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INTRODUCTION

Source majeure d’alimentation pour un grand nombre de population, les céreales
occupent de plus en plus une place importante dans la structure de la production agricole

partout dans le monde (Ozdemir et al., 2007; Lewalle, 2011).

L’importance du blé, comme aliment principal dans le monde entier, peut étre
comprise par 1’utilisation de son épi comme symbole de la FAO. Le blé, comme toute autre
céréale, est obtenu par une seule récolte par année. De ce fait, afin d’assurer
I’approvisionnement des familles et éviter les dégradations tant chimiques, biologiques que

physiques, la nécessité d’un stockage va alors tres vite s’imposer.

Des structures de stockages modernes sont mises en place mais ne sont
malheureusement pas a la portée de tous les agriculteurs. Pour cela, les méthodes
traditionnelles telles que les greniers et les entrepdts souterrains ont été adoptées comme
seules alternatives. (Kodio, 1989; Ntsam, 1998)

En Algérie, dans les régions des hauts plateaux, le blé dur est stocké dans un type
d’entrepot souterrain connu généralement sous le nom de « matmora ». Mais dans certaines
conditions, I’infiltration des eaux dans la matmora, va engendrer une fermentation des grains
de blé stocké en contact avec la paroi. (Cruz et al., 2002, Doumandji et al., 2003). Le produit
issu de cette fermentation connu sous le nom vernaculaire de « EL HAMOUM » révéle une

qualité trés appréciée des algériens.

L’analyse bibliographique montre que la fermentation spontanée des produits
amylacés tels que les céréales est de type lactique et que certains produits fermentés

pourraient acquérir des propriétés bioactives (Caplice et Fitzgerald, 1999; Yao et al., 2009 ).

Au moment actuel, peu d’études ont été consacrées a la fermentation spontanée en
matmora. Notre objectif principal est d’effectuer dans un premier temps des analyses de ce blé
fermenté « EL HAMOUM » sur le plan physicochimique, bioactif et microbiologique. Par la
suite, nous essayerons de voir si ce produit fermenté traditionnellement pourrait lui aussi étre

classé parmi les aliments fonctionnels.
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CHAPITRE | LE GRAIN DE BLE DUR

1.1. Taxonomie

Le blé est une plante annuelle de la famille des graminées appartenant au genre
Triticum). Il existe deux especes de blé : le blé dur Triticum durum et le blé tendre Triticum
aestivum. Le blé dur est cultivé sous des climats de type méditerranéen et c’est la céréale la
plus cultivée en Algérie (Boudreau et Menard, 1992; Fredot, 2005 ;Jeantet et al., 2007,
Adra, 2010).

I.2. Histologie et morphologie

Le grain de blé dur est constitué par trois types de tissu qui difféerent par la
composition et la structure : le germe (3%), les enveloppes (13-16% du grain) et I’albumen,
tissu le plus abondant du grain (80-85% du grain). La Figure 1 illustre I’histologie et la

morphologie du grain de blé.
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Figure 1: Histologie et composition physicochimique d'un grain de blé (Hemery et al.,
2007)

Chacune des parties de la graine fournit d'importants nutriments. L'endosperme fournit
des glucides, le germe fournit des protéines, des acides gras polyinsaturés (AGPI) et des
vitamines du groupe B (Bourgeois et al., 1996). La taille du grain et son poids sont des
caractéristiques qui peuvent varier en fonction des conditions de culture, leurs valeurs
moyennes sont respectivement : longueur 6,5mm, largeur 2,9mm, épaisseur 2,3mm et masse
45mg (Godon et Willm, 1998).



CHAPITRE | LE GRAIN DE BLE DUR

1.3. Composition physicochimique du grain de blé

Les grains de céréale sont considérés comme des sources importantes en glucides, en
protéines, en vitamines, en minéraux et en fibres alimentaires. Par contre, leurs teneurs en eau
et en lipides sont en moindres quantités. (Blandino et al., 2003). Les différentes
caracteéristiques du grain de blé sont représentées dans la figure 1 et dans ’annexe 1.

1.3.1. Les glucides

Les glucides occupent 60 a 80 % de la matiére seche du grain de blé dont I’amidon est
le principal glucide avec 59% des glucides complexes. Il se retrouve en totalité dans
I’albumen amylacé : la zone centrale (Hemery et al. ,2007). Il est composé de deux
polyméres de glucose : I’amylose (26-28%) et I'amylopectine (72-74%) (Colonna et Buleon,
1992). Les glucides simples, équivalents a 2% des glucides du blé, sont représentés par le
glucose, le raffinose et le saccharose. lls sont pour la majeure partie localisés dans le germe et

I’assise protéique de 1’écorce (Fredot, 2005; Jeantet et al., 2007).

1.3.2 Les protéines

Les protéines du blé viennent en deuxieme position, elles représentent 12% du poids
du grain, et se retrouvent surtout dans le germe. Plusieurs protéines ont été identifiées dans les
blés, dont quatre principales classes selon la solubilité ont été déterminées : protéines
solubles : albumines et globulines et des protéines insolubles: prolamines et gluténines. Ces
dernieres ont la propriété de former a la suite d’hydratation une masse cohérente, insoluble et
viscoélastique le gluten. Une autre classification selon la fonction biologique, a permis de les
diviser en deux grandes classes : les protéines cytoplasmiques ou métaboliques comprenant
les albumines et globulines et les protéines de réserves comprenant prolamines et gluténines
(Godon et Willm, 1998 ; Jeantet et al., 2007 ; Fredot, 2005 ; Weiser, 2006).

1.3.3. Les lipides

Les grains de céréales sont généralement pauvres en lipides car ils en contiennent
seulement 2%. Les lipides du blé sont un mélange complexe de composants dont les
principaux sont les triglycérides, les mono et diglycérides, des esters de stérols et des acides
gras libres, les glycolipides et les phospholipides (Godon, 1991 ; Godon et Willm, 1998 ;
Fredot, 2005 ; Jeantet et al., 2007).
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1.3.4. Les vitamines et les minéraux

Le blé est une source importante en vitamines hydrosolubles du groupe B (sauf la B1y)
inégalement réparties dans les différentes parties du grain. La vitamine C est presque absente.
La seule vitamine liposoluble présente dans le germe est la vitamine E (Godon, 1991 ;
Fredot, 2005). Les matiéres minérales sont présentes a raison de 2 a 3 % de la substance
humide du grain. Parmi les principaux minéraux, on retrouve le potassium, le phosphore, le
magnésium, le calcium, le sodium, le fer, le zinc, le cuivre et le sélénium (Godon, 1991 ;
Fredot, 2005).

1.3.5. L’eau

Le grain de blé est constitué¢ de 13,5% d’eau. Cette faible teneur lui permet d’étre
stocké longtemps en évitant ainsi le développement des microorganismes en particulier de
moisissures (Godon et Willm, 1998; Fredot, 2005).

1.3.6. Les fibres

Le blé dur est reconnu pour sa richesse en fibres alimentaires (annexe 1). Ces
dernicres se subdivisent en deux catégories selon leur solubilité dans I’eau. Les fibres solubles
sont constituées principalement par les polysaccharides non amylacés tels que les béta-
glucanes et les pentosanes. La fraction insoluble dans I'eau se compose principalement de la
lignine, de la cellulose et de I’hémicellulose (Sidhou et al., 2007).

I.4. Composition phytochimique

Les composés phytochimiques sont des métabolites secondaires qu’on peut trouver
dans des aliments d’origine végétale mais qui ne font pas partie des nutriments essentiels
(Okarter et Liu, 2010). Dans les céréales comme le blé, ils sont rencontrés en abondance
dans le germe et dans le son. Les principaux sont les composés phénoliques (acides
phénoliques, flavonoides et tanins). Puis viennent 1’acide phytique, les caroténoides, les
différents types de vitamine E (tocophérol, tocotriénol), les phytostérols, le glutathion, les

coumarines et les terpénes (Sidhou et al., 2007; Okarter et Liu, 2010).
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11.1. Généralités sur le stockage des céréales

La préservation des ceéréales contre les dégradations chimiques, physiques et
biologiques tels que les attaques d’insectes granivores, dans le but d’assurer
I’approvisionnement des familles et des marchés jusqu’aux prochaines récoltes, se pratiquait
traditionnellement depuis longtemps. Les techniques modernes de stockage comme les silos
sont assez onéreuses et ne sont pas a la portée de tous les agriculteurs. En milieu rural, on
rencontre des méthodes traditionnelles de conservation assez simples qui constituent une
alternative pour les petits producteurs. Il s’agit notamment des greniers traditionnels et des

entrepOts souterrains (Kodio, 1989 ; Ntsam, 1998).

En Algérie, certaines régions des Hauts Plateaux continuent a conserver leur blé dans
des puits souterrains appelés « EL MATMOUR » ou « MATMORA » (Bartali et al., 1989 ;
Bartali, 1995 ; Doumandji et al., 2003).

11.2. Stockage du blé en matmora

La matmora est creusée généralement a 1’entrée de la maison ou a proximité. C’est un
mode de stockage traditionnel trés répandu dans plusieurs pays d’Afrique (Maroc, Algérie),
d’Asie et du Proche Orient. Au Maroc, ce systtme de stockage offre une capacité totale
estimée a 10 millions de quintaux (Figure 2). Le grain est conservé dans la matmora en vrac.
Le remplissage se fait par gravité a partir de 1’entrée de la matmora. Le col de la matmora doit
étre rempli par de la terre pour une bonne étanchéité a 1’air et pour assurer une isolation

thermique satisfaisante (Bartali et al., 1989 ; Bartali, 1995).

