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Introduction

Les céréales et leurs dérivées constituent I’ alimentation de base dans beaucoup de pays
en développement, particulierement dans les pays maghrébins. En Algérie, les produits
céréaliers occupent une place stratégique dans le systéme alimentaire et dans I’économie
nationale. Cette caractéristique est percue d une maniere claire a travers toutes les phases de

lafiliere (Djermoun, 2009).

La qualité des aliments consommés est une des grandes préoccupations de toutes les
sociétés. Si les qualités nutritionnelle et technologique sont devenues primordiaes, la qualité
sanitaire est également trés importante. Les aliments et y compris les grains sont des milieux
propices au développement des micro-organismes. L’infestation par les moisissures
représente I’une des causes majeures d' atération des grains et des graines stockés, et leur
importance est encore trop souvent sous-estimée. Les moisissures du stockage, peuvent
amener a toute une série d' atérations, entrainant des pertes sur les plans technologique,
commercia, hygiénique et nutritionnel (Multon, 1992). Selon la FAO, environ 5% de la
production mondiale de céréales serait annuellement détérioré et perdu. Les pertes se
répartissent de fagons tres inégales entre les différentes régions du globe. Les pays qui
utilisent des technologies avancées, n’ont a déplorer gqu’ un pourcentage de perte faible, de 1 a
2 % ; inversement, dans les pays ne maitrisant pas encore les technol ogies avancées, subissent
jusqu’a 25 a 30 % de perte, ce qui est considérable, méme si cela représente de bien moindres
tonnage (Cahagnier, 1997).

Parmi les constituants du grain pouvant jouer un réle dans sa défense contre le stress
biotique et abiotique, figurent les polyphénols. Ils suscitent depuis quelques années un
intérét croissant de la part des industriels de I’ agro-alimentaire. Des travaux ont montré que
les polyphénols seraient associés a de nombreux processus physiologiques de la plante. La
capacité d’ une espece végétale arésister a I’ attaque des insectes et des micro-organismes est
souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques. Des études, peu nombreuses, mais
encourageantes, ont été réalisées pour identifier les changements que peuvent apporter les
agriculteurs a leurs pratiques pour accroitre la teneur moyenne en polyphénols des grains et
graines. En outre, des recherches de plus en plus nombreuses sont réalisees sur les
meécanismes biologiques en vertu desguels les métabolites secondaires participent a la
croissance saine des plantes et sur les manieres de maintenir la teneur en polyphénols des
aliments au moment de la récolte. Des techniques de cartographie génétique sont utilisées
pour isoler les genes responsables de la biosynthéese de certains polyphénols (Niggeweg et al.,
2004 ; Gall et al., 2003; Jones et al., 2003).
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Certains travaux notamment ceux de Lloyd et al. (2000) ont montré que les grains de
blé contiennent des quantités élevées de différentes classes de composés phénoliques comme
les acides phénoliques, les anthocyanidines, les quinones, les flavonoides et les composés
phénoliques aminés. Le plus important polyphénol des plantes, sur le plan du volume, est la
lignine (Daniel et al., 1999).

Etant donné que ces composes jouent un réle dans les mécanismes de défense, il est
normal que les plus grandes concentrations se retrouvent a |’ endroit des attagues initiales par
des insectes ou des agents pathogénes fongiques ou bactériens, ¢ est-a-dire sur les téguments
des grains. Selon Manach et al. (2004), I’acide férulique est le plus courant des acides

phénoliques dans les grains des céréales. 1| se concentre dans | es parties extérieures du grain.

Durant le stockage, trés peu de travaux ont abordé la relation entre I'infestation
fongique et le potentiel phénolique du grain. 1l nous a donc paru judicieux d’ organiser ce
théme autour de la recherche d éventuelle corréation entre la teneur en polyphénols totaux
dans les grains de blé dur et |la résistance a I’infestation fongique. Parmi les principaux
aspects abordés dans cette étude, I’ évaluation de la teneur en polyphénols totaux des grains
entiers et la recherche de principaux genres de moisissures contaminant ces grains en tenant
compte de |’effet intrarvariétal (échantillons sains et altérés de la méme variété) et |’ effet
inter-variétal (échantillons appartenant a différentes variétés). En paralele un test
antifongique des polyphénols totaux, extraits des variétés de blé vis-a-vis des souches des

moi sissures isolées, a été réaliséin vitro.

Afin d atteindre ces objectifs, outre I’introduction et la conclusion, le manuscrit est
structuré en trois parties: la premiére partie expose une synthése bibliographique, répartie en
trois chapitres. Le premier chapitre met I’ accent sur des généralités relatives au grain de blé.
Le deuxiéme chapitre est consacré aux moisissures et le dernier chapitre traite les
polyphénols. La deuxieme partie résume le matériel et les méhodes mis en ccuvre,
I’ extraction, le dosage des polyphénols totaux, I'isolement et |” identification des moisissures a
partir des grains de blé dur et le test antifongique des extraits polyphénoliques des variétés
analysées vis-avis des souches des moisissures isolées. La troisiéme partie regroupe les
résultats obtenus suivis des discussions; €lle récapitule [|'évaluation de la teneur en
polyphénols totaux des variétés analysées de blé, I'estimation du pourcentage de
contamination, I’identification des souches des moisissures isolées, |I'évaluation du pouvoir

antifongique des extraits phénoliques des variétés analysées vis-avis des souches des



Introduction

moisissures isolées et la mise en évidence de corréations entre la teneur en polyphénols

totaux des grains de blé dur et larésistance al’infestation par les moisissures.



Partie 01.
Synthése
bibliographique



Chapitrel. Graindeblé Synthese bibliographique

|.1. Définition

Le grain de blé congtitue le fruit de la plante, ¢’est un fruit sec (caryopse) qui contient a
I"intérieur la graine proprement dite. Il est de forme ovale, arrondi a ses deux extrémités qui sont
inégales et de grosseur variable, son examen révéle : une face dorsale plus ou moins bombée et une
face ventrale, comportant un sillon profond. A sa partie supérieure, se trouvent des courts poils qui
forment la brosse. A sa partie inférieure, visible sur laface dorsale, se trouve une |égére dépression
correspondante al’ embryon ou le germe (Calvel, 1984). Lalongueur du grain est comprise entre 5
et 9 mm, et le poids est compris entre 35 et 50 mg (Sramkové et al., 2009).

|.2. Taxonomie

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre Triticum de la famille des
Graminées. C'est une céréale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent, constitué d'une graine et de
téguments. Les deux especes les plus cultivées sont le blé tendre (Triticum aestivum) et le blé dur
(Triticum durum) mais il existe de nombreuses autres espéces de Triticum qui se différencient par
leur degré de ploidie et par leur nombre de chromosomes (14, 28 ou 42). Le blé dur contient deux
génomes AA et BB et 28 chromosomes (Feillet, 2000).

|.3. Composition histologique du grain deblé

Le grain de blé se compose dun certain nombre de tissus avec des structures et des
compositions spécifiques (Hemery et al., 2007) comme il est illustré dans la figure O1. Le grain de
blé est formé de trois parties: I’enveloppe ou le son (13 %), I’albumen (84 %) et le germe (3 %)
(Boudreau et Ménard, 1992).

> Le son: est composé de plusieurs couches, qui protégent la partie principale du grain
(Sramkové et al., 2009). |l est formé de six tissus différents : I’ épiderme du nucelle, le tégument
séminal ou la testa (enveloppe de la graine), les cellules tubulaires, les cellules croisées, le

meésocarpe et |’ épicarpe (Feillet, 2000).

> L’albumen : est constitué d’albumen amylacé et de couche a aleurone. Dans |’albumen
amylacé se trouvent des cellules remplies de granules d’amidon dispersés au milieu d’ une matrice

protéigque et dont les parois cellulosiques sont peu visibles (Feillet, 2000).

> Le germe: est I’embryon qui donnera naissance a une future plante. 1l est constitué de deux

parties, I’ axe embryonnaire d’ une part, composé de cellules parenchymateuses mérismatiques, dont les
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parois sont fines et non lignifiées, et d autre part le scutellum (cotylédon), qui fonctionne comme un
organe de stockage (Pomeranz, 1987; Felillet, 2000).
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Figure 01. Coupe d’'un grain de blé (Feillet, 2000)

|.4. Composition chimique

La composition des différentes parties d'un grain de blé dépend d' un certain nombre de
facteurs tels que le climat, la variété du blé, la nature de sol, les amendements et les techniques
culturelles (Selselet-Attou, 1991).

Le grain de blé se compose principalement des glucides (65-75 % amidon et fibres), des
protéines (7 — 12 %), des lipides (2 - 6 %), de I'eau (12 — 14 %) et des micronutriments (Hemery,
2007).
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Le son de blé est riche en vitamines du groupe B et en minéraux, il est séparé de
I'endosperme féculent pendant la premiere étape du fraisage. Afin de protéger le grain et
I'endosperme, le son comporte des fibres insolubles dans I'eau. Les fibres représentent plus de la
moitié de la composition du son (53%). La composition chimique de la fibre de son de blé est
complexe, mais €elle contient essentiellement la cellulose, |es pentosanes et des polymeéres de xylose
et d'arabinose, qui sont étroitement liés aux protéines (Sramkova et al., 2009). Le son de blé
contient aussi des quantités importantes des acides phénoliques, de lignine et de certaines proténes.
Les acides phénoliques présents dans la paroi cellulaire sont supposés jouer un réle important dans
la réticulation des polysaccharides avec d’ autres composants de la paroi cellulaire, y compris la
lignine grace des liaisons ester et éther. La présence d'esters de |'acide férulique dans le son de blé a
été revélée depuis un certain temps. L’acide férulique est estérifié a |'arabinose (unités
d'arabinoxylane de la paroi cellulaire) et il est important dans I'aleurone, le péricarpe et les parois
des cellules d'embryon. Plus récemment, I’ acide dihydroférulique (DIFA) a été trouvé dans les
tissus de blé (Parker et al., 2005). Kim et al. (2006) ont montré que le contenu phénolique total du
son de blé rouge est plus élevé que celui du blé blanc.

Selon Himi et al. (2005), la pigmentation du grain et de la coléoptile chez le blé est
contrélée par le locus R, situé sur les chromosomes homéologues du groupe 3, et par le locus Rc,
situé sur les chromosomes homéologues du groupe 7. Chacun de ces genes montre une hérédité
monogeénique. La pigmentation du grain serait due a des dérivés de catéchines ou de tanins aors
que celle de la coléoptile proviendrait des anthocyanes. Il est connu que ces composés phénoliques
sont synthétisés viala voie de biosynthese des flavonoides.

Ces mémes auteurs ont cloné des séguences partielles pour quatre génes impliqués tét dans
cette voie de synthése (CHS, CHI, F3H et DFR) chez le blé. L’expression de ces genes a été
examinée chez le grain en développement chez des lignées a grains rouges ou a grains blancs. Les
genes CHS CHI, F3H et DFR étaient fortement induits dans le péricarpe chez les lignées a grains
rouges tandis qu’aucune expression significative n’était décelée chez les lignées a grains blancs.
Ces résultats montrent que le géne R est impliqué dans I’ activation des premiers genes de la voie de
synthése des flavonoides. Quant aux pigments de la coléoptile, les quatre génes étaient exprimes
dans les coléoptiles rouges alors que DFR n’ était pas induit chez les coléoptiles blanches. Le géne
Rc semble étre ainsi impliqué dans I’ expression du géne DFR. Les mémes auteurs discutent de la
possibilité que les genes R et Rc soient des facteurs de transcription.

Les protéines et les glucides représentent chacun 16% de la matiére séche totale du son. La
teneur en minéraux est plus élevée (7,2%). Les deux couches externes du grain (péricarpe et testa)
se composent des cellules vides mortes. Les cellules intérieures de la couche d’ aleurone du son sont
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remplies de protoplastes vivants. Ceci explique le taux plus éevés des protéines et des glucides
dans le son. Il y a une grande différence entre le taux de certains acides aminés dans la couche
d'aeurone et ceux dans lafarine. Le taux de glutamine et de proline est environ la moitié, alors que
I'arginine est triple, I'aanine, I'asparagine, la glycine, I'histidine et la lysine sont doubles par
rapport a ceux dans lafarine de blé (Sramkovéa et al., 2009).

Lacouche aaleurone est riche en vitamines (B1, B2, B3, B6, B9 et E) et en minéraux (P, K,
Mg, Mn et Fe) ; elle a, par sarichesse en métabolites, un réle nourricier et par sa structure un role
de protection (Pomeranz, 1988).

L'endosperme contient principalement des réserves alimentaires, qui sont nécessaires a la
croissance de la plantule, il est riche en énergie (amidon). Outre les glucides, I'endosperme farineux
contient des lipides (1,5%) et des protéines (13%) (les gliadines et gluténines sont les principales
protéines de réserve du grain, les autres proténes du grain sont des protéines de structure telles que
les albumines et les globulines). Le contenu en minéraux (cendres) et en fibres alimentaires sont
faibles et valent respectivement 0,5% et 1,5% (Sramkové et al., 2009). La texture d'endosperme (la
dureté ou la douceur du grain) est également |'un des principaux déterminants de la qualité du blé
final. En se basant sur la dureté du grain, le blé peut étre classé en blé tendre ou dur. La dureté du
grain est principalement contrélée par le gene (Ha), qui est situé sur le bras court du chromosome
5D (Chen et al., 2007).

L'embryon contient des protéines (25 %), des lipides (8-13%) et des glucides mais pas
d amidon (Shewiy et al., 1999). Le germe est riche en minéraux et vitamines (Godon et Willm,
1991).

|.5. Stockage du blé

Le stockage des grains est une opération complexe qui demande la prise en compte de
multiples parametres (température, humidité, etc.) lors des différentes étapes, entre la récolte et
I’ expédition (Niquet, 2006).

I.5.1. Stockage souterrain " MATMORA"

Le stockage souterrain des céréales est une technique largement utilisée en milieu rura
dans plusieurs régions céréaliéres du monde en général (Bartali et Debbarh, 1991). La technique
souterrainne de stockage des céréales est appelée ” MATMORA ". Elle consiste a enfouir e produit
dans le sol dans une cavité d'une capacité moyenne de 5 tonnes environ. La"MATMORA" présente
une forme cylindrico-conique, cylindrique, sphérique ou amphorique (FAO, 1994 ; Bartali et al.,

1989) revétue d'un enchevétrement de paille de blé et d'orge ou bien par des feuilles de plastique,
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celles-ci jouent un réle important dans la réduction des risques de détérioration du grain stocké par
les eaux souterraines. Les” MATMORA " sont situées soit dans la maison soit a l'extérieur, proches
ou éloignées de I'habitation, parfois dans un milieu protégeé ou fortifié (Kanafani, 1994 ; Bartali et
Debbarh, 1991).

1.5.2. Stockage dans des grenierstraditionnels (stockage domestique)

Les grains de blé sont conservés en épis ou en vrac. lls sont généralement surélevés pour
éviter |’ attaque des rongeurs. L’infestation par les insectes est fréguente. Les producteurs essaient
d'y faire face en mélangeant les grains avec de la poudre insecticide. Ces greniers ont généralement
une forme cylindrique avec un chapeau au-dessus. La capacité varie de 3 a 7 Tonnes. On les
retrouvait trés souvent au milieu des champs. Dans tous les cas, on peut dire que ces greniers
N’ assurent pas une bonne protection phytosanitaire (Ndiaye, 1999). 1l y aplusieurs types de greniers
selon la matiére de construction : greniers a base de terre, greniers a armature de bambou et greniers
en paille (Kodio, 1989).

[.5.3. Stockage en sac

Les grains de blé sont stockés dans des sacs fabriqués en toile de jute, doublés par un sac
plastique afin d' assurer normalement une trés bonne conservation. Il faut que les grains soient secs,
gue le sac plastique intérieur ne soit pas percé, qu'il n'y ait pas de fumigeant et que le sac soit bien
attaché (Ndiaye, 1999 ; Ntsam, 1989). Les sacs doivent ére maintenus hors du sol pour éviter la
détérioration par la translocation de I'eau et / ou les termites. Des plates-formes basses, des baches
ou des feuilles de plastique peuvent servir a cette fin, mais si il ya un risque de dommages par les
rongeurs ou autres animaux, Sil y a un risque de pluie pendant la période de stockage, les sacs
devraient étre couverts avec des baches imperméables. Le besoin de méthodes chimiques de lutte

antiparasitaire ne doit pas survenir si la période de stockage est courte (FAO, 1994).
[.5.4. Stockage en silos

Aujourd'hui, le stockage en silos est un moyen généralisé de conservation et éimine les
problémes occasionnés par |'encombrement et la manipulation superflue des sacs. En générd, les
silos sont en métal ou bien en béton armé, de forme cylindrique et disposes en ligne ou en damier.
La méthode de stockage par transilage est la plus populaire. Les silos sont munis de thermocouples
qui indiquent les températures du blé aux différents paliers des cellules et d'une télécommande qui
avertit, a I'aide d'alarmes ou de voyants lumineux sur le panneau éectronique central, de la

nécessité de transborder le blé. De plus, les moulins sont équipés d'un systéme d'aspiration central

8
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et de cyclones de séparation pour assurer |a récupération des poussiéres. Des prises d'aspiration sont
installées aux endroits critiques (a la téte des silos et au-dessus de tous les transporteurs et
machines) comme mesure préventive de pollution et d'explosion. Quant a la méthode de stockage
effectuée en atmosphére renouvel ée, |'aération est réalisée par un systéme de ventilation installé ala
base méme des silos en faisant circuler I'air extérieur ambiant (Bartali, 1995; Boudreau et Ménard,
1992).

|.6. Facteursfavorisant |’ altération desgrains

|.6.1. Influencedel’humidité

Lafaible teneur en humidité est le facteur le plus important pour la conservation des grains
lors du stockage. Les grains, stockés avec le contenu d'humidité élevé, sont soumis a des pertes
élevées causées par |'attaque des insectes et les champignons (Vasquez et al., 2008). Elle favorise la
respiration des grains et accentue en consequence le dégagement de chaleur au sein des grains
stockés. 1l est généralement admis que le dégagement de chal eur double pour chaque accroi ssement
de 1.5 % de I'humidité du grain et donc que la durée probable de conservation d'un stock est
diminuée de moitié. Les atérations sont accentuées par le fait que les grains humides favorisent le
dével oppement des micro-organismes présents a la surface du grain (Cruz et al., 2002). En effet a
une humidité inférieure, les champignons ne poussent pas, mais a environ 14% ou légerement au-
dessus, la croissance fongique a lieu (Hoseney, 1994). Les moisissures du genre Penicillium ne se
dével oppent pas dans les lots de blé maintenus a 14% d’ humidité et a un taux relatif interstitiel de
70% (Boudreau et Ménard, 1992). Des activités lipolytiques et protéol ytiques plus élevées sont liées
a la plus forte teneur en humidité, ce qui conduit encore a une perte en nutriments (protéines et
lipides) (Buitt et al., 2004).

[.6.2. Influence delatempérature

La température joue un réle important dans la conservation des grains (Cruz et al., 2002). Elle
est le facteur le plusimportant qui affecte la qualité du grain au cours de stockage (Kusifiska, 2001).
Elle intervient d'une part sur la valeur de I'A,, et d’autre part, sur les vitesses des réactions
chimiques et enzymatiques et donc la croissance des microorganismes (Richard-Molard, 1998). Une
augmentation de température se traduit par un dégagement de chaleur au sein de la masse des grains
qui double pratiquement pour chague élévation de 5°C de la température, ceci jusqu'a environ 28°C
(au-dela I'effet diminue); la durée probable de conservation d'un stock est ainsi diminuée de moitié
(Cruz et al., 2002). Au cours de la conservation, plus la température est élevée et plus les réactions

biologiques des microorganismes sont rapides (Multon, 1982).
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[.6.3. Influence de |’ atmosphere confinée

La respiration des grains stockés dans une structure étanche appauvrit |'atmosphére interstitielle
en oxygene et I'enrichit en gaz carbonique. Cette modification de la composition des gaz du milieu
peut bloguer le développement des moisissures et détruire les insectes présents. Ce principe est
appliqué dans les méthodes de stockage souterrain (fosses) pratiquées de maniére traditionnelle.
Cependant, s les grains sont emmagasinés avec une humidité excessive, des risques de
fermentation apparaissent et donnent lieu a des pertes importantes qui peuvent atteindre I'ensemble
du stock (Cruz et al., 2002).

