produisent de I'acide acétique
et de I'éthanol. Ces processus inhibent la germination des féves et contribuent aux
changements structurels dans les féves fermentées tels que I'élimination des enzymes
et des substrats. Les liquides cellulaires se déplacent a travers les parois cellulaires et
se répandent sur le cacao. Cela se produit généralement aprés 24 ou 48 h de
fermentation. Au troisieme jour, la masse de feve aura été assez uniformément
chauffée a jusqu’a 45°C et restera entre cette température et 50°C jusqu'a la fin de la
fermentation (Wollgast et Anklam, 2000). En conséquence, les composés
polyphénoliques subissent des changements biochimiques qui conduisent a une
dégradation et réduction de la teneur en polyphénols, ce qui conduit a atténuer le goQt
amer, astringent et 'ardme désagréable des féves (Bonvehl et al., 2000, Arlorio et al.,

2005 ; Oracz et al., 2015).

De plus, l'une des raisons de la perte des teneurs en monoméres de flavanols
pendant la fermentation peut étre les procédés de brunissement enzymatique (Oracz
et al., 2015). En effet, les polyphénols sont oxydés en composés quinoniques, qui
s'associent a d'autres flavanols et anthocyanes pour former des tanins condensés de

masse moléculaire élevée, essentiellement insolubles (Bruinsma et al., 1999 ; De Brito
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et al., 2002 ; Nazaruddin et al., 2006 ; Oracz et al., 2015). La polyphénol oxydase est

'enzyme principale impliquée dans ces processus (Oracz et al., 2015).

Les anthocyanes font aussi partie des polyphénols totaux. Pendant le
processus de fermentation, les anthocyanines sont hydrolysées en anthocyanidines et
en sucres (arabinose et galactose) (Niemenak et al., 2006, Andrés-Lacueva et al.,
2008 ; Camu et al., 2008 ; Oracz et al., 2015). Ces derniers composés polymérisent
avec des catéchines simples pour former des tanins complexes. Ainsi, la teneur en
anthocyanes a été considérée comme un bon indice pour la détermination du degré
de fermentation des féves de cacao (Lange et al., 1970 ; Pettipher, 1986 ; Wollgast et
Anklam, 2000). Les anthocyanidines sont tres instables sous la forme aglycone et
peuvent également étre rapidement transformés en procyanidines polymérigues
connues sous le nom de tanins condensés (Kyi et al., 2005 ; Oracz et al., 2015). Les
transformations des anthocyanes conduisent a leur dégradation rapide. Déja apres
guatre jours de fermentation, les pertes de ces composés atteignent 93% (Wollgast et
Anklam, 2000 ; Oracz et al., 2015). Selon Cienfuegos-Jovellanos et al., (2009) la
concentration de procyanidines diminue 3 a 5 fois pendant le processus de
fermentation (Oracz et al.,, 2015). Aussi, aprés 60 heures de fermentation, une
diminution de 24% de la teneur totale en polyphénols est perceptible. Cette diminution
peut atteindre 58% des polyphénols totaux apres 3 jours (Niemenak et al., 2006 ;

Oracz et al., 2015). Ces données corroborent les résultats que nous avons trouve.
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3.2.2. Identification des composés présents dans les extraits de cacao
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Figure 9. Chromatogrammes des extraits de cacao non fermentés et fermentés obtenus par UPLC-UV a 280 nm
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Tableau 27:Composés identifiés dans I'extrait non fermentés par UPLC-MS