11.3. Conséquences du stockage en matmora

Ce type de stockage dans certaines conditions peut étre responsable de la fermentation
des grains en contact avec la paroi de la fosse. Les principaux facteurs responsables de cette
fermentation sont la composition biochimique du grain d’une part et d’autre part les
conditions climatiques et la nature des matériaux utilisés pour la confection de la matmora
(Cruz et al., 2002; Kermiche, 2013).

L’humidité et la température, lorsqu’elles sont assez élevées, constituent des facteurs
importants pour le développement de certaines bactéries présentes dans la masse des céréales.
L’¢échange de la chaleur entre le stock et le milieu extérieur se fait a travers les parois et les

ouvertures (Bartali et al., 1989).
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CHAPITRE Il LES ALIMENTS FERMENTES

111.1. Définition

La production d’aliments fermentés est I'une des plus anciennes techniques de
transformation des aliments connues par I’homme (Caplice et Fitzgerald, 1999). On entend
par aliments fermentés, les aliments ayant été envahis par des microorganismes dont les
enzymes hydrolysent les polysaccharides, les protéines et les lipides en produits non-toxiques
avec des saveurs, des arbmes et des textures attrayants pour le consommateur (Steinkraus,
1997; Chacko et al. ; 2010). Les aliments fermentés traditionnels ont vu leur importance
croitre ces derniéres années grace a leur typicité et leur qualité organoleptique indéniable
(Bonnarme, 2011)

I11.2. Microorganismes intervenant et classification des aliments fermentés

Plusieurs microorganismes peuvent participer a la fermentation des aliments tels que
les bactéries, les moisissures et les levures. Les genres les plus rencontrés sont
respectivement : Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus,
Propionibacterium, Bacillus, Micrococcus, Acétobacter, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Fusarium, Cladosporium , Saccharomyces et Candida (Steinkraus, 1997; Caplice et
Fitzgerald, 1999).

Deux types de fermentation peuvent affecter les aliments: la fermentation spontanée
résultant de I’action des microorganismes présents dans la matiére premiere et la fermentation
controlée résultant de I’action des microorganismes sélectionnés (cultures starters) Blandino

et al., 2003; Yao et al., 2009; Tamang et Kailasapathy, 2010).

111.3. Fermentation des ceréales

Ces dernieres décennies, les céréales ont été également étudiées concernant leur
utilisation potentielle en développant des aliments fonctionnels. Elles contribuent a plus de
60% de la production alimentaire du monde comme source de fibres alimentaires, de
protéines, de minéraux, et de vitamines requises pour la santé humaine (Ozdemir, 2007). La
fermentation des céréales se fait toujours apres hydratation de ces derniéres (FAO/WHO,
2005). En général, elle est de type lactique (Yao et al., 2009; Tamang et Kailasapathy,
2010).
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CHAPITRE IV

MATERIELS ET METHODES

Les travaux qui font I’objet de ce présent mémoire ont été réalisés dans les laboratoires

de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1’Université Ibn Khaldoun de Tiaret en

I’occurrence les laboratoires de Microbiologie, de Technologie Alimentaire, de Biochimie et

de Physiologie Végétale ainsi que le laboratoire de Chimie de la Faculté des Sciences

Appliquées. L’étude s’est étalée sur une période de 5 mois allant de Janvier 2014 a Mai 2014.

1VV.1. Matériels

IV.1.1. Réactifs chimiques et appareillage

Tous les produits chimiques utilisés sont de qualité analytique. Les différents appareils

ainsi que les produits utilisés pour chaque analyse sont consignés dans le tableau 1.

Tableau 1:Produits et Réactifs utilisés

Parametres

Matériel

Réactifs

Détermination du pH

pH-métre HANNA

balance analytique KERN
agitateur magnétique IKA RCT
centrifugeuse SIGMA

Acidité titrable

Balance analytique

Burette

Hydroxyde de Sodium NaOH
0,1N

Phénolphtaléine

Teneur en eau

Balance analytigue METTLER
TULEDO

Etuve CHOPIN

Dessiccateur

Capsule

Cendres

Balance analytique METTLER
TOLEDO

Four a moufle HERAEUS
Dessiccateur

Creuset

Ethanol

Dosage Amidon-Amylose

Balance analytiqgue KERN
Bain marie
Plaque chauffante IKA RCT

Amidon pur
Réactif 1,/Kl: 0,29 de I, dans
100ml de KI 2%( KI 2% préparé a
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Papier pH
pH-métre HANNA

tubes a essal

base HCI 0,1N)
Hydroxyde de Potassium KOH 1N
Acide chlorhydrique HCI 1N

Spectrophotometre UV-VIS
SHIMADZU U-1650 PC
Extraction et dosage des | Spectrophotomeétre UV-VIS | Ethanol 80%

Oses et oligosides

SHIMADZU U-1650 PC
Balance analytiqgue KERN
Agitateur magnétique IKA RCT

Rota vapeur

Glucose pur
Phéenol (5%)
Acide sulfurique (96%)

Teneur en Protéines

Balance analytique KERN
Distillateur BUCHI
Plaques chauffantes
Ballons Kjeldahl

Acide sulfurique (96%)
Soude (30%)
Acide borique (20g/l)

Fractionnement des

protéines

Balance analytigue KERN
Centrifugeuse HETTICH
UNIVERSAL

Spectrophotométre UV Visible

Sulfate de Potassium K>SO, 5%
Ethanol

Acide acétique 0,2N

Bleu de Coomassie G-250
Acide orthophosphorique 85%

Teneur en acides gras

Balance analytique METTLER

Centrifugeuse HETTICH

Ethanol 95%
Hydroxyde de Sodium NaOH

UNIVERSAL 0,05M
Burette Phénolphtaléine
Dosage du gluten humide | Balance analytique KERN Eau distillée
et du gluten sec Bol
Indice de chute Balance analytique KERN Eau distillée
Bain marie
Piston

Dosage des polyphénols

totaux

Balance analytiqgue KERN
Bain-marie MEMMERT
Centrifugeuse HETTICH
UNIVERSAL

Spectrophotométre JENWAY

Meéthanol (90%)
Bicarbonate de Sodium (60g/l)
Réactif de Folin-Ciocalteu (10%)
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Analyses
microbiologiques

Balance analytiqgue KERN
Incubateur
Etuve

Microscope optique

Milieux de culture : MRS, M17,
OGA, PDA, Mannitol-Mobilité,
TSI

Colorants de Gram

Disques ONPG et d’oxydases

Eau peptonée, Eau oxygénée, Eau
physiologique

Huile d’immersion

IV.1.2. Matériels végétaux

Les matériels végétaux utilises au cours de notre étude sont de la méme origine. Ce

sont les grains de blés durs fermentés et non fermentés, de variété VITRON et qui nous ont été

fournis par un agriculteur possédant une matmora dans la région de Tiaret plus précisément a

SBAIN. Ces grains avaient été récoltés en Juillet 2007 puis mis en matmora jusqu’en Mai

2013. Sur 33 Quintaux stockeés, les rendements obtenus sont les suivants:

e 20 quintaux de blé de bonne qualité correspondant au blé intact,

e 5 quintaux d’el-hamoum de bonne qualité,

e 4 quintaux d’el-hamoum de qualité moyenne

e 4 quintaux de blé impropre a la consommation (perte).

Ces grains ont été authentifiés par un ingénieur agronome travaillant dans le secteur agricole

de la Wilaya de Tiaret. Seuls les échantillons d’el hamoum de bonne qualité et le blé non

fermenté ont servi pour les différentes analyses.

IVV.2. Méthodologie

IV 2.1. Préparation des échantillons

La préparation des echantillons est d'une importance capitale pour toute analyse fiable.

Et pour cela, de nombreuses méthodes ont été développées. Les procédures de préparation des

échantillons pour l'analyse des composes varient beaucoup en fonction de la nature des

composés a analyser. Dans le cas de notre échantillon, les étapes réalisées sont récapitulées

dans la figure 3.
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MATMORA de forme ovale 3m de large x 3m de profondeur

I I

Echantillons BF Echantillons BNF

|

Triage + Mouture

!

l, Analyses
: - v
hysicochimiaues Microbiologiques
i Phytochimiques
pH l
Acidité titrable
e Polyphénols totaux e Recherche des levures
Teneur en eau B
e Screening et des moisissures

Taux de cendres

Oses et oligosides phytochimique : * Denombrement et
g isolement des Bactéries

. v’ Tanins
Amidon i
v/ Saponosides actiques
Amylose o
_ v' Anthocyanes e Identification des
Proteines v' Anthraquinones Bactéries Lactiques

Acidité grasse

Glutens humide et sec

Indice de chute

Figure 3: Diagramme de préparation et d'analyses des échantillons

Comme [I’indique la figure 3, notre travail a consisté en la caractérisation
microbiologique, physicochimique, phytochimique du BF et du BNF afin de confirmer et
compléter les travaux de Hobamahoro (2013) et Amour et al. (2013) effectués sur la méme

variété de blé ayant les mémes origines que les notres.

