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Effet des pratiques de la filiere boulangerie sur l'acide férulique et sa transformation

Le son de blé est le coproduit principal de I’industrie meuniére, résultant de la transformation
des grains de blé en farine ou en semoule. Il représente I’enveloppe extérieure du grain
renfermant différents tissus ; dont principalement le péricarpe, la testa et la couche d'aleurone.
Le son de bl¢ est produit chaque année en quantités considérables et destiné principalement a
I’alimentation animale. Toutefois, compte tenu de sa composition en ¢léments nutritifs et de sa
disponibilité, il pourrait également servir pour I’alimentation humaine. Plusieurs études ont
montré ’effet bénéfique de la consommation du son de blé sur la santé humaine, notamment en

diminuant les risques d’obésité, des maladies cardiovasculaires, du diabéte et autres.

L’acide férulique (AF) (-cis et -trans) et ses dimeres (8,5'-diFA, 8,5 '- benzo-diFA, 8-O-4'-diFA
et 5,5'-DiFA) présentent environ 95% des acides phénoliques du son de blé, concentrés
principalement dans la couche aleurone et le péricarpe. L’ AF est connu pour ses propriétés anti-
oxydantes, anti-microbiennes et anti-inflammatoires. Il a également la capacit¢ de se
transformer en dérivés aromatiques tels que la vanilline ou le 4-vinylguaiacol, en présence de
microorganismes. En lien avec la fili¢re boulangerie, ce travail de thése a pour objectif principal
d’étudier I’effet des pratiques sur le contenu en AF et ses dérivés dans le son, les pates et/ou le
pain. L’étude des variations de contenu en AF du bl¢ au pain a montré un effet du terroir, et des
variétés de blé sur le contenu en AF du son ainsi qu’un effet du type de ferment sur le contenu
en AF des pains. Dans un milieu levain mod¢le, le comportement de I’AF a été étudié en
présence de levures et de bactéries lactiques provenant de levains, seules ou en combinaison.
Nous avons montré que le métabolisme de I’AF dépend des souches et que les interactions
levures-bactéries avait un effet sur la consommation et la transformation de I’AF. En effet, la
conversion de ’AF en acide dihydroférulique est favorisée en co-cultures par rapport aux
monocultures, au détriment de la production de 4-vinylguaiacol. Globalement, nos résultats
clarifient le devenir de I’AF de grain jusqu’a pain en mettant en évidence le role important des
microorganismes fermentaires et de leur interaction dans sa transformation, et sont discutés au

regard de leur intérét en boulangerie.

Mots clés : acide férulique, son de blé, variété, espece, terroir, fermentation, bactéries

lactiques, levures, interactions microbiennes, panification



Effect of bakery industry practices on ferulic acid and its transformation

Wheat bran is the main co-product of the milling industry, resulting from the transformation of
wheat grains into flour or semolina. It represents the outer layer of the grain containing various
tissues; mainly pericarp, testa and aleurone. Wheat bran is produced every year in considerable
quantities and is mainly used for animal feed. However, given its nutrient composition and
availability, it could also be used for human food. Several studies have shown the beneficial
effect of wheat bran consumption on human health, particularly in reducing the risk of obesity,

cardiovascular disease, diabetes and others.

Ferulic acid (FA) (-cis and -trans) and its dimers (8,5'-diFA, 8,5 '- benzo-diFA, 8-O-4'-diFA
and 5,5'-DiFA) account for about 95% of the phenolic acids in wheat bran, concentrated mainly
in the aleurone layer and the pericarp. FA is known for its antioxidant, anti-microbial and anti-
inflammatory properties. It is also able to be transformed into aromatic derivatives such as
vanillin or 4-vinylguaiacol in the presence of microorganisms. In connection with the bakery
industry, the main objective of this phD work is to study the effect of certain practices on the
content of FA and its derivatives in bran and/or bread. The study of the variations in FA content
from wheat to bread showed an effect of terroir and wheat varieties on the FA content of bran
as well as an effect of the type of ferment on the FA content of bread. In a synthetic fermentation
medium, the behavior of FA was studied in the presence of sourdough yeasts and lactic acid
bacteria, alone or in combination. We found that FA metabolism varied among strains and that
yeast/bacteria interactions had an effect on the consumption and conversion of FA. Indeed, the
transformation of FA into dihydroferulic acid is favored in co-cultures compared to
monocultures, to the detriment of the production of 4-vinylguaiacol. Overall, our results clarify
the evolution of FA from grain to bread by highlighting the important role of fermentation
microorganisms and their interaction in its transformation, and are discussed in view of their

interest in baking.