Composés RT (min) Aire %Aire m/z Masse moléculaire Formule brute Identification
1 1,62 7070,86 17,53 181,07 180 C6H1206 Glucose
2 2,99 240,984 0,60 289,07 290 C15H1306 Catéchine
3 3,17 2102,995 5,21 369,03 370 Inconnu Inconnu
4 3,56 329,131 0,82 865,2 866 C45H38018 Isomere Procyanidines C
5 3,61 4745,264 11,77 577,13 578 C30H26012 Procyanidines B
6 3,75 68,322 0,17 1153,26 1154 C61H45N4020 Inconnu
7 3,91 14121,411 35,01 289,07 290 C15H1406 Epicatéchine
8 4,08 62,916 0,16 577,13 578 C30H26012 Isomere Procyanidines B
9 4,53 3170,24 7,86 865,2 866 C45H38018 Isomere Procyanidines C
10 4,83 2096,773 5,20 1153,26 1154 C61H46N4020 Inconnu
11 4,96 634,411 1,57 865,2 866 C45H38018 Isomére Procyanidines C
12 5,10 364,958 0,90 1153,26 1154 C61H45N4020 Inconnu
13 5,19 1541,743 3,82 1441,33 1442 C70H62N2032 Inconnu
14 5,37 517,234 1,28 1441,33 1442 C70H62N2032 Inconnu
15 5,48 1000,843 2,48 393,18 394 C17H30010 Inconnu
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16 5,64 537,913 1,33 1008,22 2014,5 Inconnu Inconnu
17 5,80 347,015 0,86 1152,26 2302,5 Inconnu Inconnu
18 5,92 1024,207 2,54 577,13 578 C30H26012 Isomere Procyanidines B
19 6,09 244,756 0,61 865,2 866 C45H38018 Isomere Procyanidines C
20 6,23 111,317 0,28 737,17 738 C36H34017 Inconnu
Tableau 28: Composés identifiés dans I'extrait fermenté par UPLC-MS
Composés RT (min) Aire %Aire m/z Masse moléculaire Formule brute Identification
1 1,62 10771,318 65,71 181,07 180 C6H1206 Glucose
2 2,96 33,813 0,21 289,07 290 C15H1306 Catéchine
3 3,15 4909,734 29,95 195,09 194 C7H1406 Bornesitol / Pinitol
4 3,58 127,335 0,78 577,13 578 C30H26012 Procyanidines B
5 3,88 302,844 1,85 289,07 290 C15H1406 Epicatéchine
6 4,51 146,644 0,89 865,2 866 C45H38018 Isomére Procyanidines C
7 4,81 100,785 0,61 1153,26 1154 C61H45N4020 Inconnu
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3.2.3. Impact de la fermentation sur les polyphénols quantifiés

Les teneurs en épicatéchine, catéchine et procyanidine B sont supérieures dans
I'extrait non fermenté (5,90 £ 0,14 ; 0,31 + 0,002 ; 5,18 + 0,08 ug / g de cacao) par
rapport a I'extrait fermenté (0,21 + 0,001 ; 0,03 £ 0,00 ; 0,13 + 0,001 pg / g de cacao).

Les flavonoides ont connu une dégradation respectivement de (96,40 ; 89,05 et

97,50%).
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Figure 10. Impact de la fermentation sur les flavonoides identifiés des extraits de cacao

Sous l'influence de la polyphénol oxydase I'(-) - épicatéchine, la (+) - catéchine
et les procyanidines sont oxydés en quinones correspondantes, qui peuvent réagir
avec d'autres composés phénoliques ou acides aminés et peptides pour former des
pigments jaunes et bruns (Wollgast et Anklam, 2000 ; Bittner, 2006 ; Camu et al.,
2008 ; Oracz et al., 2015). Par ailleurs, entre le deuxieme et le troisiéme jour de la

fermentation une diminution rapide de la teneur en (-) - épicatéchine a lieu (Wollgast
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et Anklam, 2000 ; Cooper et al., 2007 ; Oracz et al., 2015). De plus, une réduction des
teneurs en (+) catéchine est observée apres cing jours de fermentation (Kyi et al.,
2005 ; Oracz et al., 2015). Il ressort de cette analyse que la fermentation a favorisé la
dégradation des composés phénoliques présents initialement dans les extraits. Les
feves de cacao que nous avons utilisées non seulement ont été fermentées ou non

mais séchées.

