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Résume

Les plantes productrices des huiles et d’extraits ont toujours été utilisées dans le domaine
culinaire, la médecine traditionnelle, et la préservation des aliments. La recherche de nouvelles
molécules comme substituant aux agents antioxydants ou antimicrobiens de synthése est

I’objectif de ce travail.

La présente étude vise a évaluer I’activité antioxydant, activité antibactérienne et
antifongiques d’huile de germe de blé dur (Triticum durum Desf.). Le blé a été acheté d’une
agriculture locale de wilaya El Oued. L’activité antioxydant d'huile de germé de blé est évaluée
par le test antiradicalaire utilisant le DPPH. Les résultats obtenus montrent que I’huile de germe
de blé dur possede une faible pouvoir antiradicalaire 67,18 + 0,4 qu’alpha tocophérol (étalon) 0,06
+ 0,009. L’évaluation de I’activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positif (Bacillus
cereus et Staphylococcus aureus) et les bactéries a Gram négatif (Salmonella typhimurium et
Escherichia coli) est effectuée par la méthode de diffusion sur disque. Les résultats révelent que
I'huile de germe de blé possede une zone maximale d'inhibition égale 9 mm a concentration 20
pl/ml chez S. aureus et une zone minimale d'inhibition égal 7 mm pour E. coli dans la
concentration 5 pl/ml. L’activité antifongique est testé contre Aspergillus cabonarius et
Aspergillus parasiticus. Les résultats montrent que ces souches fongiques sont resistantes a
I’effet d’huile de germe de blé.

Mots clés : Triticum durum Desf., Germe de blé dur, huile de germe, activité antioxydant,

activité antimicrobienne.



Abstract

The plants producing oils and extracts have always been used in the culinary field,
traditional medicine, and food preservation. The research of new molecules as a substitute for
antioxidants or synthetic antimicrobials agents are the objective of this work.

This study aims to assess antioxidant activity, antibacterial and antifungal activity of
durum wheat oil (Triticum durum Desf.). The wheat was bought from a local agriculture in
wilaya El Oued. The antioxidant activity of wheat germ oil is evaluated by the anti-free radical
test using DPPH. The results obtained show that durum wheat germ oils have a lower anti-radical
power 67.18 + 0,4 than alpha tocopherol (standard) 0.06+ 0.009. The antibacterial activity against
Gram positive bacteria (Bacillus cereus and Staphylococcus aureus) and Gram negative bacteria
(Salmonella typhimurium and Escherichia coli) is assessed by the disk diffusion method. The
results reveal that the wheat germ oil has a maximum zone of inhibition equal to 9 mm at a
concentration of 20 pl / ml in S. aureus and a minimum zone of inhibition equal to 7 mm for E.
coli in the concentration of 5 ul / ml. The antifungal activity is tested against Aspergillus
cabonarius and Aspergillus parasiticus. The results show that these fungal strains are resistant to

the effect of wheat germ oil.

Keywords: Triticum durum Desf.,, Durum wheat germ, durum wheat germ oil, antioxidant

activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Il 'y a une prise de conscience croissante de I'importance des huiles végétales
comme sources de nourriture, de composés améliorant la santé, c'est-a-dire de Nutriments
et comme matiére premiere pour de nombreux autres produits industriels. Ainsi, la
demande mondiale d'huiles végétales devrait augmenter encore plus rapidement d'année en
année (Mielke, 2011).

Les céréales jouent un rdle important dans la nutrition humaine, soit pour la
cuisson, soit comme matiére premiére pour obtenir de la farine pour cuisson.
Botaniquement, ils appartiennent a la famille des graminées (Graminées), qui comprennent
le blé, le mais, le riz, lI'avoine, l'orge (Vasconcelos et al., 2013). Le blé dur en particulier
constituent la principale base du régime alimentaire pour les consommateurs algériens et
est I'un des principaux céréales et ingrédients alimentaires dans le monde (Ammar, 2014).
Le taux d'extraction de la farine a partir de blé varie de 73% a 77%, selon la variété de ble,
les conditions de culture et le processus de mouture (Elliott et al., 2002). Ainsi, les flux de
sous-produits, y compris le germe de ble, le son de blé et des parties de I'endosperme,
représentent environ 23 a 27% de la production de mouture. En supposant que tout le blé
destiné a la consommation humaine est moulu, le flux de sous-produits représenterait

environ 150 millions de tonnes par an (Elliott et al., 2002).

La germe de blé est largement reconnu comme matiere premiére nutritive a
incorporer dans les formulations de produits alimentaires ou comme aliment a part entiére
(Elliott et al., 2002). Les applications typiques sont dans le pain enrichi de germes, les
grignotines et les suppléments aux céréales pour petit déjeuner et pour la production d'huile
de germe de blé. Le germe de blé, contenant environ 8% a 20% d'huile (en moyenne 10%),
est principalement utilisé dans les industries alimentaires, médicales et cosmétiques
comme source d'huile (Zhu et al., 2006). Relativement, une énorme quantité de germe de
blé est produite chaque année en tant que produit de I'industrie meuniére du blé en Egypte,
En 2012, il a été signalé gu'environ 120 000 tonnes de germe de blé ont été produites a
partir de la mouture du blé. Cette quantité peut produire environ 12 000 tonnes d'huile de
germe de blé par an. Malheureusement, la totalité de la quantité de germe produite est

actuellement utilisée dans la production de fourrage animal (Megahad et al., 2002).



Introduction

Ces derniéres années, il y a un intérét croissant pour identifier les propriétés
antioxydants dans de nombreuses sources naturelles pour éviter les dangers potentiels la
santé de certains antioxydants synthétiques et  I'huile de germe de blé consister en
vitamines et une teneur élevée en protéines (30%) et contienne des glucides, des pigments
et des minéraux (Zhu et al., 2006). Cependant, ont été trouvées un peu d'études
systématiques de I’activité antioxydant d'huile de germe de blé.