Key words: ferulic acid, wheat bran, variety, species, terroir, fermentation, lactic acid bacteria,

veasts, microbial interactions, bread-making
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Introduction genérale







Introduction générale

Le blé joue un rdle primordial dans I’alimentation d’une trés large fraction de
I’humanité. C’est actuellement la céréale la plus cultivée et la plus commercialisée sur les
marchés mondiaux. Depuis les années 60, la consommation mondiale du blé s’est accrue a un
rythme soutenu, avec toutefois une prédilection pour les produits raffinés, telle que la farine
dite « blanche », qui est source du pain « blanc ». Ceci a conduit a une tres faible valorisation
des coproduits de meunerie comme le son de blé, qui représente environ 13-17% de la masse
du blé, et qui est souvent brulé, ou utilisé¢ pour I’alimentation animale, et ce malgré sa richesse

en ¢lément nutritifs comme les fibres, les minéraux, les vitamines et les antioxydants.

Aujourd’hui, nous sommes témoin d’une révolution au niveau de notre alimentation et
de notre fagon d’appréhender les produits que nous consommons. Un engouement de plus en
plus croissant, de la part des consommateurs, des agriculteurs et des artisans pour 1’agriculture
bio, les produits du terroir, la sélection des variétés du blé, le retour vers la fabrication artisanale

du pain au levain, est en train de se manifester.

En relation avec la filiére boulangerie, de nombreuses études mettent en lumiére I’effet
des pratiques anciennes, souvent empiriques, sur la qualité nutritionnelle et gustative des
produits. En effet, la littérature regorge d’articles sur 1’effet de la communauté microbienne
présente dans le levain et les modes de panification, sur la digestibilité, la conservation et sur
le gotit particulier du pain au levain. Ces études sont souvent liées aux modes de transformation
des carbohydrates et des protéines présentes dans la farine. Trés peu d’étude sont cependant
menée sur le suivi de constituants minoritaires dans le bl¢, mais qui possedent des propriétés

nutritives et organoleptiques tres intéressantes.

Pour notre part, nous avons porté notre attention sur 'un des composés phénoliques
présent dans le grain de blé, et plus précisément dans le son, et nous avons voulu suivre son
évolution et son comportement depuis le grain, jusqu’au pain, en passant par une étude plus

approfondie sur la fermentation.

L’acide férulique (AF) et ses diméres est 1’acide phénolique le plus abondant sans le son
de blé. Il représente environ 95% (w/w) des polyphénols totaux du bl¢ et est doté de propriétés

antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire. En milieu fermentaire, il a la capacité de



se transformer en dérivés aromatiques tels que le 4-vinylguaiacol, la vanilline et 1’acide

vanillique.

Cette thése a pour objectif de répondre a trois grandes questions scientifiques :

» La teneur de I’AF est-elle influencée par les variétés, I'espece et le terroir de culture du

blé ?

» Le teneur en AF dans les pates et les pains dépend-elle du type de ferment (levain,

levure, mixte des deux) ?

» L’AF est-il assimilé et comment est-il transformé par les souches de bactéries lactiques
(LAB) et de levures quand elles sont cultivées en mono- ou en co-culture dans un milieu

levain synthétique ?

Ainsi, nous avons, dans un premier temps évalué 1’effet du terroir, des variétés et des
especes de blé (tendre et dur) sur la teneur en AF contenu dans le son de blé issus de ’agriculture
biologique en France. Dans un second temps, et en lien avec les pratiques de certains artisans
boulangers, nous avons examiné le role des ferments utilisés sur la teneur en AF dans les pates

et les pains issus des différents modes de fermentations.

La seconde partie des travaux de cette these a ¢€té consacrée a une étude plus
fondamentale visant a comprendre le comportement de certains microorganismes de levain vis-
a-vis de I’AF. En effet, dans un milieu levain modé¢le, nous avons examiné la consommation et
la conversion de I’AF en présence de levures seules, de LAB seules, et lorsque les deux types

de microorganismes sont combingés.
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I1I.

IV.

Cette these s’articule en cinq chapitres (Figure 1) :

Le premier chapitre propose une revue bibliographique qui décrit les différentes especes
et variétés de blé ; les modes de transformation du blé en pain, en mettant 1’accent sur
les différents types de ferments. Une partie importante porte sur la présence de I’AF
dans le son de bl¢, ainsi que sur ses voies de transformation par les microorganismes en

milieu fermentaire.

Le deuxiéme chapitre détaille les matériels et méthodes utilisés durant cette these
essentiellement appliqués a I’analyse de I’AF dans les différentes matrices étudiées :

son, levain (synthétique et naturel), pate et pain.

Le troisieme chapitre se présente en deux parties :

La premicre partie, sous forme d’article, présente une étude sur les facteurs influengant

la teneur en AF, allant du terroir jusqu’au ferments utilisés dans la panification.