1.6.4. Influence dela composition du grain

La structure anatomique des grains de blé, leur composition biochimique (Richard-Molard,
1998) et I’ é&at physique, influent sur la croissance et I’ activité des microorganismes (Poisson et
Cahagnier, 1998). La zone du germe, biochimiquement plus riche que I’enveloppe ou |I’amande
amylacée, constitue le meilleur point de départ pour la croissance des moisissures. Des travaux ont
pu montrer que méme a de tres faible activité d’ eau (0.75-0.85), les lipides neutres des grains dont
le germe est riche, ne présentent pas une source de carbone accessible a la lipase fongique et
constituent sans doute des éléments essentiels pour I'initiation de la croissance des moisissures
xérotolérantes (Lesage, 1998).

|.6.5. Influence de |’ action desinsectes

Les plantes sont naturellement protégées contre les contaminations fongiques par leur cuticule et
les grains par leurs enveloppes. Cependant, les dommages physiques causés par les insectes, les
rongeurs ou les oiseaux aux plantes et aux grains facilitent la pénétration des spores et de ce fait le
développement des moisissures (Jouany, 2007). Les coléoptéres (Stophilus, Rhyzopertha,
Trogoderma,...) et les Iépidoptéres (Stotroga, Ephestia et plodia) sont les principaux ordres
d’insectes parasites des stocks de grains. En plus de souiller e blé de ses détritus, I’insecte au stade
adulte pond des ceufs qu’il colle sur les grains ou qu’il introduit al’intérieur par de petits trous qu’il
perce al’ aide de ses organes buccaux. L’ ceuf va donner naissance a un petit ver ou une larve. Celle-
ci se développe, mue pour donner naissance a une nymphe qui reste immobile, puis se transforme
en adulte. Dans des conditions idéales de température (20°C) et d humidité relative (80 %), les
insectes se multiplient tres rapidement (Boudreau et Ménard, 1992).
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[.7. Microbiologie du blé

Depuis le moment de leur initiation au sein de |’ épi jusgu’ au passage au moulin ou al’usine,
les grains de blé sont soumis a des contaminations par les bactéries, levures, champignons parasites

ou moisissures (Cahagnier, 1996).
[.7.1. Moisissures

Les moisissures constituent la cause essentielle des altérations d'origine microbienne dans
les grains stockés, provoquant la mort des embryons (Boudreau et Ménard, 1992). Les genres et
espéces composant la mycoflore seminicole des grains sont aujourd hui rangés en trois grands

groupes :

» Flore de champ : les céréales sont contaminées avant la récolte par une mycoflore dite **du
champ’’ qui comprend un grand nombre d’ especes appartenant notamment aux genres Alternaria,
Chaetomium, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Helminthosporium, Trichoderma, etc.
(Breton, 1990). Cette flore rassemble les moisissures a tendance phytopathogénes qui s implantent
sur le grain avant larécolte. Cette flore, hygrophile a besoin d humidité relative tres élevée pour se
dével opper et régresse par conséquent toujours sur les grains stockés (Cahagnier, 1996).

» Flore de stockage: est composée d especes xérophiles adaptées a des substrats relativement

secs, qui peuvent proliférer au cours du stockage lorsgque I’ activité de |’ eau dépasse 65 a 70 %. Les

principales moisissures qui la constituent sont des Penicillium et des Aspergillus; elles ont un role
déterminant dans I’ atération des grains en cours de conservation, représentent un véritable danger
et se multiplient d'autant plus rapidement que la température (jusqu’a 40°C) et I'A,, sont élevées

(Feillet, 2000).

» La flore «intermédiaire» est une troisiéme catégorie a comportement plus diversifié. Elle

regroupe des germes capables d'un développement limité, en début de stockage, en condition

particuliere et notamment sur grains insuffisamment secs. Parmi cette flore, nous avons

Cladosporium, Rhizopus, Absidia et Mucor. Les mucorales avec les levures Candida et Torulopsis

sont les représentants habituels de cette flore intermédiaire dont la mise en évidence révele tres

souvent un stockage en conditions confinées et trop humides (Godon et Loisel, 1997).

Selon Bariana et Mclntosh (1993), des études sur le blé ont montré que la résistance des
plantules contre la rouille de la tige, la rouille jaune striée, la rouille blanche des feuilles, est
contrblée par des géenes distincts. Les génes de la résistance aux rouilles ont été respectivement
désignés par 38, Yrl7 et Lr37, tandis que le gene codant pour la résistance ala rouille blanche a

été postulé étre le Pmdb. Les génes 38, Yrl7 et Lr37 sont montrés comme étant étroitement liés et
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localisés de fagon distale dans le bras court du chromosome 2A. Ces genes révelent également une
étroite répulsion de linkage avec le géne Lr17 et savérent génétiquement indépendants des autres

genes connus comme étant localisés sur le chromosome 2A.

[.7.2. Levures

Les populations de levures dépendent fortement des conditions climatiques au moment de la
récolte. Les genres rencontrés: Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pischia, etc. ne donnent
généralement lieu gu’a de faibles niveaux de contamination, ne dépassant que rarement quelques
centaines de germes par gramme de grain. Au contraire, des quantités élevées de levures sont
souvent le signe d’ une humidité éevée ala récolte et /ou d’un pré-stockage humide avant séchage
(Cahagnier, 1996).

|.7.3. Bactéries

Les bactéries, portées par les grains et provenant essentiellement du sol, peuvent étre
identifiées suivant les criteres actuels de la classification (Richard-Molard., 1998). Elles se rangent
principalement dans les familles suivantes: Pseudomonadaceae (Pseudomonas),

Xanthomonadaceae (Xanthomonas), Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Bacillaceae, etc.

Les grains ne constituent pas un milieu favorable pour les germes pathogénes ou
toxinogénes comme Salmonella, Clostridium ou Staphylococcus. A la récolte, les produits
cé&réaliers sont toujours faiblement contaminés par les Sreptomycetaceae, microorganismes que
I’on connait surtout pour leur aptitude a produire des antibiotiques, et dont les principaux
représentants sur grains semblent étre: Streptomyces albus et Sreptomyces griseus (Cahagnier,
1996).

12
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[1.1. Caractéres généraux

Le terme de « moisissures » n'a pas réellement de signification systématique; il est utilisé
de fagcon empirique pour désigner tous les champignons microscopiques qui intéressent
I'économie et I'environnement humains, de fagon bénéfique ou néfaste (Roquebert, 2002).

Les moisissures sont des champignons filamenteux hétérotrophes : certains vivent en
symbiose avec des végétaux, d'autres sont des parasites des végétaux ou des animaux, d'autres
encore sont des saprophytes qui se développent sur des déchets organiques ou contaminent les
produits aimentaires (Meyer et al., 2004). Les moisissures sont constituées de filaments ou
hyphes, enchevétrés pour former un « feutrage » ( Baudry et Brézellec, 2006).

Selon Leyral et Vierling (2007), les moisissures peuvent étre :

- Nuisibles, car agents d’ atérations d’ aiments ;
- Utiles, car intervenant dans la production d’aiments, d antibiotiques, d enzymes et dans

diverses fermentations.

[1.2. Classification

On distingue quatre classes de champignons en fonction de l'aspect des hyphes
(cloisonnés ou non, lévuriformes ou non) et du mode de reproduction : Phycomycetes;
Ascomycétes; Basidiomycetes et Deutéromycetes (Leyra et Vierling, 2007). A la méhode
morphologique de classification se superposent de plus en plus des méthodes biochimiques,
immunol ogiques et moléculaires tournant autour de I’ amplification en chaine par polymérisation
(PCR) de ’ADN. Si de nombreux travaux sont en cours dans ce domaine, I’identification
morphologique reste majoritaire et les analyses moléculaires sont appliquées surtout pour
résoudre des problémes de systématique et de phylogénie des champignons. Il existe cependant
des «kits» d'identification mis au point pour des moisissures d importance économique :
phytopathogenes, pathogenes de I’ homme ou productrices de mycotoxines dans le domaine de

I’ agro-alimentaire (Roquebert, 1998)
11.2.1. Phycomycetes
D’ apres Leyral et Vierling (2007), les Phycomycétes comprennent deux sous-classes :

- Les Oomycetes, caractérisés par la production d’ oospores au cours de la reproduction sexuée
et de zoospores (spores flagel|ées) en reproduction asexuée ;
- Les Zygomyceétes, produisant des zygospores. Leur reproduction asexuée est assurée par des

conidiospores ou des sporangiospores.
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Les Oomycetes sont des espéces aguatiques ou parasites des végétaux supérieurs, alors
gue les Zygomycetes sont des especes saprophytes ou parasites : les Mucorales (Rhizopus.
Phycomyces, Mucor, etc.) font partie des Zygomycetes. Ce sont des agents de maladies des
végétaux (Meyer et al., 2004).

11.2.2. Ascomycetes

Les Ascomycetes sont caractérises par la formation endogene des spores (ascospores)
contenues dans I'asgue. Ils se subdivisent en Hemiascomycetes dont les asques sont libres et qui
correspondent essentiellement a des levures, et en Plectomycetes dont les asques sont groupes
dans des réceptacles : apothécie, périthece et cleistothécium. Les Euascomycetes regroupent de
nombreux parasites des végétaux, mais aussi de nombreuses moisissures contaminant les
produits aimentaires (Aspergillaceae). Certains, comme A. fumigatus, peuvent étre responsables

d'infections graves (Meyer et al., 2004).
11.2.3. Basidiomycétes

Le nom basidiomycéte provient d’'une structure cellulaire caractéristique, la baside,
impliguée dans la reproduction sexuée. La baside (du grec basidion, petite base) est produite au
sommet d un hyphe, elle a généralement la forme d’ une massue. Les basidiospores sont formées
par la baside et les basides sont rassemblées dans les fructifications appel ées « basidiocarpes »
(Prescott et al., 2003).

I1.2.4. Deutéromycétes

Les Deutéromycétes, encore appelés champignons imparfaits ou fungi imperfecti, sont
caractérisés par un mycélium septé et par I’absence de reproduction sexuée connue pour un
certain nombre d'entre eux. La dénomination, champignons mitospores (spores générées par
mitose) met explicitement I'accent sur I'origine asexuée de la reproduction des espéces
appartenant a ce groupe. La reproduction asexuee, caractérisée par la production de conidies, la
nature des parois cellulaires et I'absence d'anses danastomose chez la plupart des
Deutéromycétes, montrent que ces derniers sont des anamorphes d’ Ascomycota; trés peu
d’ espéces sont des anamorphes des Basidiomycota. L’'hétérogénéité des especes, que les
Deutéromycetes réunissent, explique qu’ils ne forment pas un phylum et que les taxonomistes les

considérent comme un groupe plutét qu’ un véritable taxon (Lepoivre, 2003).
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I1.3. Modes dereproduction

Tous les mycétes présentent une période de croissance végétative pendant laguelle leur
mycélium exploite un substrat, cette étape est suivie par la reproduction sexuée ou asexuée.
Presgue tous les mycétes se reproduisent en formant des spores (Mathieu et Fonteneau, 2008).
L es spores représentent |a phase de conservation et de dissémination du champignon (Fontaine et
al., 2007).

11.3.1. Reproduction asexuée

Le mode le plus commun de reproduction asexuée, est la production de spores (Figure 02).
Les spores asexuées sont produites chez un mycéte par une mitose suivie d'une division
cellulaire (Prescott et al., 2003). Trois mécanismes principaux peuvent étre rencontrés
(Leyral et Vierling, 2007) :

- Des spores sont produites par transformation des cellules du thalle: thallospores

(arthrospores).

Un mycélium arréte sa croissance, les cellules terminales se différencient, se divisent et se
séparent. C'est le cas de Trichophyton (spores bourgeonnantes). Chez Geotrichum, les spores

sont produites par lafragmentation d’ un hyphe (spores non bourgeonnames).

- Des cellules fongiques se multiplient et se différencient pour former une cellule
particuliére, le conidiophore, sur lequel se forment les spores: les conidies

On parle de microconidies pour désigner les conidies constituées d'une seule cellule, de
macroconidies pour des spores pluricellulaires.

- Des cdlules fongiques se multiplient et se différencient pour donner des sporanges dans
lesquels se forment des sporangiospores. Ces dernieres sont libérées par I’ ouverture du sporange

parvenu a maturité.

\ :/ {arthrospares)
L
0 Y

‘ Fragmentaton
des hyphes

Figure 02. Représentation schématique de quel ques types de spores (Prescott et al., 2003).
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11.3.2. Reproduction sexuée

La reproduction sexuée chez les mycetes implique I'union de noyaux compatibles (Figure
03). Certaines especes fongiques sont autofertilisantes et produisent des gamétes sexuellement
compatibles sur le méme mycélium (homothallie). D'autres especes requierent un croisement
entre des mycéliums différents mais compatibles sexuellement (hétérothallie). Selon les especes,
la fusion sexuée peut se faire entre des gametes haploides, des corps producteurs de gametes
appelés gamétanges ou des hyphes. Parfois, le cytoplasme et les noyaux haploides fusionnent
immeédiatement pour former le zygote diploide. Dans la plupart des cas, il y a un décalage entre
les fusions cytoplasmiques et nucléaires. Ceci produit un stade dicaryote dans lequel les cellules
contiennent deux noyaux haploides séparés, un issu de chaque parent. Aprés une période au
stade dicaryote, les deux noyaux fusionnent. La reproduction sexuée produit des spores. Ainsi,
chez les zygomycétes, le zygote se transforme en une zygospore; chez les ascomycétes en une
ascospore et chez les basidiomycetes en une basidiospore (Prescott et al., 2003). En plus des
spores sexuées et asexuées, existent des spores de résistance. Ce sont des cellules déshydratées
au métabolisme réduit. Elles sont trés résistantes (elles peuvent survivre trés longtemps,
plusieurs mois, voire plusieurs années). Lorsque les conditions environnementales deviennent
favorables (augmentation de I'hnumidité principalement), elles germent comme les graines et

redonnent du mycélium qui reformera, a son tour des spores (Baudry et Brézellec, 2006).

DEVELOPPEMENT o o
DES JEUNES ASQUES

FRUCTIFRCATION

ASCOCARPE CONTEMANT
CING ASCHIES

HUIT ASCOSPORES

Figure 03. Reproduction des moisissures (Meyer et al., 2004)
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I1.4. Facteursinfluencant le développement des moisissures

Bien qu'elles soient relativement peu exigeantes, un certain nombre de facteurs nutritifs et
environnementaux doivent étre a leur disposition pour que les moisissures se développent
(Roquebert, 1998).

11.4.1. Facteursnutritifs

Quelgue soit leur mode de vie, le développement des moisissures nécessite de I'eau, une
source de carbone organique, de I'azote, des sels minéraux sous forme de phosphates, sulfates,
nitrates ou al'état de traces pour lefer, le cuivre, le manganése et le zinc. 1l existe des sources de
carbone simples telles que le glucose, que peuvent préférentiellement utiliser tous les
champignons. Des sources plus complexes telles que la cellulose, la lignine, les protéines
peuvent aussi étre dégradées par des enzymes specifiques de telle ou telle espece (par exemple
les cellulases de Trichoderma viride, les ligninases de Serpula lacrimans, les protéases de
Scopulariopsis brevicauth). Les éléments simples qui découlent de cette digestion seront
assimilés par le microorganisme. Certains de ces é éments participent directement a la synthese
de matiere organique fongique suivant les processus qui constituent le métabolisme primaire,
d'autres ne sont pas impliqués dans cette voie et participent au métabolisme dit secondaire,
conduisant le plus souvent a des produits de réserve intracellulaires dont on ne connait pas
toujours la fonction mais parmi lesquels se trouvent par exemple des pigments, des antibiotiques
et des mycotoxines (Roquebert, 2002).

[1.4.2. Facteurs environnementaux
11.4.2.1. Activitéd’ eau (Ay)

Les spores ne germent pas lorsgue la teneur en eau d’'un substrat est inférieure a 13 %.
Cependant, les exigences et latolérance vis-avis de |’ eau sont variables selon les groupes :

- Certaines moisissures ne se développent que sur substrat humide, c'est le cas, par
exemple, des Mucorales;;

- D’autres peuvent proliférer sur des substrats dont I"humidité est trés faible. Ce sont les
moisissures xérophiles qui rassemblent les especes les plus osmophiles. Parmi ces espéces, les
mieux adaptées aux substrats secs sont les Aspergillus. Ce sont eux qui, les premiers, colonisent
les stocks de grains en silo, préparant le terrain pour d autres especes (Leyrd et Vierling,
2007).
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11.4.2.2. Température

La plupart des moisissures sont mésophiles, c'est a dire qu'elles se développent autour de
20°C. Cependant, certaines especes peuvent proliférer a des températures plus éevées ou plus
basses (Roquebert, 1998). A trés basse température, les moisissures ne sont pas tuées, leurs
spores survivent et resteront aptes a germer lors de leur retour a des conditions normales
(Moreau, 1996).

11.4.2.3. Oxygéne et gaz carbonique

La quantité d’ oxygene mise a la disposition des moisissures est un facteur important de
développement. La plupart sont aérobies; les plus exigeantes vivent dans les régions
périphériques des substrats; les moins exigeantes peuvent se développer en profondeur
(Bourgeois, 1996). C'est pour cela, I’oxygéne est nécessaire pour leur développement ; elles
peuvent s adapter a une atmosphére confinée (plus riche en gaz carbonique que I’ oxygeéne), ¢’ est
le cas d’ Aspergillus elavaus. Dans |’ ensemble, un accroissement de la teneur en gaz carbonique

du milieu diminue et supprime la croissance des moisissures (Derache, 1986).

11.4.2.4. pH

Les moisissures sont extrémement tolérantes aux variations de pH (2 a 9) avec un
optimum de croissance pour un pH de 4 a 6,5. De plus, les moisissures peuvent adapter
localement leur pH pour qu’il soit optimum (Chene, 2006). Certaines Penicillium peuvent encore
croitreapH tresbas (pH = 1) (Leyra et Vierling, 2007).
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[11.1. Définition

Les polyphénols sont des constituants naturels présents dans les aiments dorigine
végétale, comme les céréales, les fruits, les |égumes et les boissons (thé, café et vin). Ce sont des
meétabolites secondaires que les plantes produisent pour se protéger contre d'autres organismes
(Luthar, 1992; Tsao, 2010). IIs sont caractérises par une structure en polyphénols, ce qui signifie
gu'ils ont plusieurs groupes hydroxyles sur deux ou plus six atomes de carbone des cycles
aromatiques (D'Archivio et al., 2007; Stevenson et Hurst, 2007; Weichselbaum et Buittriss,
2010). Les molécules avec un seul cycletelles que les acides phénoliques et les acools
phénoliques ne sont pas proprement des polyphénols mais elles partagent plusieurs de leurs
propriétés et caractéristiques (Stevenson et Hurst, 2007) et sont généralement incluses avec
les polyphénols (Weichselbaum et Buttriss, 2010).

[11.2. Classification

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues (Tsao, 2010). Les
structures des composés phénoliques sétendent sur des molécules simplestelles que les acides

phénoliques aux composés fortement pol ymérisés comme les proanthocyanidines (Mursu, 2007).

Selon Han et al. (2007), les composés phénoliques sont subdivisés en groupes selon le
nombre de noyaux phénoliques et les éléments structurels qui relient ces cycles : les acides

phénoliques, les flavonoides, les stilbenes, lestanins, leslignanes et leslignines polymeres.
[11.2.1. Acides phénoliques

Le nom «acides phénoliques», en général, décrit les phénols qui possédent une
fonctionnalité d'acide carboxylique. Cependant, lors de la description des métabolites de la
plante, il se réfere a un groupe distinct d'acides organiques (Robbins, 2003). Les acides
phénoliques sont des dérivés des acides benzoiques et cinnamiques (Han et al., 2007 ; Tsao,
2010) et sont présents dans toutes les céréales (Dykes et Rooney, 2007).

Ces acides phénoliques naturels contiennent deux structures distinctes de carbone: les
structures hydroxycinnamiques (Xa) et hydroxybenzoiques (Xb) (Tableau 01). Bien que le
squel ette de base reste le méme, le nombre et |a position des groupes hydroxyles sur le noyau
aromatique créent la différence. Dans de nombreux cas, les analogues de I’ adéhyde (Xc) sont
également regroupés avec, et denommeés, les acides phénoliques (par exemple, la vanilline)

(Robbins, 2003). L’acide férulique (Figure 03-A), I’acide p-coumarique (Figure 04-B), I’acide
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vanillique, I’acide caféique et I’acide protocatéchique sont des acides présents dans presgue
toutes les plantes (Shahidi et al., 1992). D’ autres acides phénoliques (gentisique, syringique) se
trouvent dans certains aliments ou des plantes (Robbins, 2003).

Tableau 01. Structures de |’ éminent naturel des acides phénoliques (Robbins, 2003).

R2 R3 R4 Rs X code nom commun

H H H H a 1 I” acide cinnamique
-OH H H H a 2 I acide o-coumarique

H H -OH H a 3 I acide p-coumarique

H -OH H H a 4 acide m-coumarique

H |-OCH3 | -OH H a 5 acide férulique

H | -OCH3 | -OH -OCH3 a 6 acide sinapique

H -OH -OH H a 7 I"acide caféique

H H H H b 8 I acide benzoique
-OH H H H b 9 I"acide salicylique

H H -OH H b 10 I” acide p-hydroxybenzoique

H OCH3 -OH H b 11 acide vanillique

H OCH3 -OH -OCH3 b 12 acide syringique

H -OH -OH H b 13 acide protocatéchique
-OH H H -OH b 14 acide gentisique
-OH | -OH -OH -OH b 15 acide gallique

H -OCH3 | -OCH3 H b 16 acide vératrique

H | -OCH3 | -OH | -OCH3 c 17 | syringealdehyde

H -OCH3 -OH H c 18 vanilline

0] 0 0]
e I I\
= —— OH Xb= Xc=
. Xa /H‘/ jl\ OH j\._' H
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O

OCH,
OH OH
-(A)- -(B)-

Figure 04. Structures chimiquesde: (A) I'acide férulique,
(B) l'acide p-coumarique (Ralphe et Helm, 1993).

