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INTRODUCTION 

La couleur des fèves de cacao évolue du violet 
au brun au cours de la fermentation pour la majo­
rité des cacaos cultivés (Forastero, Trinitario ). 
Ainsi, l'observation visuelle de l'épreuve à la 
coupe (eut-test) est un moyen très utilisé pour le 
contrôle de la qualité des fèves de cacao marchand. 

Jusqu'à présent, l'analyse physico-chimique des 
composés responsables de la couleur de la fève 
a été limitée au dosage global des pigments antho­
cyaniques. 

Swain en 1962 (1) fait le point sur la fermentation 
du cacao. Il indique en particulier qu'après la 
mort de la fève : 

1) Les anthocyanes sont hydrolysées par les 
glycosidases et libèrent les glycosides cor­
respondants (précurseurs d'arômes). Le devenir 
des anthocyanidines formées n'est pas connu. 

2) L'action des oxydases conduit à la poly­
mérisation des monomères et oligomères flavanols 
en composés insolubles, ce qui diminue l'astringence 
de la fève. 

Dans un travail précédent (2), nous indiquions 
que la concentration en composés phénoliques 
solubles de la fève diminuait, mais que nous 
retrouvions sensiblement les mêmes composés 
entre un cacao non fermenté et fermenté. Seules 
les anthocyanes disparaissent et de nouveaux 
composés, qui se révèient en rouge à la vanilline­
HCl, apparaissent au cours de la fermentation. 

* A qui adresser toute correspondance : BP 5035, 34032 Mont­
pellier Cedex. 

Rostagno (3) a proposé une méthode pour 
caractériser un « indice de polymérisation » fondé 
sur la détermination d'un « indice de cyanidine » 
(cyanidine libérée par l'hydrolyse des flavanols 
polymèrés) et d'un « indice de vanilline » (déter­
mination des sites 6 ou 8 disponibles sur le cycle A 
des flavanols). Cependant une étude inter-labo­
ratoires a montré que ces déterminations sont 
délicates et peu reproductibles d'un laboratoire 
à l'autre. 

Selon Bourzeix et al. (4), l'altération de la matière 
colorante résulte de la polymérisation des antho­
cyanes, d'où une augmentation du taux de poly­
mères. Les auteurs ont montré dans le cas du vin, 
que trois groupes de colorants se -distinguent : 

- les anthocyanes monomères, 
- les « polymères rouges », 
- les « polymères jaunes et bruns », 

et qu'il est possible de déterminer la contribution 
respective de ces trois fractions, non seulement à la 
couleur du vin, mais à celle de jus et boissons 
fermentés issus de fruits autres que le raisin. 

Gourieva et Tserevitinov (5) indiquent que 
l'étude du rapport des densités optiques d'un 
extrait méthanolique acide de cacao, mesurées à 
460 nm et 525 nm, permet de caractériser la 
fermentation. Ces deux longueurs d'onde repré­
sentent, selon les auteurs, la contribution des 
anthocyanes (525 nm) et des produits bruns de 
condensation des flavonoïdes (460 nm). Les fèves 
seraient fermentées quand le rapport 
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R = DO (460 nm)/DO (525 nm) 

est supérieur ou égal à 1. 
Au cours de ce travail, nous présentons : 

- l'évolution des pigments anthocyaniques, 
- l'évolution du rapport DO (460 nm)/DO 

(525 nm), 

- la mesure de la matière colorante sous forme 
d'anthocyanès monomères, de « polymères 
rouges », de « polymères jaunes et bruns » et 
leur contribution respective à la couleur rouge 
de fèves de cacaos hybrides IFCC, au cours de la 
fermentation en caisse. 

PARTIE EXPÉRIMENTALE 

Echantillon 

- Hybrides amazoniens issus des sélections 
IFCC-Côte d'Ivoire. La fermentation est conduite 
selon le protocole préalablement décrit (2). 

- Deux lots de cacao ont été ainsi obtenus : 
l'un en 1979, l'autre en 1980. 

- Les fèves sont décortiquées, broyées à froid 
(granulométrie ~ 0,5 mm). 