L’objectif visé par notre étude, consiste a 1’étude biologique d’huile de germe de
blé dur de la région de ElI Oued. Ainsi que I’évaluation de I’activité antioxydant et
I’activité antimicrobienne de cette huile. Cette étude a été divisée en deux parties, dans la
premiére partie nous présentons une synthése bibliographique concerne le blé dur, la germe
de blé, leur huile et généralité sur les activités biologiques, et la deuxieme partie est
expérimentale qui regroupe deux chapitres : chapitre pour matériel et méthodes et chapitre

pour résultats et discussion, enfin une conclusion.
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. Généralité

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre de Triticum de la famille des
Gramineae. Constitué d’une graine et de téguments (Sramkova et al., 2009). On distingue
deux espéces de blé : le blé tendre (Triticum aestivum) et le blé dur (Triticum durum) (Calvel,
1984). Differences entre blé dur et blé tendre sont résumées dans le tableau 01.

Tableau 01 : Différences entre un blé tendre et un blé dur (Aidani, 2015)

Caracteres Blé tendre Blé dur

Prédominance Amidon Protéines

Texture opaque
Forme Structure de I'amande Texture vitreuse
farineuse

Obtention de la semoule

Obtention de la farine a partir de laquelle on
Utilisation utilisée dans la fabrication fabrique de la galette, du
du pain et des biscuites couscous et des pates
alimentaires

I.1. Histologique

Les grains de blé sont de forme ovoide, plus ou moins allongée, de poids entre 20 et
50 mg, de longueur comprise entre 5 et 8 mm, de largeur entre 2 et 4 mm, et d’épaisseur entre
2,5 et 3,5 mm et son examen révele (Figure 01) :
e Face dorsale plus ou moins bombée.
e Face ventrale, comportant un sillon profond.
e Partie supérieure, de courts poils forment la brosse.

e Partie inférieure, le germe est visible sur la face dorsale.
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e Couleur des blés vari du roux au blanc, en rapport avec le pays d’origine, le sol,

la culture, et le climat (Sramkova et al., 2009 ; Jacquemin, 2012).

Sillon

Albumen amylace
R Albumen
27 =—— Couche a aleurone
. . i . Cellules ) \Enveloppes
Scutellum ———— A tubulaires | Péricarpe
Germe< p __ Cellules interne
A . fransversales
e embryonnaire i i

. » Péricarpe externe

Figure 01 : Composition histologique du grain de blé (Bounneche, 2015)

1.2. Classification botanique

Le blé dur est une plante herbacée, appartenant au groupe des céréales a paille, qui

obeit & la classification suivante :

Embranchement : Spermaphytes

S/Embranchement : Angiospermes

Classe : Monocotylédones

Ordre : Poales

Famille : Poaceae

Genre :Triticum

Espeéce : Triticum durum Desf. (Bonjean et Picard, 1990).
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1.3. Origine génétique

Le groupe diploide (2n = 14 chromosomes) ou groupe de Triticum monococcum
(engrain, en langage courant). Le groupe tétraploide (2n = 28 chromosomes) ou groupe de
Triticum dicoccum (amidonnier), dans lequel on trouve T. durum (blé dur), Le groupe
héxaploide (2n = 42 chromosomes) ou groupe de Triticum sativum, auquel appartient T.
sativum (blé tendre), ou encore appelé T. vulgare (Clément, 1981).

I.4. Composition chimique de grain de blé
Un grain de blé est formé de trois régions :

» L’albumen (80-85 % du grain) constitué de l'aloumen amylacé (au sein duquel
subsistent des cellules remplies de granules d'amidon dispersés au milieu d'une
matrice protéique et dont les parois cellulosiques sont peu visibles) et de la couche a
aleurone (Feillet, 2000). L’endosperme est une source des farines blanches contenant
la plus grande part des proteines du grain, des carbohydrates et aussi riche en fer et en
certaines vitamines du groupe B tels: riboflavine, niacine et thiamine (Uauy et al.,
2006).

> Les enveloppes (13-17 %) de la graine et du fruit, formées de six tissus différents:
épiderme du nuceile, tégument séminal ou testa (enveloppe de la graine), cellules
tubulaires, cellules croisées, mésocarpe et épicarpe. (Feillet, 2000) iles contient de
faibles quantités de protéines, de grandes gquantités des vitamines du groupe B, des
traces de minéraux et il contient aussi des fibres cellulosiques dites diététiques (Blech
et al., 2007).

> Le germe (3 %), composé d'un embryon (lui-méme formé de la coléoptile, de la
gemmule, de la radicule, du coléorhize et de la coiffe) et du scutellum. (Feillet, 2000).
Le germe est riche en lipides, en protéines, en vitamines et en éléments minéraux
(Godon et Willm, 1991 ; Adams et al., 2002 ; Srivastava et al., 2007; Kumar et
al.,2011).
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I1. germe de blé

I1.1. Description

Le germe est la composante principale de grain de blé. La plupart des nutriments a
I'exception de I'amidon sont concentrés dans le germe (Umair arshad et al., 2008 ; Hassan et
al., 2010). Il est situé a la base du grain, du coté opposé a la brosse. Il est formé de deux
parties : I’embryon ou plantule qui donnera naissance a une nouvelle plante et scutellum, sorte
de coquille elliptique qui entoure la plantule et qui la sépare de ’amande farineuse (Fatma et
al., 2010). Le germe de blé se présente sous forme de plaquettes écrasées minces de teinte
jaune, vif légére a reflet verdatre, de 3 @ 6 mm de dimension, de forme irréguliére et
légerement allongée. Sa saveur est sucrée et grasse, rappelant la noix fraiche incomplétement
mare (Kiger et Kiger, 1967).

11.2. Composition chimique du germe de blé

Le germe de blé est la composante principale de grain de blé. La plupart des
nutriments a l'exception de I'amidon sont concentrés dans le germe (Tableau 02) (Umair et
al., 2008 ; Hassan et al., 2010).