[11.2.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe des composés phénoliques des plantes
(Balasundram et al., 2006). lls peuvent étre reconnus comme pigments responsables de la
couleur des feuilles surtout en automne (Atanasova et Ribarova, 2009) et la couleur des autres

parties de plantes comme lesfruits et les fleures (Stevanovic et al., 2009).

Les flavonoides présentent un squelette carboné commun en C6-C3-C6 (Stevanovic et
al., 2009). Essentiellement, la structure se compose de deux cycles aromatiques A et B, reliées
par un pont 3-carbone, habituellement sous la forme d'un héérocycle C (figure 05). Les
substitutions des cycles A et B donnent lieu a des différents composés au sein de chague classe
des flavonoides (Pietta, 2000). Ces substitutions peuvent inclure I'oxygénation, I'alkylation, la
glycosylation, I’ acylation, et de la sulfatation (Balasundram et al., 2006). Les flavonoides sont
divisées en 6 sous-classes selon le degré d' oxydation et |a nature des substituants portés sur le
cycle C : flavonols, flavones, flavanones, isoflavones, anthocyanidines et flavanols (également

appel és flavan-3-ols ou catéchines) (Annexe I) (Scalbert et Williamson, 2000).

Figure 05. Structure générique d'une molécule de flavonoides (Balasundram et al., 2006).
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[11.2.3. Tanins

Les tanins constituent un groupe complexe des polymeéres d'origine naturelle (Bennick,
2002), ce sont des composés relativement de haut poids moléculaire qui constituent le troisiéme
groupe important de composés phénoliques et qui peuvent étre subdivisees en tanins
hydrolysables et condensés (Annexe ). Les premiers sont des esters d'acide gallique (gallo-et-
ellagi tanins), tandis que les derniers polyméres (également connus sous le nom de
proanthocyanidines) sont des monomeéres polyhydroxyflavan-3-ol. Une troisieme subdivision,
les phlorotannins, entierement composés de phloroglucinol, ont été isolés chez plusieurs genres
d'algues brunes, mais ce ne sont pas significatifs dans I'alimentation humaine (Balasundram et
al., 2006).

I11.2.4. Stilbénes

Les Stilbenes sont structurellement caractérisees par la présence d'un noyau 1,2-diphényl
avec hydroxyles substitués sur les cycles aromatiques, et existent sous la forme de monomeéres
ou oligomeres (Han et al. 2007). Les Stilbénes existent sous forme stéréoisomeres de formes E
(cis) et Z (trans), selon I'endroit ou les groupes fonctionnels sont inscrits par rapport a l'autre des
deux cbtés de la double liaison (Annexe 1). Les Stilbenes d'origine naturelle existent dans la

grande majorité sous forme Z (Roupe &t al., 2006).

[11.2.5. Lignanes

Les lignanes sont formeés de 2 unités phénylpropane (Annexe 1) (Manach et al., 2004),
pour la plupart ils sont présents dans la nature sous forme libre tandis que leurs dérives

glycosidiques ne sont qu'une forme mineure (D’ Archivio et al., 2007).
[11.2.6. Lignines polymer es

La lignine " a partir du mot latin lignum” signifie le bois (Moura et al., 2010). Les
lignines sont des polymeres aromatiques méthoxylés des phénylpropanoides reliés par a la fois
des liaisons éther et carbone-carbone (Annexe 1) (Raph et al., 2004). Les lignines sont des
polymeéres produits naturels a partir de trois principaux précurseurs (alcools p-coumarylique,
coniférylique, et sinapylique) résultant d'une polymérisation catalysée par |'enzyme
déshydrogénant (Bunzel et al., 2004).
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[11.3. Propriétés biologiques des polyphénols
[11.3.1. Activité anti-oxydante

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation
(D’ Archivio et al., 2007), ils possedent encore plus de potentiel antioxydant in vitro que les
vitamines et les caroténoides (Weichselbaum et Buttriss, 2010). Les grains de blé sont
considérés comme des sources particuliérement riches en acides phénoliques, qui sont situés
dans la couche de son. Le son de blé dur a démontré une activité antioxydante dans un modéle in
vitro. L'activité antioxydante des composés phénoliques est principal ement due a leurs propriétés
redox, qui leur permettent d'agir comme agents réducteurs, des donateurs d'’hydrogene et des
extincteurs d’ oxygene (Kahkonen et al., 1999).

Les acides phénoliques et |eurs esters ont une activité antioxydante qui dépend du nombre
de groupes hydroxyles dans la molécule. Les propriétés éectro-attractrices du groupe
carboxylate, qui ont une influence négative sur les capacités H-donnant de hydroxybenzoates,

peuvent étre évitées par |'encombrement stérique (Stern et al. 1996).

Les acides benzoiques monohydroxy agissent comme des antioxydants trés faibles, en
raison du potentiel éectronégatif d'un seul groupe carboxyle; seul |'acide m-hydroxybezoic a
une activité antioxydante élevée. L’ activité antioxydante totale des acides hydroxycinnamiques
est plus élevée que celle des acides hydroxybenzoiques. Cette activité peut étre augmentée par
certaines substitutions des méthoxylation, mais la glycosylation du groupe carboxylate n'a
aucune influence sur cette propriété (Rice-Evans et al., 1996). La plus grande activité de I'acide
hydroxycinnamique pourrait étre due au groupement CH=CH-COOH, ce qui assure une plus
grande capacité de H-donnant et la stabilisation radicale du groupe -COOH dans les acides
hydroxybenzoiques (Balasundram et al., 2006).

Il existe des nombreux rapports sur I'activité anti-radicalaire, I'activité oxydase
inhibitrice de I'acide férulique et de ses dérivés dans les données de la littérature. L'acide
férulique et ses dérivés sont également responsables des propriétés antioxydantes des grains de
céréales (Karamac et al., 2007).

La recherche a révélé que la forme Z des composés Stilbénes présente une activité plus
puissante par rapport alaforme E dans divers tests antioxydants (Roupe et al., 2006).
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Des réactions biochimiques et chimiques impliquent les polyphénols au cours du
stockage et dans la transformation des aliments. Le processus biochimique le plus important est
I'oxydation enzymatique, qui commence dés que l'intégrité de la cellule est brisée, mais d'autres
types d'enzymes, telles que les estérases, les glycosidases, et décarboxylases, peuvent aussi servir
de catalyseurs des transformations et des dégradations de composes polyphénoliques. Les
réactions chimiques, ont lieu progressivement, sont répandues quand les activités enzymatiques
diminuent (Cheynier, 2005).

En plus de piéger les radicaux, les polyphénols sont également connus comme chélateurs
de métaux. Chélation de métaux de transition tels que Fe** qui peut directement réduire le taux
de réaction de Fenton, empéchant ainsi |'oxydation provoquée par des radicaux hydroxyles tres
réactifs. Les polyphénols n'agissent pas seuls; il a éé constaté qu'ils peuvent effectivement
fonctionner comme un co-antioxydant, et sont impliqués dans la régénération des vitamines
essentielles (Tsao, 2010).

111.3.2. Activité antibactérienne et antifongique

Les plantes synthétisent rapidement des substances de défense contre les attaques par les
micro-organismes (Masibo et He, 2009). Elles ont plusieurs lignes de défense contre I'invasion
d'agents pathogenes y compris les barrieres préformees et les réponses induites. Les traductions
ultérieures incluent une production rapide des dérivés d'oxygene et la synthése de composés
phénoliques (Guleria et Kumar, 2006).

Les composés antimicrobiens préformés tels que les composés phénoliques et
polyphénoliques sont omniprésents dans les plantes et jouent un réle important dans la résistance
non-h6te de champignons filamenteux. Le terme « phytoanticipines » a éé proposé pour
distinguer ces composés antifongiques préformeés des « phytoalexines » qui sont synthétisées a

partir de précurseurs a distance en réponse a une attaque de pathogenes.

Les composés phénoliques jouent un rdle important dans le métabolisme des plantes. Ils

protegent aussi la plante contre les agressions (Dicko et al., 2006).

Les polyphénols sont des composés tres susceptibles d auto-oxydation en présence de
I’oxygéne de I'air. Cette oxydation se traduit par une polymérisation des monomeres tels les
monomeres de flavonoides pour donner des polymeres de poids moléculaires élevés. |l a été

démontré gue le mécanisme de toxicité vis-a-vis des microorganismes se fait soit par la privation
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des ions métalliques tels que le fer, soit par des interactions non spécifiques tel que
I’ établissement des ponts hydrogéenes avec les protéines des parois cellulaires (les adhésines).
Cependant un important facteur qui régit I’ activité antimicrobienne des polyphénols est leur
poids moléculaire, les monomeres sont trop petits pour établir assez des ponts d hydrogene
tandis que les polymeéres de haut poids moléculaire sont trop grands pour traverser la paroi

bactérienne, le poids moléculaire idéal serait donc celui des oligomeéres (Karou et al., 2005).
111.3.2.1. Activité antibactérienne

Selon Ry et al. (2001), Parmi 182 études sur les flavonoides, vingt-cing ont trouvé une
activité contre de nombreuses bactéries. De hombreuses préparations phytochimiques en teneur
élevée en flavonoides ont également présenté une activité antibactérienne: exemples de ces
flavonoides sont I'apigénine, la quercétine, 3-O -methylquercetin, différents glycosides, le
kaempférol et de ses dérivés. Autres flavones (les flavones glycosides, les isoflavones, les
flavanones, les isoflavanones, les isoflavans, les flavonols, les flavonols glycosides) ont
démontré une activité antibactérienne (Cushnie et Lamb, 2005). L'une des actions moléculaires
des tanins est la complexité avec des protéines par les forces dites non-spécifiques telles que les
liaisons hydrogénes et les effets hydrophobes, ainsi que par la formation de liaisons covalentes
(Stern et al., 1996).

111.3.2.2. Activité antifongique

Certains composés phénoliques antibiotiques sont stockés dans les cellules des plantes
comme des formes liées inactives, mais sont facilement convertis dans la plante en antibiotique
biologiquement active par hydrolyse enzymatique (glycosidases) en réponse a une attague
pathogéne. Ces composés peuvent également étre considérés comme des composes
antimicrobiens préformés depuis les enzymes de la plante qui activent entre eux. Ils sont d§a
présents, mais sont separés de leurs substrats par le compartimentage, permettant I'activation
rapide sans exigence pour la transcription des nouveaux produits géniques. Dans de tels cas, les
composés phénoliques libres sont susceptibles d'étre beaucoup plus toxiques pour |'organisme
envahisseur que les formes liées. En outre, méme s les composés phénoliques préformés
antifongiques sont présents dans les plantes en bonne santé a des niveaux qui devraient étre
antimicrobiens, leurs niveaux pourraient encore augmenter, en réponse au défi par des agents
pathogenes (Lattanzio et al., 2006).
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La lignification a le potentiel d'agir de plusieurs manieres dans la défense des plantes
contre les infections pathogenes. Elle peut éablir des barriéres mécaniques a l'invasion des
pathogénes, de modifier chimiquement les parois cellulaires pour étre plus résistantes contre les
enzymes dégradant la paroi cellulaire, augmenter la résistance des parois a la diffusion des
toxines de I'agent pathogéene a l'hdte et des nutriments provenant de I'h6te au pathogene, produire
des précurseurs toxiques. La lignification rend la paroi cellulaire plus résistante a la pression
meécanique appliquée lors de la pénétration des champignons Appressoria et plus résistante a
I'eau et donc moins accessible aux enzymes dégradant la paroi cellulaire. En plus du réle de la
lignine comme un facteur de résistance préformé, I’induction de la lignification a été proposée

comme un mécanisme de résistance active des plantes aux champignons (Bhuiyan et al., 2009).

Différents types de composés phénoliques, tels que I'acide férulique, I'acide gallique ou
les flavonoides ont été prouvés soit pour stimuler ou inhiber la germination des spores et la
croissance des hyphes des champignons saprotrophes. Les champignons mycorhizes peuvent étre
encore plus sensibles aux composés phénoliques, mais encore une fois les différents types de
polyphénols peuvent avoir des effets opposés. Par exemple, la biomasse d'un mycélium des
mycorhizes éricoides a été réduite par un mélange des acides phénoliques communs.
(Hattenschwiler et Vitousek, 2000). Les flavonoides (chrysine, isorhamnétine, kaempférol et
lutéoline) ont un effet sur la croissance des champignons pré-symbiotiques (champignons
mycorhiziens arbusculaires) notamment sur la germination des spores, lalongueur des hyphes, |a
ramification des hyphes, la formation de cellules secondaires auxiliaires et les spores (Gigaspora

rosea, G. margarita, Glomus mosseae et G. intraradices) (Scervino et al., 2005).

Les flavonoides et les esters d'acides phénoliques ont été étudiés pour leur activité
antifongique (Rag et al., 2001), ils ont démontré une activité inhibitrice contre Aspergillus
tamarii, A. flavus, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium digitatum et Penicillium italicum
(Cushnie et Lamb, 2005). La propriété lipophile et/ou la présence au moins d'un groupe acide
d'hydroxyle sont donc considérés comme un dispositif structural essentiel pour une bonne
activité antifongique. La propriété lipophile permet aux phénols actifs de pénétrer a traves les
membranes biologiques tandis que les groupes d'hydroxyle peuvent agir par I'inhibition de la

phosphorylation oxydative (Tomas-Barberan et al., 1990).

Selon Karama¢ et al. (2007), I'acide férulique et ses dérivés présentent une activité
antimicrobienne. L'acide salicylique (SA) est un moyen de défense chimique inducteur de la

résistance aux maladies fongiques et les réponses hypersensibles a de nombreuses especes

26



Chapitre l11. Polyphénols Synthese bibliographique

végétales (Kusumoto et al., 2007). Les proanthocyanidines dans les téguments des blés d'hiver
peuvent avoir une importance particuliére en tant qu'agents de protection car ils sont résistants a
la dégradation microbienne et leur présence peut conférer une certaine protection des grains
contre les micro-organismes du sol aux zones d'hivernage (Mccallum et Walker, 1990). Les
lignanes jouent également un réle dans les interactions plante-champignon. Certaines activités
fongistatiques des lignanes sont attribuables a l'inhibition des enzymes extracellulaires fongiques
(cellulase, polygal acturonase, glucosidase et laccase) (Macrae et Towers, 1984).

La toxicité des tanins, tanins hydrolysables et proanthocyanidins, habituellement estimés
par la mesure de la réduction de la croissance in vitro du mycélium, est bien documentée pour
plusieurs mycétes filamenteux, par exemple Aspergillus niger, Colletotrichum graminicola,
Gloeophyllum trabeum, Trichoderma viride et Penicillium sp, etc. Les tanins et les composés
phénoliques liés empéchent les hydrolases extracellulaires des microbes pathogénes
envahissants, de ce fait empéchent leur développement rapide sur la plante. Ils inhibent les
enzymes fongiques extracellulaires (cellulase, pectinase, laccase, xylanase, etc.), ils diminuent
les substrats nutritifs (complexation avec métaux, insolubilisation des protéines) et sont
efficacement impliquées par leur toxicité sur les membranes fongiques (inhibition de la
phosphorylation oxydative) (Lattanzio et al., 2006).

I11.4. Formes d’existence des composés phénoliquesin vivo

[11.4.1. Complexation polyphénols- polysaccharides

Parmi les polyphénols du grain de blé, figure I'acide férulique. Ce dernier se trouve
principalement sous la forme trans, est estérifié avec I’ arabinoxylane (Manach et al., 2004),
I"hémicellulose (Scalbert et Williamson, 2000), le stanol, le stérol et le glucose. Les principaux
composés de stéryl férulate présents dans le grain de blé sont le campestanyl et le férulate
sitostanyl (Naczk et Shahidi, 2006).

L'acide férulique (FA) et I’acide p-coumarique (p-CA) sont reliés par des liaisons ester
avec |’arabinose (Ara) et le xylose (Xyl) respectivement comme suite : FA-Ara-(Xyl), et p-CA-
Ara-(Xyl), (Figure 05 —A- et —B- ). L'acide férulique est relié par des liaisons ester avec le
xylose (Xyl) et le glucose (Glc) comme suite: FA-Xyl- Glc (Figure 05 — C-) (Raph et Helm,
1993). Les acides phénoliques présents dans la paroi cellulaire sont supposes jouer un réle
important dans la réticulation des polysaccharides avec des composants de la paroi cellulaire, y
comprislalignine par des liaisons ester et d'éther (Figure 06) (Parker et al., 2005).
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Figure 06. Structures chimiques de l'acide férulique et I’acide p-coumarique reliés avec
I’arabinose (Ara), le xylose (Xyl) et le glucose (Glc) par des liaisons ester (Ralph et Helm,
1993).

4.2. Complexation polyphénols- polyphénols

Une caractéristique qui distingue la lignine chez les plantes est la présence, intimement
associés a des composants des parois cellulaires, des acides hydroxycinnamiques (acide p-
coumarique, I'acide férulique, et I'acide sinapique). Ces trois acides sont les précurseurs de
I'alcool p-coumarylique 2a, de I'alcool coniférylique et de I’alcool sinapylique qui sont formés
des lignines par déshydrogénation polymérisées (Ralph et Helm, 1993). Les couplages croisés
des structures de I’alcool férulate 4-O-p et 8-B-coniférylique indiquent le couplage croisé des
radicaux des polysaccharides a des précurseurs de la lignine par l'intermédiaire de férulate
(Bunzel et al., 2004); bien gque les constituants des acides diferulique, sinapique, cinnamique, et
p-hydroxybenzoique peuvent également étre trouvés (figure 07). Chacun de ces "acides
cinnamiques' sont mentionnés comme telsparce quiils ont été dérivés de l'acide trans-
cinnamique dans le métabolisme des phénylpropanoides, et sont particulierement engagés entre
I’hémicellulose et lalignine de base dans la matrice de la paroi des cellules végétales (Bidlack et
al., 1992).
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Figure 07. Structure secondaire de la paroi cellulaire: couplage croisé des radicaux des
polysaccharides a précurseurs de la lignine par l'intermédiaire des acides : férulique (AF), p-

coumarique (APC), p-hydroxybenzoique (BA), sinapigque (SA), et cinnamique (CA) (Bidlack et
al., 1992).

4.3. Complexation polyphénols- proténes

Le complexe protéines-polyphénols (PPC) se forme soit pendant la sénescence des tissus
de la plante, quand les polyphénols stockés dans la vacuole entrent en contact avec des protéines
cytoplasmiques, ou provient du sol, quand les polyphénols se complexent avec des protéines
provenant de la litiere et/ou avec des enzymes extracellulaires a partir de microorganismes. La

formation de complexe protéines-polyphénols provoque la coloration brune des feuilles
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senescentes. Le complexe PPC peut représenter plus de 20% de la masse séche de la fedille. Le
complexe proténes-polyphénols est résistant & la dégradation de la plupart des microorganismes,
sauf les basidiomycétes qui ont des activités appropriées grace a leur enzyme (polyphénol
oxydase) (Héttenschwiler et Vitousek, 2000).

5. Facteursdevariabilité delateneur en polyphénols

La teneur en polyphénols dans les aiments peut varier en fonction desfacteurs:
génétiques, environnementaux et technologiques. Certains d'entre eux pourraient étre contrélés
afin d'optimiser lateneur en polyphénols des aliments (Kondakova et al., 2009).

5.1. Effet variétal

Lateneur en composés phénoliques varie significativement entre les variétés de blé (Beta,
2005). La teneur en polyphénols dans les plantes est principalement déterminée par des facteurs
génétiques (Mursu, 2007). La concentration de composés phénoliques est généralement plus
élevée dans les génotypes des plantes cultivées résistants aux maladies que chez les génotypes
sensibles. Des études ont également montré que les changements qualitatifs et quantitatifs de ces

composes se produisent apres une infection (Luthra et al., 1988).

Selon Benbrook (2005), le contenu en composés phénoliques totaux de onze variétés de
blé a été éudié, il a constaté une différence significative variétale en particulier pour la teneur en

acide férulique.

5.2. Effet delatransformation technologique

La transformation industrielle des aliments influe également sur la teneur en polyphénols.
L e décorticage des graines de légumineuses et |e boulonnage des céréales peuvent entrainer une
perte de certains polyphénols. Le broyage des tissus végétaux peut conduire a la dégradation par
oxydation des polyphénols a la suite de décompartimentation cellulaire et le contact entre le
polyphénol oxydase cytoplasmique et les substrats phénoliques présents dans les vacuoles. Les
polyphénols sont ensuite transformeés en pigments bruns qui sont polymerisés a des degrés divers
(Manach et al., 2004 ).