En plus de la fermentation, tous ces parametres discutés plus haut ont influé
sur la masse d’extraits de cacao et les polyphénols obtenus aprés délipidation puis
extraction des polyphénols. Une non-maitrise ou variation significative de ces
parametres pourrait entrainer une diminution de la teneur en polyphénols. Ce qui

pourrait avoir un impact sur la quantité de polyphénols totaux aprés extraction.

3.3. Impact de la fermentation sur les activités antioxydantes

La capacité antioxydante des extraits végétaux dépend largement de leur
composition physico-chimique (Schinella et al., 2010). Les effets antioxydants d’une
substance naturelle peuvent étre caractérisés par plusieurs méthodes. Il est donc
nécessaire de réaliser plus d'un type de mesure de la capacité antioxydante pour
prendre en compte les différents mécanismes qui contribuent a l'action antioxydante.
Dans cette étude, nous avons utilisé deux méthodes différentes pour évaluer l'activité
antioxydante des deux extraits de cacao. Les tests a, a-diphenyl-B-picrylhydrazyl

(DPPH) et Oxygen Radical Antioxidant Capacity (ORAC).
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3.3.1. Test DPPH

Le test a été réalisé a partir des extraits fermentés et non fermentés. Afin de
permettre une meilleure comparaison de I'impact de la fermentation sur la capacité
réductrice des feves de cacao, les résultats sont ici rapportés non plus en
concentration d’extrait mais en concentration de poudre de cacao. La poudre de cacao
fermenté a montré un IC50 supérieur (899,37 + 28,76 ug / mL) par rapport a celle non
fermenté (226,42 + 52,77 pug / mL) et au témoin : acide gallique (1,51 £ 0,3 pug / mL).

L’extrait non fermenté avec un IC50 plus faible par rapport a I'extrait fermenté a
une capacité réductrice plus importante que I'extrait fermenté. Nos résultats sont en
phase avec ceux rencontrés dans la littérature (Mensor et al., 2001 ; Lee, 2003 ;

Othman et al., 2007 ; Schinellaetal., 2010 ; Pedan et al., 2016 ; Caporaso et al., 2018).
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Figure 11. Test DPPH des extraits de cacao

3.3.2. Test ORAC

La méthode ORAC nous a permis de mesurer le potentiel des composé
présents dans les extraits de cacao a réduire les radicaux péroxyles (ROO°®). Une
étude cinétique consistant a suivre la perte de la fluorescence de la fluorescéine a été
faite. Nous avons observé que I'extrait non fermenté avec une forte concentration en
polyphénols a une valeur en ORAC plus élevée ; diminuant le plus la fluorescéine que
I'extrait fermenté qui, quant a lui est moins riche en polyphénols. Nos résultats sont en
phase avec ceux rencontrés dans la littérature (Miller et al., 2006 ; Ortega et al., 2008
; Crozier et al., 2011 ; Joli¢ et al., 2011 ; Kobori et al., 2013 ; Carrillo et al., 2014). La
fermentation a donc un effet sur les activités antioxydantes du cacao. En effet, comme
beaucoup de végétaux, le cacao contient des polyphénols. Ces composés ont des
activités de piégeages des radicaux libres (oxygéne nocif trés réactif) qui sont
fabriqués par I'organisme. Ces radicaux libres, lorsqu’ils sont produits par 'organismes
favorisent le vieillissement des cellules humaines et contribuent au développement de

certaines pathologies telles que le cancer et des maladies du systeme
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cardiovasculaire. En outre, lors de la fermentation des féves, les polyphénols sont
dégradés et rendus inactifs. Ainsi, un extrait de cacao fermenté aura une activité

antioxydante faible due a sa faible teneur en polyphénols.
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Figure 12. Test ORAC des extraits de cacao

3.4. Influence de la fermentation sur les activités inflammatoire et immunomodulatrice

in vitro

3.4.1. Viabilité cellulaire

Le test de viabilité cellulaire (MTS / PMS) a été effectué pour évaluer la
cytoxicité des extraits de cacao. En outre, aprés une exposition des cellules aux
extraits de cacao, nous observons des absorbances presqu’identiques a celles du
témoin cellule non traité avec du cacao. Le nombre de cellules n’a pas varié entre