IVV.2.1. Analyses microbiologiques.
L’etude microbiologique a pour but d’isoler et d’identifier la flore microbienne ayant

contribué a la fermentation de notre échantillon de blé dur.
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IV.2.1.1. Recherche des levures et moisissures
Pour détecter la présence de levures et de moisissures, nous avons utilisé les milieux

gélosés OGA et PDA sélectifs pour les levures et les moisissures.

%+ Mode opératoire (Guiraud, 2003)
La solution mere préparée a partir de 10g d’échantillon dans 100ml d’eau peptonée

stérile, a servi aux différentes dilutions décimales (10 et 10%); 0,1ml de chaque dilution a été
étalé a I’aide d’un rateau stérile, a la surface de chaque gélose préalablement coulée. On

incube a 25°C pendant 3 a 5 jours.

% Lecture
La lecture se fait par observation macroscopique en comparant entre elles les formes

filamenteuses et lisses des colonies observées sur les boites.

1V.2.1.2. Dénombrement et isolement des bactéries lactiques
Pour le dénombrement et 1’isolement des bactéries lactiques, deux milieux gélosés
MRS et M17 ont été utilisé respectivement pour les lactobacilles et les streptocoques en plus

un bouillon d’enrichissement M 17 pour renforcer la détection des streptocoques.

% Mode opératoire

A partir d’une solution mére de 1/10 (10g d’échantillon dans 100ml d’eau peptonée
stérile) ; différentes dilutions décimales ont été effectuées, 1ml de chaque dilution a été utilisé
pour 1’ensemencement en profondeur dans les milieux gélosés M17 et MRS et dans un
bouillon M17. L’incubation est effectuée en 48h a 37°C pour les 2 milieux.

Apres incubation, 0,Aml du bouillon M17 a servi pour I’isolement des streptocoques
sur milieu gelosé M17 et 0,1ml de la solution de 1’échantillon sur milieu gélos¢é MRS pour

I’isolement des lactobacilles.

% Lecture
Les tubes positifs présentent une apparition de trouble. La lecture des boites se fait par

comptage a I’ceil nu des colonies sphériques de couleur blanche. La charge microbienne prise

en compte est comprise entre 30 et 300 colonies (Godon et Loisel, 1997).

Le nombre de colonies est évalué en UFC (unité formant colonie) par gramme
d’échantillon selon la formule suivante (Guiraud, 2003) :

N=XC/(n;+0,1ny) xd

Avec :

N : nombre d’UFC par gramme de produit initial
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2 C: nombre de colonie compté par boite de pétri
(n1; n2) : nombre de boite de pétri utilisée dans la premiére et la deuxieme dilution
d : facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages sont obtenus

1V.2.1.3. Tests d’identification des bactéries lactiques

1. Coloration de Gram (Roy, 1979)
¢+ Principe
C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de distinguer les bactéries a

Gram positif de celles a Gram négatif. Cette distinction est fondamentale pour leur

identification.

¢ Mode opératoire
Un frottis est coloré au violet de gentiane pendant 1min; rincé a l'eau distillée, puis

traité pendant 1min par la solution de lugol. Aprés un ringage rapide, le frottis est soumis a un
traitement a l'alcool a 95% pendant 30 secondes, et rincé a l'eau. Ensuite, le frottis est contre
coloré a la fuschine pendant 1 & 2 min, séché et enfin examiné a l'objectif a I'immersion

(grossissement x 100).

% Lecture
A l'issu de cette coloration, on peut distinguer :

e des bactéries colorées en violet foncé : elles sont dites a « Gram positif » ;
e des bactéries colorées en rose : elles sont dites a «Gram négatif»

2. Tests d’identification biochimique
2. 1. Recherche de I’oxydase (Marchal et Bourdon, 1982)
¢+ Principe
Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phénylene diamine oxydase des

bactéries a partir de leur culture en milieu gélose. Cette enzyme est capable d'oxyder un
réactif : le N- diméthylparaphényléne diamine; ce réactif est incolore et en présence de

I'enzyme, il libére un composé violet, noircissant a air.
yme, p )

% Mode opératoire
Sur un papier filtre stérile, on dépose un disque d'oxydase imprégné de diméthylpara-

phényléne diamine, puis on humidifie le disque avec quelques gouttes d'eau distillée. A l'aide
d'une anse on prend la bactérie a identifier (culture de 18-24heures) et on la dépose sur le

disque.
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% Lecture
S’il y a apparition immédiate d'une coloration violette, la souche est dite oxydase

positive.

2. 2. Recherche de la catalase (Marchal et Bourdon, 1982)
¢+ Principe
La catalase est une enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d'hydrogene

H,0, avec dégagement d'oxygene selon la réaction suivante :
H,0; =——3 H,0+%0,

¢+ Mode opératoire
Sur une lame et a l'aide d'une pipette Pasteur, on dépose une colonie bactérienne a

laquelle on ajoute de I'eau oxygénee

«» Lecture
La souche est dite catalase positive, si on observe une effervescence

2. 3. Recherche de la R-galactosidase (ONPG) (Marchal et Bourdon, 1982)
% Principe
Pour dégrader activement le lactose, les microorganismes doivent posséder deux

enzymes ; la perméase et la R-galactosidase. L'épreuve ONPG permet de mettre en évidence
la B-galactosidase qui dégrade I'ONPG (l'orthonitrophényl- R -D-galactopyranoside) qui
présente une structure analogue au lactose. L'hydrolyse de I'ONPG (composé incolore) libére

I'orthonitrophényl qui est responsable de la coloration jaunatre de milieu.

%+ Mode opératoire
Une suspension d'une culture bactérienne a étudier est réalisée dans un tube a essai

stérile contenant 0,5ml d'eau physiologique, puis on ajoute un disque ONPG. L’incubation

dure 30 minutes & 37°C.

< Lecture
La lecture se fait aprés 30 min. Le test ONPG est positif lorsque la suspension bactérienne se

colore en jaune citron

2. 4. Utilisation des sucres sur milieu TSI (Marchal et Bourdon, 1982)
¢ Principe
Cette méthode permet de mettre en évidence d'une part, la fermentation du glucose

(avec ou sans dégagement de gaz), du lactose, du saccharose et d'autre part, la production de

sulfure d’hydrogene (H,S). C'est un milieu incliné dont le glucose présent dans le culot, est
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attaqué par voie fermentative entrainant une acidification du milieu avec production ou non de
gaz. Sur la pente, le lactose et le saccharose seront alors oxydes et fermentés. La production

du H,S se manifeste par un noircissement du culot.

¢+ Technique
Une colonie est ensemencée en réalisant une piqdre centrale dans le culot et des stries

serrés sur la pente. Puis l'incubation est faite & 37°C pendant 24h.

% Lecture
Ce test permet de lire :

e Fermentation du lactose et saccharose: Pente jaune: lac-sac (+) ; Pente rouge : lac-sac
)

e Fermentation du glucose: Culot jaune: Glucose (+); Culot rouge: Glucose (-)

e Noircissement au milieu de la zone joignant la pente et le culot: H,S positive

e présence de bulles de gaz dans le culot: Production de gaz

2. 5. Test du mannitol mobilité
¢ Principe
Le mannitol est un polyalcool issu de la réduction du D-fructose. Sa dégradation

conduit a la formation de fructose qui est attaqué en donnant des acides a chaines courtes

(acide méthanoique, acide éthanoique...) (Larpent et Larpent, 1990).

s+ Technique
Un ensemencement est effectué par piqlre centrale a 1'aide d’une pipette Pasteur chargée de
suspension de la culture a étudier, puis mis a I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

«» Lecture
Les bactéries mannitol positif (+) acidifient le milieu qui vire au jaune.

IV.2.3. Analyses physicochimiques
Les analyses physicochimiques, regroupées en analyses physiques, biochimiques et a
moindre intéréts technologiques visent I’effet de cette fermentation sur les différents

composés de 1’échantillon.

IV.2.3.1. Analyses physiques

1. Détermination du pH
Le pH renseigne sur I’acidité ou ’alcalinité d’un échantillon.
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» Mode opératoire
Pour déterminer le pH de nos échantillons, une solution est préparée a partir de 45 ml

d’eau et 5 g d’échantillon. Aprés homogeénéisation, on laisse reposer le mélange pendant 60

min avant la lecture du pH a I’aide du pH metre (Multon, 1982).

2. Détermination de acidité titrable
» Principe
Le principe consiste en une neutralisation de l'acidité libre totale contenue dans

I’échantillon avec une solution de NaOH (0,1N) en présence de phénolphtaléine comme

indicateur de couleur (Lecoq, 1965).

» Mode opératoire
e Prendre une prise d’essai de 5g et ajouter 50 ml d’eau distillée
e Agiter, puis filtrer
e Prélever 10 ml du filtrat auxquels on ajoute 2 gouttes de phénolphtaléine
e Titrer avec NaOH 0,1N jusqu’au virage de la couleur qui devient rose claire
> Expression des résultats
L’acidité titrable s’exprime de préférence en milliéquivalents pour 100g de

I’échantillon selon la formule suivante:

vxNxVx100
fxp

A=
Ou A : Acidité tritable en milliéquivalents pour 100g (mEQq/100g)
v : volume du NaOH utilisé pour obtenir le virage
N : concentration du NaOH
V : volume d’eau distillée utilisée
f : volume du filtrat prélevé
p : poids de la prise d’essai
3. Teneureneau (ISO 712 :2009)

» Principe
Le principe consiste en un étuvage de I’échantillon a température comprise entre

130°C et 133°C jusqu’a poids constant. La perte de masse subie par le produit représente la

teneur en eau.
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» Mode opératoire
5g d’échantillon sont placés dans une capsule et introduits dans une étuve a 130°C

pendant 90min. A la sortie de I’étuve, la capsule est refroidie rapidement dans un

dessiccateur. Une deuxiéme pesée est effectuée.