La deuxiéme partie, complémentaire, donne un apercu sur la localisation de I’AF dans

le son de blé avant et aprés mouture, au moyen de la microscopie a fluorescence

Le quatriéme chapitre, lui aussi sous forme d’article, retrace 1’étude menée sur le
métabolisme de I’AF en milieu levain modele en présence de différentes souches de

levures et de LAB cultivées en mono- et co-cultures.

Le cinquiéme chapitre est consacré a une discussion générale de I’ensemble des résultats
obtenus au regard de la bibliographie et de certaines idées répandues. Cette discussion

s’acheéve par une présentation des perspectives scientifiques de ce travail.



Chapitre IlI:
Variation de la teneur en acide —
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Figure 1. Schéma de la these « Effet des pratiques de la filiere boulangerie sur 1'acide férulique et sa transformation »



Chapitre I. Revue bibliographique







1. Leblé

1.1.  Le blé en quelques chiffres

Le blé est parmi les céréales clés qui occupe une partie importante dans 1’alimentation
de base d’une large population mondiale. Il représente 20% a 50% des apports caloriques dans
les pays producteurs. (Shewry, 2018). Il est principalement produit par les Etats-Unis, la Chine,
la Russie, I’Inde, le Pakistan, 1'Union européenne (UE), le Canada, I’ Argentine et I’ Australie
(Tableau 1). Selon la FAO, la production mondiale du blé en 2019/2020 a atteint 761.6 millions
de tonnes, avec une consommation estimée a 753 millions de tonnes. Par conséquent, les
¢changes mondiaux de blé en 2020/2021 devraient atteindre un niveau record de 181.5 millions
de tonnes (bulletin FAO de septembre 2020), soit une hausse de 2.9 millions de tonnes par
rapport au mois de juillet 2020 et un niveau légeérement supérieur (0.3%t) au niveau record de

2019-2020 (FAO, 2020. http://www.fao.org/worldfoodsituation/csdb/ft/).

Tableau 1. Principaux pays producteurs de blé (en millions de tonnes). Perspective de récolte

et situation alimentaire. Rapport mondial trimestriel. FAO, Mars, 2020

Pays Moyenne sur S ans Prévisions de 2020
(2014/2015-2018/2019)
Union Européenne + le Royaume-Uni 150.4 145
Chine continentale 133.1 134
Inde 95.9 106
Fédération de Russie 73.5 80
Etats-Unis d’ Amérique 54.0 50
Canada 30.9 34
Ukraine 26.4 26
Pakistan 25.5 25
Australie 21.6 21
Turquie 20.7 20
Argentine 17.4 19
Kazakhstan 13.8 13
Iran 12.6 13
Egypte 9.0 9.0
Ouzbékistan 6.4 6.0
Autres 59.2 62



1.2.  Origine et description

Le bl¢ a été domestiqué pendant la révolution néolithique caractérisée par la transition
de tribus de chasseurs-cueilleurs vers des communautés d'agriculteurs. Selon les archéologues
et les botanistes, le croissant fertile en Moyen-Orient est le berceau du blé cultivé (Gill and
Friebe, 2002, Chopra and Prakash, 2002). Les blés cultivés sont le résultat de 1’évolution et de
I’hybridation de plusieurs especes sauvages (Belderok, 2000, Feillet, 2000, Shewry, 2009b).

Ils peuvent étre divisées en trois groupes qui différent par le nombre de chromosomes
et comprennent : le blé diploide Triticum monococcum L. ou « engrain ou petit-épeautre » avec
le génome AA (2n=14), les blés tétraploides Triticum dicoccum ou « amidonnier » et Triticum
turgidum subsp. durum ou « blé dur » avec les génomes AA et BB (2n=28), les blés hexaploides
Triticum spelta L. « épeautre » (2n=42) et Triticum aestivum « blé tendre » avec les génomes

AA, BB et DD.

De fagon générale, le blé est un monocotylédone appartenant au genre 7riticum de la
famille des Gramineae (Zohary et al., 2012). C’est une plante annuelle a paille d'une hauteur
variant de 0.5 a 1.5 m. Elle est composée de feuilles entourant une tige mince qui se termine
par des épis de grains au sommet (Figure 2). Le blé cultivé a souvent les épis fusiformes, barbu
et facilement battus (McKevith, 2004). Chaque épi est composé d'épillets, qui enferment le
grain de blé entre lemme et paléole (glumelles). En générale, un grain de bl¢ a la forme d'un
ovale, avec une longueur comprise entre 5 a 8§ mm, une largeur entre 2 a 4 mm, et une épaisseur
entre 2.5 4 3.5 mm. Sa section longitudinale est entre 10 & 16 mm? et sa section transversale

entre 4 4 7.5 mm?. Son poids varie entre 20 & 50 mg et sa densité entre 1.3 et 1.4 (Feillet, 2000).
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Figure 2. Plante et grains de blé (modifiée de https://kingflour.com/all-about-wheat-2/ )

1.3.  Histologie et composition chimique du grain de blé

Trois parties distinctes composent le grain de blé (Figure 3).