3,125 et 50 pg /mL.
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Figure 13. Effet du cacao sur les cellules J774A.1

La viabilité cellulaire a montré que les extraits de cacao ne contiennent pas de

composés toxiques pouvant influer sur les résultats du TNF-a et NO. Nos échantillons

de cacao utilisés ne sont donc pas cytotoxiques.
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3.4.2. Impact de la fermentation du cacao sur la production du TNF-a

Les extraits polyphénoliques de cacao ont stimulé la production du TNF-a. Les extraits

de cacao non fermentés stimulent plus la production de TNF-a de fagon dose

dépendante par rapport aux extraits de cacao fermentés.
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Figure 14. Impact de la fermentation du cacao sur la production de TNF-a

Le cacao module la production des cytokines de I'inflammation (Mao et al., 1999

; 2000a). Des études rapportent que des pentameres de polyphénols de cacao

stimulent la production de TNF-a (Mao et al., 2000b). Dans d’autres études, ces

mémes chercheurs ont rapporté que les polyphénols de cacao de taille intermédiaire

augmentent de facon significative la production de TNF-a in vitro (Mao et al., 2002).

Par ailleurs, les monomeéres et dimeres des procyanidines inhibent la production de

cette cytokine tandis que les trimeres stimulent la production du TNF-a (Park et al.,

2000 ; Mao et al., 2002). Les polyphénols du cacao sont constitués de plusieurs
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flavonoides qui existent avec des différences structurelles trés importantes. Ces
différences structurelles sont des paramétres importants dans leurs effets biologiques
(Mao et al., 2002). En outre, certains composeés tels que les eicosanoides synthétisés
au niveau de la membrane plasmique par les cellules a partir de I'acide arachidonique
jouent un réle central dans la régulation de l'expression des génes du TNF-a
(Jongeneel, 1994 ; Mao et al., 2002). Les prostaglandines et leucotrienes sont connus
pour leurs effets inhibiteurs dans la régulation de la production du TNF-a (Jongeneel,
1994 ; Mao et al., 2002). Les prostaglandines étant les principales responsables de
cette inhibition (Jongeneel, 1994 ; Mao et al., 2002). Toutefois, les polyphénols
(procyanidines) réduisent la synthése des prostaglandines en inhibant I'expression de
la géne de la COX-2 et diminuant directement l'activité de la COX-2 (Noreen et al.,
1998 ; Mao et al., 2002). Lorsque la cycloxygénase et la lipoxygénase sont inhibées,
les teneurs de TNF-a sont également modifiées voire augmentent (Jongeneel, 1994 ;
Mao et al., 2002). Il est important de souligner que ces deux enzymes (cycloxygénase
et la lipoxygénase) sont importantes dans la synthese des prostaglandines et des
leucotrienes. Par conséquent, nous pouvons déduire que la production de TNF-a
observée dans nos extraits de cacao est en partie due aux polyphénols présents dans
le cacao. L’extrait non fermenté produisant plus de TNF-a que I'extrait fermenté. Par
ailleurs, les différences au niveau de nos résultats résident aussi dans la quantité et la
structure des polyphénols présents dans nos extraits et aussi dans le degré de
polymérisation de ces composés bioactifs (polyphénols). Les procyanidines sont en
quantités réduite dans I'extrait fermenté par rapport a I'extrait non fermenté. Raison
pour laquelle I'extrait fermenté produit moins de TNF-a car son activité sur la COX -2
est faible par rapport a celle de I'extrait non fermenté (Lee et al., 2006). Par ailleurs,

certains polyphénols du cacao sont uniques car ils sont constitués d'unités monomeres