> Expression des résultats
La teneur en eau, H%, est exprimée en grammes pour 100 g d’échantillon, comme

donné par la formule suivante :
m
H% = (1 ——)x 100
m

Avec :
m’, la masse, en grammes, de la prise d'essai;
m, la masse, en grammes, de la prise d'essai apres séchage

4. Teneur en cendres (ISO 2171 :2007)
» Principe
Le taux de cendres est déterminé par incinération dune prise dessais a une

température de 900°C jusqu'a combustion complete de la matiere organique suivi de la pesée

du résidu sec.

> Mode opératoire
Peser une prise d’essai de 5g dans une capsule en porcelaine préalablement pesée.

Placer la capsule et son contenu dans un four a moufle porté a la température de 900°C
pendant 1hl5min. Aprés combustion complete du produit et refroidissement dans le

dessiccateur, la capsule contenant les cendres est pesée.

» Expression des résultats
Le taux de cendres, en fraction massique par rapport a la matiere seche exprimé en

pourcentage, W, g4, €st donné par I'équation :
100 100

W, g = (my —my)x—x
ad =2 my  100-w,

Ou: moest la masse, en grammes, de la prise d'essai;
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ma est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération ;
m2 est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération et du résidu d'incinération;
Wm est la teneur en eau, en pourcentage par masse, de I'échantillon.

1VV.2.3.2. Analyses biochimiques

1. Teneurs en amidon et en amylose
» Principe
L'iode interagit avec I'amylose et I'amylopectine pour donner une coloration bleue et

brune, respectivement, due a fixation de I'iode dans les hélices formées essentiellement par
I'amylose et faiblement par lI'amylopectine. D’apres certains travaux dont ceux de Jarvis et
Walker (1993), le mélange amylose et amylopectine présente le maximum d'absorption a 580

nm, alors que 1’absorbance a 720 nm est liée essentiellement a I'amylose.

» Mode opératoire (Jarvis et Walker, 1993)
+ Gamme étalon de ’amidon standard
Mettre 0,25 g d'amidon standard dans 10 ml d'eau distillée. 30 ml d'eau distillée

bouillante sont ajoutés au mélange. Homogénéiser et continuer I'ébullition pendant 5 minutes
jusqu’a obtention d’une solution d'amidon limpide. Refroidir le mélange et le compléter a un
volume de 50 ml avec I'eau distillée. Ceci constitue une solution mere d'amidon a 5 mg/ml (ou
0,5%).

+ Préparation de I’échantillon & analyser
Peser 0,1 g de I’échantillon. Ajouter 5 ml de KOH IN. Homogénéiser la solution a la

température ambiante et la neutraliser avec 5 ml de HCI 1N. Tester la neutralité de la solution
a l'aide d'un papier pH. Porter le mélange en ébullition au bain-marie pendant 15 minutes.

Réajuster le volume du mélange a 10 ml. Centrifuger le mélange et récupérer le surnageant.

+ Dosage

Prélever des aliquotes de I’échantillon préparé. Ajouter 0,1ml du réactif Io/KI et
compléter a 8ml avec de I’eau distillée. Incuber a 1’obscurit¢ pendant 10 min. lire
I’absorbance a 580nm pour I’amidon et 720nm pour I’amylose. Le calcul de la teneur est

obtenu en se référant a une courbe-étalon tracée dans les mémes conditions.

2. Extraction et dosage des oses et oligosides
2.1. Extraction
Peser dans un ballon 2,5 g de I’échantillon broyé dont la granularité est inféerieure a 0,5

mm. Ajouter 40 ml d'éthanol a 80 %. Le ballon adapté au réfrigérant est porté a I'ébullition
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douce pendant 30 min. Agiter de temps en temps pour éviter la formation de grumeaux.
Refroidir et centrifuger pendant 10 min a 5 000 g. Décanter le surnageant dans une fiole de
250 ml. Recommencer l'extraction a chaud avec 40 ml d'éthanol a 80 %. Puis laver 2 fois le
résidu avec 40 ml d'éthanol a 80 % a température ambiante. Centrifuger, décanter et

compléter la fiole a 250 ml avec I'éthanol a 80 %.(Godon et Loisel, 1997)

2.2.Dosage des oses et oligosides
> Principe
En présence de ’acide sulfurique concentré, les oses ont déshydratés en composés de

la famille des dérivés furfuriques. Ces produits se condensent avec le phénol pour donner des
complexes jaune-orangé. L’apparition de ces complexes est suivie en mesurant

I’augmentation de la densité optique a 490nm. (Godon et Loisel, 1997)

» Mode opératoire
Dans un tube en pyrex, mettre avec précaution 1ml de I’extrait a doser, 1ml de la

solution de phénol 5% et 5ml d’acide sulfurique 96%. Aprés homogénéisation douce du
mélange réactionnel et refroidissement, la densité optique est mesurée a 490 nm. (Godon et
Loisel, 1997)

Une gamme étalon est préparée a partir d’'une solution de glucose et dans les mémes

conditions que précédemment.

3. Dosage et fractionnement des protéines
3.1.Dosage des protéines totales
Le dosage des protéines totales a été réalisé suivant la méthode Kjeldahl appréciée par

la Norme Algérienne NA 724. Pour cela, on calcule d’abord la teneur en azote qu’on multiplie
par la suite par un facteur de conversion. Ce facteur est de 5,7 dans le cadre de I’alimentation
humaine (ITCF, 2001).

1.1.Détermination de la teneur en azote
» Principe
L’azote organique contenu dans 1’échantillon est minéralisé par 1’acide sulfurique

concentré porté a ébullition et en présence d’un catalyseur. L’ammoniac est ensuite déplacé
de son sel par la soude, puis entrainé par de la vapeur d’eau dans une solution d’acide borique

qui le retient, avant d’étre dosé par une solution d’acide sulfurique.

» Mode opératoire
La prise d’essai est placée dans un ballon Kjeldahl, dans lequel est ajouté un catalyseur

compos¢ (sulfate de potassium et sulfate de cuivre anhydre) et 20ml d’acide sulfurique. Le
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tout est porté & ébullition pendant 2h sous hotte. Apres refroidissement, 50 ml d’eau sont

ajoutées et le tout est distillé. La solution, de couleur verte, obtenue apres distillation est titrée

avec de ’acide sulfurique 0,1 N jusqu’au virage de la solution au rouge violet.

> Expressions des résultats
La teneur en azote de I’échantillon est donnee, en % par la formule

100
TA = 0,01401 x Tx (V1 —VO0) x o

Ou

TA : teneur en azote

T : Normalité de la solution d’acide sulfurique utilisée pour les 2 titrages

VO : volume en ml, de la solution d’acide sulfurique utilisée pour 1’essai a blanc
V1 : volume en ml, de la solution d’acide sulfurique utilisée pour la détermination
m : la masse en g de la prise d’essai.

1.2.Détermination de la teneur en protéines (ITCF, 2001)

La teneur en protéines, exprimée en % par rapport a la matiere séche, est donnée par la

formule suivante :

100
100—H

Teneur en protéines = K x N x
Ou

K : facteur de conversion

N : teneur en azote de la prise d’essai
H : teneur en eau de 1’échantillon

3.2.Fractionnement des protéines

Le fractionnement des différentes classes de protéines de nos échantillons a été réalisé

en se basant sur leur différence de solubilité. La concentration de chaque fraction est

déterminée par la méthode de Bradford.



CHAPITRE IV MATERIELS ET METHODES

2.1. Fractionnement (Nasri et Triki, 2007)

Poudre seche

Extraction a Peau distillée
Centrifugation & 2000 tours/ min pendant 10 min

Surnageant :Albumines <& l

Culot 1

Extractionau K2504 5%
Centrifugation a 2000 tours/ min pendant 10 min

Surnageant : Globulines -«

L
Culot 2

Extraction a I &thanol 70%
Centrifugation 3 2000 tours/ min pendant 10 min

Surnageant : Prolamines &

L
Culot3

Extraction a l'acide acétique 0,2MN
Centrifugation @ 2000 tours/ min pendant 10 min

Surnageant : Glutélines «©

Figure 4: Fractionnement des protéines du blé

2.2.Dosage par la méthode de Bradford
» Principe
Cette méthode colorimétrique permet d’estimer la quantité de protéines en présence du

bleu de Coomassie G-250. En solution acide, le réactif a une couleur brun-clair. En présence
des proteines, le bleu de Coomassie se fixe sur les résidus hydrophobes des acides aminés et
se stabilise sous forme anionique. La solution vire au bleu, déplagant la bande d’absorption

maximale de 465 nm & 595 nm.