La délipidation est effectuée 24 h au soxhlet 
(éther de pétrole 40°-60°). 

Pigments anthocyaniques 

Les pigments anthocyaniques sont dosés selon 
la méthode de l'OICC, modifiée par Chassevent et 
d'Ornano (6). 1 g de cotylédon broyé non délipidé 
est placé dans un bécher de 50 ml. On ajoute à la 
burette exactement 20 ml d'HCl 0,3 N (1 à 2 ml 
en malaxant• bien, le reste en homogénéisant). Le 
mélange est placé une heure sous agitation magné­
tique, puis transvasé (sans rincer le bécher) dans 
un tube à centrifuger. Après centrifugation (10 min, 
5 000 g), 10 ml de l'extrait aqueux acide clair sont 
placés dans un tube à centrifuger en verre de 30 ml 
muni d'un bouchon étanche. On ajoute 10 ml 
d'alcool n-amylique (saturé en HCl 0,3 N) et on 
agite manuellement une minute. Après centrifuga­
tion (10 min, 5 000 g) le tube est placé 30 min dans 
un mélange eau glace. Une centrifugation complé­
mentaîre de 2 min décante le brouillard relargué. 
La densité optique de l'extrait amylique est mesurée 
à 525 nm par rapport à un blanc (alcool amylique 
saturé en HCl 0,3 N). 

Rapport 
DO (460 nm)/DO (525 nm) 

2 g de poudre de cacao délipidé sont extraits par 
50 ml de MeOH-HCl 12 N 1 °/

00
, 45 min à O °C, 

sous agitation magnétique. Après filtration, 4 ml de 
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la solution sont complétés à 25 ml (MeOH-HCl 
12 N 1 ° / 

00
). La mesure de la DO est effectuée à 

460 nm et 525 nm. 

Mesure 
de la contribution respective 
des anthocyanes monomères, 
« polymères rouges », 
« polymères jaunes et bruns » 

1) La préparation du mélange d'adsorbants 
(Polyclar, Silice G, Silice 60, 4/2/ 14) et le mode 
opératoire des élutions successives sont décrits en 
détail par Bourzeix et al. (4). 

2) 2 g de poudre de cacao délipidé sont extraits 
par 50 ml de MeOH-HCl 12 N 1 °/

0 0
, 45 min à 

0 °C, sous agitation magnétique. Après 2 min de 
décantation, 2 ml pour les échantillons 0,1 et 2jours 
et 4 ml pour les échantillons 3 à 8 jours sont placés 
en tête d'une colonne contenant 1 g d'adsorbants , 
préalablement mis à gonfler dans le solvant de pre­
mière élution. 

3) On élue successivement la cotonne par : 

- 25 ml de MeOH-HCl 12 N 1 °/ FI 
. 00 

(anthocyanes monomères) 
(suivi d'un lavage à l'eau de la colonne), 

- 25 ml d'acide formique aqueux 50 % : F II 
(« polymères rouges»), 

- 25 ml d'acide formique pur : F III (« poly­
mères jaunes et bruns » ). 

4) La mesure de la DO des trois fractions est 
effectuée au spectrophotomètre à 525 nm. 

5) Tous les échantillons sont analysés deux fois. 
Les résultats sont exprimés pour un dépôt de 4 ml 
en tête de colonne, correspondant à 160 mg de 
cacao délipidé, c'est-à-dire une concentration de 
matière colorante équivalente à 6,4 mg de cacao 
délipidé par ml de solution F I, F II ou F III. 

6) Entre 50 et 100 µl des trois fractions sont 
déposés sur plaque de cellulose (e = 0,1 mm), 
élués avec de l'acide acétique 5 %-



RÉSULTATS - DISCUSSION 

Dosage des pigments 
anthocyaniques 

Les résultats sont indiqués figure 1. Nous cons-
tatons : 

- une diminution globale des pigments <l'envi-
ron 93 %, 

- d'après la courbe Li(DO)/Lit, que la vitesse 
de décroissance est maximale entre deux et trois 
jours de fermentation. 