Tableau 02 : Composition biochimique du germe de blé (en g pour 100 g de matiere
digestible) (Srivastava et al., 2007 ; Kumar et al., 2011)

Paramétres Humidité Protéine Lipides  cendre Fibres (%) Vitamine Carbohydrate
(%) totaux totaux E (%)
(%) (%) mg/100g
Germe de 11,4 £0,2 25,11- 7,3-940,2  4,2+0,1  Soluble Insoluble = 15,80-22,0 51,99+1,0
blé 31,4+ 0,5 2,801 15,610,2
a. Protéines

Le germe de blé contient 25,11+31,4% (ms) de protéines lesquelles sont représentées

surtout par des globulines 18,9 % et des albumines 30,2 % et contiennent moins d’acide
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glutamique et de proline que les protéines du gluten mais leur teneur en lysine est beaucoup
plus élevée alors que les gliadines et les gluténines contiennent une faible teneur en acides
basiques (Tableau 02) (Feillet, 2000 ; Dunforod, 2005 ; Srivastava et al., 2007 ; Kumar et
al., 2011).

Ces protéines renferment des teneurs élevés d'acides aminés essentiels d’excellentes
valeurs biologiques telles que la lysine, la méthionine et la thréonine qui sont absents dans de
nombreuses protéines d'autres céréales. Les matiéres azotées non protéiques représentent
entre 11,3 a 15,3 % et sont constituées de I’asparagine, I’allantoine, la lécithine et le

glutathion comme le polyamines et I’hémoprotéines (Cornell, 2003).

b. Lipides
La teneur en lipides du germe se trouve comprise dans l’intervalle 7,3 - 9%

(Srivastava et al., 2007 ; Kumar et al ., 2011). Ces corps gras sont constitués de lipides
polaires et non polaires dans des proportions respectives de l'ordre de 4,88 % et de 23,97 %
des lipides totaux du grain de blé. Les lipides polaires contiennent surtout des glycolipides et
phospholipides dans des valeurs respectives 0,53 % et 4,35 % des lipides du germe du blé. Par
contre, les lipides non polaires sont representés surtout par des triglycérides (Berger, 1982).
Les lipides du germe comportent des acides gras dont les proportions sont indiquees dans le
tableau 03.

Tableau 03 : Composition en acides gras du germe brut (g pour 100 g de matiére seche)

(Megahed, 2011)

Acides gras Teneurs (%)
Acide palmitique 18,5
Acide stéarique 0,40
Acide palmitoleique 0,70
Acide oleique 17,3
Acide linoleique 57,0

Acide linolénique 5,20
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c. Carbohydrates

v' Mono et disaccharides : lls sont sous forme de glucose, de saccharose et de
raffinose, dont leurs proportions sont respectivement 5 g et 7 g pour 100 g de la
matiére brute (Kiger et Kiger, 1967).

v Fibres : Les fibres insolubles représentent environs 15-16 % sur base séche (ms)
(Srivastava et al., 2007).

v" Amidon : Il se trouve en petites quantités dans les cellules de I’embryon mais
non dans le scutellum (Kiger et Kiger ,1967).

d. Stérols végétaux

Le germe de blé est une matrice trés compacte. Il ne représente que 2 a 3 % du poids
de la graine entiere mais contient a lui seul de 15 a 20 % des isoflavones totales de la graine et
présente aussi une plus forte concentration en saponines, phytostérols que les cotylédons
(Godon et al., 1991 ; Hubert, 2006).

Les phytostérols végetaux ont une structure chimique similaire a celle du cholestérol,
comportant un noyau stéroidien 3-p-hydroxylé. Les principaux stérols végétaux du germe de
blé sont le sitostérol (24-a-éthylcholesterol), le campestérol (24-a-méthylcholesterol) et le
stigmastérol (A22, 24-a-éthylcholesterol) (Hubert, 2006 ; Hemery et al., 2007). Les stérols
qui ont un role de diminution du niveau de cholestérol dans le sérum sont aussi concentrés

dans le germe de blé (Nystrom et al., 2007).

e. Minéraux

La composition en matieres minérales du germe de blé est excitée dans le tableau 04.
Tableau 04 : Eléments minéraux du germe (mg pour 100 g de germe) (Favier et al., 1995)

Sodium  Magnésium  Phosphore Potassium Calcium Fer
(Na) (Mg) (P) (K) (Ca) (Fe)

9 250 971 871 55 7,6
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Clairement dans ce tableau les minéraux majeurs les plus importants que contient le

germe de blé sont le phosphore et le potassium.
f.  Vitamines

Les vitamines liposolubles sont majoritaires dans le germe de blé en raison de sa
teneur élevée en lipides. Le germe de blé est surtout riche en vitamine E (Tableau 05) (Souci
et al., 1994 ; Eisenmenger et al., 2008).

Tableau 05 : Proportion des vitamines en mg pour 100 g de germe de blé brut (Souci et al.,

1995)
Bl B2 B6 E Niacine B5 Caroténoides
2,01 0,720 0,492 31,06 4,52 1,00 0,062

g. Enzymes

Les enzymes sont des proteines socialisées dans la catalyse des reactions biologiques
Leur action est extrémement spécifique d'une part, a regard du type de réaction a effectuer
(hydrolyse, réduction, oxydation) et d'autre part de la structure et de la géomatrie des
substances concernées (Arnaud, 1985). Parmi les enzymes disponibles au niveau du germa
on a surtout les lipoxygénases lipases et (Srivastava et al., 2007). La répartition des enzymes

dans le germe est représentée dans le tableau 06.
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Tableau 06 : Répartition des enzymes dans le germe de blé (Nurt, 1991).

Les enzymes Germe
Lipase ++ 4+
Protéase +++
Lipooxygénase AF A
Oxydase +++
Estérase Sulis
B amylase +

++ + : présence importante ~ + + : présence notable  + : présence.