» Mode opératoire (Nasri et Triki, 2007)
Dans des tubes a essai, 2 ml de réactif de Bradford sont ajoutés a 30 ul d’extrait de

protéines. Le mélange est homogénéisé et incubé pendant 2 minutes a température ambiante.
La densité optique du mélange est déterminée a 595 nm a I’aide d’un spectrophotométre
contre un blanc constitué uniquement de réactif de Bradford. Pour chaque extrait, trois
dosages sont réalisés et les teneurs en protéines exprimées en mg/g de poids sec (PS), en
référence a une gamme étalon de BSA (albumine de sérum bovin). Les conditions opératoires

sont les mémes que pour les extraits.

4. Teneur en acides gras
La détermination de la teneur en acide gras est effectuée selon la norme NF ISO7305.

> Principe
La mesure repose sur un dosage colorimétrique. Les acides gras sont mis en solution

dans 1’éthanol 95%. Apreés centrifugation, le surnageant est titré avec 1’hydroxyde de sodium.
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» Mode opératoire (Guiraud, 2003)
e Peser une masse My de 5g de 1’échantillon

e Introduire Mydans 30ml d’éthanol 95%
e Centrifuger a 2000 tours/min pendant 5 min
e Prélever 20 ml du surnageant et ajouter quelques gouttes de phénolphtaléine
e Titrer avec NaOH 0,1N jusqu’au virage au rose pale persistant quelques secondes
e Un essai a blanc est réalisé en paralléle en remplacant le volume du surnageant pris avec
1’éthanol 95%
> Expression des résultats

La teneur en acides gras est exprimée en pourcentage par rapport a la matiere humide :

7.35 (V, Vo) XT

Acides gras =
0

V1 : Volume en ml de la solution d’hydroxyde de sodium

Vo : Volume en ml de la solution d’hydroxyde de sodium pour I’essai a blanc
My : Masse en g de la prise d’essai

T : Concentration de la solution d’hydroxyde de sodium utilisée

7,35: Facteur de correction

1VV.2.3.3. Analyses technologiques

1. Dosage du gluten par la méthode manuelle (Brochoire et al., 2005)
Pour mesurer la teneur en gluten, on réalise un paton avec 33 g de farine mélangés a 17 ml

d’eau, dans un récipient. Une fois qu’il est homogene, on le malaxe a la main sous un mince
filet d’eau. Cette opération est dite de lixiviation. L’cau de lavage » blanche au début de la
lixiviation, devient de plus en plus limpide, au fur et a mesure de 1’évacuation de 1’amidon.
Lorsque cette eau est devenue limpide, on essore le gluten obtenu et on le pése. On obtient
ainsi le gluten humide. En appliquant une regle de trois, on en déduit le pourcentage de gluten
humide.

masse du gluten humide

Gluten Humide = x100
33g

De méme aprés sechage a environ 100°C, on en déduit le gluten sec.
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2. Détermination de l’indice de chute
» Principe
La détermination de I’indice de chute est basée sur la capacité de gélatinisation rapide

d'une suspension de mouture intégrale dans un bain d'eau bouillante, et sur la mesure de la
liquéfaction de l'empois d'amidon par 1'a-amylase presente dans I'échantillon (ISO 3093 :
2009).

» Mode opératoire
Peser une prise d’essai de 7 g auxquels on ajoute 25ml d’eau distillée. Introduire le

mélange dans un tube a essai plongé dans un bain marie a 70°C. Mesurer, en seconde, le

temps mis par un piston pour tomber au fond du tube (Brochoire et al., 2005).
I1VV.2.4. Analyses phytochimiques

IV.2.4.1. Screening phytochimique
Une extraction a différents solvant a été faite pour détecter les différents composés

phytochimiques.

1. Extraction
25 g de mouture ont subi une extraction avec 200 ml d’éther diéthylique sous agitation

mécanique pendant 24 h. Apreés filtration, le résidu résultant de la premiere extraction a été
repris dans 200 ml de dichlorométhane et agité pendant 24 h. Un deuxieme résidu obtenu est

récupéré dans le méthanol et traité dans les mémes conditions que précédemment.

2. Détection
2.1.Détection des tanins
Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en

présence de quelques gouttes de FeCls (1% préparé au méthanol). Apres agitation de 1’extrait,
la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de

tanins catéchiques (Karumi et al., 2004).

2.2.Détection des saponosides
Pour la détection des saponosides, 10 ml d’extrait placé dans un tube a essais sont

agités pendant 15 secondes puis deposés durant 15 minutes. Une hauteur de mousse

persistante, supérieure & 1 cm indique la présence de saponosides (Koffi et al., 2009)

2.3.Détection des anthocyanes
Les anthocyanes sont détectés en placant 5 ml d’extrait dans un tube auquel on ajoute

15 ml d’H,SO,4 a (10%) (Milieu acide). Aprés agitation, le mélange est ajouté a 5 ml NH,OH
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a (10%) (Milieu basique). La présence d’anthocyanes est affirmée par une coloration bleu-

violacée en milieu basique (Bruneton, 1999).

2.4.Détection des anthraquinones
Pour la détection des anthraquinones, 10 ml d’extrait sont ajoutés a 5 ml de NH,OH a

(10%). Apres agitation, I’apparition d’un anneau rouge indique la présence d’anthraquinone

(Oloyede, 2005).

IVV.2.4.2. Extraction et dosage des polyphénols totaux

1. Extraction
La méthode d’extraction des polyphénols totaux utilisée est celle décrite par Zielinski

et Kozlowska (2000). 10 g de mouture ont été traités avec 40 ml de méthanol (90%). Le tout
a été placé dans un bain marie a 60 °C pendant 20 min. Ensuite, on centrifuge a 2000
tours/min pendant 15min. Le surnageant est récupéré, le culot est traité comme précédemment
avec 20 ml de méthanol (90%). Les deux surnageants sont combinés constituant ainsi I’extrait

brut sur lequel le dosage a été effectué.

2. Dosage des polyphénols totaux
» Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu réagit avec la fonction —OH des phénols en développant

une coloration bleu foncée proportionnelle a la concentration en polyphénols. L’absorption a

I’aide d’un spectrophotomeétre permet de déterminer cette concentration.

> Mode opératoire
La teneur en polyphénols de I’extrait des grains de blé a été déterminée par la méthode

décrite par Velioglu et al. (1998) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. 0,1 ml de I’extrait
est mélangé a 0,75 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. La solution de la réaction est
laissée a température ambiante pendant 5 min puis 0,75 ml de la solution de Na,CO3 (60g/l)
sont ajoutés. Le mélange est ensuite incubé a température ambiante pendant 90 min.
L’absorbance de la solution est déterminée a 750 nm a I’aide d’un spectrophotometre. L’acide
gallique a été employé comme standard pour la courbe d’étalonnage avec comme équation de
courbe y=9,7143 x + 0,001 (x : concentration d’acide gallique, y : absorbance) (Dordevic,
2010).

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en ug équivalent d’acide gallique par ml

d’extrait pur (ug EAG/ml d’extrait pur).
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IVV.2.5. Analyses statistiques

Chaque analyse a été répétée trois fois. Les données obtenues ont été traitées en
utilisant le logiciel STATISTICA (Version 10.1) afin de déterminer les moyennes et les
écarts-types. Les seuils de probabilité¢ de 95% et de 99,9% ont été utilisés dans I’analyse du
degré de signification a 1’aide du test de STUDENT.
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V.1. Paramétres microbiologiques

V.1.1.Levures et Moisissures

La culture des mycétes effectuée a partir des différents échantillons de blé a montré
sur milieux OGA et PDA la présence de levures et de moisissures pour le blé non fermenté.
Les moisissures sont caractérisées par un aspect duveteux par rapport aux levures qui sont

plutbt représentées par des colonies lisses. L’échantillon de blé fermenté quant a lui n’a révélé

aucune présence de myceétes (figure 5).

Figure 5:1solement des levures et moisissures sur OGA et sur PDA

V.1.2.Dénombrement des bactéries lactiques
La détermination des bactéries lactiques sur les milieux MRS et M17 a donné les

résultats consigneés dans les figures 6 et 7 et dans le tableau 2.

Figure 6 : Denombrement des bacilles lactiques sur MRS

[ 26 [
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Figure 7: Dénombrement sur gelose M17 et détection sur le bouillon M17 des coques

lactiques

Tableau 2 : Dénombrement des bactéries lactiques sur MRS et M17

Echantillons BF BNF

Milieux

Forme Coques en chaines et en amas | Coques en chaines et en amas
Gélose M17 | Nombre 1,5. 10° UFC/ml 100 UFC/ml

Forme Bacilles, coccobacilles en Absence

amas

Gélose MRS

Nombre 1,8. 10° UFC/mlI -
Bouillon M17 Plus de trouble Peu de trouble

Le milieu gélose M17 montre la présence de colonies plus effective dans le BF que

dans le BNF. Cette présence est évaluée a 1,5. 10 UFC/mI contre seulement 100 UFC/ml

pour le BNF; ce qui va étre confirmé ensuite par la différence de trouble au niveau des

bouillons M17.

Py
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Concernant le milieu MRS, on dénombre 1,8. 10° UFC/ml pour le BF et une absence

totale de colonies pour le BNF.