L’endosperme : constitue entre 80 a 85% du poids du grain. Il contient 1’albumen
amylacé¢ avec des cellules remplies de granules d’amidon (arabinoxylane et B-glucane)

dispersées au milieu d’une matrice protéique (Jadskeldinen et al., 2013, Dornez et al., 2011).

Le son (enveloppes extérieures) : il est formé de péricarpe (qui englobe le péricarpe
externe et interne), la testa, la bande hyaline et la couche aleurone. Ces tissus dans leur ensemble
constituent entre 13 a 17% du poids total du grain. Ils sont composées de cellules vides dont les
parois sont composées généralement de xyléne (environ 60%), de cellulose (environ 30%), de
lignine (environ 10%) et d’acides phénoliques (Jddskeldinen et al., 2013).
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Le germe : il représente environ 3% du poids total du grain et se compose de I’embryon
et du scutellum. Ce dernier facilite le transfert des nutriments de I'endosperme vers I'embryon

(Evers and Millar, 2002, Glidewell, 2006).

En plus des glucides, le grain de blé contient des protéines, des lipides, ainsi que des
micronutriments tels que les vitamines, les minéraux, les fibres solubles et insolubles et les
composés phénoliques (Tableau 2) (Lgje et al., 2003, Liu, 2007, Fardet, 2010, Dinelli et al.,
2011, Kumar et al., 2011, Van Der Kamp et al., 2014, Andersson et al., 2013, Arendt and
Zannini, 2013, Shamloo et al., 2017).

Tableau 2 : la composition chimique générale du grain de blé

Composé Teneur (% du poids du grain blé entier sec)
Glucides 78 - 85%
Fibres 11-15%
Protéines 8-15%
Lipides 2-4%
Minéraux 1-2%
Cendres 1.9-23%
Cellulose 2%
Composés bioactifs 2%
Lignine 2%
Acides phénoliques 0.11%

e Acide férulique ~70-90 (% APT)

e Acide sinapique =7.8 (% APT)

e Acide p-coumarique ~4.3 (% APT)

e Acide vanillique =2.4 (% APT)

e Acide p-hydroxybenzoique =2 (% APT)

e Acide syringique =1.6 (% APT)
Flavonoides 0.037
Vitamines 0.014%

e Vitamines de groupe B 0.01 (% VT)

e Vitamine E 0.005 (% AVT)
Lignanes 0.0004

%APT : pourcentage par rapport aux acides phénoliques totaux
%VT : pourcentage par rapport aux vitamines totaux
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Figure 3. Les trois fractions du grain du blé entier (endosperme, son et germe) et leur

composition chimique (Fardet, 2017).

1.4.  Les especes de blé

BI¢ est un terme générique qui désignent plusieurs céréales du genre Triticum. Les deux
especes de blé majoritairement cultivées aujourd’hui sont: le blé tendre (7riticum aestivum) et
le bl¢ dur (Triticum durum) avec une proportion de 95% et 5% de la production de blé mondiale
respectivement (Shewry, 2009b). Ceux sont commercialement les especes les plus importantes,

cultivées a la fois comme céréales d'hiver et de printemps (Figure 4).

e Blédur

Le blé dur (Triticum turgidum L. ssp. durum (Desf.) Husn) dispose de deux génomes

AA et BB dont chacun est constitué de 7 chromosomes. Il est issu de la domestication de
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I’amidonnier (Triticum turgidum spp. dicoccum (Schrank ex Schiibl.), dérivé lui-méme de
I’amidonnier sauvage Triticum turgidum ssp. dicoccoides (Korn. Ex Ash. & Graebn)
(Dubcovsky and Dvorak, 2007, Avni et al., 2017, Maccaferri et al., 2019, Pont et al., 2019,
Scott et al., 2019). C’est une espéce dont les grains sont vitreux et « dures », ce qui la rend
favorable a la production de semoule. Les grains sont généralement de forme ovoide, d’une
taille d’environ 30% plus grande que le blé tendre. Les gros grains ont un rapport surface /
masse relativement plus petit. Par conséquent, les gros grains fournissent une plus grande
proportion d'endosperme (le composant de grain formant la semoule) que les autres composants
(abats de broyage, son, germe). La semoule produite est riche en protéines fortes de gluten, ce
qui lui offre la couleur jaune propre. Elle est destinée principalement a la fabrication des pates,

du boulgour, du couscous et autres produits traditionnels (Hare, 2017) (Figure 4).