I11. Huile de germe de blé

Le germe contient de la riboflavine, de la thiamine, de la vitamine E et des oligo-
élements tels que le zinc, le cuivre, le fer et le magnésium. Le blé est le meilleur aliment
nourrissant qui peut étre facilement donné aux patients et méme aux bébés. Le blé a des
propriétés antibilieuses, antihydrotiques, antipyrétiques, antivieuses, sédatives, cutanées et

gastriques (Kumar et al., 2011).
I11.1 Définition

L'huile de germe de blé est une huile non raffinée tres riche, les sources les plus riches

en vitamine E (Kumar et al., 2011).
111.2. Utilisation de I’huile de germe de blé

e Afin de répondre aux besoins nutritionnels, de nouvelles ressources d'huiles végétales
sont recherchées en tant que sources de vitamines et acides gras essentiels. (Nara et
al., 1983 ; Piras et al., 2009).
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e L’extraction de I’huile a partir du germe de blé peut ouvrir de nouvelles opportunités
pour son utilisation plus large a ’avenir. (Nara et al., 1983 ; Piras et al., 2009).

e [L’huile de germe de blé est connu pour son utilisation multiple notamment
dans les aliments comme ingrédient de préparation, des exploitations biologiques
comme Etude bibliographique agents de contrdle des insectes, dans les produits
pharmaceutiques et dans le domaine de la cosmétique (Nara et al., 1983 ; Piras et al.,
2009).

e La qualité sensorielle des biscuits contenant ce composant jusqu'a 50 % a été aussi
acceptable que les échantillons de contr6le, au-dela duquel les caractéristiques
sensorielles des biscuits ont été affectées négativement .Les résultats enregistrées a
partir des différentes études ont confirmés les effets bénéfiques de ces huiles végétales
essentiellement en raison de leur teneur élevée en acides gras insatures et de leurs
composants bioactifs précieux qui ont été générés pour réduire les risques de maladie
cardiovasculaire (Leenhardt et al., 2008).

e L'huile de germe de blé est aussi tres appréciée pour sa haute teneur en acides gras
insaturés constitués principalement de l'acide linoléique (18:2) et linolénique (18:3),
ce sont des acides qui ont une grande importance dans le métabolisme humain et qui
ne sont pas synthétisés par lI'organisme (Yuldasheva et al., 2010).

e |lIs constituent les précurseurs d'un groupe d'hormones appelées prostaglandines, qui
jouent un réle important dans la contraction musculaire et dans la guérison de
processus inflammatoires. En outre, l'acide linoléique permet de diminuer le
cholestérol et est aussi un précurseur des phospholipides des membranes cellulaires
(Piras et al., 2009).

e L’huile a la capacité de promouvoir I'endurance physique et retarde le vieillissement
(Leenhardt et al., 2008).

11




Chapitre 02 : Generalité sur
les activités biologiques



Partie I. Synthése bibliographique Chapitre 2. Généralité sur les activités biologiques

I. Activité antioxydant

L’antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’oxydation
d’un substrat, alors qu’elle se présente en concentration trés faible dans le milieu ou elle
intervient (Sies, 1993). De nombreuses espéces oxydantes sont produites et bien qu’elles
soient souvent indispensables a 1’organisme, elles ne sont pas moins responsables de dégats
importants. Pour faire face a ces produits oxydants délétéres, le corps humain posséde tout un
arsenal de défenses que I’on qualifie d’antioxydants. Mais bien que le terme « antioxydant »
soit fréquemment utilise, il est difficilement définissable car il couvre un large nombre de
molécules et des domaines trés divers comme I’alimentation, I’industrie chimique, I’industrie

pharmaceutique (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Les antioxydants sont classés selon leur origine en antioxydants naturels ou
synthétiques (Pelli et Lyly, 2003).

I.1. Antioxydants synthétique

Dans [D’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques tels que le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), le gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ) sont utilisés largement parce qu’ils sont efficaces et moins

chers que les antioxydants naturels (Lisu et al., 2003).
1.2. Antioxydants naturelles

Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes, tous les
microorganismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus
important d’antioxydants naturels comprend la vitamine E (tocophérol), les vitamines A (sous
forme de béta-carotene), C et E (Pelli et Lyly, 2003).

a. Vitamine C

L’acide ascorbique ou «vitamine C» est un monosaccharide antioxydant que 1’on
trouve chez les animaux et chez les plantes. Comme il ne peut pas étre synthétisé chez

I’homme, il doit étre obtenu a partir de son alimentation (Figure 02) (Smirnoff, 2001). C’est
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un agent réducteur qui réduit et neutralise les ROS telles que le peroxyde d’hydrogene
(Padayatty et al.,2003).

HO OH
O O CH=—CH,OH
OH

Figure 02 : Structure de l'acide ascorbique (Diallo, 2005)

b. Vitamine E

Il1 s’agit d’une vitamine liposoluble existant sous huit formes différentes. Chez
I’homme, 1’a-tocophérol est la forme la plus active et le principal antioxydant puissant lié a la
contre la peroxydation des lipides (Figure 03) (Pryor, 2000). Elle a également un effet
protecteur contre la cancérogenese en renforcant 1’inhibition des substances mutagenes, la

réparation des membranes et de I’ADN, la réponse aux lymphocytes T (Shklar et al., 1988).

Figure 03 : Structure chimique de tocophérols (Lee et al., 2004)
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c. Caroténes

Les principaux caroténoides de 1’huile d’olive sont la lutéine, le P carotenes
xanthophylles suivantes: néo-xanthine, vio-laxanthine, lutéo-xanthine, anthéra-xanthine,

mutato-xanthine et beta-crypto-xanthine (Figure 04) (Ryan et al., 1998).

Ils sont bien connus comme désactivant de I’oxygéne et sont donc des inhibiteurs trés

efficaces de la phot-oxydation induite par les pigments chlorophylliens (Perrin, 1992).