V.1.3. Identification des bactéries lactiques

Notre objectif étant de valoriser le blé fermenté, pour confirmer le type de bactérie
présent dans notre échantillon, nos différents tests d’identifications ont concerné uniquement
notre échantillon de blé fermenté. De ce fait, nous avons obtenu les résultats assemblés dans

le tableau 3.

Tableau 3: Résultats des tests d’identification des bactéries lactiques du BF

Milieux M17 MRS

Test
Coloration de Gram Positif Positif
Test d’oxydase Négatif Négatif
Test de catalase Négatif Négatif
ONPG Positif Positif
Mannitol Mobilité Positif Positif

Pente Jaune Jaune

Culot Jaune Jaune
TSI H,S Négatif Négatif

Production de gaz Négatif Positif

V.2. Caractéristiques physicochimiques
L’influence de la fermentation du blé sur sa composition en macronutriments et en
métabolites secondaires a été déterminée. Les profils des BF et du BNF ont été établis par

une caractérisation analytique approfondie et sont présentés dans les tableaux 4, 5 et 6.
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V.2.1. Caractérisation physique

%+ Teneur en eau
La teneur en eau a diminué de fagon significative (p < 0,05) de 10,43% dans le BNF a
10,14% dans le BF.
% Taux de cendres
Le taux de cendres a légerement diminué de 1,93% a 1,88% sans atteindre le seuil de
signification.
% pH et acidite titrable

On remarque une diminution trées significative du pH de 6,28 a 5,32 (tableau 4) ce qui est
confirmé par une augmentation de 1’acidité titrable qui passe de 7 mEq/100g dans le BNF a

29mEQ/100g dans le BF.

Tableau 4: Paramétres physiques du BF et du BNF

Echantillons BNF BF
Parametres Moy. £ S.D Moy. £ S.D Test de Student p
Teneur en eau (%) 10,42+0,08 10,14 £ 0,01 0,03984
pH 6,28+ 0,03 5,32+ 0,06 0,00002
Acidité titrable (mEq /100g) 7+2,.83 29+1,41 0,01017
cendres (%) 1,93+0,19 1,88+0,001 N.S

p >0,05 : non significatif; p< 0,05 : significatif ; p< 0,001 : trés significatif; p< 0,0001 : hautement significatif

Moy. +S.D : Moyenne +Standard Deviation

V.2.2.Caractérisation biochimique

Les différents résultats des parameétres biochimiques dans le blé fermenté et non

fermenté sont résumés dans le tableau 5.

%+ Profil glucidique

On observe des modifications importantes au niveau du profil glucidique. La teneur en
amidon était de 74,64% dans le BNF qui a trés significativement diminué (p < 0,001) a
43,94% chez le BF.
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Les mémes observations sont faites pour la teneur en oses et en oligosides (tableau 5).

0,

% Profil des protéines

Les protéines représentent 15 ,33% dans le BNF et apres fermentation leur teneur totale est de

16,08% ; cette augmentation est tres significative (p < 0,001).

s Teneur en acide gras

La teneur en acide gras a augmenté dans le BF par rapport au BNF (tableau 5).

Tableau 5: Paramétres biochimiques du BF et du BNF

Echantillons BNF BF
Parametres Moy.x S.D Moy.+ S.D | Testde Student p
Amidon (%) 7464+ 0,9 [43,94+6,22 |0,00108
Oses et Oligosides (%) 3,46 £ 0,23 1,12 + 0,09 0,00584
Protéines totales % 15,33+0,33 |16,08 +0,01 |0,00089
Teneur en acides gras (%) 0,15+0,03 0,41+£0,03 0,01089

V.2.3.Propriétés technologiques

% Gluten

Le gluten humide et le gluten sec qui étaient respectivement de 11% et 3,33 % ont
complétement disparu apres fermentation. Ceci s’est exprimé par la-non formation d’une pate

a partir de la semoule du BF.

«* Indice de chute

L’activité amylasique s’évalue par la formation d’un gel lors de I’¢lévation de la
température apres hydratation de I’échantillon. On remarque un temps de chute trés important

dans le BNF qui correspond a 326,67 secondes par rapport au BF qui est de 106,67 secondes.
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Tableau 6: Résultats des analyses technologiques du BF et du BNF

Echantillons BNF BF
Parametres Moy.+ S.D Moy.+ S.D Test de Student p
Gluten humide (%) 10,99+0,01 - 0,000001
Gluten Sec (%) 3,33+0,07 - 0,000002
Indice de chute (sec) 326,67+19,30 106,67+40,41 0,001047

V.3.Caractérisation phytochimique

Les résultats obtenus pour les différentes recherches de métabolites secondaires étaient

négatives.

La teneur en polyphénols totaux s’aveére importante dans le BF par rapport au BNF; elle est

respectivement de 10,1ug EAG/mI et de 4,86 ug EAG/ml d’extrait pur.
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L’¢tude qui a été menée sur un BF « el hamoum » provenant de la région de Tiaret et stocke
pendant 7ans en matmora; et sur lequel ont été effectuées des analyses microbiologiques,
physicochimiques et phytochimiques, avait pour but de voir I’effet de la fermentation
spontanée sur les différents composés et d’identifier la flore responsable de cette

fermentation.

V1.1. Microbiologie du blé fermenté « el hamoum »

Les formes en coque et en bacille des bactéries observées par coloration de gram,
provenant respectivement des milieux M17 et MRS, en accord avec les résultats des tests
d’identifications a savoir: oxydase et catalase (-); ONPG (+); HyS (-); immobiles;
dégradation du mannitol, du saccharose, du lactose et du glucose, prouvent qu’il s’agit des
caractéristiques des bactéries lactiques (Guiraud, 1998). La spécificité des differents milieux
de culture utilisés a savoir les milieux M17 et MRS nous permet de préciser qu’il s’agit
respectivement des streptocoques et des lactobacilles (Guiraud, 1998 ; Kacem et al., 2005).
La production de gaz sur milieu MRS peut étre expliquée selon Guiraud (1998) par la
capacité de certains lactobacilles hétérofermentaires a produire du gaz et d’autres composés
en plus de ’acide lactique pendant la fermentation. Le faible nombre de colonies observé au
niveau de I’échantillon de blé non fermenté peut étre di a la présence de la flore

commensale.

Le milieu confiné ou a eu lieu la fermentation du blé, accuse un non développement de
levures, généralement aérobies et faiblement aéroanaérobies, ainsi que de moisissures qui sont
des microorganismes aérobies strictes. Ces mémes résultats ont été rapportés par Amour et
al., 2013. La non croissance des mycetes dans le BF pour les deux milieux PDA et OGA, peut
s’expliquer par la libération de substances inhibant la croissance de levures et les moisissures
telles que certains acides organiques (Bartali et al., 1990 ; Bayrock et Ingledew, 2004;
Leyral et Vierling, 2007).

V1.2. Développement analytique

V1.2.1. Problemes soulevés

En raison de I’absence de méthodes adéquates préconisées pour les céréales et
particulierement pour le blé, les différentes détections des composés phytochimiques se sont
révelées difficiles voir négatives. Ce qui a constitué une limite considérable pour mener a bien

la caractérisation phytochimique compléte du hamoum.
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V1.2.2. Composition physicochimique

La teneur en cendres n’a pas vu de variation au cours de la fermentation (figure 7 et
tableau 4). Ceci pourrait étre da au fait que 1’activité microbienne n’a aucune influence sur la
teneur en minéraux. Seul dans le cas ou il y a addition des sels dans le milieu ou utilisation
des enceintes métalliques, le taux de cendres peut varier au cours de la fermentation (Harland
et Harland, 1980).

B BNF 1 BF

1,93 1,88

Cendres Cendres

Figure 8: Teneur en cendres par 100g d'échantillon

L’humidité du BF a significativement diminué (figure 8 et tableau 4), contrairement
aux résultats des travaux de Hobamahoro (2013) et Amour et al. (2013) sur la méme variété
de blé. Cette réduction serait la conséquence d’un séchage prolongé de nos échantillons apres

leur retrait de la matmora.

B BNF = BF

10,42

10,13

H% H%

Figure 9: Teneur en eau par 100g d'échantillon

Les glucides existant majoritairement sous forme d’amidon dans le BNF n’ont pas ¢été
conservés dans le BF aprés fermentation. Les taux sont passés respectivement pour le BNF et
le BF de 74,64% a 43,94%. L’amylose qui représentait 24% de 1’amidon dans le BNF a vu

33
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sa proportion augmenter jusqu’a 41% au détriment de I’amylopectine qui était de 76% dans le
BNF et est devenu 59% dans le BF (figure 9). L’évolution de la fraction amylosique
s’explique par le fait que I’amylose, de forme cristalline, est trés peu affecté¢ par 1’hydrolyse
enzymatique contrairement a I’amylopectine dont la structure ramifiée(zone amorphe et non
cristalline) I’expose a [D’activité hydrolytique (Giraud et al., 1995;WHO/FAQO, 1999;
Svanberg et Lorri, 1999; Naveena et al., 2004; Jeantet et al., 2007 ).

BNE BF

Amylopectine
Amylopectine 59%
76%

Figure 10: Rapport Amylose-Amylopectine

Autrement dit la faible teneur en amidon dans le BF pourrait étre due a ’action des
amylases de la farine de blé a laquelle s’ajoute 1’activité amylasique des bactéries lactiques
(Raimbault, 1995; Brochoire et al., 2005) confirmé par la baisse de I’indice de chute (figure

11 et tableau 8). Ce qui a conduit a la formation d’un gel moins dense par rapport au BNF.