e BIé tendre

Le blé tendre (Triticum aestivum L.) dispose de trois génomes (AA, BB et DD) dont
chacun est constitué de 7 paires de chromosome homologues soit un total de 42 chromosomes.
11 est supposé provenir de I’hybridation entre Triticum turgidum et 1’espéce sauvage Aegilops
tauschii Coss. (génome DD) (Pont et al., 2019, Scott et al., 2019). C’est une culture importante
dans le monde qui fournit jusqu'a 60% de l'apport énergétique total dans certains pays
(FAOSTAT, 2013; http://www.faostst.fao.org), et une source quotidienne de Zinc et de Fer
(Khokhar et al., 2018). Cette espece est destinée essentiellement a la panification. Elle confére
de I'¢lasticité et de l'extensibilité a la pate ce qui permet sa dilatation et la rétention de gaz

pendant le processus de cuisson (Edwards et al., 2001) (Figure 4).
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Figure 4. Exemples de grains de (A) Blé dur, variété « Bidil7 » et (B) blé tendre, variété

« Chevalier »

1.5.  Les variétés de blé

Une variété est un terme désignant un groupe de plantes qui a des caractéristiques
phénotypiques, culturelles et historiques identifiées par les paysans ou les sélectionneurs qui
les développent et les cultivent (Roussel et al., 2020). Les longues expériences de culture du
blé dans des sols et des conditions climatiques différentes ont contribué a la formation d'une
grande diversité de variétés de blé. L'appartenance a une variété inclue les classifications
botaniques, génétiques, économiques et morpho-physiologiques. La sélection se base sur la
productivité, la stabilité et certaines propriétés technologiques du grain (tendre, mi-dur et dur)
ou de la plante dans son ensemble, comme par exemple la longueur de la paille et le type d'épi,
la taille, la couleur des grains (rouge, blanc et ambre) et le nombre d’épillets et fleurs dans
I'épillet, etc. Le blé peut étre aussi subdivisé en fonction de son cycle de vie (printemps ou

hiver) (Arendt and Zannini, 2013, Demyanchuk et al., 2013).
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1.6.  Origines des semences

e Variétés de bl¢ ancien, locale, population

Les variétés anciennes (ou variétés locales ou variété de pays) ont une réalité historique
avérées. Ce terme fait souvent référence a des variétés développées avant la création du
Catalogue officiel des espéces et variétés végétales en 1932 (Roussel et al., 2020). Ce sont des
variétés de cultures traditionnelles développées, nommeées et entretenues par les agriculteurs
aprés des années de sélection naturelle et humaine pour répondre a leurs besoins sociaux-
¢conomiques, culturels et environnementaux, et sont adaptées aux conditions
environnementales et aux pratiques de gestion locales (Jaradat, 2013). L’appellation variétés «
d’agriculteurs » ou variétés « population » montre le role innovant des sociétés paysannes dans
leur développement et leur maintien (Jaradat, 2011). On parle de population quand le groupe
des plantes cultivées au champs présente de la diversité génétique et phénotypique, comme par

exemple quand les paysans mélangent les semences de diverses origines.

Les effets combinés de la sélection naturelle et humaine ont conduit a modifier certains
caracteres, tels que la vigueur a la croissance précoce, la tolérance au froid, a la chaleur et a la
sécheresse, le remplissage des grains, la compétition avec les mauvaises herbes, la tolérance
aux maladies, 1'utilisation efficace de 1'eau et des nutriments, et des traits de qualité adaptés a
divers objectifs de subsistance et de préférences alimentaires locales (Villa et al., 2005, Jones
et al., 2008, Jaradat, 2011). En opposition aux phénotypes des variétés modernes, les variétés
anciennes de blé se caractérisent par des plantes trés hautes, un rendement faibles en grains, des
phénotypes et génotypes souvent pas homogenes (Sanchez-Garcia et al., 2015, Migliorini et al.,
2016). La capacité d’absorption de I’eau et le gluten index des pates faites avec les variétés

anciennes sont inférieures a celui des variétés modernes (Sanchez-Garcia et al., 2015).

e Variétés de blé moderne

Les blés modernes ont ét¢ développés dans les années 1950, avec notamment 1'utilisation
de geénes nains pour réduire la taille des plantes de blé (Kucek et al., 2015). Ils sont
génétiquement homogenes et sont évalués et validés pour pouvoir étre inscrits au catalogue des

variétés et commercialisés.
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Le blé moderne est un résultat des efforts de sélection intensifs concentrés sur
I'amélioration du rendement en grains et des caractéristiques de qualité pour développer des
cultivars tolérants aux stress biotiques et abiotiques et répondant a la demande de
I’intensification de I’agriculture et de 1’industrialisation de la transformation des grains en agro-
alimentaire. Par exemple, ils sont plus tolérants a I’utilisation d’un surplus d’engrais azoté

(Guarda et al., 2004).