&L
CH a We oan
PN\ A\ A\ A\ 7\ \Z
H'C CH'
¢

Figure 04 : Structure chimique du P caroténes (Perrin, 1992)

1. Activité antimicrobienne

Le micro-organisme, fait partie d’un groupe large et extrémement divers
d’organismes. Ces organismes sont regroupés sur la base d’une seule propriété : ils sont si
petits qu’ils ne peuvent étre visualisés sans 1’aide d’un microscope. Les microbes sont
indispensables a la vie. Parmi leurs nombreux réles, ils sont nécessaires au cycle geochimique
et la fertilité de sols. lls sont utilisés pour produire des aliments ainsi que des composants
pharmaceutiques et industriels. D’un autre cOté, ils peuvent étre la cause de nombreuses
maladies végétales et animales et des contaminations alimentaires. Enfin les microbes sont
largement utilisés dans les laboratoires de recherche pour étudier les processus cellulaires
(Nicklin et al., 2000).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut

entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
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vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

I1.1. Escherichia coli

E. coli c’est une espéce bactérienne aérobic commensale la plus fréquente du
microbiom digestif. Elle est également un pathogene majeur chez I'homme, responsable de la
pathologies intestinales: gastro-entérite et toxi-infection alimentaire, mais aussi de pathologies
extra intestinales :infections urinaires, syndromes hémolytiques et urémiques, bactériémies et

méningites néonatales (Basmaci et Cohen, 2018).

Régne : Bactérie

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaeae

Genre : Escherichia

Espéce : Escherichia coli (Sabri, 2008).

11.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie Gram positive anaérobie facultative. C’est une
bactérie ubiquitaire qui colonise 20 a 30% de la population humaine (Belkum et al.,
2009). Cette bactérie est connue en tant qu’agent toxique alimentaire, ainsi qu’une cause
fréquente d’infections, telles que les infections hospitaliéres graves résistantes aux

antibiotiques (Farr et al., 2001).

Reégne : Bacteria

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus (Yves et Michel, 2009)
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11.3. Salmonella typhi

Les salmonelles sont des bacilles & Gram négatif et non sporulantes, non encapsulées et
mesurant 0.7 a 1.5 pum par 2.0 a 5.0 um et mobiles, grace a des flagelles péritriches, poussent
facilement sur des milieux usuels et en anaérobiose. Les colonies ont généralement un
diamétre de 2 a 4 mm et Salmonella a une croissance optimale a 37°C : ¢’est un pathogéne

intracellulaire facultatif qui infecte 1’hote par voie orale (Minor, 1984).

Régne : Bactérie

Classe :Gammaproteobacteria

Ordre : Entérobacterie

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Salmonella

Espéce : Salmonella typhi (Weill, 2008).

11.4. Bacillus cereus

Les espéces du groupe Bacillus cereus sont des bacilles de grande taille (>1,0 um),
généralement motiles grace a une ciliature péritriche. Elles sont de forme bacillaire a
coloration de Gram positive, non encapsulés. Les extrémités des cellules adjacentes des
chaines courtes sont a angle droit (Kotiranta et al., 2000). En revanche, les extrémités libres

des bacilles sont arrondies (Drobniewski, 1993).

Regne : Bacteria
Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales
Famille : Bacillaceae
Genre : Bacillus

Espéce : Bacillus cereus (Francis et al., 1998).
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11.5. Aspergillus cabonarius

Aspergillus carbonarius est un champignon filamenteux saprophyte qui fait partie des
Deuteromycetes (champignons imparfaits, reproduction asexuelle),ordre des. Il possede un
thalle @ mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, non ramifiés,
terminés en vésicule. L’espéce est bisériée (Phialides portées sur des métules ou stérigmates)

sont de couleur noire et présentent une forme verrugueuse de diametre 7-9 pum. (Gams et al.,
1985).

Régne : fungi

Ordre : Hyphomycetes,

Famille : Moniliaceae

Genre : Aspergillus

Espece : Aspergillus carbonarius (Gams et al., 1985).

11.6. Aspergillus parasiticus

C’est une espece appartenant a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou coloré,
présente un mycelium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés en

vesicule (Raper et Fennell, 1965).

Regne :fungi

Ordre : Ascomyceétes

Famille : Moniliaceae

Genre : Aspergillus

Espeéce : Aspergillus parasiticus (Raper et Fennell, 1965).
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/L’ objectif visé par notre étude, consiste a déterminée le rendement d’huile de germe de
blé dur de la région de EI Oued. Ainsi que I’évaluation de I’activité antioxydant (test DPPH) et
I’activité antimicrobienne de I'huile de germe de blé a différentes concentrations sur six souches,
(deux souches bactéries de gram (+) et deux souches bactéries de gram ¢), deux souches
fongiques) pour cette huile.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Le blé dur (Triticum durum Desf.) A été acheté d’un agriculteur de région de Guemar a partir
de marché d°‘EL Oued a mois de Janvier 2020 et identifié par docteur CHOUIKH Atef de faculté de SNV
d* EL Oued (Photo 01).

Photo 01 : Grains de blé dur Triticum durum Desf
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1.1.2. Microorganismes ciblées

Les souches microbiennes utilisées dans cette recherche pour I’activité antimicrobienne
(tableau 07) sont des souches référencées, Ces souches obtenues de I’Institut de Pasteur en
Algérie pour les bactéries, et les souches fongique Aspergillus cabonarius et Aspergillus
parasiticus provenant du laboratoire des Produits Bioactifs et la Valorisation de la Biomasse de
I'ENS Alger. Sont conservees dans le réfrigérateur dans des tubes a visses contenant milieu

nutritive jusqu'a I’utilisation.