149



répétées et peuvent exister sous divers degrés de polymérisation. Le degré de
polymérisation joue un role dans la détermination des activités biologiques des
procyanidines (Selmi et al., 2006 ; Bitzer et al., 2015). Des études montrent que le
niveau d'absorption des polyphénols dépend aussi de leur degré de polymérisation qui
limite également leur biodisponibilité (Bravo, 1998). En général, les feves fraiches de
cacao non fermentées contiennent des flavanols avec un degré de polymérisation
varié a partir de monomeres jusqu'a des décameres (Kelm et al.,, 2006). La
conformation des procyanidines est modulée par trois caractéristiques que sont la
nature des unités constitutives, le type de liaison et le degré de polymérisation. Une
procyanidine riche en (+) -catéchine aura tendance a former une hélice tournant vers
la droite, a I'inverse d’'une procyanidine riche en (-) -épicatéchine (Fletcher et al., 1977).
Nous pouvons déduire que la diminution du degré de polymérisation est corrélée a la
maturité du fruit et a la diminution de I'astringence. Cette diminution d’astringence est
due a la fermentation qui dégrade les polyphénols présents dans les feves de cacao.
Ainsi I'extrait fermenté avec un degré de polymérisation des polyphénols et une
astringence faible stimulent moins la production de TNF-a par rapport a I'extrait non
fermenté. Nos résultats sont en phase avec ceux rencontrés dans la littérature (Mao
et al., 2002 ; Carlo et al., 2006). Cependant Les différents mécanismes par lesquels

les polyphénols du cacao stimulent la production de TNF-a méritent d’étre élucidés.
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3.4.3. Impact de la fermentation du cacao sur la production du NO

L’effet inflammatoire des extraits du cacao a été aussi évalué en étudiant I'effet
des extraits de cacao sur la production de l'oxide nitrique (NO). Différentes
concentrations du cacao non fermentés et fermentés ont été testées. Les résultats ont
montré que les extraits de cacao fermentés et non fermentés in-vitro n’ont pas d’effets
significatifs sur la production du NO. La fermentation n’a donc pas eu d’impact sur la

production de NO.

Cependant, des études montrent que le cacao a des effets inhibiteurs sur la
production de NO. Les composés responsables de cette inhibition sont les flavonoides
en particulier I'épicatéchine (Ono et al., 2003 ; Ramiro-Puig et al., 2005 ; Amorim et
al., 2016 ; Ranneh et al., 2016). Des études contradictoires affirment que le cacao
stimule la production de NO (Sung et al., 2013 ; Amorim et al., 2016). D’autres
composés en particulier les procyanidines et les pectines présents dans le cacao sont
responsables de la production du NO. Les extraits de cacao n’ont aucun effet sur la
production de NO s’explique par le fait que I'action inhibitrice de certains polyphénols
présents dans ces extraits peut étre contrebalancée par d’autres composés présents
dans nos extraits de cacao. Les mécanismes d’action des effets paradoxaux des
polyphénols du cacao sur la production du NO in-vitro méritent d’étre clairement

élucidés.
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Figure 15. Impact de la fermentation du cacao la production du NO
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Conclusion générale et perspectives

Le cacaoyer a une riche histoire qui englobe de nombreuses cultures et porte
d’'importantes implications économiques et sociales pour des millions de personnes
dans le monde. Les Mayas d’Amérique centrale furent les premiers a consommer du

cacao (De Araujo et al., 2016).

Christophe Colomb a été le premier Européen a rencontrer le cacao vers 1502
aprés JC. Mais ce n’est qu'un quart de siécle plus tard que le grand conquérant

espagnol Hernan Cortéz a introduit le cacao en Europe (De Araujo et al., 2016).

Les principales variétés du cacao sont : Forastero, Criollo et Trinitario. La

derniere variété est un croisement des deux premiéeres.