400 ~
350
300 -+
250 +

200 - H BNF

150 - BF

100 -

Temps de chute en sec

50 +

O .
Indice de chute Indice de chute
Figure 11: Indice de chute (en sec)

D’apres Giraud et al. (1995) et Naveena et al. (2004), I’hydrolyse de I’amidon en

sucres simples donc plus assimilables pourrait servir de nutriments aux agents de fermentation
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favorisant aussi bien le développement de la biomasse microbienne que la synthése de
différents métabolites. Cette explication pourrait &tre comprise par la diminution de la teneur

en oses et oligosides dans le BF (figure 12 et tableau 7).

Oses et oligosides en %
mBNF = BF

3,46

1,12

Oses et oligosides Oses et oligosides

Figure 12: Teneur en oses et oligosides par 100g d'échantillon

Par contre, ’acidification du BF se traduit par la transformation des sucres simples et
des lipides en acides organiques par les bactéries lactiques (Kohadjova et Karovicova,
2007). Ce qui justifie les valeurs obtenues pour I’acidité titrable qui est étroitement liée au pH
dans le BF (figures 13 et 14).

35

30

—

25 —

20 —

B BNF

15  mBF

10 —

Acidité tritrable Acidité titrable

Figure 13: pH des échantillons de BF et de BNF
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Figure 14: Acidité Titrable en mEq/100g

La flexibilité des différents constituants causée par I’effet de la fermentation sur le blé
va donc entrainer sous ’action des lipases, [’hydrolyse des lipides en acides gras libres et en
glycérides. Ce qui est révélé par 1’augmentation de la teneur en acide gras dans le BF (figure

15 et tableau 5).

B BNF = BF

teneur en A.G Teneur en A.G

Figure 15: teneur en Acides Gras (en %)

L’hydrolyse des différentes fractions protéiques dans le BF, (figure 16) serait donc
due a une forte activité protéolytique occasionnée par les bactéries lactiques pour la synthese
de nouvelles substances azotées, tels que les protéines, les acides aminés, les bactériocines,...
(Svanberg et Lorri, 1999). Ce qui est constaté par une augmentation des protéines totales

apres fermentation (tableau 5).
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3,5

2,5

1,5

en mg/g de poids secs

0,5

Albumines

Globulines

Prolamines

Glutélines

W BNF

2,8

2,18

1,42

0,52

BF

1,58

0,68

0,84

0,05

Figure 16: Fractionnement des protéines du blé (en mg/g de poids sec)

La non-formation de pate aprés hydratation de 1’échantillon est la conséquence de la
disparition de la quasi- totalité du gluten dans le BF qui est un phénomene lié a la baisse
significative des prolamines et des glutélines. Rappelons sur le plan technologique que les
prolamines et les glutélines sont responsables de la ténacité, I’¢lasticité et I’extensibilité de la
pate au cours de la panification (Brochoire et al., 2005). Quant a 1’indice de chute, il
renseigne sur la formation de gel, qui est li¢ a ’activité amylasique de 1’échantillon. De ce
fait, la baisse de I’indice de chute lors d’un processus de panification, peut conduire a des
pains plats a croute fine (Brochoire et al., 2005). Dans notre cas, la disparition du gluten
associée a la baisse de 1’indice de chute peut donc étre comprise par la consommation d’el

hamoum uniquement sous forme de couscous.

V1.2.3. Composition phytochimique

Alors que les études sont controversées sur 1’effet de la fermentation sur la teneur en
polyphénols au cours de la fermentation, nos résultats ont révelé une augmentation
significative (p< 0,05) passant de 4,86 pg EAG/ml a 10,01 pg EAG/ml d’extrait pur (figure
17).
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B BNF = BF

10,01

4,88

Polyphénols Totaux Polyphénols Totaux

Figure 17:Teneur en polyphénols totaux (ug EAG/ml d'extrait pur)

Les résultats obtenus concordent avec les études menées par Eom et al. (2011), Shi et
al. (2012) et Hobamahoro (2013) démontrant 1’augmentation de la teneur en polyphénols au
cours de la fermentation. Mais cette augmentation n’est possible qu’avec certaines souches de

Lactobacillus.

V1.3. Bioactivité d’el hamoum
Les modifications importantes qu’a subies le blé aprés fermentation lactique au niveau
de la matmora ont induit des améliorations du point de vue organoleptique, nutritionnel et

santé si bien que le hamoum s’impose comme aliment bioactif :

v Qualité organoleptique
La forte odeur dégagée par le BF est justifiée par la formation des composes volatils

contribuant a I'amélioration des flaveurs (Blandino et al., 2003; Yao et al, 2009).

v" Qualité nutritionnelle

L’activité protéolytique des bactéries lactiques au cours de la fermentation, caractérisé
par la baisse significative (p < 0,05) des différentes fractions protéiques du blé, va augmenter

la teneur et la biodisponibilité des acides aminés (Svanberg et Lorri, 1997; FAO, 1999).

v" Qualité sanitaire
Le blé est un aliment riche en fibres et les bactéries lactiques sont dépourvues
d’enzymes pouvant dégrader la partie insoluble des fibres (lignine, cellulose et

hemicellulose). Partant de ce fait, il est possible d’affirmer que les fibres dans le BF n’ont
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pas subi de variation significative (Hobamahoro, 2013). Ceci constitue un gain important
car les fibres sont reconnues pour leurs effets préventifs dans les maladies comme le
cancer du colon et stimulent la sensation de satiété qui aide a prévenir 1’obésité (Godon et
Willm, 1998; Fredot, 2005; Jeantet et al., 2007). Selon FAO/WHO (2005) et Okarter
et Liu (2010), la présence des fibres dans le blé lui confére actuellement la dénomination
d’aliment fonctionnel. Et a ces propos, nous pouvons ajouter multiples autres qualités, en
I’occurrence, la diminution de I’amylopectine qui est un avantage non négligeable dans la
mesure ou certaines littératures rapportent que plus le rapport amylose/amylopectine est
¢élevé, plus I’index glycémique est bas (Alouane, 2007; Layat 2010). La réduction de
I’amylopectine dans el hamoum (figure 9) pourrait donc contribuer a la diminution de la
charge glycémique. L’hydrolyse des fractions protéiques dans le BF peut étre utilisée
comme un outil de réduction de certains allergenes dérivés du gluten, et qui sont
impliqués dans les maladies cceliaques. Certains auteurs ont pu démontrer que les especes
de Lactobacillus ont la capacité de dégrader les gliadines (Rollan et al, 2005). Aussi, la
présence de polyphénols dans el hamoum lui octroie une importance capitale grace a
leurs effets sur la santé; vu que leur r6le d’antioxydants naturels suscite de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement de certaines maladies telles que le cancer, le
diabéte, les maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives (Ozdemir
et al., 2007; Rodriguez et al., 2009 ; Okarter et Liu, 2010; Martins et al., 2011 ). Il est
primordial de savoir que la convoitise des bactéries lactiques pour des processus
fermentaires est due a bon nombre de leurs propriétés jugées intéressantes. Parmi celles-
ci, on peut citer les effets probiotiques et /ou prébiotiques qu’elles peuvent conférer a un
aliment (Favre, 2004). Les nombreuses propriétés conférées au BF par la fermentation
lactique au niveau de la matmora, peuvent nous permettre de dire qu’el hamoum a acquéri

des propriétés probiotiques et prébiotiques.
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Aliment trés apprécié en Algérie, el hamoum reste malgré tout un produit mal connu
car minime sont les auteurs qui ont fait de lui un objet de recherche. Pour cela, ’intérét de
notre travail s’est inscrit premi¢rement dans la détermination de la flore microbienne ayant
contribué a la fermentation d’un blé dur de variété VITRON, afin de déterminer les variations
subies par ses constituants au cours de la fermentation, et confirmer les résultats des études
antérieurs en comparaison avec un blé non fermenté de méme variété et de méme provenance;

et deuxieémement, d’évaluer la bioactivité de ce produit longtemps laissée dans 1’ombre.

De I’étude microbiologique, nous avons pu dégager que la fermentation en matmora
est essentiellement de type lactique et dominée a majorité par les genres Lactobacillus et
Streptococcus. Cette constatation a été validée par des tests biochimiques qui nous permettent
a présent d’affirmer que le blé dur fermenté (el hamoum) subit en matmora une fermentation
lactique. Aucune présence de levures et de moisissures n’a été observée pour I’échantillon de

blé fermenté contrairement au blé non fermenté qui en renfermait quelques-unes.