Tableau 07 : Liste de microorganismes testées

Microorganismes Codes Type de gram
Escherichia coli ATCC8737 Gram négative
Staphylococcus aureus ATCC6538 Gram positive
Salmonella typhi ATCC14028 Gram négative
Bacillus cereus ATCC ATCC10876 Gram positive
Aspergillus cabonarius M333 /
Aspergillus parasiticus CBS 100926 /

1.2. Matériel de laboratoire

e Etuve (Memmert et LABTECHLTB -060M)

e Rota vapeur BuchiR-200

e Spectrophotométrie UV-Visible

e Autoclave

e Balance analytique
e Pipettes de Pasteur
e Micropipettes

e Boites de pétrie

e Bec Benzéne

e Ecouvillon stérile
e \ortex

e Soxhlet

Chapitre 1. Matériel et méthodes
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1.3. Réactifs chimiques et solvants

e Dimethyle sulfoxyde (DMSO)

e Eau distillée

e Eau physiologie.

e 2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH).
e Vitamin E (tocopherol)

e Hexane

e Toluéne
1.4. Milieux de culture

On utilise Mueller Hinton et Sabouraud prét par Sahara Lab. pour 1’étude de la sensibilité

des souches bactériennes et champignons.
1.5. Antibiotiques (ATB) en disque

Pour Renforcer [I’activité antibactérienne on utilise I'antibiotique PENICILLINE
(0,25ug/disque) et VANCOMYCINE (30ug/disque) et GENTAMYCINE (120pg/disque), pour
faire le contréle positife.et le DMSO pour control négatif (Photo 02).

Photo 02 : Antibiotiques GEN120 et PEN10 et VAN30
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1. Méthodes

I1.1. Extraction de germe de blé

La méthode la plus simple pour sépare le germe a partir son grain est par la macération
(extraction solide-liquide), on va faire I’humidification de grains avec 1’eau distille pendant 2
heures (Photo 03) (Dunford et Zhang, 2003).

Photo 03 : Germe de blé

11.2. Extraction d’huile de germe

L’extraction d'huile de germe est réalisée par méthode de Soxhlet qui décrite par
Dunford et Zhang, (2003). La quantité de matiere végétale dans la cartouche de cellulose était
de 2.11 g est ensuite placé dans I'extracteur Soxhlet auquel sont fixés en partie haute un fluide
frigorigéne et dans le partie inférieure un ballon a col rodé contenant 150 ml d’hexane. Le cycle
a été repété plusieurs fois jusqu'a épuisement complet. A la fin de I'extraction, I'extrait a été placé
dans une fiole et séché a 40 ° C en utilisant un évaporateur rotatif sous vide pour que le solvant

est completement évaporé (Figure 05).
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~

2.11g de germe de blé dur + 150ml (hexane).

_J
~

Extraction de huile de germe par appareil de soxhlet avec plusieurs
cycle a été répété jusqu'a I'épuisement complet.

J
(" : )

40 ° C en utilisant de Rotavapor pour que le solvant est

- A la fin de l'extraction, I'extrait a été placé dans une fiole et séché a
- Mo completement évaporé.

Dans la fin, nous obtenons de I'huile de germe de blé

Figure 05 : Protocole d’extraction d’huile de germe de blé dur
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11.3. Détermination de rendement

Le rendement d’extrait a été calculé par la formule suivante :

[ R (%) = 100 (Mext/Méch) J

e R : lerendement en %.
e Mext : la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g.

e Meéch : la masse seche de germe de blé en g (Falleh et al., 2008).
11.4. Evaluation des activités biologiques

Dans notre étude des activités biologiques nous utiliserons certains tests biologiques
comme test DPPH et test antimicrobienne, ces tests pour 1’étude 1’évaluation de 1’activité

antioxydant et l'activité antimicrobienne de notre huile.
11.4.1. Activité antioxydant
a. Principe

La méthode au DPPH (1,1-di-phenyl-2-picrylhydrazyl radical) est utilisée pour
déterminer la capacité des extraits a céder des protons et/ou des électrons. La réduction des
radicaux DPPHe implique une baisse de 1’absorbance. Sous la forme radicalaire, le DPPHe

absorbe a 515 nm (Williams et al., 1995)

[ DPPH- + AH —) DPPH —H + Ae ]

b. Mode opératoire

Le protocole utilisé dans cette méthode est celui de (Akowuah et al., 2005 ; Ramadan et
al., 2006).

e On mélangé 50 ul d’échantillon dans 1 ml de toluéne (solution meére),

e Ondilue cette solution mere pour obtenir a déférente concentration fille, 50 ul de chaque
solution diluée ont été mélangés avec 1950 ml de solution toluénique de radicaux DPPH
(4%) et le mélange a été vortex pendant 10 s a température ambiante.

e Un blanc de toluéne pur sans DPPH.
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e Le contrble est préparé en mélangeant 50 ul du toluéne avec 1950 pl de DPPH
toluénique,

e La lecture des absorbances est effectuée a 515 nm au spectrophotometre apres 30 minute
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

e Le pourcentage de I’activité anti-radicalaire est calculé selon 1’équation suivante :

[ Activite anti radicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100 ]

e Ac: Absorbance du controle

e At: Absorbance d’huile ou standard

c. Calcul des IC50

La concentration correspondant a 50% d’inhibition de radical de DPPH (IC50) ont été
déterminées graphiquement par la régression linéaire des graphes traces, de pourcentages
d’inhibition en fonction des différentes concentrations (Scherer et al., 2009 ; Fabri et al., 2009).

11.4.2. Activité antimicrobienne

Les méthodes d'évaluation les plus utilisées sont la méthode de diffusion sur I'Agar et la
méthode de dilution. Dans la premiere méthode les extraits sont déposees sur des disques de
papier ou dans des puits creuses dans I'Agar. Dans la seconde méthode, les extraits sont
incorporés dans le bouillon de culture ou dautres liquides dans lesquels les bactéries sont
présentes. Ces différentes techniques sont répertoriées et décrites dans différentes publications.
(Lahlou, 2004 ; Bosio et al, 2000). Dans cette étude nous avons utilisé la premiére méthode de

diffusion sur I'Agar pour notre étude.
a. Préparation des dilutions de I’huile

Les différentes dilutions des huiles ont été préparées dans le DMSO. Les concentrations

des huiles des différentes dilutions sont les suivantes (5, 10, 15, 20) pl/ml.
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b. Préparation des disques