Comme indiqué précédemment, la localisation des composants dans les matieres
végétales devient importante lorsque les tissus, comme les pelures et les téguments sont séparés
des autres composants au cours du traitement. Cela peut réduire le niveau de composés
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antioxydants (composes phénoliques) des certains produits alimentaires transformés, alors que le
rendement des sous-produits de transformation contiennent encore des taux substantiels des
composes phénoliques (Kalt, 2005), comme par exemple le son de blé est riche en acide
férulique (5 mg / g) (Scalbert et Williamson, 2000), ce qui signifie que la teneur en acide
férulique de la farine de blé est donc directement liée a des niveaux de tamisage (Manach et al.,
2004).
5.3. Conditionsde culture
5.3.1. Lumiéredu soleil

En raison de lalumiére du soleil, les plus fortes concentrations de composés phénoliques
sont habituellement trouvées soit dans les feuilles des plantes ou dans la peau des fruits tandis
gue des gquantités mineures se trouvent dans les parties intérieures. La biosynthése des
polyphénols est stimulée par la lumiere du soleil et donc les climats ensoleillés habituellement

augmentent les concentrations des polyphénols (Mursu, 2007).

5.3.2. Température

Le stress imposé par la température a des conséquences importantes pour |'agriculture
(Lewitt, 1980). D’une part, Une conséquence bien connue de températures élevées dans les
plantes est le dommage oxydative causée par un déséquilibre thermique induit par la
photosynthese et la respiration. La limitation de la photosynthése peut augmenter le taux de
formation d'oxygéne actif dans les chloroplastes ou d'entraver I'activité de défense antioxydante.
Des formes actives d'oxygene (par exemple, O’,) attaquent une variété de composants cellulaires,
elles provoquent |a peroxydation des lipides et par conséquent des blessures membranaires, la
dégradation des protéines, I'inactivation des enzymes; la décoloration des pigments et la
perturbation des brins dADN. Le mécanisme de défense antioxydant est une partie de
l'adaptation au stress de chaleur et sa force est en corrélation avec l'acquisition de la
thermotolérance. Il est prouvé que l'effet antioxydant est principalement di a des composés
phénoliques. Les composés phénoliques sont souvent régulés a la hausse en réponse aux stress
épisodes. Certains dentre eux ont un role de protection en raison de leurs propriétés
antioxydantes et sont fortement corrélés avec la capacité de piégeage des radicaux libres
(Mohammad et al., 2007).

D’ autre part, les plantes ont des résistances différentes alatempérature de réfrigération et
de congéation. La tolérance au gel est due a la capacité déviter la formation de glace
intracellulaire et de résister a la formation de glace extracellulaire. Les plantes produisent
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plusieurs composes pour que les cellules se protégent contre la formation de glace intracellulaire
et intercellulaire. L'acide salicylique, synthétisé de facon endogene, joue un role essentiel dans la
thermogenese et dans I'activation de certaines réponses de défense des plantes, y compris
I'expression des genes liées a la pathogenese. Seules quelques études récentes ont rapporte les
effets de I’acide salicylique sur les dommages par le gel. Ces résultats montrent que I'acide

salicylique peut augmenter latolérance au gel chez le blé d'hiver (Tasgin et al., 2003).

5.3. Stress hydrique

Les tissus vegétatifs de la plupart des plantes sont sensibles au déficit hydrique et ne
peuvent pas persister dans les périodes de faible disponibilité en eau (Farrant et al., 2009).
Plusieurs variétés et génotypes d'espéces cultivées de blé sont capables de montrer des degrés
variables de tolérance a la sécheresse dans les tissus des végétaux a travers I'évolution des
meécanismes tel's que I'efficacité de meilleure utilisation de I'eau et/ou I'gjustement osmotique qui

décline les dommages associés ala perte d'eau (Moore et al., 2008).

Parmi les mécanismes de protection prétendue, le contrdle de la perte de la chlorophylle
et le démantelement des membranes thylacoides (poikilochlorophyllous) ou de rétention. Le
masquage de la chlorophylle (homoiochlorophyllous) contre la lumiére afin de minimiser la
production d’espéce d'oxygene réactif (ROS) lors de la photosynthese ; I'accumulation et la
régulation positive des antioxydants pour abaisser les ROS formés (Farrant et al., 2009).

Durant des périodes de sécheresse prolongées, des travaux ont montré une accumulation
des composés phénoliques et des lignines dans les racines des plantes. |l est trés probable que ces
composes phénoliques et des monomeéres de lignine ont de liaisons covalentes croisees aux
polysaccharides de la paroi a travers les peroxydases et les enzymes oxydases. Ces liaisons
transversales des phénoliques renforcent la structure de la paroi tandis que la formation de
lignine est accompagnée d'élimination de I'eau de la paroi. Concomitante avec la production de
composes phénoliques, il a éé démontré que la transcription des enzymes de biosynthese de la
lignine augmente avec le stress hydrique dans la zone d'élongation en les préparant pour la
lignification. Ces actions provoquent la paroi pour devenir de plus en plus inflexible et rigide
(Moore et al., 2008).

5.4. Effet de stockage

L’ entreposage peut également influer sur le contenu des polyphénols qui sont facilement

oxydés. Les réactions d'oxydation conduisent a la formation de substances plus ou moins

32



Chapitre l11. Polyphénols Synthese bibliographique

polymérisées qui conduisent a des changements dans la qualité des aliments, en particulier dans
la couleur et les caractéristiques organoleptiques (Kondakova et al., 2009). Les résultats de
stockage de la farine de blé marquent une perte d'acides phénoliques. Aprés 6 mois de stockage,
les farines contenant les mémes acides phénoliques, en termes qualitatifs, mais leurs

concentrations sont moins de 70% (Manach et al., 2004).

6. Composés polyphénoliques du grain de blé dur
6.1. Nature et teneur

Plusieurs acides phénoliques sont présents dans le grain de blé (Tableau 03). Il s'agit en
particulier des acides hydroxycinnamiques: |'acide férulique, I'acide caféique et I'acide
cinnamique; des acides hydroxybenzoiques: [|'acide p-hydroxybenzoique, |’ acide
protocatechique, I’ acide syringique, |’ acide salicylique et |’ acide vanillique ; des flavonoides::
glycoside apigénine, tricine, cyanidine 3-galactoside, cyanidine 3-glucoside, delphinidine 3-
glucoside, delphinidine 3-rutinoside, pétunidine 3-glucoside et pétunidine 3 — rutinoside, et
alkylresorcinols (Dayks et Roony, 2007). Les taux en catéchine et en tanins (di-, tri-, et
oligomeres des proanthocyanidines) sont de I’ordre de 20-40 ug/g du poids frais de son. Les
oligomeres proanthocyanidines contiennent principalement la prodel phinidine et certaines unités
de procyanidine, alors que les dimeéres proanthocyanidines peuvent également contenir certaines
unités propelargonidin, Procyanidin B3 (catéchine-[4 — 8]-catéchine) et B3 prodelphinidine
(gallocatéchine-[4 — 8] - catéchine) (Mccallum et Walker, 1990).

Tableau 02. Nature et teneur des composés phénolique dans le grain de blé

Composés phénoliques Teneur danslegrain Référence bibliographique
acide férulique 0,8- 29/ kg du poids sec Manach et al., 2004
acide sinapique 73 ug /g deson Boutigny et al., 2010
acide p-coumarique 34 nug/g de son Boutigny et al., 2010
acide vanillique 13ug/ g de son Boutigny et al., 2010
acide p-hydroxybenzoique 7 ug /g de son Boutigny et al., 2010
acide caféique 12.26 + 2.41 pg/g de grain Mpofu et al., 2006
acide syringique 13.18 + 3.03 pg/g de grain Mpofu et al., 2006
lignine 0.6-1.3 ¢/100 g de grain Cukelj et al., 2010
lignane 490 mg/100 g de grain Cukelj et al., 2010
akylresorcinols 489-1429 pg/g de grain Ross et al., 2003

33



Chapitre l11. Polyphénols Synthese bibliographique

6.2. Compartimentage ou localisation dansla plante

La distribution des phénols dans les plantes, les tissus et les cellules n'est pas uniforme
(Atanasova et Ribarova, 2009). La distribution des composés phénoliques préformés
antifongiques dans les plantes est souvent specifique du tissus et il ya une tendance pour de
nombreux composés lipophiles (flavone par exemple les éthers de méthyle et les flavonols) qui
sont situés a la surface de la plante (par exemple dans la cire des feuilles et bourgeons exsudats)
ou dans la fraction cytoplasmique dans les cellules de I'épiderme, ce qui suggere qu'ils peuvent
en effet agir comme moyen de dissuasion contre les agents pathogenes. En général, les composes
phénoliques préformés antifongiques sont souvent sequestrés sous forme conjugueée, le plus
souvent avec des liaisons glycosidiques, dans les vacuoles ou |les organites de plantes saines. Les
biotrophes peuvent éviter le rejet d'antibiotiques préformés en minimisant la dommage a |’ héte,
alors gque les nécrotrophes sont susceptibles de causer un important dégagement de ces composes
(Lattanzio et al., 2006).

Les acides hydroxycinnamiques sont constitutifs de polymeres de la paroi cellulaire des
plantes telles que la lignine, la subérine et |a cutine. Ces polymeres sont des barriéres physiques
contre les prédateurs d'invasion, la secheresse et de plusieurs autres facteurs du stress (Dicko et
al., 2006).

6.3. Compartimentage ou localisation danslegrain

Les parois des cellules de I'épiderme et I'hypoderme de blé ont une grande quantité et un
haut degré de polymérisation des constituants aromatiques par rapport a celles des autres cellules
(Akin, 1995).

L'acide férulique se localise principalement dans les parties externes du grain. La couche
a aeurone et le péricarpe du grain de blé contiennent 98% de I'acide férulique total (Manach et
al., 2004). La composition en acides phénoliques de la couche péricarpe de blé tendre contient
plus d'acide férulique dans les deux formes monomeres ou polymeres que le péricarpe du blé dur
(Greffeuille et al., 2007).

L'acide férulique existe aussi dans la paroi cdlulaire de |I’embryon, mais la couche
scutellum contient un taux plus élevé d’ acide phénolique en particulier le dihydrodimeére férulate
gue la couche embryonnaire, aors que la couche hyaline contient principalement une grande

guantité des monomeéres d'acide férulique (Barron et al., 2007) et des dihydrodiferulates
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concentrés dans le film gras (péricarpe externe) et les cellules croisées (Parker et a., 2005), alors
gue |'acide p-coumarique est localisé principalement dans la couche a aleurone du grain (Antoine
et al., 2004).

Les cellules du péricarpe interne et le tégument semblent ére les plus largement
lignifiées, tandis que la lignification des parois cellulaires du péricarpe externe est moins
(Schwarz et al., 1988). Rodionova et al. (1992) n'ont pas trouvé la lignine dans la couche a
aleurone et la couche endosperme du grain de blé. Dans la littérature, le son de céréaes est

souvent décrit comme hautement lignifié (Bunzel et al., 2004).

L'enveloppe du grain de blé rouge d'hiver contient deux minces cuticules (interne et
externe) entourant une couche centrale de couleur forte, qui contient les tanins (Bradbury et al.,
1956). Nagao et al. (1957) ont suggéré que les pigments du tégument des grains mars soient des
« phlobaphenes » formeés par |’ oxydation des proanthocyanidines (Mccallum et Walker, 1990).

7. Méthodes d’ extraction, de dosage et d’identification des composés polyphénoliques

7.1. Méthodes d’extraction

La solubilité des composés phénoliques est régie par leur nature chimique qui peut varier
du simple a trés hautement polymérisée. Les matiéres végétales peuvent contenir des quantités
variables d'acides phénoliques, des phénylpropanoides, d’ anthocyanes et des tannins, etc. Il y a
une possibilité dinteraction des composants phénoliques avec d’'autres composes tels que les
glucides et les protéines. Ces interactions peuvent conduire a la formation des complexes
insolubles. La solubilité des composés phénoliques est également affectée par la polarité du
solvant utilisé. Par conséquent, il est trés difficile de mettre au point une procédure d'extraction
appropriée pour |'extraction de tous les composés phénoliques végétaux. Les extraits phénoliques
des matieres végeétales constituent toujours un mélange diversifié des composés phénoliques
solubles pour les plantes dans le systeme de solvants utilisés. Des étapes supplémentaires
peuvent étre nécessaires pour éiminer les composés phénoliques indésirables et les substances
non phénoliques tels que les cires, les terpénes, les graisses et les chlorophylles. Des solvants (le
méthanol, I'éhanol, le propanol, I'acétone, |'acétate d'éthyle, le diméthylformamide) et leurs
combinaisons avec des proportions différentes de I'eau ont également été utilisés pour

I'extraction des composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2006).
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7.2. Méthodes de dosage et d’identification

Historiquement, la méthode colorimétrique la plus commune employée pour la
guantification des acides phénoliques est la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier entraine la réduction de I’ acide phosphomolybdique-phosphotungstique a un complexe
de couleur bleu en milieu acain. Le complexe phosphomolybdique-phosphotungsticphenol
généré en solution donne une absorbance facilement détectée a 760 nm. Cependant, la
guantification est problématique, d'autres composants dans les extraits se comportent comme
agents réducteurs. L'identification individuelle des composés phénoliques n'est pas possible avec
cette méthode. Au cours des vingt derniéres années, la technique d'analyse qui a dominé la
separation et la caractérisation de composes phénoliques est HPLC avec phase inversée de
technologie de la colonne. Beaucoup de critiques sur les composés phénoliques ont porté sur les
flavonoides avec une section consacrée aux acides phénoliques. Seules quelques-unes ont porté
exclusivement sur les techniques de séparation pour |es acides phénoliques (Robbins, 2003). Par
ailleurs, différentes techniques chromatographiques ont été employées pour la séparation,
I'isolement, la purification et l'identification des composés phénoliques. Les procédures
chromatographiques ont également été utilistes pour éudier l'interaction des composés

phénoliques avec les autres composants alimentaires (Naczk et Shahidi, 2006).
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Cetravail est réalisé au sein des laboratoires pédagogiques de I’ Institut de la Nutrition,
de I’Alimentation et des Technologie Agro-Alimentaire (INATAA), université Mentouri-
Constantine.

II.MATERIEL ET METHODES

I1.1. Matériel végétal

Les analyses effectuées ont porté sur les grains de quatre variétés de blé dur qui nous
ont éé fournies par le CCLS de Constantine. Elles ont été stockées a 04 °C durant huit mois.
Ces variétés difféerent par I’ origine génétique et les lieux de sélection. La variété Mohamed Ben
Bachir (MBB) provient d’une sélection effectuée dans une population locale (1931), elle a été
sdectionnée a I'lTGC de Sétif. La variété CIRTA (Hedbal Gd ovz 619) est séectionnée
localement al’ITGC de Khroub. La variété SIMETO (Sersou) est introduite d’ Italie et lavariété
VITRON (Horrar) est introduite d’' Espagne, ces deux dernieres variétés ont été sélectionnées a
I"ITGC de Tiaret (ITGC, 2006).

Les grains de chaque variété ont éé divisés en deux lots, le premier regroupe des
échantillons supposés altérés dont les grains présentent des symptdomes d altération (grains
échaudés, grains avariés ou moisis, grains chauffés, grains insectisiés, grains cécidomyeés, etc.
(Feillet, 2000) et le deuxiéme regroupe des échantillons supposés sainsdont les grains ne
présentent aucun aspect d’ altération.

Dans le but de connaitre la contamination fongique profonde de celle superficielle des
grains, nous avons procéde, apres avoir classe les grains en deux lots ‘‘sains et altérés’, ala

désinfection de lasurface desgrains par I’ é&hanol 70 %.

[1.2. METHODES
[1.2.1. Déter mination du taux d’ humidité

Il est obtenu par la dessiccation a I’ éuve d'une prise d'essai de 5 g de grains entiers
broyés a103+2 °C, jusgu’ a ce que le poids devienne pratiquement constant. Le taux d’ humidité
est défini comme étant |la perte de poids subie lors de la dessiccation. La détermination du taux
d’ humidité se fait par le calcul de la différence de poids avant et apres la dessiccation selon la
formule suivante :

M1-M2
H%=

x 100
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H% : taux d humidité en %.
M1 : masse en g avant étuvage (échantillon + capsule).

M2 : masse en g de I’ ensemble (échantillon + capsule) apres étuvage.

[1.2.2. Evaluation delateneur en polyphénolstotaux
[1.2.2.1. Extraction des polyphénals totaux

La méthode d’ extraction des polyphénols totaux employée est celle décrite par Zielinski
et Koztowska (2000) et modifie par Oufnac (2006), dix grammes de grains de blé broyés de
chague échantillon ont été transférés dans des tubes a essai. Par la suite, 40 ml de méthanol
(90%, v/v) ont été ajoutés dans ces tubes, puis vortexés pour mélanger I’ ensemble. Les tubes a
essal ont été couverts et placés dans un bain deau a 60°C pendant 20 minutes. Ills ont é&é
vortexés deux fois pendant I'incubation. Les deux phases liquide et solide de chaque tube a
ont été séparées par centrifugation a 2000 rpms pendant 15 minutes. Le surnageant (phase
liquide) a été transféré et le résidu (phase solide) a é&é mélangé a 20 ml du méme solvant pour
lancer la deuxiéme extraction. Le deuxiéme surnageant a été combiné avec le précédent. Le tube
contenant les deux surnageants a été alors placé dans un rotavapor pour enlever le solvant.

L'extrait sec a été pese pour évaluer le rendement d'extraction des échantillons (Figure 08).
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Broyer 10 g de grains entiers

g

Ajouter 40 ml de Méthanol 90%

I

Bien mélanger

Vortexer deux fois @
pendant I’incubation

Placer dans un bain d'eau 60 °C pendant 20 minutes

Il

Centrifuger 22000 rpms pendant 15 minutes

Le surnageant (phase liquide) Lerésidu (phase solide)

g

Ajouter 20 ml de
Méthanol 90%

Placer dans un bain d'eau 60°C pendant 20 minutes

@Vortexer deux fois pendant I'incubation

Centrifuger 22000 rpms pendant 15 minutes

<4— | Lesurnageant (phase liquide) Le résidu (phase solide)

v

Placer dans un rotavapor pour
enlever le dissolvant

g

Peser I'extrait sec |::> Evaluer le rendement d'extraction

Figure 08. Extraction des polyphénols totaux.
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11.2.2.2. Evaluation des polyphénolstotaux

La teneur en polyphénols totaux de I’ extrait des grains de blé a été déterminée par la
méthode décrite par Veioglu et al. (1998), en utilisant le réactif de Folin-Ciocateau diluée 10
fois avec de I'eau distillé. 0.020 g de I’ extrait sec des grains de blé sont dissout dans 1 ml de
méthanol (90%), 0.1 ml de cette solution d'extrait de grains est mélangé a 0.75 ml de réactif de
Folin-Ciocalteau dilué. La solution de la réaction est laissée a température ambiante pendant 5
minutes. 0.75ml de la solution de bicarbonate de soude (60 g/l) est y gouté. Le mélange est
incubé a température ambiante pendant 90 minutes. L 'absorbance de la solution est déterminée a
750 nm en utilisant un spectrophotométre UV-Evident. L'essai est triplé pour chaque extrait.
L'absorbance, ramenée a une moyenne, est employée dans le calcul. L'acide galique a été
employé comme standard pour la courbe d'étalonnage (annexe 1l). Le contenu en polyphénols

totaux est exprimé en mg équivaent d'acide gallique par gramme d’ extrait sec (Figure 09).

0.020 g de I’ extrait du grain entier broyé

05>
|

0.1ml de cette solution

1 ml de méthanol 90%

N N

0.75ml réactif de Folin-
Ciocalteu dilué 10 fois

<:| Laisser alatempérature ambiante pendant 5 minutes

Cil:l_N

Iy

Ajout de 0.75 ml de la solution
de bicarbonate de soude (60 g/l)

<:I Incubation alatempérature ambiante
pendant 90 minutes

O

Lecture de I'absorbance a 750 nm

I

Utilisation de I'acide galliqgue comme standard pour la courbe d'étalonnage. Le contenu en
polyphénols totaux est exprimé en mg équivalent d'acide gallique par gramme d’ extrait sec.

Figure 09. Evauation des polyphénols totaux a partir de I’ extrait sec.
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11.2.3. Analyse mycologique

Cette partie décrit les techniques et les milieux appropriés pour ['isolement et
I'identification des myceétes.

Dans le cadre de ce travail, nous avons procédeé a I’ identification de la mycoflore dans les
échantillons sains et altérés de quatre variétés de blé dur : MBB, SIMETO, CIRTA et VITRON.