Ces résultats en eux-mêmes ne permettent pas 
d'évaluer un indice de fermentation du cacao. 
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Fig. 1. - Evolution des pigments anthocyaniques de la fève 
au cours de la fermentation 

Evolution du rapport 
DO (460 nm)/DO (525 nm) 

Les résultats obtenus à partir des échantillons 
à différents temps de fermentation du cacao 1980 
(tableau I, fig. 2) indiquent : 

1) Une diminution de la DO (525 nm) d'environ 
91 % contre une diminution de la DO (460 nm) 
d'environ 70 %-

2) Que le rapport R croît entre O et 8 jours. Selon 
· Gourieva et Tserevitinov, le niveau de fermentation 
acceptable (R ~ 1) est atteint entre le quatrième et 
le cinquième jour de fermentation. 

3) Comme dans le cas du dosage des pigments, 
une forte décroissance de la DO (525 nm) entre 
deux et trois jours de fermentation. 

TABLEAU I 
Evolution du rapport DO (460 nm)/DO (525 nm) 

au cours de la fermentation 

Densités optiques 

Jours D. 0. D.0. 
R (525 nm) (460 nm) 

0 2,24 o, 95 o, 43 
1, 98 0,842 o, 42 

2 1, 96 0,796 0,41 
3 o ,'446 0,278 0,62 
4 0,304 0,297 0,98 
5 0,302 0,339 1, 12 
6 0,253 0,323 7',28 
7 0,276 o, 311 1, 13 
8 0, 196 0,284 1, 44 
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Fig. 2. - Evolution du rapport DO (460 nm)/DO (525 nm) 
au cours de la fermentation 

Mesure 
de la contribution respective 
à la couleur 
des fractions F 1, F Il, F Ill 

Analyse chromatographique 

Les chromatogrammes des trois fractions indi­
quent (fig. 3-, p. 118) : 
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Fig. 3. - Chromatogrammes des fractions F I (anthocyanes 
monomères) F II(« polymères rouges ») et F III(« polymères 
jaunes et bruns ») 

- une bande correspondant aux anthocyanes 
(A) dans FI, 

une bande rouge (C) au-dessus du dépôt dans 
FII, 

une bande jaune-brun (D) de Rr 0 dans F III. 

Ces trois fractions correspondent bien aux trois 
groupes de colorants définis par Bourzeix et al. De 
plus, l'examen sous UV indique que FI contient 
les esters hydroxycinnamiques (B). La vanilline 
HCl révèle deux bandes dans F II et F III ainsi 
qu'une traînée (Rr 0 à 0,5) dans F III. Les alcaloïdes 
(E) du cacao se retrouvent dans les trois fractions. 

Contribution à la couleur 
Les tableaux II et III indiquent la DO à 525 nm 

des trois fractions et leur contribution respective 
à la couleur rouge pour deux lots de cacao fermen­
té selon le même protocole, l'un en 1979, l'autre 
en 1980. · · 

Les résultats obtenus sur les deux cacaos sont 
comparables. Nous constatons dans chaque cas 
que: 

- l'ensemble des DO des trois fractions décroît 
au cours de la fermentation (fig. 4 et 5), 
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TABLEAU II 
Contribution à la couleur rouge de la fève, des fractions F I, F II, 

F III pour un lot de cacao fermenté en 1979 

Fermen- · D.O. (525 nm) Contribution à là 
tation èoùlèur · rougè 

Jours FI FII FIII i:n.o . FI% FII% FIII% 

0 1 )500 0,780 0,480 2,760 54,3 28,3 17,4 
1 1,500 0,620 0,388 2,508 59,8 24,7 15,5 
2 1,040 0,560 0,380 1,980 52, 5 28,3 19,2 
3 0,200 0,288 0,360 o,848 23,6 34,0 42,4 
4 o, 088 , 0,240 0, 380 0,708 12,4 33,9 53,7 
5 0, 136 0,239 0,432 0,808 16,9 29,6 53,5 
6 0, 100 0,244 0,444 0, 788 12,7 31,0 56,3 
7 0,080 0,216 0,344 0,640 12,5 33,7 53,7 
8 o, 104 o, 176 0,364 o,644 16, 1 27,3 56,5 