Les disques de papier Whatman n°3 de 6 mm de diametre sont mis dans un tube a essai,

et stérilisés a I’autoclave (120 C° pendant 15 min) et conserver jusqu'a l'utilisation.
c. Repiquage

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées dans milieux MH par la méthode
des stries, puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune

et des colonies isolées. Les colonies isolées ont servi a préparer I’inoculum (Moroh et al., 2008).
d. Préparation de I’inoculum

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, trois a quatre colonies bien isolées sont prélevées et
émulsionnées dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0,9 %, bien homogénéiser la suspension
bactérienne. Des dilutions de suspension bactérienne sont effectuées afin de standardiser

I’inoculum. La concentration finale des bactéries.

e. Ensemencement

e La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzene.

e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne (il évite la contamination
du manipulateur et de la paillasse).

e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosee, séche, de haut en bas.

e Répeter l'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant
I'écouvillon sur la périphérie de la gélose (Djelloul-Daouadji, 2010 ; Rahal, 2011).

f. Incubation et Lecture

Aprés incubation 18-24 heures a 37°C pour les souches bactériennes et 72 h pour les

champignons dans I'é¢tuve, Les résultats sont observés, en mesurant les diameétres d’inhibition

(Boudjouref, 2011).
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g. Antibiogramme

La méthode de diffusion tres utilisée en microbiologie (antibiogramme et
antifongigramme), repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide. L’effet du
produit antimicrobien sur la cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en
fonction du diamétre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible,

d’intermédiaire ou de résistante. (Broadasky et al., 1976).
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Partie I1. Expérimentale Chapitre 2. Résultats et Discussion

I. Détermination des rendements

I.1. Rendement de préparation de germe de blé dur

Le germe de blé dur obtenues par macération de 100g de blé dur a I'eau distillée
pendant 2h ont donné un rendement 2,11%.

Ce résultat confirme par des études de Godon et Willm, (1991) ; Feillet, (2000) ;
Dunford et Zhang, (2003) ; Nedjah, (2015), qui sont publié le rendement de germe a partir

les graines est d’environ 2 a 3 %.
|.2. Rendement d’huile de germe de blé dur

L’huile de germe de blé dur obtenue par Soxhlet est de 17,06% par rapport a la

matiére séche du germe, et présente de couleur jaune.

Ce rendement est élevé comparativement au les résultats de Dunford et Zhang,
(2003) et de Mahmoud et al., (2015), qui sont trouvés le rendement de ’ordre de 11% et de
7% - 10% respectivement. Le rendement obtenu dans notre étude était inférieur a celui de
I'huile de carthame (32%), du colza (39%), de I'huile de soja (20%) et de I'huile de lin (34%)
(Bockisch, 1998).

La différence de valeurs de rendement est peut-étre di aux types de blé, la région et le
temps de la récolte. Les rendements varient d’une méthode d’extraction a une autre et d’une
partie de la plante a une autre. Cette différence est expliquée par la diffusion du solvant dans
le germe de blé dans Soxhlet ou par le nombre de cycles d’extraction et par la nature et la
polarité des solvants utilisés pour I’extraction (Naczk et Shahidi, 2004 ; Barroso et al.,
2014).
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I1. Evaluation de I'activité biologiques
I1.1. Evaluation I'activité antioxydant

Afin d’évaluée I’activité anti-radicalaire de notre huile, nous avons utilisé la méthode
basée sur le DPPHe (2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl) comme un radical relativement stable,
le pouvoir antioxydant a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a
515 nm. La capacité antioxydants de I’extrait de la plante étudiée a été déterminée et
comparées aux activités des composés anti-radicalaires des étalons, tocophérol (figure 06). La
mesure de l'activité antioxydant de notre extrait est mentionnée dans la figure 07.
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Figure 06 : Courbe d’étalonnage de a-tocophérol pour le test DPPH
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Figure 07 : Pourcentage d'inhibition de I'extrait d’huile de germe de blé dur contre le radical
libre DPPH

Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de concentration
inhibitrice de 50 % des radicaux (IC50), sont présentés dans la figure 08. A des fins
comparatives, un antioxydant standard est utilisé, alpha tocophérol, il a montré une activité
anti radicalaire puissante avec d’IC50 de l’ordre de 0,06 + 0,009 pl/ml, et D’activité
antioxydant de notre huile est faible avec IC50 de I’ordre de 67,18 = 0,4 ul/ml.
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Figure 08 : Histogramme des résultats de concentrations inhibitrices 50 % de DPPH

L’huile de germe de blé a donné de faible pouvoir antiradicalaire par rapport au étude

faite par Mahmoud et al., (2015) sur germe de blé dégraissé (IC50 = 0,6 pg/ml).

Notre la résultat est plus élevé en comparaison a résultat de Amarti et al., (2011) sur
Les huiles essentielles de Thymus capitatus, T.ciliatus et T. bleicherianus avec IC50= 69,04

pa/ml, 74,025 pg/ml et 77,8 pg/ml respectivement.

Cette différence dépend de la localisation et les conditions analytiques tels que la
méthode d’extraction, et le solvant utilisé pour la dilution de I’huile (dans notre étude toluéne)
(Ozlem et al., 2017). Au moment d'extraction ou la conservation, I'huile végétale subir a une
cétonisation et un rancissement dus a l'autoxydation concerne les matiéres grasses insaturees.
Il a été montré que l'autoxydation est le premier responsable de la dégradation d'une huile

végétale (Psomiadou et Tsimidou, 2002).
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I1.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne d’huile de germe de blé

Nous avons étudié in vitro, le pouvoir antimicrobien d’huile de germe de blé sur les
souches bactériennes et les souches fongiques, pour cela, nous avons utilisés la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, Mueller-Hinton pour les bactéries et
Sabouraud pour le champignon.

L’activité antimicrobien d’huile a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition (mm) autour des disques contenant ’extrait a tester vis-a-vis de cis germes
pathogénes qui sont : E. coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
Aspergillus cabonarius et Aspergillus parasiticus.