1.7.  Le terroir

e Définition

Plusieurs définitions ont tenté de décrire précisément la notion de « terroir » a travers
les siécles (depuis le XIle siécle). Terroir a pour origine le terme « territorum » défini comme
une région rurale présentant une influence sur ses habitants. Au XXe siccle, le lien a été établi
avec la production agricole (Cluzel, 2009), pour que la définition soit par la suite précisée et
internationalisée par ’'UNESCO dans sa charte de 2005. Dans la définition de ’'UNESCO le
terroir est « un espace géographique délimité, défini a partir d 'une communauté humaine qui
construit au cours de son histoire un ensemble de traits culturels distinctifs, de savoirs et de
pratiques, fondés sur un systeme d’interactions entre le milieu naturel et les facteurs humains.
Les savoir-faire mis en jeu révelent une originalité, conférent une typicité et permettent une
reconnaissance pour les produits ou services originaires de cet espace et donc pour les hommes
qui y vivent. Les terroirs sont des espaces vivants et innovants qui ne peuvent étre assimilés a
la seule tradition. » (Terroirs et cultures, 2005. Charte des terroirs. Document présenté lors des

rencontres internationales Planéte Terroirs, 10 novembre, Paris, UNESCO).

Dans le cadre d’une convention de recherche regroupant des chercheurs de I'INRA et
des agents de I'INAO (Institut national de 1’origine et de la qualité) (2000-2003, France), le
terroir a été défini comme un « espace géographique délimité dans lequel une communauté
humaine construit au cours de son histoire un savoir collectif de production, fondé sur un
systeme d’interactions entre un milieu physique et biologique et un ensemble de facteurs
humains. Les itinéraires socio-techniques ainsi mis en jeu, révelent une originalité, conferent
une typicité et aboutissent a une réputation, pour un bien originaire de cet espace

géographique» (Casabianca et al., 2000).
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I1 est clair a travers ’ensemble de ces définitions que le « terroir » met en relation la
terre, ’environnement, les pratiques humaines et la qualité des produits agricoles. Il comprend
donc les conditions pédoclimatiques (telles que le type de sol et le climat) ainsi que les pratiques
agronomiques susceptibles d'affecter la composition d'un produit ainsi que sa qualité

organoleptique et nutritionnelle (Lucini et al., 2020).

e [Effet et role

La distance géographique et la manque de connaissance entre les producteurs d’aliments
et les consommateurs s'est accrue dans le monde développé. Les chaines de production sont
plus complexes et les personnes sont moins impliquées dans la production alimentaire et par
conséquent savent moins comment est cultivée leur propre nourriture ou comment la nourriture

est produite (Hendrickson and Heffernan, 2002, Eden et al., 2008).

En France, le terroir est a I’origine des Appellations d’Origine Contrdlées (AOC) qui
« désigne un produit dont toutes les étapes de production sont réalisées selon un savoir-faire
reconnu dans une méme aire géographique, qui donne ses caractéristiques au produit. C’est
un signe européen qui protege le nom du produit dans toute [’'Union » (INAO, 2016). Le terme
« produit locale ou de terroir » peut étre li¢ a un concept de biens ou services naturels produits
ou fournis par différentes entreprises situées dans des zones rurales ayant une identité socio-
économique établie (Cvijanovi¢ et al., 2020) . Les produits de terroir sont reconnus par les
consommateurs comme une alternative rassurante a une production standardisée et
généralement mondialisée. Aussi, la consommation des produits de terroir contribue a préserver
I’environnement et le patrimoine régional et participe a I’essor économique des régions
concernées (O'Hara and Stagl, 2001, Smithers et al., 2008). En effet, les consommateurs
bénéficient ainsi d'une meilleure connaissance des origines des aliments et d’un acces a des
aliments plus frais et plus authentiques (Lamine, 2005). Les avantages économiques résident
dans la possibilité de conserver une plus grande part de I'argent dépensé pour les importations
des aliments dans 1'économie locale, tandis que les avantages environnementaux sont associés
a 'utilisation des systémes agricoles moins exigeants sur le plan écologique (Smithers et al.,

2008).
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2. Les produits et sous-produits de I’industrie meuniere

La meunerie consiste a transformer les grains de blé en farine ou en semoule en passant
par le nettoyage, le mouillage et la mouture. De cette opération, différents produits et sous-

produits sont obtenus, avec le son comme sous-produit principal (Tableau 3).