TABLEAU III 
Contribution à la couleur rouge de la fève, des fractions FI, F II, 

F III pour un lot de cacao fermenté en 1980 

Fermen-
D.0. (525 nm) Contribution à la 

tation couleur rouge 

Jours FI FII FIII l:D.0 . FI% FII% FIII% 

0 1,384 0,576 o,436 2,396 57,8 24,0 18,2 
1,320 0,440 0,632 2,392 55,2 18,4 26,4 

2 0,840 o, 320 o, 608 1,768 47,5 18, 1 34,4 
3 0,092 0,087 0,209 0,388 23, 7 22,4 53,8 
4 0,037 0,087 0, 187 0,311 11, 9 28, 1 60,0 
5 0, 024 0,082 0, 181 0,287 8,4 28,6 63,0 
6 0,032 0,061 o, 154 0,247 13,0 24,7 62,3 
7 0,039 0,063 o, 137 0,239 16,3 26,4 57, 3 
8 0,013 0,058 o, 118 o, 189 6,9 30,7 62,4 

- les contributions relatives de F I et F III 
s'inversent alors que celle de F II varie peu (fig. 6 
et 7), · 

- à partir du quatrième jour de fermentation, 
les contributions respectives des trois fractions sont 
sensiblement constantes, 

- les vitesses de décroissance des anthocyanes 
monomères et des polymères sont différentes 
(fig. 8 et 9). 

Fig. 4 et 5. - Variation des densités optiques des trois .frac­
tions F I, F II et F III au cours de la fermentation de cacaos 
fermentés en 1979 et 1980 

Fig. 6 et 7. - Contributions relatives de F I, F II, F III à la 
coloration rouge au cours de la fermentation de cacaos fer­
mentés en 1979 et 1980 

Fig. 8 et 9. - Evolution des rapports F/F 
au cours de la fermentation de cacaos fermentés en 1979 et 1980 
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La période critique de la fermentation, en ce qui 
concerne la matière colorante de la fève, se situe 
encore une fois entre deux et trois jours. 

L'ensemble de ces constatations concordent avec 
l'étude de l'évolution du rapport R et nous pouvons 
alors définir trois périodes de fermentation : 

- de O à 1 jour - pas de modification de la 
matière colorante, 

- de 1 à 4 jours - augmentation de R (R < 1) 
et inversion de la contribution relative F 1/F III 
entre 2 et 3 jours, 

- de 4 à 8 jours - R croissant (R ~ 1), contri­
bution relative à la couleur rouge de F I, F II, F III 
sensiblement constante. 

C'est-à-dire dans notre cas : 

- F 1/F III > 0,3, cacao non fermenté, 
- F 1/F III < 0,3, cacao fermenté. 

Déterminer un indice de fermentation à partir 
de la méthode de Bourzeix et al. nécessiterait une 
série de mesures sur différents échantillons, et en 
particulier sur des cacaos peu ou pas pigmentés. 
Cependant, cette méthode donne des résultats 

comparables sur deux lots de cacao, l'un récolté 
et fermenté en 1979, l'autre en 1980. 

Remarques sur la méthode 

a) Cette méthode est simple et rapide. 

b) L'ensemble des composés de la matière colo­
rante semble être récupéré dans les trois fractions. 
En effet, les valeurs de la DO (525 nm) de l'extrait 
brut (tableau 1) concordent assez bien avec la 
somme des DO (525 nm) des fractions F 1, F II, 
F III (tableau III). 

c) Cependant, l'élution de tous les composés 
phénoliques du cacao sur la colonne d'adsorbants 
n'est pas totale. La phase, lavée au reflux de l'acide 
chlorhydrique concentré, donne une couleur rouge 
intense, qui pourrait correspondre à la cyanidine 
libérée au cours de l'hydrolyse de polymères adsor­
bés irréversiblement sur le Polyclar. Nous ne réuti­
lisons donc pas la phase après la série des trois 
élutions. 