[1.2.3. 1. Techniquesd’ énumération

La quantification de la croissance des mycétes filamenteux est plus difficile que celle des
bactéries ou des levures. La croissance végétative se compose des hyphes, qui ne sont pas
aisément détachés du substrat. Quand la sporulation se produit, de nombreuses spores peuvent
étre produites, provoquant des éévations appréciables de cellules viables, sans augmentation de
biomasse. L'évaluation de la croissance fongique ou de la biomasse n'est pas facile parce
gu'aucune norme primaire n'existe (comme le cas des levures et des bactéries). Malgré
I’amédioration des techniques de mesure de la biomasse récemment, |a plupart des laboratoires
continuent a se baser sur le compte viable (méhode de dilution) pour détecter et quantifier la
croissance fongique dans les aliments. Une deuxiéme méthode standard connue en tant que la
méthode directe, a été développée pour estimer e nombre et |a croissance des souches fongiques
(Pitt et Hocking, 2009).

11.2.3. 2. Isolement et purification des moisissures
11.2.3. 2.1. Méthode directe

L’isolement des moisissures a partir des échantillons (sains et atérés) des variétés
anaysées (MBB, SIMETO, CIRTA et VITRON) a é&é effectué selon la méthode directe
proposée par Champion (1997). Les grains de blé sdlectionnés au hasard de chague échantillon
sont placés sur le milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA) a I'aide dune pince,
préalablement désinfectée a l'alcool et flambée en passant d’ une boite a I’autre. Le nombre de
grains déposeées dans les boites de Pétri est huit grains. La mise en incubation des grains est
réaisee sur le milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA) (Branger et al., 2007).
L'incubation des boites ensemencées doit étre réalisee dans un environnement favorable au
développement des champignons recherchés. Les champignons doivent pouvoir former du
mycélium, donner des spores ou provoquer des symptomes typiques sur les jeunes plantules. Les

conditions standard d’incubation indiquées par I’ | CFM sont 25°C et I’ incubation pendant 5 jours
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(Hocking et al., 2006). Les résultats des analyses par ensemencement direct sont exprimés en

taux de particules contaminés.
11.2.3. 2.2. Etude des car actéer es macr oscopiques

Selon Guiraud (2003) et Branger et al. (2007), la détermination des caractéeres culturaux
des moisissures fait appel aux caractéres suivants:
v' Etude de la colonie sur boite de Pétri en utilisant des milieux différents car |’ aspect change en
fonction de lacomposition ;
v Mesure de la vitesse de croissance ;
v’ Observation de latexture et de |I'éoaisseur de lacolonie;
v" Couleur delacolonie;
v’ Aspect delamarge;
v Odeur ;

v' Présence ou non de gouttel ettes d'exsudation.
11.2.3. 2.3. Etude des car actéer es micr oscopiques

L’ observation microscopiqgue peut se faire soit directement sur la boite de Pétri, soit aprés
un montage entre lame et lamelle, soit, ce qui est |e plus souhaitable, aprés une culture sur lame.
L'observation doit porter sur I'aspect du mycélium (hyphe ou siphon) et sur les caractéres et la
disposition des organes sporiferes. 1l est alors relativement facile d'arriver jusqu'au nom de genre
de la moisissure. L’identification des moisissures est effectuée en utilisant un schéma
taxonomique basé sur les caracteres morphol ogiques (Botton et al., 1990 ; Guiraud, 2003). Aprés
identification des genres contaminants des grains analysés, un pourcentage des grains

contaminés par tel ou tel genre a été calculé (Tahani et al., 2008).
» Préparation desfrottis de moisissures pour la microscopie

D*apres Pitt et Hocking (2009), les mycetes sont examinés au microscope en tant que
frottis humides. Pour préparer un frottis humide, on utilise une aiguille d’inoculation pour
récupérer une petite partie de la colonie comportant les structures conidiogénes. L’ échantillon est
prélevé sur la bordure de la colonie car les structures fertiles sont jeunes et le nombre de spores
N’ est pas excessif. De plus, on prend les structures qui peuvent enfermer |es spores (cléistothece),
etc., prés du centre de la colonie, ou la probabilité de trouver des spores a maturité est plus
grande. Les coupes d'échantillon posées sur une lame sont d’abord « mouillées » avec une goutte

d'éthanol a 70%. Quand la majeure partie de |'éthanol sest évaporée, on goute une goutte d'acide
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lactique (pour la phase ou le systeme optique de contraste d'interférence) ou un colorant de
lactophénol pour le champ lumineux, puis on pose une lamelle de couverture. Le liquide en
exces est épongé doucement avec une serviette ou un papier absorbant. On procéde ensuite a

I’ examen au microscope (grossissement x10, x40 et x100).

[1.2.3. 2.4. Purification et conservation des souches

Les souches des moisissures sont isolées sur les mémes milieux utilisés pour leur
dénombrement. Une fois isolées, les souches sont purifiées par repiquages successifs sur le
milieu d'isolement convenable. Les souches pures sont repiquées sur le méme milieu coulé en

ponte dans des tubes a vis, puis conserves a4 °C.

Les souches isolées seront codées en prenant I’initiative de la variété et I’ éat sanitaire
("S” pour sain et "A” pour atére) del’ échantillon considéré (Tableau 03).

Tableau 03. Codage des souches isolées et purifiées des échantillons sains et altérés de chague

variété
Variété Echantillon sain Echantillon altéré
MBB MS1, MS2, MS3, etc. MA1, MA2, MAS, etc.
CIRTA CS1, CS2, CS3, etc. CA, CA2, CAS, etc.
VITRON VS, V32, VS3, etc. VA1, VA2, VAS, €tc.
SEMITO SS1, SS2, SS3, etc. SA1, SA2, SA3, etc.

I1.2.4. Evaluation del’ activité antifongique

L’ évaluation de I’ activité antifongique des extraits polyphénoliquesin vitro a été réalisee
par laméthode de contact directe (Bhalodia et al., 2011; Satish et al., 2010).

L es souches de moisissures testées sont celles isolées a partir des variétés de blé (MBB,
SIMETO, CIRTA et VITRON). En effet de chague genre, nous avons testé une souche. Ces
souches sont: Alternaria sp., Aspergillus sp., Rhyzopus sp., Fusarium sp., Penicillium sp.,
Aureobasidium sp. et Bipolaris sp.

4 g de chagque extrait polyphénolique ont été solubilisés dans 10 ml de mélange constitué
de 50% deau digtillée et de 50% du Diméthylsulfoxyde (DMSO). Ce mélange a une
concentration de 400 mg/ml. Par la suite, il a éé dilué a des concentrations de 200 mg/ml, 100

mg/ml, 50 mg/ml et 25 mg/ml. Ces mélanges ont été ajoutés au milieu PDA stérile en surfusion
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pour obtenir différentes concentrations: 2.5, 5, 10, 20 et 40 mg/ml. L'inoculation s est effectuée
par le dépbt, au centre de la boite, d'un disque du mycélium d'environ 0.6 cm de diamétre d’ une
pré-culture de 3 a7 jours. Apresincubation a26 + 1 °C pendant 2 & 7 jours, en tenant compte de
la croissance du témoin (PDA sans extrait polyphénoliques), on compare |’ action des extraits
polyphénoliques pour les différentes concentrations sur |a croissance mycélienne.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition (PI) ; qui est déterminé
par laformule suivante (Satish et al., 2010):

Pr=2"x100
A

A : Diametre de croissance de la moisissure estimée sur milieu témoin.

B : Diamétre de croissance de la moisissure estimée en présence de |’ extrait atester.

De I’éguation de régression linéaire entre les concentrations (en abscisse) et les
pourcentages d’'inhibition de la croissance (en ordonnée), on détermine les concentrations

réduisant 50% (CI150) la croissance mycélienne.

[1.3. Etude statistique

Les moyennes plus ou moins |” écart type de I’ extrait sec, la teneur en polyphénols totaux
et le taux d’ humidité des trois essais ainsi que | es représentations graphiques ont été réalisées par
lelogiciel Excel 2007.

En ce qui concerne I'impact de I’ effet variétal, les données obtenues sur la teneur en
polyphénols totaux de différentes variétés de blé ont été traitées par anayse de la variance
(ANOVA). La comparaison entre les taux d humidité des variétés de blé est analysee aussi par
I’ANOVA en utilisant le logiciel statistique XLSTAT 2008. Les différences ont été considérées
significatives ap < 0,05.

Des corrélations entre les différents parametres (le taux d extrait sec, la teneur en
polyphénols totaux, I’humidité et le pourcentage de contamination) ont été égaement
recherchées al’aidedu logicid statistique XLSTAT 2008.
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[11. Résultats
[11.1. Evaluation du taux d’humidité et delateneur en polyphénolstotaux
[11.1.1. Taux d’humidité

D’une maniere géné&rale, un faible taux d’humidité a été constaté pour |’ensemble des
échantillons analysés. Ce taux varie de 10,40 212,51 % (Tableau 04).

Tableau 04. Taux moyen d humidité des échantillons analysés exprimé en pourcentage (%)

Variéé MBB VITRON CIRTA SIMETO
Echantillon sain altéré sain altéré sain | altéré | sain altéré
d,Thi“r’; ir(;‘i‘t)g%”% 1045 | 1083 | 1143 | 1251 | 11,03 | 10,89 | 1040 | 11,79
! : +019 | +042 | +015 | +1,80 | +0,10 | +0,30 | +0,08 | +0,05
échantillons
Taux moyen
o’ humidité des 10.64 + 0.30 11.79+ 0.97 10.96 + 0.20 11.09 + 0.06
variétés

Les résultats de I'analyse de variance mettent en évidence I'absence de différence
significative (p < 0.05) entre les variétés analysées; ces derniéres ont été regroupées en un seul
groupe homogene (Tableau 05). Ainsi, Sur le plan intravariétal ou échantillonnage (échantillon sain
et échantillon atéré de la méme variété) et sur le plan inter variétal (échantillons sains et
échantillons altérés des variétés entre eux), I'analyse de la variance montre qu’'il n'y a pas de
différence significative (p < 0.05) et sont regroupées aussi en un seul groupe homogene (Tableau
06).

Tableau 05. Analyse des différences entre les taux d’humidité des variétés de blé analysés par le
test de Tukey (HSD) (p < 0.05)

Variété Moyenne estimée
MBB 10,640 &
CIRTA 10,959 &
VITRON 11,095 &
SIMETO 11,970

la méme | ettre signifie absence de différence significative
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Tableau 06. Analyse des différences entre les taux d humidité des échantillons analysés par le test
de Tukey (HSD) (p <0.05)

Variéé Moyenne estimée .
Echantillons sains Echantillons altérés
MBB 10,454 2 10,826 %
CIRTA 11,026 2 10,892°
VITRON 11,432° 12,507 &
SIMETO 10,4002 11,790°

la méme | ettre signifie absence de différence significative
[11.1. 2. Evaluation delateneur en polyphénolstotaux

I11.1. 2.1. Rendement en extrait sec

Les extraits méthanoliques, récupérés aprés évaporation, ont é&é pesés pour déterminer le
poids sec résultant; ces extraits renferment les polyphénols totaux. Le tableau 07 présente le
rendement en extrait sec en g par 10 g des grains entiers broyés (échantillons sains et atérés
séparément). Ainsi, nous avons constaté d’ apres les résultats obtenus que le rendement en extrait

sec de 10g de |’ échantillon sain est supérieur a celui de |’ échantillon altéré.

Tableau07. Rendement moyen en extrait sec exprimé en g/10 g des échantillons analysés

Variété MBB VITRON CIRTA SIMETO
Echantillon sain altéré sain altéré sain altéré sain altéré
fnegf;m deg 0,368 | 0,333 | 0,356 0,340 0,355 0,315 0,337 | 0,309
cchantillons | £002 | #001 | +001 | 001 | #001 | +002 | %002 | +001
Rendement
moyen des 0.350 + 0.015 0.348 + 0.010 0.335 + 0.015 0.323 + 0.015

variétés

Par ailleurs, I’ analyse de la variance montre gu’il y a une différence significative (p < 0.05)
entre les rendements moyens en extrait sec des variétés analysées; celles-ci ont été rassemblées en

deux groupes différents (Tableau 08).

Sur le plan intra-variétal (échantillon sain et échantillon atéré de laméme variété), I’ analyse
de la variance montre qu’il n'y a pas de différence significative pour le rendement moyen en extrait
sec exprimé en g par 10g d’ échantillon analysé.
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Sur le plan inter-variétal, |’analyse de variance ne montre aucune différence significative
pour les différents échantillons sains entre eux, de méme pour les échantillons altérés entre eux. Par
contre, il y a une différence significative (p < 0.05) entre I’échantillon sain de la variété MBB et
I’ échantillon atéré de la variété CIRTA, |’ échantillon sain de la variété MBB et I’ échantillon altéré
de lavariété SIMETO, |’ échantillon sain de la variété VITRON et I’ échantillon atéré de la variété
CIRTA, I'échantillon sain de la variété VITRON et I’échantillon altéré de la variété SIMETO,
I’échantillon atéré de la variété CIRTA et I'échantillon sain de la variété SIMETO; ces

échantillons sont rassembl és en trois groupes différents (Tableau 09).

Tableau 08. Analyse des différences par le test de Tukey (HSD) entre les variétés anal ysées pour le
rendement en extrait sec (p < 0.05)

Variété Moyenne estimée
MBB 0.323"
CIRTA 0.335"
VITRON 0.348%"
SIMETO 0.351%

la méme | ettre signifie absence de différence significative

Tableau 09. Analyse des différences par le test de Tukey (HSD) entre les échantillons (sains et

altérés) des variétés anal ysées pour le rendement en extrait sec (p <0.05)

Variéé Moyenne estimée .
Echantillons sains Echantillons altérés
MBB 0,368C 0,333 a,b,c
CIRTA 0,355 03152
VITRON O,356C 0,340 ab,c
SIMETO 03373 "¢ 0,300

la méme | ettre signifie absence de différence significative
[11.1.2.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des variétés étudiées, en termes d’ équivalent d'acide
gallique (EAG) par gramme d’ extrait sec, est présentée dans le tableau 10. Sur le plan variétdl, la
plus forte teneur en composés polyphénoliques totaux a été constatée dans I'extrait de la variété
SIMETO, et la plus faible chez lavariété CIRTA; ces teneurs sont équivalentes respectivement a
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1,781 + 0,065 et 1,606 £ 0,085 mg EAG /g d'extrait sec des grains entiers broyés. Sur le plan
échantillonnage, nous avons constaté que I’ échantillon sain présente une teneur plus élevée en

polyphénols totaux par rapport al’ échantillon altéré pour chaque variété (Annexe l1).

Tableau 10. Teneur moyenne des polyphénols totaux exprimée en mg EAG/g d’ extrait sec des

grains entiers analysés

Variété MBB VITRON CIRTA SIMETO

Echantillon sain altéré | sain | altéré | sain | altéé | sain | altéré

Teneur moyennedes | 4 g5y, | 1568 | 1,849 | 1,698 | 1713 | 1,500 | 1,880 | 1,683t

pO'VpQCer?;r']fi}f’éﬁngﬁ 004 | 003 | 009 | +002 | +008| +009 | +011 | 002

Teneur moyenne des
polyphénolstotaux des 1.734 +0.035 1.773 + 0.055 1.606 + 0.085 1.781 + 0.065
variétés

D’une maniere générae, I'analyse de la variance montre qu'il y a une différence
significative (p < 0.05) entre les variétés anaysées; elles ont été regroupees en deux groupes
différents (Tableau 11).

Sur le plan intravariétal (échantillon sain et échantillon altéré de la méme variété), I’ analyse
de la variance montre qu’il y a une différence significative pour la teneur des polyphénols totaux
exprimée en mg EAG/g d'extrait sec des variétés MBB et CIRTA. Par contre, il n'y a aucune
différence significative pour lesvariétés VITRON et SIMETO.

Sur le plan inter-variétal, |’analyse de variance ne montre aucune différence significative
entre les échantillons sains entre eux pour la teneur des polyphénols totaux exprimée en mg EAG/g
d extrait sec des grains entiers analysés. Ce constat est valable aussi pour |es échantillons altérés
entre eux. Par contre, il y a une différence significative (p <0.05) entre I’ échantillon sain de la
variété MBB et |’ échantillon altéré de la variété VITRON, I’ échantillon sain de la variété MBB et
I’ échantillon atéré de la variété CIRTA, I’ échantillon sain de la variété MBB et I’ échantillon altéré
de la variété SIMETO, I’ échantillon atéré de la variété MBB et |’échantillon sain de la variété
VITRON, [I'échantillon atéré de la variété MBB et |'échantillon sain de la varié&té SIMETO,
I”échantillon sain de la variété VITRON et I’ échantillon altéré de la variété CIRTA, |’ échantillon
atéré de la variété VITRON et I’échantillon altéré de la variété CIRTA, I’échantillon altéré de la
variété CIRTA et I'échantillon sain de la variété SIMETO. Ces échantillons sont regroupés en

quatre groupes différents (Tableau 12).
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Résultats

Tableau 11. Analyse des différences par le test de Tukey (HSD) entre les variétés anal ysées pour la

teneur en polyphénols totaux (p <0.05)

Variété Moyenne estimée
MBB 17342 P
CIRTA 1773"
VITRON 1.606°
SIMETO 17g2 b

la méme | ettre signifie absence de différence significative

Tableau 12. Analyse des différences par le test de Tukey (HSD) entre les échantillons (sains et

altérés) pour lateneur en polyphénols totaux (p < 0.05)

Variéé M oyenne estimée . _
Echantillons Sain Echantillons Altéré
MBB 1,900° 1568
CIRTA 17132 P¢ 1,500
VITRON 1849%" Y
SIMETO 1,880%" 1683" ¢ ¢

la méme lettre signifie absence de différence significative
[11.2. Analyse mycologique
[11.2. 1. I solement des moisissures

Au terme de |’ anal yse mycologique, nous avons obtenu 159 souches de moisissures dans les
échantillons (sains et atérés) des variétés anaysées de blé dur. Il est & constater que chez les
échantillons supposés sains, le taux de leur contamination s'est révélé trés élevé magré leur
apparence saine. Sur le plan variétal, les souches isolées sont réparties comme suite : 43 souches a
partir de lavariété MBB, 41 souches a partir de la variété SIMETO, 38 souches a partir de lavariété
CIRTA et 37 souches sont isolées a partir de la variété VITRON. La figure 10 représente le
pourcentage de contamination de chaque variété. Sur le plan échantillonnage, nous avons constaté
d aprés lafigure 11 que e pourcentage de contamination est plus élevé chez I’ échantillon altéré que

chez | échantillon sain pour chaque variété.
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Résultats
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Figure 10. Pourcentage de contamination de chaque variété anal ysée
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Figure 11. Pourcentage de contamination des échantillons sains et altérés des variétés anal ysées.
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Résultats

[11.2. 2. Identification des genres

L’identification des genres des moisissures a reposé sur |’ étude des caractéres culturaux
(aspect des colonies et de leur revers, couleur, etc.) et des caractéres morphol ogiques révélés par un
examen microscopique (aspect du mycédlium, des spores, des phialides, des conidiophores,...)
(Cahagnier et Richard-Molard, 1998).