Tableau 3. Principaux produit obtenus apres broyage du blé (Feillet, 2000)

Produits et sous-produits de Caractéristiques

la mouture
Farine Particules fines d’albumen, de 30 a 200um de diameétre
Semoule Grosses particules d’albumen de 150 a 500um de diamétre,

sans les enveloppes adhérentes

Gruaux Particules de I’albumen dont la taille est intermédiaire entre
celles des farines et celles des semoules, isolés du cceur de
I’albumen

Semoules bises Grosses particules d’albumen collées a des fragments
d’enveloppes

Remoulages Fines particules d’enveloppes collées a I’albumen

Sons fins Petits fragments d’enveloppes (0.5 & 1mm de dimension
principale ; 0.5 & 1 mm?), sans albumen

Gros sons Gros fragments d’enveloppes (1 2 Smm de dimension

principale ; 1 4 10 mm?), sans albumen

2.1. Leson deblé

Chaque année, environ 120 millions de tonnes de son de blé sont produites dans le
monde (Pazo-Cepeda et al., 2019). C’est un matériau végétal complexe, habituellement éliminé

lors de la fabrication de la farine blanche.
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2.1.1. Histologie et composition biochimique du son de blé

Tel qu’il a été décrit précédemment, le son de blé est constitué de plusieurs tissus

végétaux, chacun ayant une composition chimique différente (Figure 5).

En partant de l'extérieur vers I’intérieur du grain, le son se compose de péricarpe (qui
rassemble I’épiderme, 1’hypoderme, les cellules transversales et les cellules tubulaires), de
tégument ou testa, de la bande hyaline ou I'épiderme nucellaire et de la couche d'aleurone qui
est étroitement liée au tégument (Delcour and Hoseney, 2010, Evers and Millar, 2002). Le terme
«son» en meunerie signifie toutes les couches du tissu végétal citées ci-dessus avec de
I’endosperme résiduel qui reste attaché a la couche d'aleurone aprés mouture (Deroover et al.,
2020). Le péricarpe est composé de cellules vides dont les parois sont constituées
principalement d’environ 30% de cellulose, 60% d'arabinoxylane et 12% de lignine (Fincher

and Stone, 1986, Brouns et al., 2012, Shewry et al., 2013).

La couche d'aleurone se situe sur la face interne du son en contact avec 1I’endosperme,
elle contient des B-glucanes et une majorité d’arabinoxylane avec 29% et 65% respectivement,
le reste étant des protéines, de la cellulose, du glucomannane et des acides phénoliques
(principalement I’AF qui constitue 90% des acides phénoliques totaux) (Antoine et al., 2003,
Brouns et al., 2012, Jaiskeldinen et al., 2013). La couche d'aleurone est aussi riche en
nutriments comme les minéraux (fer, magnésium, zinc et calcium) et presque toutes les

vitamines du groupe B (Deroover et al., 2020).
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Figure 5. Image d’un microscope a fluorescence montrant les différents tissus constituants le

son de bl¢ (modifiée de (Sapirstein, 2016))

2.1.2. Applications du son de blé

Aujourd’hui, le son de bl¢é est principalement destiné a I'alimentation animale (environ
90% du son de bl¢) comme source de phosphore, afin d’alléger les aliments denses et lourds et
pour augmenter l'apport en fibres chez les animaux (Deroover et al., 2020). Toutefois, les cofits
de transport élevés obligent souvent le meunier a jeter le son dans la nature (Xie et al., 2008,
Rahman et al., 2017). Seulement 10% de la production annuelle en son est destinée a
I’alimentation humaine, soit en boulangerie (pain complet, produits du petit-déjeuner) ou en
tant qu’additif dans les produits destinés aux régimes alimentaires minceurs comme source de
fibres (Prueckler et al., 2014, Hemdane et al., 2015, Onipe et al., 2015). Il commence également
a étre employé comme émulsifiant, afin d’augmenter la capacité de rétention d’eau de 1’aliment,
réduisant ainsi son temps de cuisson. Grace a son apport en arabinoxylane, il est utilis¢ comme
agent gélifiant. Les protéines isolées du son de blé peuvent étre utilisées comme ingrédients

dans des formulations alimentaires (Khan, 2016, Hossain et al., 2013).

Hormis les applications en alimentation animale et humaine, d’autres voies de

valorisation du son de blé commencent a voir le jour.
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Dans I’industrie papeticre, il est employé comme charge pour la production de sacs en
papier utilisés comme housses de protection dans les pépinicres forestiéres. Contrairement aux
sacs en PVC conventionnels, les composites papier/son de blé sont biodégradables, avec une
bonne résistance au vieillissement. Aussi, la combinaison de I'amidon et de la cellulose et du
son de blé avec d'autres matériaux peuvent constituer des emballages alimentaires
biodégradables (Modzelewska and Adamska, 2006, Hossain et al., 2013). Dans le domaine des
biocarburants, 1'hydrolyse des polysaccharides de la paroi cellulaire du son conduit a la

production de sucres précurseurs de bioéthanol (Palmarola-Adrados et al., 2005).