CONCLUSIONS 

Au cours de ce travail, nous avons examme 
l'évolution de la matière colorante rouge de cacaos 
hybrides IFCC au cours de la fermentation en 
caisse . 

La méthode de Bourzeix et al. utilisée pour l'éva­
luation de cette matière colorante en fonction de 
son degré de polymérisation est simple et rapide. 

Les principales modifications de la couleur inter­
viennent entre le deuxième et le quatrième jour. 
La contribution relative à la couleur des anthocya­
nes monomères, des « polymères rouges » et des 
« polymères jaunes et bruns » permet de caracté­
riser distinctement trois étapes de fermentation : 

- de O à 1 jour, pas de modification de couleur, 
- de 2 à 4 jours, inversion du rapport anthocya-

nes monomères/polymères jaunes et bruns, 
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- de 4 à 8 jours, peu ou pas d'évolution de 
couleur. 

Ces résultats concordent avec l'étude du rapport 
DO (460 nm)/DO (525 nm) défini par Gourieva 
et Tserevitinov. 

Les méthodes employées au cours de ce travail 
ne permettent pas par elles-mêmes de déterminer 
un indice de fermentation de façon absolue. Cepen­
dant, un ensemble d'analyses complémentaires, 
telles que : acides aminés libres, azote ammoniacal, 
acidités, .. . , comme nous le publierons prochaine~ 
ment, permet déjà une bonne approche de cet 
indice. 

En ce qui concerne les composés phénoliques, 
nous entreprenons l'étude de l'évolution des esters 
hydroxycinnamiques et des flavanols au cours de 
la fermentation. 
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raten Farbstoffes in Abhangigkeit von seinem Poly­
merisationsgrad erfolgte nach der Methode von Bourzeix 
et al. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen : 1) dass 
die Gesamtverminderung der anthocyanischen Pigmente 
ungefahr 93 % betragt und die Geschwindigkeit ihrer 
Abnahme zwischen dem zweiten und dritten Fermen­
tationstag am hochsten ist; 2) eine Erhohung der 
Beziehung O.D. (460 nm)/O.D. (525 nm) vom zweiten 
bis achten Fermentationstag; 3) dass die hauptsachlicheri 
Farbveranderungen zwischen <lem zweiten und dem 
vierten Fermentationstag stattfinden und erlauben deut­
lich drei Entwicklungsstufen der Fermentation zu un­
terscheiden : keine Farbveranderung am ersten Tag, 
Inversion der Beziehung monomere Anthocyane/gelbe 
und braune Polymere vom zweiten bis vierten Tag ; 
wenig oder keine Farbevolution vom vierten bis achten 
Tag. 
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Se han utilizados hibridos amazomcos pracedentes 
de selecciones IFCC en Costa de Marfil para el estudio 
de la evoluci6n de la materia raja de los granos del 
cacao durante el transcurso de la fermentaci6n. Los 
pigmentas antocianicos se dosifican segun· el método 
de la OICC, modificado por Chassevent y d'Ornano; 
la evoluci6n de la relaci6n de las densidades 6pticas 
medidas a 460 y 525 nm es debidamente estudiada. La 
evaluaci6n de la materia colorante raja en funci6n de su 
grado de polimerizaci6n se efectua en este casa por el 
método de Bourzeix et al. 

Los resultados de este estudio permiten demostrar : 
1) que la disminuci6n global de los pigmentas anto­
cianicos es de, apraximadamente, un 93 % y la velocidad 
de su decrecimiento alcanza el valor maxima entre el 
segundo y el tercer dia de la fermentaci6n; 2) un aumento 
de la relaci6n D.O. (460 nm)/D.O. (525 nm) del segundo 
al octavo dia de fermentaci6n; 3) que las principales 
modificaciones del color intervienen entre el segundo y 
el cuarto dia de la fermentaci6n y que permiten caracte­
rizar distintamente tres etapas de fermentaci6n : ninguna 
modificaci6n de color en el primer dia ; inversion de la 
relaci6n antocianos mon6meras/polimeras amarillos y 
pardos del segundo al cuarto dia; poca o ninguna evo­
luci6n de color del cuarto al octavo dia. 