Les souches ciblées ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques standards
Utilisés (contrdle positive) : PNICILLINE (Pen10) et VANCOMYCINE (VA30),
GENTAMYCINE (Gen120) (Tableau 07).

Le DMSO a été testé comme solvant (contréle négative), les résultats montrent que le
solvant est approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des toutes souches

microbiennes.

Les résultats des différentes souches sont présentés dans la (tableau 08). Les diamétres

des zones d’inhibition de la croissance bactérienne augmentent avec I’augmentation des doses

d’huile.

D'aprés ces résultats on observe une zone maximale d'inhibition par I'huile de germe
de blé égale 9 + 1,73 mm a concentration 20 ul/ml contre S. aureus, et que le concentration 5
pl/ml présent une minimale zone d'inhibition de ’ordre de 7 £ 1,15 mm contre E. coli. Cette
activité inhibitrice d’huile sur les souches bactériennes est faible que celle aux antibiotiques

de références.

Les résultats obtenus indiquent que I'huile est révélé aucun effet antifongique sur les

champignons testés (Aspergillus cabonarius et Aspergillus parasiticus).
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Tableau 08 : Activité antimicrobienne de I'huile de germe de blé (diamétres des zones

d’inhibition de croissance des cultures microbiennes en mm)

Dose
Extrait Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
(nl/ml)
S. _ A. A.
- B. cereus E. coli S. aureus _ .
typhimurium carbonarius parasiticus

5 8 7.66 7 8,66 6 6
L’huile de 10 8 8 7,33 8 & &
germe de blé 15 7,33 733 7.33 8 6 6
20 7.33 7,33 7.33 9 6 6
Gen 120 26 27,33 32,66 28,66 29,66 6
Pen 10 8 6 6 10,33 6 6
Va 30 9,66 21,66 22,33 20,66 6 6
DMSO / 6 6 6 6 6 6

D'aprés I’histogramme (figure 9), Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible
avec la plus grande zone d'inhibition de I’ordre de 8,66 mm, suivie par S. typhimurium qui
présent une zone de 8 mm par la dose 5 pl/ml, et la zone la plus faible est observé chez le E.

coli avec un diamétre de 7,33 mm.

Ces résultats montre que n’existe pas une zone d'inhibition pour les champignons

(Aspergillus carbonarius , Aspergillus parasiticus ).
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10
8.66

Diameétre de zone inhibition

Figure 09 : comparaison le pouvoir antimicrobienne de I’huile de germe de blé dur sur les

souches teste a la dose 5 pl/ml

IL y a des zone d’inhibition a été détectée pour les différentes concentrations, donc ce
test a confirme la sensibilité des 4 souches microbiennes vis a vis d’huile étudiée. L’étude de
Mahmoud et al., (2015) est en accord avec nos résultats, qui a signalé une faible résistance

des especes bactériennes S. aureus et E. coli sur germe de blé dégraissé.

Dans le présent travail, nous avons pu Vérifier que les bactéries Gram-positives
(Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) étaient plus sensibles au huile de germe de blé dur
que les bactéries Gram-négatives (Salmonella typhi et Escherichia coli). L'explication la plus
plausible du manque de sensibilité des bactéries a Gram négatif pourrait étre attribuée a leur

membrane externe qui inhibe et / ou retarde la pénétration de I’huile de germe de blé a des

33




Partie I1. Expérimentale Chapitre 2. Résultats et Discussion

concentrations plus faibles, mais cet effet n'est pas encore entierement explique. Une autre
raison possible pourrait étre la présence de pompes multi-résistantes, qui expulsent des
toxines amphipathiques a travers la membrane externe. De plus, ce groupe bactérien a une
quantité de lipides plus élevée que celle observée chez les Gram-positifs d’aprés ce qu’est
rapporté par Mahmoud et al., (2015).

Aucune zone d’inhibition n’a été détectée pour les différentes concentrations, donc ce
test a confirmé la résistance des 2 souches fongiques (Aspergillus cabonarius et Aspergillus
parasiticus). Parc' que certaines espéces d’Aspergillus comme A. carbonarius sont capables
de produire I’ochratoxine A et la fumonisine B2 au cours de leur croissance (Ospital et al.,
1998 ; Filali et al., 2001 ; Battilani et Pietri, 2002 ; Béjaoui et al., 2006 ; Somma et al.,
2012).
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Conclusion

Les substances naturelles constituent de véritables usines chimiques dont il faut tirer le
maximum de profit. Le blé est la céréale la plus cultivée au monde, c’est un produit de large
consommation au niveau mondial et constitue en particulier la principale base du régime
alimentaire pour les consommateurs algériens sous toutes ses formes (pain, pates alimentaires,

couscous, galettes de pain.).

Dans le but de la valorisation de germe de blé et son huile issue dans le monde et
surtout 1’Algérie, Le présent travail, nous a permis de réaliser une étude de Dactivité

antioxydant et antimicrobienne d’huile de germe de blé.

L'extraction d'huile de germe de blé par Soxhlet a permis d'obtenir un rendement
17,06 %. Les résultats ont montré que 1’huile possédent une capacité faible d'antioxydant avec
des valeurs d’IC50 de I’ordre de 67,18 +£0,4 pg/ml. Ces resultats seraient probablement dus a
l'autoxydation concerne les matieres grasses insaturées, présents dans I’huile de germe de blé

ou dus au solvant utilisé pour la dilution de I’huile.

Cependant, notre huile n'a montré aucune activité sur les souches fongiques testées.
Les résultats de I'activité antimicrobienne indiquent que 1’extrait posséde une faible activité
sur les souches ciblées avec une zone de d’inhibition 7 + 1mm jusqu’a 9 = 1,1 mm, par contre
la souche bactérienne Staphylococcus aureus est le plus sensible de I’ordre de 9 + 1,1 mm de

zone d’inhibition.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans
la recherche de substances d'origine naturelle biologiqguement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydant, antimicrobien

et d’un traitement les déférentes maladies.
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