[11.2.2.1. Etude macroscopique

Les caractéres macroscopiques des différentes souches, isolées des échantillons et cultivées
sur milieu PDA (Annexe Ill), sont présentés dans les tableaux 13 (échantillon sain) et 14
(échantillon altéré) pour la variété MBB, 15 (échantillon sain) et 16 (échantillon altéré) pour la
variété CIRTA, 17 (échantillon sain) et 18 (échantillon altéré) pour la variété VITRON et 19
(échantillon sain) et 20 (échantillon altéré) pour lavariété SIMETO.
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Tableau 13. Caractéres macroscopiques des souches des moisissures isolées a partir de I’ échantillon sain de lavariété MBB

Résultats

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela _
souche Couleur Forme Texture Caractere Couleur Pigmentation
envahissant
MS 1 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
blanche plate alaineuse
MS 15 Noir olivétre entouré d' une zone blanche plate Duveteuse Non Noir olivétre +
MS 17 Vert foncé entouré d’ une zone blanche En dome au centre puis devient I?uv_eteuse Non Vert foncé +
plate alaineuse
MS3 Gris-marron entouré d’ une zone blanche En dome aui centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
plate alaineuse
MS 4 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
blanche plate alaineuse
~ | MS5 Jaune-marron-bl balnc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
” anche plate alaineuse
2 — . .
® | MS6 Gris-marron entouré d’ une zone blanche En dome au celnattre puis devient I?lljv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
e Jal blanc entouré d En do e pUis devie | Duvetes
5| MSs ne-marron- balnc entouré d’ une zone n déme au centre puis devien Duveteuse Non Jaune-marron foncé +
5 anche plate alaineuse
¥ |MS12 Noir olivétre entouré d’ une zone blanche plate Duveteuse Non Noir olivétre +
§ MS9 Gris-marron entouré d’ une zone blanche En dome au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
= plate alaineuse
§ MS 10 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse Non Jaune-marron foncé +
5 blanche plate alaneuse
WimMsSi13 Noir olivétre entouré d' une zone blanche plate Duveteuse Non Noir olivétre +
MS7 Vert entouré d’ une zone claire plate Poudreuse Non Jaune claire -
MS11 Vert entouré d' une zone claire plate Poudreuse Non Jaune claire -
MS 14 Noir entouré d’ une zone jaune claire plate Granuleuse Jaune péle
MS 16 Vert entouré d’ une zone claire plate Poudreuse Non Jaune claire -
MS 18 Vert entouré d' une zone claire plate Poudreuse Non Jaune claire -
MS 19 Vert entouré d’ une zone claire plate Poudreuse Non Jaune claire -
MS 20 Vert entouré d' une zone claire plate Poudreuse Non Jaune claire -
MS2 Violet En dome au c;n;trs puis devient Poudreuse Non Violet -
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Tableau 14. Caractéres macroscopiques des souches des moisissures isolées de I’ échantillon altéré de lavariété MBB

Résultats

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela _
souche Couleur Forme Texture Caractere Couleur Pigmentation
envahissant
MA4 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
MAG Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
MA7 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
MAS8 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
MA9 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
MA10 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
MA13 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
MA18 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
x| MA19 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
8 | MA20 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
T | MA22 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Qui Blanc -
= - = = . .
5 | MA1L Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En dome au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
_% blanche plate alaineuse
= Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse . +
o MA2 e Non Jaune-marron foncé
v blanche plate alaneuse
S | MA3 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
= blanche plate alaineuse
= Jaune-marron-blanc entouré d’' une zone En déme au centre puis devient Duveteuse . +
E__ﬁ; MAS5 blanche plate 3 laineuse Non Jaune-marron foncé
8 N - . . ~ . .
MA1L Marron avert foncé au centre puis devient En dome au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
claire plate alaneuse
MA14 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient I?uv_eteuse Non Jaune-marron foncé +
blanche plate alaineuse
MA12 Vert entouré d’ une zone claire Plate Poudreuse Non Jaune claire -
MA15 Vert entouré d' une zone claire Plate Poudreuse Non Jaune claire -
MA16 Vert entouré d’' une zone claire Plate Poudreuse Non Jaune claire -
MA17 Vert entouré d’ une zone claire Plate Poudreuse Non Jaune claire -
MAZ21 Vert entouré d’ une zone claire Plate Poudreuse Non Jaune claire -
MAZ23 Vert entouré d’ une zone claire Plate Poudreuse Non Jaune claire -
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Tableau 15. Caractéres macroscopiques des souches des moisissures isolées a partir de I’ échantillon sain de lavariété CIRTA

Résultats

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela _
souche Couleur Forme Texture | caactere Couleur Pigmentation
envahissant
Cs2 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche Plate Duveteuse Non Grisvert foncé *
Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse . +
Cs3 o Non Jaune-marron foncé
blanche plate alaineuse
cs 4 Noir olivétre blanc entouré d' une zone Plate Duveteuse Non Noir olivatre +
blanche
cS5 Noir olivétre blanc entouré d' une zone Plate Duveteuse Non Noir olivatre +
blanche
Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse . +
~| CS6 o Non Jaune-marron foncé
;) blanche plate alaineuse
k= Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse . +
R CS7 blanche plate A laineuse Non Jaune-marron foncé
2] ~ . T
'% Cs14 Vert foncé En dome au c;r:;trée puis devient Duveteuse Non Vert foncé *
(@)} T n
v Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse . +
.. | CS18 . Non Jaune-marron foncé
c blanche plate alaneuse
= Jaune-marron clair
S| cs13 Rose clair puis devient f'once puis devient Plate Poudreuse Non puis devl'ent marron )
5 plusclair puis devient Jaune-
w marron plus clair
CsS15 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Blanc -
CS 16 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Jaune péle -
CS17 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Blanc -
CS8 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
CS9 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
CS10 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
CSl11 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
CS12 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
Cs1 Brun-vert En déme Veoutée Non Rose foncé +
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Tableau 16. Caractéeres macroscopiques des souches des moisissures isolées a partir de I’ échantillon atéré de lavariété CIRTA

Résultats

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela _
souche Couleur Forme Texture Caractere Couleur Pigmentation
envahissant

CA1l Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
CA?2 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
CA 3 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
CA 4 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
CAS Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
A~ | CAB Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
$|CAT Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
T | CA9 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
E CA 10 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -
% CA 12 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
5| CA13 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
¥ I CAl4 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -
s|CALl Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Blanc -
=|CAIL5 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Jaune -
g | CA16 Gris-vert entouré d’ une zone blanche Plate Granuleuse Non Jaune -
G | CA 18 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Blanc -
W Ica19 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Blanc -
CA 8 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Blanc -

R . : Gris-marron foncé
CA 20 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche En dome au celn;tre puis devient Duveteuse Non entouré d’ une zone *

piae jaune-marron claire
CA 17 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse N . +

blanche plate alaneuse on Jaune-marron fonce
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Résultats

Tableau 17. Caractéres macroscopiques des souches des moisissures isolées a partir de I’ échantillon sain de lavariété VITRON

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela _
ouleur orme exture ) ouleur igmentation
souche Coul F Text eﬁ\‘j‘;ﬁf;;ﬁt Coul Pigmentat

Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse .

\ - +
VS3 blanche plate 3 laineuse Non Jaune-marron foncé
Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse .

Y . +
VS4 blanche olate 3 laineuse Non Jaune-marron foncé

VS5 Gris-vert foncé entouré d’ une zone blanche En dome au ijnzattf puis devient Duveteuse Non Gris-vert foncé +
Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse .

Y . +
VS6 blanche olate 3 laineuse Non Jaune-marron foncé

| VST Vert foncé entouré d’ une zone blanche En dome au ijnzattf puis devient Duveteuse Non Vert foncé +

2 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse .

= e +

5 VS8 blanche olate 3 laineuse Non Jaune-marron foncé

n PN n n

.% VS9 Vert foncé entouré d’ une zone blanche En dome au c;n;tr: puis devient Duveteuse Non Vert foncé +

S Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse .

v T +
¥ |VS10 blanche plate 3 laineuse Non Jaune-marron foncé

§ VS11 Gris-vert foncé Pate Duveteuse Non Gris-vert foncé +

= Noir olivétre blanc entouré d’ une zone TR

§ VS12 blanche Plate Duveteuse Non Noir olivétre +

S — —

W ivsia Noir olivatre bl E?gn?]fure d'une zone Plate Duveteuse Non Noir olivétre +
VS15 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche Plate Duveteuse Non Grisvert foncé +
VS16 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse Non Jaune-marron foncé +

blanche plate alaineuse
VS17 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche Plate Duveteuse Non Grisvert foncé +
VS1 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche Plate Duveteuse Non Grisvert foncé +
. . . "
VS13 Rose au centre puis dg\_ﬂ ent plus claire au Plate Cotonneuse Non Rose
périphérique
VS2 Gris-vert entouré d' une zone blanche Plate Granuleuse Non Blanc -
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Tableau 18. Caractéeres macroscopiques des souches des moisissures isolées a partir de I’ échantillon atéré de lavariété VITRON

Résultats

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela _
souche Couleur Forme Texture Caractere Couleur Pigmentation
envahissant
VA1 Noir olivétre entouré d’ une zone blanche plate duveteuse non Noir olivétre +
VA2 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche plate duveteuse non Gris vert foncé +
VA3 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche plate duveteuse non Grisvert foncé +
Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
VA5 . non Jaune-marron foncé +
blanche plate laineuse
Jaune-marron-blanc entouré d’' une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
VA 6 . non Jaune-marron foncé +
blanche plate laineuse
Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
~ | VAT . non Jaune-marron foncé +
blanche plate laineuse
8 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
O | VA8 . non Jaune-marron foncé +
= blanche plate laineuse
% Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
c | VA9 . non Jaune-marron foncé +
‘B blanche plate laineuse
§, VA 10 | Grisvert foncé entouré d’ une zone blanche plate duveteuse non Gris vert foncé +
M Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
c | VA1l . non Jaune-marron foncé +
S blanche plate laineuse
= Jaune-marron-blanc entouré d’' une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
VA 12 . non Jaune-marron foncé +
§ blanche plate laineuse
g LVA 13 Noir olivétre entouré d’ une zone blanche plate duveteuse non Noir olivatre +
VA 18 Noir olivétre entouré d’ une zone blanche plate duveteuse non Noir olivétre +
Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient duveteuse a .
VA 20 . non Jaune-marron foncé +
blanche plate laineuse
VA 14 Blanc puis devient gris En déme cotonneuse oui Blanc -
VA 15 Blanc puis devient gris En déme cotonneuse oui Blanc -
VA 16 Blanc puis devient gris En déme cotonneuse oui Blanc -
VA 17 Blanc puis devient gris En déme cotonneuse oui Blanc -
VA 4 Brun vert En déme veloutées non Rose foncé +
VA 19 Brun olivétre foncé plate duveteuse non Brun olivétre foncé -
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Tableau 19. Caractéeres macroscopiques des souches des moisissures isolées a partir de I’ échantillon sain de lavariété SIMETO

Résultats

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela _
souche Couleur Forme Texture Caractere Couleur Pigmentation
envahissant

Ss3 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse Non Jaune-marron foncé +
blanche plate alaineuse

S5 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse Non Jaune-marron foncé +
blanche plate alaineuse

SS 7 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse Non Jaune-marron foncé +
blanche plate alaineuse

.| ss8 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse Non Jaune-marron foncé +
” blanche plate alaineuse

% SS9 Gris vert foncé Plate Duveteuse Non Gris vert foncé +

Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse .

.% SS11 blanche plate 3 laineuse Non Jaune-marron foncé +

5| 5512 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En dome au centre puis devient Duveteuse Non Jaune-marron foncé +
v blanche plate alaineuse

é sS13 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient I?uyeteuse Non Jaune-marron foncé +
= blanche plate alaineuse

‘%’ SS15 Noir olivétre entouré d’ une zone blanche Pate Duveteuse Non Noir olivétre +

5| SS2 Gris vert foncé Plate Duveteuse Non Gris vert fonceé +

W ss1 Brun-vert En dome Veloutées Non Rose foncé +

SS 10 Brun-vert En déme Veloutées Non Rose foncé +

SS 16 Brun-vert En déme Veloutées Non Rose foncé +

SS 17 Brun-vert En déme Veloutées Non Rose foncé +

SS4 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SS6 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SS 14 Rose péle avec un point jaune au centre En déme Cotonneuse Non Rose +
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Tableau 20. Caracteres macroscopiques des souches des moisissures isolées a partir de I’ échantillon altéré de lavariété SIMETO

Recto delaboite

Verso delaboite

Codedela Caractere
souche Couleur Forme Texture ) Couleur Pigmentation

envahissant

SA12 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 13 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 16 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 17 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 18 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 19 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 20 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 21 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

SA 22 Blanc puis devient gris En dome Cotonneuse Oui Blanc -

L SAZ23 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

é SA 14 Blanc puis devient gris En déme Cotonneuse Oui Blanc -

T| a1 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En dome au centre puis devient Duv_eteuse a Non Jaune-marron foncé +

= blanche plate laineuse
(%)) ~ T .

.% SA2 Gris vert foncé En dome au ern;tf puis devient Duveteuse Non Gris vert foncé +
§’ SA 4 | Grisvert foncé entouré d’ une zone blanche Plate Duveteuse Non Gris vert foncé +
- Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse a .

c | SAS . Non Jaune-marron foncé +

S blanche plate laineuse
= Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse a .

c | SA7 . Non Jaune-marron foncé +

e blanche plate laineuse
o SA9 Noir olivétre entouré d’ une zone blanche Plate Duveteuse Non Noir olivétre +

SA 10 | Grisvert foncé entouré d une zone blanche Plate Duveteuse Non Gris vert foncé +

Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duveteuse a .

SA3 . Non Jaune-marron foncé +
blanche plate laineuse

SA 11 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En dome au centre puis devient Duv_eteuse a Non Jaune-marron foncé +
blanche plate laineuse

SA 14 Jaune-marron-blanc entouré d’ une zone En déme au centre puis devient Duyeteuse a Non Jaune-marron foncé +
blanche plate laineuse

SA 6 Gris vert foncé entouré d’ une zone blanche Plate Duveteuse Non Gris vert foncé +

SA 8 Brun olivétre foncé Plate Duveteuse Non Brun olivétre foncé -

SA 15 Brun-vert En déme Veloutée Non Rose foncé +
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Résultats

[11.2. 2.2. Etude microscopique

Cent cinquante neuf isolats fongiques ont éé obtenus a partir des échantillons analysés. Ils
représentent 7 genres dont le classement par ordre de prévaence est Alternaria, Rhizopus,
Aspergillus, Aureobasidium, Fusarium et Bipolaris, et en derniére position le genre Penicillium.

La figure 12 récapitule les taux de contamination des genres isolés des échantillons (sains et

altérés) anaysés.

Bipolaris
26%

Penicillium
0.63%

Fusarium
1.26%

Rhizpus
28.30%

‘ ' 49.09%

Aureobasidium
4.40%

Aspergillus
15.09%

Figure 12. Taux de contamination des échantillons anal ysés par |es principaux genres isolés.

[11.22.2.1. Varié&é MBB

Quatre différents genres ont é&é identifiés a partir des souches isolées des échantillons sains
et atérés analyses de la variété MBB. Ces genres sont : Alternaria, Aspergillus, Penicillium et
Rhizopus (Tableaux 21 et 22). L’ échantillon sain S est révélé contaminé par des souches appartenant
a trois genres différents, dont Alternaria est le plus dominant avec 60 %, suivi par le genre
Aspergillus avec 35 % et enfin Penicillium avec un pourcentage de 5%. En ce qui concerne
I’échantillon altéré, nous avons identifié trois genres différents avec une prévaence du genre
Rhizopus avec 47 % et les genres Alternaria et Aspergillus avec 26 % chacun.
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Résultats

Tableau 21. Caractéres microscopiques des souches isol ées des grains sains de la variété MBB

. - - I dentification uelques exemples
(;gsghd;f Mycéliums, conidiophoreset: conidies desgenres d’obs?erva?ion micror;copique
MS1
MS15 | e Thalle cloisonné avec ramifications,
mgg fines et réguliéres, de couleur brun foncé a
Msa | noir.
mss | ® Des conidies pluricellulaires a cloisons
MS6 |transversaes et longitudinaes Alternaria
MS8 |(Dictyospores) en chaines. Les conidies
MS12 |sont de forme irréguliére, se présentant le
MS9 | plus souvent avec un ressort apical court
MS10 |bien différencié.
MS13
5 |IMS . , o
% MSLL o Lesmycéliums sont septés et ramifiés.
" ¢ Les conidiophores se terminant par une
3 MS14 |vésicule de forme subglobuleuse sur
E’ mMmsie | laguelle sont disposées les phialides. Aspergillus
é Msig | ® _L:’:\. ) téte conidienne  rayonnante,
= \ISIo unisériée.
£ [ms0 X 40
(I]
e Lesmycéliums septés et ramifiés.
e Le conidiophore  verticillé et
irréguliérement ramifié avec des métules
portant les phialides, les conidies formées a | Penicillium
MS2 partir de ces phidides.
e Les conidies de forme ovale. Elles
forment des chaines irréguliéres
X100
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Tableau 22. Caractéres microscopiques des souches isolées des grains altérés de lavariété MBB

. - - I dentification Quelques exemples
Code des Mycéliums, conidiophoreset conidies desgenres d observation micr oscopique
souches
MA4

MAG6 | e Thalle non cloisonné avec ramifications.

MA7 | e Les sporocystophores disposés en bouquet a
MAS8 | la base de rhizoides, et se terminent par une
MAg | columelle autour de laguelle se différencient les

MA10 | Sporesdansun sporocyste. Rhizopus
MA13 | © lessporesgrises de forme sphérique.
MA18
MA19
MAZ20
A MA22
\g MAL
- MA2 | ® Thale cloisonné avec ramifications fines et
?, MA3 | régulieres, de couleur brun foncé anoir.
% MA5 | ®© Des conidies pluricellulaires a cloisons
§> MA1LL transversales et longitudinales (Dictyospores) | Alternaria
g en chaines. Les conidies de forme irréguliére, se
5 présentant le plus souvent avec un ressort apical
= MAL4 | court bien différencié.
g8
S [MAL
L

MA15 | ® Thale cloisonné avec ramifications, sur
MA16 | lesquelles prennent naissance des filaments
MA17 | dressés, non cloisonnés

MA21 | ® Le conidiophore renflé en une vésicule de
forme globuleuse a subglobuleuse.

e Les phiaides insérées directement sur la
vésicule (tétes unisériées). Les tétes
MA23 | conidiennes rayonnantes  issues du
bourgeonnement de I’ extrémité de la phialide.
Les conidies globuleuses.

Aspergillus

[11.22.2.2. Variété CIRTA

Quatre genres différents ont été révélés a partir des souches isolées des échantillons analysés
de la variété CIRTA. Ces genres sont: Alternaria, Aspergillus, Rhizopus et Aureobasidium
(Tableaux 23 et 24). Pour I'échantillon sain, nous avons isolé des souches appartenant a quatre
genres dont le genre majoritaire est Alternaria avec un pourcentage de 44%, suivi par le genre
Rhizopus avec un pourcentage de 27 %, puis les genres : Aspergillus avec 22% et Aureobasidium
avec 5%. Quant a |'échantillon altéré, nous avons isolé des souches appartenant a trois
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genresidentifiés: le genre mgjoritaire est Alternaria avec un pourcentage de 60 %, suivi par le

genre Aspergillus avec un pourcentage 30 %, puis le genre Rhizopus avec 10 %.

Tableau 23. Caractéres microscopiques des souches isolées des grains sains de lavariété CIRTA

. - - I dentification Quelques exemples
Code |  Myceliums, conidiophoreset conidies desgenres d’ observation microscopique
des souches
CS2
CS3 | e Thdle cloisonné avec ramifications
CS4 | fines et régulieres, de couleur brun
CS5 | foncéanair.
CS6 | e Des conidies dictyospores disposées Alternaria
CS7 | enchanes.
CS14 | e Lesconidiesdeformeirréguliére, se
Ccs 18 présentant le plus souvent avec un
ressort apica court bien différencié.
cs13 | *Le mycélium cloisonné portant de
nombreux conidiophores  dressés,
terminés en vésicule de forme
CS15 | subglobuleuse. Les phidides insérées _
directement sur la vésicule (tétes| Aspergillus
5 unisériées)
c CS16 -
R elLes conidies ont une forme
@ globuleuse et de couleur vert foncé.
g | CSs17
o)
é CS8 | oThdle non  cloisoné  avec
= ramifications.
= CS9 . .
§ e Les sporocystophores disposes en
A bouquet & la base de rhizoides, et se
CS10 | terminant par une columelle autour de .
e Rhizopus
laquelle se différencient les spores
CS11 | dansun sporocyste.
o les spores grises avec des formes
sphériques.
CS12 X10
e Mycélium septé et ramifié. o
. . Aureobasidium
e Des arthrospores foncées produites
simultanément (synchrones) et
CS1 | girectement sur les filaments
végétatifs, situéeslelong des hyphes.
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Tableau 24. Caractéres microscopiques des souches isolées des grains altérés de lavariété CIRTA

. - - I dentification Quelques exemples
Code des Mycéliums, conidiophoreset conidies des genres d observation microscopique
souches
CA1l
CA2 | eThdle non cloisonné avec
CA3 | ramifications.
CA4 . p
CAS | °® Les sporocystophores  disposes en
CA 6 | bouquet & la base de rhizoides, et se
CA 7 | terminant par une columelle autour de Rhizopus
CA9 | laguelle se différencient les spores dans
CA 10 | un sporocyste.
CA 12 | o Lessporesgrises de forme sphérique.
CA 13
A CA 14
B
. CA 11 - . p
% eLe mycédlium cloisonné portant de
0 CA 15 | hombreux conidiophores  dressés,
s terminés en vesicule de forme
¢ | ©A16 | giobuleuse & subglobuleuse. Les | Aspergillus
< CA 18 pr’nfa\lldes jnseregs,q[redanent sur la
= vesicule (tétes uniseriées).
% CA 19 | eLesconidies ont une forme globuleuse
G et de couleur vert foncé.
L CA 8
CA20 | eThdle cloisonné avec ramifications
fines et régulieres, de couleur brun
foncé anoir.
e Des ACOI‘IIdIeS dictyospores disposées Alternaria
en chaines.
CA 17

e Les conidies de forme irréguliére, se
présentant le plus souvent avec un
ressort apica court bien différencié.

[11.2.2.2.3. Varié&éVITRON

Six genres différents ont été identifiés a partir des souches isolées des échantillons analysés

de la variété VITRON. Ces genres sont: Alternaria, Aureobasidium, Rhizopus, Aspergillus,

Bipolaris et Fusarium (Tableaux 25 et 26).