A T’issu de I’approche microbiologique, des modifications considérables ont pu étre
remarquées sur le plan physicochimique et phytochimique. Elles se sont soldées par un pH
acide : 5,32 confirmé par I’augmentation de 1’acidité titrable (7 a 29 mEq/100g). Le séchage
de I’échantillon a conduit a une baisse significative du taux d’humidité a 10,14% contre
10,42% pour le BNF. Ceci s’est traduit par un taux de cendre presqu’inchangé : 1,93 et 1,88%
respectivement pour le BNF et le BF. Les parameétres biochimiques ont révélé quant a eux une
réduction d’amidon (74,64 a 43,94%) et d’oses et oligosides (3,46 a 1,12%) contre une
augmentation de la teneur en protéines (15,33 a 16,08%) et en acidité grasse (0,15 a 0,41%).
L’¢valuation technologique a montré une forte activité amylasique qui a entrainé un temps de
chute de 326,67 secondes pour le BNF contre 106,67 secondes pour le BF qui ne contient pas
également de gluten contrairement au BNF qui a affiché un gluten humide de 10,99% et un
gluten sec de 3,33%. Le screening phytochimique s’est avéré négatif pour ’ensemble des
détections. Par contre, la teneur en polyphénols a significativement augmenté de 4,86 a 10,01
pg EAG/ml d’extrait pur. En conséquence aux résultats donné précédemment, 1’examen des
nouveaux constituants du BF nous a permis de constater qu’el hamoum répond aux normes

d’un aliment fonctionnel.

Pour cela, il est convenable de dire que le blé dur fermenté (el hamoum) est un aliment
prometteur qui mérite d’ailleurs d’étre mieux exploité. Il serait donc assez intéressant a

I’avenir de compléter ces recherches en se penchant sur :
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La détermination des especes microbiennes prédominantes pour un meilleur contrdle
de la fermentation et voir si ces especes ne pourraient pas étre recommandées pour des
cultures starters;

L’étude approfondie de la spécificité des composés volatils contribuant a la flaveur
d’el hamoum a des fins technologiques;

L’évaluation des différents enzymes trouvés dans el hamoum a but industriel;
L’évaluation de la pathogénicité d’el hamoum variété VITRON en comparaison avec
d’autres variétés d’el hamoum;

L’¢laboration d’une méthode adaptée au blé dur pour un meilleur screening

phytochimique.
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Annexes 1: Composition du grain de blé dur

1.1. : Composition physicochimique du grain de blé dur

Parametres

Quantités

Teneur en eau

13-15% (1)

Teneur en Amidon et petits glucides |[61-66% (2)

Teneur en fibres alimentaires

5-5,5% (2)

Teneur en protéines

13-14% (2)

Teneur en lipides

1,8-2%(2)

Teneur en minéraux

1,8-2% (2)

(1) Fredot, 2005 ;(2) Jeantet et al., 2007

1.2. : Composition minérale du grain blé (Fredot, 2005)

Eléments

K

P Mg

Ca

Na

Fe

Zn

Cu

Se

Quantité en mg par
100g

435

400 | 140

35

41

0,6

0,1
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Annexes 2:

Courbes d’étalonnage

2.1. : Courbe d’étalonnage pour le fractionnement des protéines

0,4

0,35
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DO a 595nm
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0,15
0,1

0,05
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y = 34,3x + 0,0327
R?=0,9718

s

& Sériel

—— Linéaire (Sériel)

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Concentration de BSA en mg/g de poids sec

2.2.: Courbe d’étalonnage pour le dosage des oses et oligosides
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2.3 : Courbe d’étalonnage pour le dosage de ’amidon

0,9

0,8

y =9,8437x + 0,0406

R? = 0,9861

0,7

0,6

0,5

& Sériel

0,4

=

—— Linéaire (Sériel)

0,3

DO a 580nm

0,2

0,1

0

0,02

0,04

0,06

0,08

Concentration d'amidon en mg/ml

2.4 : Courbes d’étalonnage pour le dosage de I’amylose
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2.5 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

DO a 750nm

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

y=9,7143x + 0,001

0,02 0,04 0,06 0,08
Concentration en mg/ml d'acide gallique

0,1

0,12

R? = 0,9998
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Annexes 3: Composition des milieux de cultures (Guiraud, 1998)

3.1 : Composition du Milieu MRS

e Peptone universelle: 10g

e Extrait de levure: 5g

e Extrait de viande : 59

e D(+) glucose : 20g

e Hydrogénocitrate dipotassique: 2g

e TweenSO:1g

e Hydrogénocitrate de di-ammonium : 2g
e Acetate de sodium : 59

e Sulfate de magnésium: 0, 1g

Autoclavage a 120C° pendant 15 minutes.

3.2 : Composition du Milieu M17

e Peptone de soja : 5¢

Peptone de viande : 2,59

e Peptone de caséine : 2,59

e Extrait de levure : 59

e Extrait de viande : 5¢g

e Lactose: 59

e Acide ascorbique: 0,5¢g

e Glycérophosphate de sodium: 199

e Sulfate de magnésium: 0,25¢
Autoclavage a 120°C pendant 15 minutes
3.3 : Composition du Milieu OGA

e Extrait de levure : 59
e Glucose : 20g
e Agar-Agar : 169

Autoclavage a 120°C pendant 15 minutes
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3.4 : Composition du Milieu PDA

e Pomme de terre : 2009
e Glucose : 209

e Agar: 159

e Eau distillée : 1000ml

Autoclavage a 120°C pendant 15 minutes
3.5 : Composition du Milieu Mannitol-Mobilité

e Peptone : 209

e Mannitol : 29

e Rouge de phénol 1%: 4ml
e Agar:4g

3.6 : Composition du Milieu TSI

e Tryptone : 14g

Extrait autolytique de levure : 3 g
e Extrait de viande: 3 g

e Glucose:1g

e lactose: 1049

e Saccharose: 10g

e Chlorure de sodium:5¢g

e Thiosulfate de sodium: 0,3 g

e Citrate ferriqgue ammoniacal: 0,3 g
e Rouge de phénol: 24 mg

e Agar bactériologique : 13,5 ¢

e Eau distillée: 1000ml



RESUME

Introduction et objectif : Notre étude a porté sur le blé fermenté en matmora (el hamoum)

dont 1’objectif est de voir a partir de différentes analyses si celui-ci peut étre un aliment

fonctionnel.

Matériels et méthodes : Les analyses ont consisté en une caractérisation microbiologique,

physicochimique et phytochimique de ce blé fermenté en référence & un blé non fermenté de

méme provenance.

Résultats : 1l a été remarqué que « el hamoum » est issu d’une fermentation de type lactique
dominée par les genres Lactobacillus et Streptococcus. Les modifications physicochimiques
et phytochimiques occasionnées par les bactéries lactiques ont induit des augmentations au
niveau de I’acidité titrable, des protéines, de ’acidité grasse et des polyphénols ; soit des
valeurs respectives de 314%; 5%; 173%; 106% mais aussi des baisses en humidité, pH,
I’amidon, oses et oligosides ainsi que de I’indice de chute ; respectivement de 3%; 15%; 41%;

68%; 67% avec un taux de cendre pratiqguement constant et une disparition totale du gluten.

Discussion et conclusion : Toutes ces modifications importantes qu’a subies le blé pendant la

fermentation en matmora ont induit des améliorations du point de vue organoleptique,

nutritionnel et sanitaire si bien que « el hamoum » s’impose comme aliment fonctionnel.
Mots clé : blé, el hamoum, matmora, fermentation lactique, aliment fonctionnel
ABSTRACT

Introduction _and objective: Our study dealt with the fermented wheat in matmora (el

hamoum) in the optic of seeing from diverse analyzes if the latter can be a functional food.

Materials _and methods: Analyzes consisted of microbiological, physicochemical and

phytochemical characterization of that fermented wheat, compared to unfermented wheat of

the same origin.

Results: It was noticed that “cl hamoum” derives from lactic fermentation dominated by
Lactobacillus and Streptococcus genus. The physicochemical and phytochemical
modifications brought about by the lactic acid bacteria rise at level of assayable acidity,
proteins, fatty acidity and polyphenols increasing; namely the respective values of 314%; 5%;

173%; 106% but also decrease of moisture, pH, the starch, simples sugars as of the failing



index; respectively of 3%; 15%; 41%; 68%; 67% with a practically constant rate of ash and a

total disappearance of the gluten.

Discussion_and _Conclusion: All those important modifications undergone by the wheat

during fermentation in matmora induced improvements from the organoleptic, nutritional and

medical point of view to such an extent that “cl hamoum” is undeniable functional food
Keywords: wheat, el hamoum, matmora, lactic fermentation, functional food
et

MM\‘EMM\JJHUA&JJ@J\Js{eﬂ\}BJM\éuM\@ﬂ\dP@mﬂhﬂu\JJuAgJ\;MJSA]\
EPRACETS PN JURRII W S E-RORER FCE S SEY

okl g Jilugll

;)
c oSS g i 5 by GSY g & g Lgle el peddll Aam g8 & geal) o) Jas ]

5 iy nl) dimgen (siue o i il ) el Gaea LS Lo bl 5 Ak 3l <l el
gl )l 4 paleail Jaa WS ¢ 71064 74173 ¢ 75 ¢ 7314 O daall aidtll Ll ¢ Jguid sl 5 oy saall da san
7.677.6874171573 sl o Jasgdl pise 5o g\ Sluse s 5 dala¥) cly Sl ¢ oLl ¢ dia saall A o

Ol de gana o) 5 Llee i) ale N Jasa

4S8 g AadAl)

e et JAY) I a8 ¢ 5y salaall o { asenll) eiidl) ail) ol 0 gl il o3 anen
{ﬁk}g‘d&&{)h& e}@l\}tﬂ]ﬂw\;\:\w\}z\m&\ dua

Lila g 42 Wle Al eadll ¢ 5 gadaall ¢agaadl ¢ il 1 A 1 il