Comparé aux géants de quarante ou cinquante metres qui l'entourent, le
cacaoyer parait bien petit, avec seulement dix a quinze métres de hauteur. Petit, oui,
mais déja distinct des autres. Ses fruits ne poussent pas dans la ramure de l'arbre
mais le long du tronc et sur les grosses branches. lls sont jaunes, lisses et arrondis ou
bien rouges, verrugueux et pointus. Les graines quant a elles sont violettes et plutot
plates ou bien blanches et dodues. Les fruits du cacaoyer sont appelés cabosses. Une
fois murs, ils ne tombent pas d'eux-mémes. lls sechent sur l'arbre, sans libérer leurs
graines. Le cacaoyer ne se serait sans doute jamais reproduit, ni multiplié sans une
intervention extérieure. Mais la nature est vigilante, les graines que contiennent les
fruits sont entourées d’'une pulpe abondante, acidulée, riche en sucres, en un mot,

plutét agréable au goQt (Barrel, 2016).

Le cacao contient plus de 300 constituants différents (Fung, 2011 ; De Araujo

et al., 2016), méme dans les féves torréfiées (Keeney, 1972 ; De Araujo et al., 2016).
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Ses principaux composants sont : le beurre de cacao (acides gras oléiques, stéariques
et palmitiques), les minéraux (magnésium, potassium, fer et zinc), les méthylxanithines

(théobromine et caféine), les polyphénols ainsi que d'autres.

Les féves de cacao et les graines de Theobroma cacao L. constituent la matiére
premiere de base utilisée pour la préparation de produits tres prisés des
consommateurs du monde entier, tels que le cacao en poudre, le chocolat et d’autres
produits dérivés du cacao (Moser et al., 2010 ; Oracz et al., 2015). Ce produit fabriqué
a I'échelle industrielle est le résultat d'un processus complexe qui commence par la
fermentation des féves de cacao et se poursuit a travers différentes étapes de
traitement. Lors de chacune de ces opérations, la manipulation dans toutes les
opérations impliquées, les ingrédients ajoutés et la sélection des matieres premieres
appropriées ont une influence sur les caractéristiques et par conséquent, sur la qualité

et la sécurité du produit fini.

Au milieu des années 1600, le cacao était utilisé en Europe comme médicament
favorisant la santé et comme remede contre tous les types d'aliments (Pucciarelli et
Grivetti, 2008 ; De Araujo et al., 2016). Le cacao était particulierement apprécié pour
sa capacité a traiter les affections des voies respiratoires supérieures telles que le
rhume et la toux améliorant le bien-étre mental et protégeant contre les carences

nutritionnelles (Selmi et al., 2008 ; De Araujo et al., 2016).

Notre étude a porté sur les effets santé de la variété Forastero. Des féves de
cacao post-récolte ont été fermentées d’autres non puis conditionnées. La poudre de
cacao obtenue apres broyage a étée deélipidée. Les polyphénols totaux ont été extraits.
Les analyses physico-chimiques ont été réalisées en commencant par le dosage des
polyphénols totaux réalisé avec la méthode de Folin-ciocalteu. L’identification des

composeés présents dans la poudre a été faite par UPLLC-MS-UV. Les composés
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phénoliques majoritaires ont été déterminés par LC/MSMS. Les études antioxydantes
ont été faites avec les tests DPPH et ORAC. Concernant les activités biologiques, nous

avons fait la viabilité cellulaire puis déterminer les concentrations en TNF-a et NO.

Les résultats montrent que la fermentation a favorisé la diminution de la masse
des polyphénols contenus dans la poudre de cacao apres délipidation puis extraction.
L’extrait non fermenté disposant d’'une masse d’extraits phénolique environ 2 fois plus
grande que celle de I'extrait fermenté. Les analyses physico-chimiques des extraits
fermentés et non fermentés ont montré une différence significative au niveau des
teneurs. La quantification des polyphénols totaux a révélé que I'extrait non fermenté
est environ 3 fois plus concentré que I'extrait fermenté. Les teneurs en épicatéchine,
catéchine et procyanidines B sont largement supérieures dans I'extrait non fermenté
par rapport a I'extrait fermenté. La fermentation a donc influé négativement sur le taux
de rendement de la masse d’extraits obtenus aprés délipidation puis extraction. Elle a
€galement contribué a la dégradation des composés chimiques phénoliques présents
dans les extraits. La fermentation a favorisé I'apparition de certains composés tels que
les sucres dans I'extrait fermenté. Par ailleurs, I'extrait non fermenté avec une masse
d’extrait phénolique supérieure et une teneur en polyphénols élevée dispose d’une

activité anti-oxydante trés élevée par rapport a I'extrait fermenté.