Sur I’ échantillon sain, nous avons isolé des souches

appartenant a trois genres dont le genre magjoritaire est Alternaria avec un pourcentage de 88%,

puis les genres : Aspergillus et Aureobasidium avec 5 % chacun. En ce qui concerne |’ échantillon

altéré, nous avons isolé des souches appartenant a quatre genres : le genre prévaent est Alternaria
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avec un pourcentage de 70 %, suivi par le genre Rhizopus avec un pourcentage de 20 %, puis les

genres Aspergillus et Bipolaris avec un pourcentage de 10% chacun.

Tableau 25. Caractéres microscopiques des souches isolées des grains sains de lavariété VITRON

. - - I dentification uelques exemples
(;gﬁghd;f Mycéliums, conidiophoreset conidies desgenres d’obs%rva?ion microgcopique
VS3
VS4 e Thalle cloisonné avec ramifications, fines
VS5 et réguliéres, de couleur brun foncé anoir.
VS6 elLes conidies, de forme dictyospores,
x:; brunes, disposées en chaine acropéte,
VS9 d'aspects piriforme ou ovoide, a base élargie
VS10 avec des septations  transversales, | Alternaria
VS11 longitudinales, obliques en nombre variable.
x: 1‘21 Elles présentent a |'autre extrémité une partie
VS 15 plus rétrécie, plus ou moins longue appelée
VS16 | bec.
VS17
VS1
é e Les conidiophores ramifiés, portent des
B masses de macroconidies.
_2 ¢ Les macroconidies fusiformes, courbées,
g, VS13 avec des cloisons seulement transversales, | Fusarium
v souvent groupées en paguets.
.
E X 100
i
e Thalle cloisonné avec ramifications,
sur lesquelles prennent naissance des
filaments dressés, non cloisonnés,
conidiophores.
e Le conidiophore s éargit
VS2 progressivement vers le haut pour former une Aspergillus
vésicule.
e Les vésicules globuleuses. Les phialides,
portées directement sur la vésicule
(unisériées) et disposées en rayons couvrant
entiérement lavésicule. X 40
e Les conidies presgue rondes, en chaines
radiales.

65




Résultats

Tableau26. Caractéres microscopiques des souches isolées des grains atérés de lavariété VITRON

Quelques exemples

Code des Mycéliums, conidiophores et conidies | dentification d’observation
souches des genres micr oscopique
VA1l
VA2 | e Thale cloisonné avec ramifications,
VA 3 | fines et réguliéres, de couleur brun foncé a
VAS | noir.
VAG | o Les conidies de forme dictyospores,
xﬁg brunes, disposées en chaine acropete,
VA9 d'aspects piriforme ou ovoide, a base dargie Alternaria
VA 10 | vec des  septations  transversaes,
VA 11 | longitudinaes, obliques en nombre variable.
VA 12 | Elles présentent a l'autre extrémité une
VA 13 | partie plus rétrécie, plus ou moins longue
VA 18 | appelée bec.
VA 20
g VA14 | o Thale non cloisonné  avec
B ramifications.
_% VA15 | e Les sporocystophores disposés en
5 bouquet a la base de rhizoides, se terminant Rhizopus
¥ 1 VA16 | par une columelle autour de laquelle se
5 différencient les spores dans un sporocyste.
% VA 17 | ® Lessporesgrisesdeforme sphérique.
g
e Mycélium septé et ramifié.
e Des arthrospores foncées produites
VA 4 | simultanément (synchrones) et directement | Aureobasidium
sur les filaments végétatifs, situéesle long
des hyphes.
X 40
e Mycéium septé, de couleur brun.
e Lesconidiesdroites, elliptiques, souvent
VA 19 | cylindriques, arrondies a leur base, de Bipolaris
couleur brune, et possédant plusieurs
cloisons.
X 40

[11.2.2.2.4. Variété SEMITO

Cinq différents genres ont éé mis en évidence a partir des souches isolées des échantillons

analysés de la variété SEMITO. Ces genres sont: Alternaria, Aureobasidium, Rhizopus, Bipolaris et

Fusarium (Tableaux 27 et 28). Sur |’ échantillon sain, nous avons isolé des souches appartenant a

quatre genres dont le genre maoritaire est Alternaria avec un pourcentage de 58%, suivi par le
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genre Aureobasidium avec un pourcentage de 23 %, puis les genres Rhizopus avec 11% et

Fusarium avec 5%. A propos de |’ échantillon altéré, nous avons isolé des souches appartenant a

quatre genres dont deux genres sont maoritaireset qui sont Alternaria et Rhizopus avec un

pourcentage de 45 % chacun, puis les genres Aureobasidium et Bipolaris avec 4% chacun.

Tableau 27. Caractéres microscopiques des souches isolées des grains sains de la variété SIMETO

C;gSghds Mycéliums, conidiophoreset conidies Id;gg;?t;n d’obs%ru\?a?igf;?sgizique
SS3 | e« Thale cloisonné avec ramifications,
ss5 | finset réguliers, brun foncé anoir.
e Les conidiophores avec de grandes
Ss7 conidies simples et ramifiées, ovoides et
ssg | elipsoides, segmentées par des cloisons
transversales et longitudinales. .
SS9 | L'extrémité de la conidie située prés du Alternaria
SS11 | conidiophore est arrondie, tandis que
SS12 | I'extrémité située prés de I’ apex est effilée,
ss13 | conférant aux conidies leur aspect typique
SS15 | de massue.
SS2
s, Mycélium septé et ramifié.
2 | ss10 | * Des arthrospores foncées produites
= simultanément (synchrones) €t | Aureobasidium
2 SS16 | directement sur les filaments végétatifs,
= situées le long des hyphes.
S | ss17
é e Thale non cloisonné avec
g ramifications.
5 e Les sporocystophores disposes en
| SS4 bouquet & la base de rhizoides, et se
terminant pfar ,une.columelle autour de Rhizopus
laquelle se différencient les spores dans un
sporocyste.
sss | ® Les spores grises avec des formes
sphériques.
e Lesconidiophores ramifiés, portent des
masses de macroconidies.
e Les macroconidies fusiformes, )
SS14 courbées, et présentant des cloisons Fusarium
seulement transversales, souvent groupées
en paguets.
X 100
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Tableau28. Caractéres microscopiques des souches isolées des grains altérés de lavariété SIMETO

C;gsghds Mycéliums, conidiophoreset conidies Idcgg;a;tgn d'obs(gru\zﬂ%fgi(giaique
SA 12
e Thale non cloisonné avec
SA13 ramifications.
SA 16 | & Les sporocystophores disposés en
SA 17 | bouquet a la base de rhizoides, et se
SA 18 | terminant par une columelle autour de
s 19 | laquelle se différencient les spores Rhizopus
SA 20 dansun sporocyst.e.
Aol | ® Les spores grises avec des formes
SA 2 sphériques.
SA 23 X 10
SA 14
SAl | e Thalle cloisonné avec
SA2 | ramifications, fines et réguliéres,
SA4 | brunfoncéanoir.
A AS | o Les coni diophores avec de
B SA 7 grandes  conidies simples et
i SA9 ramifiées, ovoides et elipsoides,
E SA 10 segmentées par des cloisons Alternaria
-% SAS | transversdes et longitudinales.
S | SA1l | L’extrémité de la conidie située prés
2 SA 14 | du conidiophore est arrondie, tandis
o gue I’ extrémité située prés de |’ apex
% sae | est effilée, conférant aux conidies
E leur aspect typique de massue.
e Mycélium septé, de couleur brun.
e Les conidies droites, dliptiques,
souvent cylindriques, arrondies a leur Bipolaris
SA8 | pase, de couleur brune, et possédant
plusieurs cloisons.
X 40
e Mycélium septé et ramifié.
e Des  arthrospores  foncees
produites simultanément
SA15 | (synchrones) et directement sur les | Aureobasidium
filaments végétatifs, situées le long
des hyphes.
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[11.3. Effet antifongique des extraits polyphénoliques

Les résultats de I’ activité antifongique des extraits polyphénoliques in vitro ont montré une
inhibition de la croissance des mycéliums mais de fagon différente. Les extraits polyphénoliques
n’ont pas le méme pourcentage d'inhibition a la méme concentration vis-avis des souches testées.
Nous avons constaté, d’'une maniere générale, que le pourcentage dinhibition des extraits
polyphénoliques des échantillons sains est supérieur a celui des extraits polyphénoliques des

échantillons altérés vis avis de la méme souche.
[11.3.1. Souche Alternaria sp.

D’ apres la figure 13, la croissance du mycélium de la souche Alternaria sp. a éé inhibée
efficacement par les extraits polyphénoliques. Par ailleurs, pour la méme concentration, les
différents extraits polyphénoliques n’ont pas le méme pourcentage d'inhibition vis-&vis de la
méme souche testée. Les pourcentages d’inhibition, & 40 mg.ml™ des extraits polyphénoliques ayant
pour origine les grains sains, sont plus éevés chez les variétés MBB (88.86 %) et CIRTA (81.17
%) que chez les variétés VITRON (70.60 %) et SIMETO (77.65 %). Alors que pour les extraits
polyphénoliques ayant pour origine les grains atérés, les pourcentages d’inhibition sont plus
élevés chez les variétés MBB (73.68 %) et SIMETO (73.53 %) que chez les variétés VITRON
(70.00 %) et CIRTA (70.00%) (Annexe V).

Nous avons constaté aussi, d’ une maniére générale, que le pourcentage d'inhibition est plus
élevé avec les extraits polyphénoliques provenant des échantillons sains que ceux des échantillons

altérés pour la méme concentration.

Le tableau 29 représente les concentrations réduisant 50 % (CI150) la croissance mycélienne.
La plus faible et la plus intéressante CI50 est constatée chez |’ extrait polyphénolique ayant pour
origine I’ échantillon sain de lavariété SIMETO, par contre la plus forte et la moins intéressante est

observée chez I’ extrait polyphénolique provenant de I’ échantillon altéré de lavariété VITRON.
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Figure 13. Effet antifongique des extraits polyphénoliques secs a différentes concentrations des
échantillons sains et atérés sur la croissance du mycélium de la souche Alternaria sp.: (A) MBB,

(B) CIRTA, (C) VITRON et (D) SEMITO.

Tableau 29. Concentration des polyphénols totaux réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne
de la souche Alternaria sp.

MBB CIRTA VITRON SIMETO
sain altéré sain altéré sain altéré sain altéré
mg/ml d" extrait sec 2.70 5.38 3.17 3.71 321 6.17 2.59 421
png EAG/ml
de polyphénols totaux 5.13 8.44 5.43 5.65 5.93 1047 | 4.87 7.08

111.3.2. Souche Rhizopus sp.

Concernant la souche Rhizopus sp., la figure 14 montre que la croissance mycélienne a été

inhibée  d une maniére efficace mais différemment par les extraits polyphénoliques. Il est a

observer que pour la méme concentration, les différents extraits polyphénoliques n’ ont pas le méme

pourcentage d’inhibition vis-avis de la méme souche testée. Les pourcentages d'inhibition, a
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40mg.mi™ o extrait polyphénolique ayant pour origine les grains sains, sont plus éevés chez les
variétés MBB (79,41%) et SIMETO (84,12%) que chez les variétés CIRTA (72,94%) et VITRON
(71,76%). Pour les extraits polyphénoliques provenant des grains atérés, il a été constaté que les
pourcentages d inhibition, & 40 mg.ml™ sont plus éevés chez les variétés SIMETO (81,17%) et
CIRTA (69,41%) que chez les variétés MBB (56,47%) et VITRON (63,53%). Nous avons aussi
constaté, d’'une maniére générale, que les pourcentages d'inhibition sont plus élevés chez les
extraits polyphénoliques des échantillons sains que ceux des échantillons altérés pour la méme
concentration (Annexe V).

Le tableau 30 présente les concentrations réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne.
La plus faible et la plus intéressante CI50 est constatée avec I’ extrait polyphénolique ayant pour
origine I’ échantillon sain de lavariété SIMETO, par contre la plus forte et la moins intéressante est

observée avec |’ extrait polyphénolique provenant de I’ échantillon altéré de lavariété MBB.
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Figure 14. Effet antifongique des extraits polyphénoliques secs a différentes concentrations des
échantillons sains et atérés sur la croissance du mycélium de la souche Rhizopus sp. : (A) MBB,
(B) CIRTA, (C) VITRON et (D) SIMETO.
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Tableau 30. Concentration des polyphénols totaux réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne

de la souche Rhizopus sp.

MBB CIRTA VITRON SIMETO

sain altéré sain altéré | sain altéré sain altéré

mg/ml d’extrait sec 22.79 34.15 2213 | 2446 | 20.57 27.91 14.83 17.27

png EAG/m

de polyphénolstotaux

4330 | 5354 | 3790 | 36.69 | 38.03 | 47.39 | 27.88 | 29.06

[11.3.3. Souche Aureobasidium sp.

Pour I’ensemble des extraits polyphénoliques provenant des échantillons sains (Figure 15),
nous remarguons que |’ extrait polyphénolique provenant de la variété CIRTA, a une concentration
équivalente & 40 mg.ml™, montre une activité inhibitrice de la croissance plus élevée sur la souche
Aureobasidium sp.(76,71%) par comparaison aux variétés: MBB (53,49%) et VITRON (57,33%).
Quant a I’extrait polyphénolique provenant de I'échantillon sain de la variété SIMETO, nous
remarquons qu’il n’a méme pas atteint la concentration réduisant 50 % (CI50) de la croissance
mycélienne, cette derniere vaut 48,46% et elle a é&té estimée statistiqguement par |’ éguation de
régression de courbe de tendance linéaire. De la méme maniére et par comparaison aux extraits
polyphénoliques provenant des échantillons sains, les extraits polyphénoliques provenant des
échantillons altérés ont présenté une activité inhibitrice de la croissance moins intéressante
(AnnexelV).

Le tableau 31 présente les concentrations réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne.
La plus faible et la plus intéressante CI50 est constatée chez |’ extrait polyphénolique ayant pour
origine I’ échantillon sain de la variété CIRTA, par contre la plus forte et la moins intéressante est

observée avec |’ extrait polyphénolique provenant de I’ échantillon altéré de lavariété SIMETO.
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Figure 15. Effet antifongique des extraits polyphénoliques secs a différentes concentrations des

échantillons sains et altérés sur la croissance du mycélium de la souche Aureobasidium sp. : (A)

MBB, (B) CIRTA, (C) VITRON &t (D) SIMETO.

Tableau 31. Concentration des polyphénols totaux réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne

de la souche Aureobasidium sp.

MBB CIRTA VITRON SIMETO
sain atéré sain altéré sain altéré sain altéré
mg/ml d’extrait sec 37.00 40.63 21.33 34.00 30.40 36.10 41.30 47.22
pg EAG/mI
70.30 63.70 36.53 51.00 56.21 61.29 77.64 79.47
de polyphénolstotaux

[11.3.4. Souche Bipolaris sp.

Les extraits polyphénoliques provenant des échantillons sains des variétés MBB et CIRTA,

& une concentration équivalente & 40 mg.mi™, ont présenté une activité antifongique inhibitrice

relativement plus élevée par comparaison aux extraits polyphénoliques provenant des échantillons
sains des variétés VITRON et SIMETO (Figure 16). En paraléle, nous avons constaté que les
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pourcentages d’inhibition sont plus éevés avec les échantillons sains que pour ceux provenant des
échantillons altérés pour la méme concentration. Le tableau 32 présente les concentrations réduisant
50 % la croissance mycélienne. La plus faible et la plus intéressante CI50 est constatée avec
I’extrait polyphénolique ayant pour origine I’échantillon sain de la varié&té MBB (29.45%), par
contre la plus forte et |la moins intéressante est observée avec |’ extrait polyphénolique provenant de
I’ échantillon altéré de lavariété CIRTA (62.72%) (Annexe V).
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Figure 16. Effet antifongique des extraits polyphénoliques secs a différentes concentrations des
échantillons sains et altérés sur la croissance du mycélium de la souche Bipolaris sp. : (A) MBB,
(B) CIRTA, (C) VITRON et (D) SEMITO.

Tableau 32. Concentration des polyphénols totaux réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne

de la souche Bipolaris sp.

MBB CIRTA VITRON SIMETO
sain altéré sain altéré sain altéré sain altéré
mg/ml d’extraitsec | 1550 | 21.25 25.00 37.88 33.80 37.80 3354 | 37.27

pg EAG/ml de

29.45 33.32 42.82 56.82 62.49 64.18 63.05 62.72
polyphénoals totaux
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[11.3.5. Souche Fusarium sp.

En ce qui concerne la souche Fusarium sp., les pourcentages d’inhibition des extraits
polyphénoliques des variétés analysées (Figure 17), & 40 mg.ml™ d’extrait polyphénolique, sont
moins importants par comparaison aux souches testées précédemment. Par ailleurs, les extraits
polyphénoliques provenant des échantillons sains des variétés MBB et SEMITO ont présenté des
pourcentages d’inhibition intéressants et valent respectivement 64,56 % et 60% a une concentration
équivalente a 40 mg/ml, alors que les extraits polyphénoliques provenant toujours d’échantillons
sains des variétés CIRTA et VITRON n'ont pas atteint la concentration réduisant 50 % la
croissance mycélienne et valent respectivement 48,66% et 46,66% (Annexe V).

De la méme maniéere que précédemment et par comparaison aux extraits polyphénoliques
provenant des échantillons sains, les extraits polyphénoliques provenant des échantillons altérés ont

présenté une activité inhibitrice de la croissance moins intéressante.

Le tableau 33 présente les concentrations réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne.
La plus faible et la plus intéressante CI50 est constatée chez |’ extrait polyphénolique ayant pour
origine I’ échantillon atéré de la variété MBB, par contre la plus forte et la moins intéressante est

observée avec |’ extrait polyphénolique provenant de I’ échantillon altéré de lavariété VITRON.
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Figure 17. Effet antifongique des extraits polyphénoliques secs a différentes concentrations des

échantillons sains et atérés sur la croissance du mycélium de la souche Fusarium sp. : (A) MBB,
(B) CIRTA, (C) VITRON et (D) SEMITO.

Tableau 33. Concentration des polyphénols totaux réduisant 50 % (CI50) la croissance mycélienne

de la souche Fusarium sp.

MBB CIRTA VITRON SIMETO
sain altéré sain altéré sain altéré sain altéré
mg/ml d’ extrait sec 30.50 33.60 37.00 47.22 38.87 49.57 28.61 36.50
png EAG/mi
57.95 52.68 63.38 70.83 71.87 84.17 53.78 61.43
de polyphénols totaux

[11.3.6. Souches Aspergillus sp. et Penicillium sp.

Concernant les souches d’ Aspergillus sp. Et de Penicillium sp., les extraits polyphénoliques

ont présenté un effet inhibiteur (Annexe 1V), mais nous N’ avons pas pu évaluer cet effet a cause de

la dispersion des colonies sur toute la boite de Pétri.

76



Résultats

[11.4. Test decorréations

Le but du test de corrélations est de mettre en évidence la présence ou non de corrélations
entre les différents paramétres étudiés qui sont : le taux d extrait sec, la teneur en polyphénols

totaux, I"humidité et le pourcentage de contamination.

Le test de corrélation montre que certains parameétres sont corrélés entre eux (Tableau 34).
Une corrélation hautement et négativement significative (r = - 0,818) est observée entre la teneur en
polyphénols totaux et le pourcentage de contamination. Une autre corrélation hautement, mais
positivement, significative (r = 0,779) entre la teneur en polyphénols totaux et le taux d extrait
polyphénolique sec. Parmi les corrélations moyennement significatives, une corrélation positive (r
= 0.543) a été observée entre le taux d humidité et le pourcentage de contamination et une
corrélation négative (r = -0.475) a été observée entre le pourcentage de contamination et |’ extrait

SeC.

Tableau 34. Matrice de corrélation (Pearson (n)) entre les différents paramétres analysés : le taux
d extrait sec, la teneur en polyphénols totaux, I’humidité et le pourcentage de contamination et la

guantité des extraits polyphénoliques secs

Variables PC TH TPT ES
PC 1 0,543* -0,818** -0,475*
TH 1 -0,188 -0,054
TPT 1 0,779**
ES 1

PC : Pourcentage de contamination; TH : Taux d’humidité; TPT : Teneur en polyphénols totaux ; ES: Extrait
polyphénolique sec; ** : hautement significative ; * : moyennement significative

77



Discussion

Le taux d’humidité des échantillons anaysés varie de 10,40 a 12,51 %. Par comparaison a
lanorme (9% a 13%) citée par Boudreau et Ménard (1992) et la norme (maximum 14.5%) du
CODEX STAN 199-1995, les valeurs trouvées ne semblent pas étre réellement favorables
pour le développement des moisissures si on tient compte seulement de ce facteur. Ce
constat est valable pour tous les échantillons ou I'analyse de la variance n’a montré aucune

différence significative (p < 0.05) sur les plansintra et inter-variétal.

Quant ala teneur en polyphénols totaux, elle a éé exprimée en termes d' équivalent d'acide
galique (EAG) par gramme d'extrait sec et a été évaluée par le dosage colorimétrique de
Folin-Ciocalteu. Cette évaluation nous a permis davoir une idée sur les variations
guantitatives des polyphénols totaux sur les plans inter-variétal (entre variétés) et intra-
variétal (entre les échantillons sain et atéré de la méme variété). En effet, les céréales ety
compris le blé sont considérés comme des produits particulierement riches en polyphénols
notamment en acides phénoliques (Slavin et al., 1999). Les teneurs en polyphénols totaux
enregistrées varient de 1.606 a 1.781 mg EAG/g d’ extrait sec. Par comparaison aux teneurs
en polyphénols totaux citées par Mpofu et al. (2006), variant entre 1,709 et 1,990mgEAG /g,
et celles citées par Masum Akond et al. (2010) oscillant entre 1.269 et 1.316 mg EAG/g de
grain de blé entier, les valeurs trouvées sont nettement supérieurs a celles de Masum Akond
et al. (2010) et sont proches de cellesde Mpofu et al. (2006).

A I'échelle variétale, les résultats obtenus indiquent que la plus forte teneur en polyphénols
totaux a été constatée dans I'extrait de la variété SIMETO, et la plus faible chez la variété
CIRTA; Ces teneurs sont équivalentes respectivement a 1,781 + 0,065 et 1,606 + 0,085 mg
EAG /g d'extrait sec des grains entiers broyés. De méme, |’analyse de la variance a montré
une différence significative (p <0.05) entre la variété VITRON et les variétés SIMETO et
CIRTA. Cette différence peut s expliquer par plusieurs facteurs parmi lesquels figurent les
facteurs culturaux comme le climat et les conditions de culture (fertilisation) et les facteurs
intrinséques de la variété notamment le génotype, le mécanisme de défense et larésistance
variétale (Benbrook, 2005 ; Betaet al., 2005 ; Mursu, 2007).

En se référant a la bibliographie, tres peu de travaux de recherche ont cherché a corréler la
teneur en polyphénols totaux avec la résistance a I’infestation fongique des grains durant le
stockage; ce qui nhous a orienté parfois vers une comparaison de nos résultats avec ceux
constatés au stade vegétatif.
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A I'échdlle intra-variétale, malgré I’ absence quelques fois de différence significative, nous
avons constaté que les échantillons sains présentent des teneurs plus élevées en polyphénols
totaux par rapport aux échantillons altérés pour toutes les variétés analysées. Si on considere
gue les échantillons sains sont des génotypes résistants et que les échantillons altérés sont des
génotypes sensibles aux maladies fongiques, ce constat concorde avec les résultats de
certains travaux notamment ceux de Dubin et Bimb (1991) et Patil et al. (2011) qui ont
signalé que la concentration des polyphénols totaux est généralement plus élevée chez les
génotypes résistants de blé que chez les génotypes sensibles aux maladies fongiques telle que
la t&che helminthosporienne causée par Bipolaris sorokiniana. Par ailleurs, Harmas et Terba
(1984) ont rapporté que le contenu é evé des polyphénols totaux dans les génotypes résistants
de blé contre larouille, est contrélé par la présence d'une gamme de génes Sr (Sr8a, Sr5 et
Sr30) (Ahlawat, 2007). Selon Luthra et al. (1988), des études ont également montré que les
changements qualitatifs et quantitatifs de ces composes se produisent généralement apres une

infection fongique.

Parmi les polyphénols constitutionnels des parois cellulaires figure lalignine. 1l a été constaté
gue dans les variétés de blé hautement résistantes, une augmentation dans les activités de la
voie des phénylpropanoides générale et de la voie spécifique de biosynthése de la lignine
(Moerschbacher, 1989). La teneur en lignine des végétaux est reconnue depuis longtemps
comme un facteur important dans la réponse a la résistance contre les agents pathogéenes. La
lignine est extrémement résistante a la dégradation microbienne et constitue ainsi 1'une des
barrieres les plus efficaces contre I'invasion pathogene. En plus du rdle de la lignine comme
un facteur de résistance préformé, le processus de lignification a éé propose comme un
mécanisme de résistance active des plantes contre les champignons (Moerschbacher et al.,
1990).

Sedlon Kusumoto et al. (2007), un autre composé phénolique, |'acide salicylique, semble
congtituer un moyen de défense chimique de nombreuses especes végétaes contre la
résistance aux maladies fongiques. Une étude antérieure portant sur I’ effet de différents acides
phénoliques sur la croissance de F. graminearum avait montré que les dérivés de |’acide
cinnamique avaient une action inhibitrice de la croissance mycélienne plus importante que celle
des dérivés de I’ acide benzoigue (Favre, 2004). Guiraud et al. (1995) ont éudié un autre compose
phénolique, I'acide férulique. Ils ont attribué sa toxicité envers la croissance de divers
champignons a ses propriétés lipophiles. Selon Tomas-Barberan et al. (1990), la propriété

lipophile et/ou la présence au moins d'un groupe hydroxyle sont considérés comme un

79



Discussion

dispositif structural essentiel pour une bonne activité antifongique. La propriété lipophile
permet aux phénols actifs de pénétrer a traves les membranes biologiques tandis que les
groupes d'hydroxyle peuvent agir par I’inhibition de la phosphorylation oxydative.

Pour I’ anal yse mycologique, 159 souches de moisissures ont éte isolées des échantillons. Il est
aconstater que malgré I’ apparence saine des grains, le taux de leur contamination s est réevélé
trés éleve, ce qui signifie la présence d’ une contamination profonde. Sur le plan inter-variétal,
lavariété MBB semble étre la plus contaminée, et lavariété VITRON est la plus résistante.

Sur |I’ensemble des variétés, sept principaux genres ont été identifiés dont le classement par
ordre de prévalence est : Alternaria, Rhizopus, Aspergillus, Aureobasidium, Fusarium et
Bipolaris, et en derniére position le genre Penicillium. En se référant ala bibliographie, ces
genres contaminent les grains de blé au sein de I’ épi dés la récolte jusqu’ au stockage, ils sont
les mémes que ceux signalés par laF.A.O (1984) et Tahani et al. (2008). Le genre Alternaria
est le plus prévaent dans toutes les variétés. |l est reconnu que ce genre constitue une flore
hygrophile qui a besoin d une humidité relative trés élevée pour se développer. Comme le
taux d humidité n'est pas élevé dans les grains, la dominance de ce genre peut étre
probablement due a une contamination possible avant la récolte. Les genres Alternaria et
Fusarium sont considérés comme des moisissures de champ (Cahagnier et al. 1997; Breton,
1990).

A I'issu des résultats obtenus, les genres Aspergillus et Penicillium semblent ére moins
dominants avec des pourcentages faibles, ils sont considérés comme des moisissures de
stockage (Cahagnier, 1996 et Felllet, 2000). Malgré que ces deux derniers genres tolérent
des humidités beaucoup plus faibles, lorsgu’ils existent seront al’origine de la plupart des
accidents de conservation pour les produits considérés (Tahani et al., 2008; Cahagnier et al.,
1997). Les genres : Aureobasidium, Rhizopus et Bipolaris sont considérés comme des flores
intermédiaires qui peuvent contaminent les grains de blé (Godon et Loisel, 1997).

Les résultats de I’ activité antifongique des extraits polyphénoliques, in vitro, ont montré une
inhibition efficace de la croissance mycélienne mais de fagon différente. Les extraits
polyphénoliques n’ont pas le méme pourcentage d'inhibition pour la méme concentration vis-
avis des souches testées. Beaucoup de travaux notamment ceux de Rgj et al. (2001), Cushnie
et Lamb (2005) et Lattanzio et al. (2006) ont montré un effet antifongique des composes

phénoliques. Chez les plantes infectées, le dépdt de composes phénoliques est une partie du
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renforcement de la paroi cellulaire qui limite I'invasion pathogene. L'accumulation de
substances phénoliques solubles, liées a la paroi cellulaire des tissus végétaux en réponse a
une attaque par les pathogénes fongiques, a été également suggérée comme une stratégie de
défense (Bhuiyan et al., 2009).

D’ une maniére générale, nous avons constaté que pour la méme concentration (40 mg.mi™),
les pourcentages d’inhibition sont plus élevés avec les extraits polyphénoliques provenant des
échantillons sains que pour ceux des échantillons altérés vis avis de la méme souche. Ce qui
veut dire que sur le plan quantitatif, 1a teneur en polyphénols totaux des échantillons sains est
supérieure a celle des échantillons atérés. Sur le plan qualitatif, il est probable que la nature
des extraits polyphénoliques des échantillons sains soit différente de celle des extraits
polyphénoliques des échantillons altérés, mais nous ne pouvons confirmer cette différence
gu’ aprés avoir identifier les composés polyphénoliques extraits des échantillons sains et
altérés. Les travaux de Friend (1985) ont confirmeé des changements qualitatifs et quantitatifs
dans le contenu phénolique apres une infection des tissus végétaux par des organismes
pathogenes. En effet, la résistance aux maladies fongiques est liée dans certains cas ala
synthese de composés phénoliques spécifiques en réponse a l'infection, dont I’un de ces
composes peut avoir un effet inhibiteur plus élevé sur certaines souches de moisissures que
sur d’autres. Dans d autres cas, la résistance aux maladies fongiques semble étre associée a
I’effet cumulatif de I’ensemble de plusieurs composés phénoliques (Mccallum et Walker,
1990).

De méme, les valeurs des CI50 difféerent d’une maniere générale selon la souche testée et
I’infestation ou non des échantillons a partir desquels ils sont extraits. Selon la littérature, ces

différences sont d ordres quantitatif et/ ou qualitatif.

D’une maniere générale, le test de corrélation a montré une corrélation hautement et
négativement significative (r = - 0,818) entre la teneur en polyphénols totaux et le
pourcentage de contamination. Nous pouvons avancer comme hypothése soit lorsgue le
pourcentage de contamination est élevé, il entraine une réduction de la teneur en polyphénols
du grain, soit c'est I'inverse lorsgue la teneur en polyphénols du grain est faible, elle
n'empéche pas le développement des moisissures et les barrieres de défense sont
pratiqguement faibles. En se référant a la bibliographie, c’est probablement la deuxiéme
hypothese qu’ est valable, donc avec une teneur en polyphénols importante, le grain de blé

devient plus résistant a I’ attague fongique. Dans une autre étude, en s'intéressant a I’un des

81



Discussion

composes phénoliques: I'acide salicylique, Malamy et Klessig (1992) ont signalé une
corrélation entre les taux de ce compose et larésistance a l'infection par populea Dothiciza et
Fusarium oxysporum.

Une autre corrélation hautement et positivement significative (r = 0,779) entre la teneur en
polyphénols totaux et le taux d’extrait polyphénolique sec a été enregistrée, ce qui signifie
gue plus la quantité d’ extrait sec récupéré est importante, plus la teneur en polyphénols est
élevée. Parmi les corrélations moyennement significatives, une corrélation positive
(r = 0.543) a été observée entre le taux d humidité et le pourcentage de contamination.
L'augmentation de la teneur en eau des grains de blé, au cours de la conservation, provogque
des dtérations pendant le stockage des grains. En effet, I'atération des grains se traduit
rapidement par une perte du pouvoir germinatif chez les semences, une prolifération des
moisissures dont certaines génerent des substances toxiques et une intensification de la
respiration dont les deux principales conséguences sont une perte de matiere seche et une
augmentation de température (Feillet, 2000).
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Conclusion et perspectives

Cette étude a été conduite dans le but d’évaluer la teneur en polyphénols totaux des
grains entiers de blé dur, de chercher les principaux genres de moisissures contaminant ces
grains en tenant compte de I'effet intra-variétal (échantillons sains et atérés de la méme
variété) et | effet inter-variétal (échantillons appartenant a différentes variétes) et de tester in

vitro I’ effet antifongique des polyphénols totaux sur des souches des moisissures i sol ées.

Concernant I’ évaluation de la teneur en polyphénols totaux, sur le plan intra-variétal,
les principaux résultats obtenus indiquent que les échantillons sains présentent une teneur plus
élevée en polyphénols totaux par rapport aux échantillons atérés. D’ une maniére générale, il
y a une différence significative pour la teneur en polyphénols totaux entre les variétés
analysés de blé d’ une part et entre les échantillons sains et altérés d autre part. Les variétés
étudiées sont classées selon I’ ordre suivant : SIMETO >VITRON> MBB > CIRTA.

Au terme de I’analyse mycologique, nous avons pu isoler et purifier, a partir des
échantillons (sains et altérés) des variétés anal ysées de blé dur, cent cinquante neuf souches de
moisissures, regroupées en sept genres (Alternaria, Aspergillus, Rhizopus, Fusarium,
Penicillium, Aureobasidium et Bipolaris). Le pourcentage de contamination est plus élevé
chez les échantillons altérés que chez les échantillons sains.

Quant al’évaluation de I’ activité antifongique des extraits polyphénoliques, il semble
gu'ils n"ont pas le méme pouvoir antifongique, la concentration et la nature de I’ extrait
polyphénolique appliqué semble aussi avoir un effet significatif vis-avis des souches des

Moi Si ssures testées.

Une forte corrdlation, significativement négative, entre la teneur en polyphénols
totaux et le pourcentage de contamination a été révélée, il semble que la teneur élevée en

polyphénolstotaux danslesgrainsdeblé réduit I'infestation fongique.

A l'essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus
approfondie afin de quantifier et de caractériser la nature des composés
polyphénoliques existant dans les différentes couches histologiques du grain de blé, d’ évaluer
le pouvoir antifongique de chague composé phénolique et de voir la possibilité d’améioration
génétique pour la teneur en ces composés polyphénoliques afin d’améiorer la résistance a
I’infestation fongique.
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I. 1. Structures chimiques des flavonoides (Manach et al., 2004).
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[.2. Structure chimique destanins : (A) hydrolysables (pentagalloylglucose) (Bennick, 2002) et
(B) condenseés (proanthocyanidines) (Dicko et al., 2006)
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o |
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[.3. Structure chimique des stilbénes : (A) trans-picéide et (B) cis-picéide (KRISA et al., 1997 )
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Glc-0

(A) (B)

[.4. Structure chimique de lignanes du grain de cér éales (Dayks et Roony, 2007)
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|.5. Représentation schématique delalignine de paille de blé (Digabel et Avérous, 2006)
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Annexe II
I1.1. Courbe d’étalonnage d’acide gallique

Tableau 01. Valeurs de |’ absorbance des différentes concentrations d acide gallique

Acidegallique S S/2 S/4 S/8 S/16 S/32 S/64
Concentration
2 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 | 0.03125
mg/mi
Absorbance 4 4 32092 | 1.7425 | 09854 | 0.5470 | 0.3245

- S:Solution; lesdilutions: §2, S/4, S/8, §16, S/32 et S/64.

» Courbed’étalonnage d’acide gallique

3,5 -
3 . y=6,114x + 0,177
R?=0,998
2,5 A
()]
(%]
g 2-
=
2 1,5 -
o)
(4]
1 .
0,5 -
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
concentration (mg/ml)

[1.2. Evaluation delateneur en polyphénolstotaux expriméen mg EAG /g d’ extrait sec

Selon Adesegun et al. (2007), le contenu en polyphénols totaux, exprimé en équivalent

d'acide gallique par gramme d’ extrait sec, a été calculé par laformule suivante :

T=——

T : représente les polyphénols totaux (mg EAG / g d’ extrait sec de la plante) ;

C : concentration d’ extrait éthanolique équivaente a I’ acide gallique, obtenue a partir de la
courbe d'étalonnage (mg/ml) ;

V : volume d'extrait &hanolique (ml) ;

M : poids sec d'extrait é&hanolique de la plante (g).
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Le Tableau 02 représente les concentrations des polyphénols totaux exprimées en ug EAG

.ml™ récupérées dans 40 mg.ml™d’ extrait sec.

Tableau 02. Teneur des polyphénols totaux en pg EAG / 40 mg.ml™d’ extrait sec

Variéiés MBB VITRON CIRTA SIMETO
Echantillon sain 76.00 73.96 68.52 75.20
Echantillon 62.72 67.92 60.00 67.32
altéré
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Annexe I1

I1.1. Mycélium aérien de quelques souchesisolées dela variété MBB
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I1.2. Mycélium aérien de quelques souchesisoléesdelavariété CIRTA
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[1.3. Mycélium aérien de quelques souchesisoléesdelavariété VITRON
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I1.4. Mycélium aérien de quelques souchesisoléesdelavariété SSIMETO
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Annexe IV

IV.1. Effet des extraits polyphénoliques a différentes concentrations sur la croissance du
mycélium de la souche Alternaria sp.
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IV.2. Effet desextraits polyphénoliques a différentes concentrations sur la croissance du
mycélium de la souche Aureobasidiums sp.
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V.3 Effet desextraits polyphénoliques a différentes concentrations sur la croissance du

mycélium de la souche Bipolaris sp.
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V.4, Effet desextraits polyphénoliques a différentes concentrationssur la croissance du

mycélium de la souche Fusarium sp.
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IV.5. Effet des extraits polyphénoliques a différentes concentrations sur la croissance du
mycélium de la souche Aspergillus sp.
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IV.6. Effet des extraits polyphénoliques

mycélium de la souche Penicillium sp.
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Abstract

Contamination by microorganismsis one of the major causes of deterioration of stored
grain, and their importance is too often underestimated. Mold storage, may lead to a series of
changes, resulting in loss of technological, commercial, hygienic and nutritional. The
polyphenols are compounds generating in recent years a growing interest from the industrial
food processing. Some studies have shown that the ability of a plant to resist attack by micro-
organisms is often correlated with phenolic content. This work is done in this context, it is the
demonstration of correlation between the total polyphenol content and fungal infestation in
wheat grains of four varieties (MBB, CIRTA, VITRON and SIMETO). This work aso
focuses on the evaluation of thein vitro antifungal activity of total polyphenols extracted from

whesat grains.

The principal results show firstly, that the samples healthy have a higher concentration
of total polyphenols compared to samples atered, a significant difference for total polyphenol
content in the varieties of wheat analyzed and in the samples from healthy and altered wheat.
Secondly, research molds from wheat varieties shows that despite the healthy appearance of
some samples, they were found contaminated, the percentage of contamination is higher in the
sample atered than in the sample healthy for all varieties of wheat analyzed. The results of
the antifungal activity, for different concentrations of total polyphenols extracted from
samples of healthy and altered wheat, showed inhibition of mycelial growth in different ways.
The polyphenolic extracts have not the same percentage of inhibition at the same
concentration vis-avis the mold strains tested. Moreover, the results obtained by the
correlation test revealed a significant negative correlation between total polyphenol content
and the percentage of contamination. With the rise of this study, we can conclude that the

high content of total polyphenols in wheat grains appears to reduce the fungal infestation.

Key-word: ateration, wheat varieties, total polyphenols, antifungal activity, correlation, mold
growth.
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Résumé

La contamination par les microorganismes représente I'une des causes majeures
d altération des grains stockés, et leur importance est encore trop souvent sous-estimée. Les
moisissures du stockage, peuvent amener atoute une série d’ atérations, entrainant des pertes sur
les plans technologique, commercial, hygiénique et nutritionnel. Les polyphénols sont des
composées suscitant depuis quelques années un intérét croissant de la part des industriels de
I’agro-alimentaire. Des travaux ont montré que la capacité d une espece végétae a résister a
I attague des micro-organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques. Ce
travail est réalisé dans ce contexte, il vise la mise en évidence de corrélation entre la teneur en
polyphénols totaux et I'infestation fongique dans les grains de quatre variétés blé (MBB,
CIRTA, VITRON et SIMETO). Ce travail met aussi I’accent sur I’évaluation in vitro de
I activité antifongique des polyphénol s totaux extraits des grains de blé.

Les principaux résultats obtenus montrent d’ une part que les échantillons sains présentent
une concentration plus élevée en polyphénols totaux par rapport aux échantillons altérés; d’ une
maniére générale il y a une différence significative pour la teneur en polyphénols totaux entre
les variétés de blé analysés d'une part et d’autre part entre les échantillons sains et altérés des
variétés analysées de blé. D’autre part, la recherche des moisissures a partir des variétés de blé
indique que malgré I’ apparence saine de certains échantillons, ils sont avérés contaminés; le
pourcentage de contamination est plus élevé chez |’ échantillon altéré que chez I’ échantillon sain
pour toutes les variétés analysées de blé. Les résultats de I’ activité antifongique in vitro, pour les
différentes concentrations des polyphénols totaux extraits des échantillons sains et atérés de blé,
montrent une inhibition de la croissance du mycélium de facon différente. Les extraits
polyphénoliques n’ont pas le méme pourcentage d'inhibition a la méme concentration vis-a-vis
des souches des moisissures testées. Par ailleurs, les résultats obtenus par le test de corrélation
révelent une corréation hautement et négativement significative entre la teneur en polyphénols
totaux et le pourcentage de contamination. A I’essor de cette étude, nous pouvons conclure que
la teneur élevée en polyphénols totaux dans les grains de blé semble réduire I'infestation
fongique.

Mot-clé : atération, variétés de blé, polyphénols totaux, activité antifongique, corrélation,

prolifération des moisissures.