Les tests DPPH et ORAC ont montré que le cacao a une activité antioxydante.
L’extrait non fermenté avec son importante quantité en polyphénol est plus antioxydant
que I'extrait fermenté. Nous pouvons déduire qu’il existe une corrélation entre la teneur
en composés phénoliques du cacao et son activité anti-oxydante. Ces résultats sont

en accord avec les données de la littérature.
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Concernant les effets sur les cellules eucaryotes et les activités inflammatoires
et immuno-modulatrices, les extraits de cacao issus de la fermentation n’ont pas
produit de toxicité cellulaire. Ainsi les effets étudiés peuvent étre analysés sans risque
de biais lié a un impact négatif des composants du cacao sur la survie des cellules
utilisées ; les macrophages. Les extraits de cacao fermentés ou non fermentés ont eu
une activité pro-inflammatoire sans exercer d’influence sur la production de NO.
Plusieurs paramétres non maitrisés auraient influé sur les activités inflammatoires du
cacao. En effet, d’'aprés nos résultats, les effets du cacao sur le processus
inflammatoire et 'immuno-modulation serait fonction non seulement de la nature mais
€galement de la teneur en composés bioactifs présents dans les extraits de cacao au

regard des marqueurs biologiques étudiés.

Les résultats sur les effets inhibiteurs du cacao sur le NO in-vitro des
polyphénols du cacao disponibles dans la littérature méritent d’étre pris avec des
réserves. Au vu de nos résultats des activités biologiques du cacao in-vitro, nous ne
pouvons établir une véritable corrélation directe entre la teneur en métabolites
secondaires et les propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Ces
différences d’effets biologiques entre les résultats de diverses investigations, incluant
les ndtres, au sein de la littérature suggérent que le choix des souches de cacao ainsi
gue les conditions opératoires de préparation des extraits est susceptible d’avoir une

influence notable que I'étude des effets santé du cacao.

Sur cette base, nos résultats expérimentaux ouvrent plusieurs perspectives
d’investigations visant a mieux comprendre les effets santé du cacao et de ses
bioactifs en fonction des types de plants de cacao et des procédés de transformation

appliqués sur la matrice initiale.
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L’identification détaillée, par fractionnement / séparation des composés, en particulier
polyphénoliques, responsables des effets biologiques du cacao Forastero et
notamment de la production de TNF-a permettrait d’obtenir une meilleure classification
pharmacologique des composés d’intérét du cacao pour cette activité.

Ces informations détaillées contribueraient a engager une étude approfondie des
meécanismes d’action pharmacologiques par lesquels cet effet est induit. Les actifs du
cacao seraient alors susceptibles d’étre utilisés comme des réactifs d’exploration de
la transduction du signal qu’ils induisent au niveau cellulaire. L’élucidation de ces
mécanismes moléculaires contribuerait a la compréhension non seulement des effets
des bioactifs mais également des différences de résultats enregistrées au sein de la
littérature scientifique. Enfin, il serait d’'un grand intérét d’agréger ces données avec
des investigations complémentaires visant a modifier les paramétres des opérations
unitaires des procédés de transformation du cacao afin de mieux apprécier et de
corréler I'impact des procédés (fermentation, extraction, ...) sur la composition et les

effets santé du cacao.

Productions scientifiques :

Publication 1 : Review dans le journal "Fruits"

Titre: Theobroma cacao taxonomy, physiology, chemistry and nutrition-health
properties: a comprehensive review

Publication 2 : Article de recherche dans le journal "Journal of Ethnopharmacology”
Titre : Theobroma cacao fermentation impacts on immunomodulatory properties
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