2.1.3. Eftfet de la consommation du son de blé sur la santé humaine

De nombreuses études ont rapporté les effets de la consommation de blé entier ou du
son de blé sur la prévention de différentes maladies telles que le cancer du cdlon, les maladies
cardiovasculaires, I'obésité, certains troubles gastro-intestinaux, la constipation, le syndrome
du cdlon irritable, le diabete de type 2, etc.(Fung et al., 2002, Koh-Banerjee et al., 2004, Jones,
2006, Sahyoun et al., 2006, Seal, 2006, De Munter et al., 2007, Schatzkin et al., 2007, Mellen
et al., 2008, Fardet, 2010, Stevenson et al., 2012, Aune et al., 2016). Ceci grace a ses
constituants tels les fibres, les minéraux, les vitamines, le folate et certains composés

phytochimiques (spécialement les composés phénoliques) (Shewry, 2009a).

Les mécanismes spécifiques par lesquels les fibres de son peuvent prévenir l'incidence
du cancer sont divers et vont du piégeage de composants alimentaires nocifs et toxiques dans
la matrice fibreuse a la production d'acides gras a chaines courtes dans l'intestin, ainsi que par
la régulation négative des protéines impliquées dans la progression du cancer (Welti-Chanes,

2020).

Les fibres agissent également sur le contrdle du poids. En favorisant la sécrétion de la
salive et du suc gastrique dans le tractus gastro-intestinal, elles encouragent la mastication, ce

qui induit une sensation de satiété (Clark and Slavin, 2013, Deroover et al., 2020).

Les acides phénoliques, les alkylrésorcinols ainsi que la vitamine E présents dans le son
de blé possedent une action antioxydante qui joue un rdle important dans la protection de
molécules importantes telles que I’ADN, les protéines et les lipides membranaires contre les
dommages oxydatifs, ce qui réduit les risques des maladies cardiovasculaires et les cancers. Par

exemple, les acides phénoliques et principalement I’AF (qui assure in vitro jusqu’a 60% de
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I’activité antioxydante de la couche aleurone) inhibent 1’oxydation des lipoprotéines a basse
densité (LDL), éventuellement en se liant a I'apolipoprotéine B. Les alkylrésorcinols stimulent
la production de thromboxane et inhibent la formation de triglycérides, protégeant ainsi contre
les maladies cardiovasculaires. La vitamine E quant a elle, poss¢de la capacité de maintenir le
Sélénium a I'état réduit. Ce dernier est connu comme cofacteur de la glutathion peroxydase
(enzyme ayant une action suppressive sur la prolifération cellulaire a des niveaux élevés)(Mateo
Anson et al., 2008, Vaher et al., 2010, Yu et al., 2005, Liyana-Pathirana and Shahidi, 2007,
Ross et al., 2004, Slavin, 2004, Fardet, 2010).

Le son de blé contient d’autres composants biologiquement actifs tels que les acides
aminés soufrés. La méthionine et la cystine se trouvent a environ 0.6% dans le son du blé. Etant
les précurseurs du glutathion (un antioxydant intracellulaire), elles contribuent au contrdle du

statut oxydatif des cellules (Fardet, 2010).

L’unique inconvénient li¢ & la consommation du son de blé est la présence de I’acide
phytique (1 a 2% du poids de grain), abondant dans la couche aleurone et le péricarpe (Dost
and Tokul, 2006, Noort et al., 2010). Cet acide a tendance a former des complexes insolubles
en se liant aux minéraux présents dans le bl¢ (calcium, magnésium, zinc, fer), limitant ainsi
leurs absorption et digestion (Brinch-Pedersen et al., 2002). L’enzyme endogene phytase est
capable de dégrader 1’acide phytique. Ainsi, la réduction de la taille du son de blé permet de le
mettre en contact avec I’enzyme et conduit a sa dégradation. Le soumettre a des traitements
thermiques en conditions acides (pH=4.5) ou a des procédés de fermentation contribuent
¢galement a réduire sa concentration dans le son de blé (de 8% a 90%) (Watzke, 1998,

Leenhardt et al., 2005, Mosharraf et al., 2009, Majzoobi et al., 2014).

2.2.  La Farine de blé

Depuis l'aube de la civilisation, le bl¢ a été moulu en farine, qui quand mélangée avec
de I’eau donnera une pate. La farine, produit de mouture du grain de blé, a un pH de 6.2 4 6.5,
et se compose principalement d'amidon (environ 70-75%, dont 72% - 75% d'amylopectine et
25% - 28% d'amylose), d'eau (environ 14%), de protéines (environ 10-12%, dont 70% - 80%
sont des protéines de stockage a savoir gliadines et gluténines, et environ 10% a 20% sont des
hydrolases telles que les o- et P-amylases et protéases; ou des oxydases telles que la

lipoxygénase et la polyphénol oxydase), de polysaccharides non amylacés (environ 2 a 3%, en
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particulier 1.5% -2% d'arabinoxylanes et moins de 2% de B-glucanes), de lipides (environ 2%)
et de cendres (1.17 2 2.96%) (Goesaert et al., 2005, Carson and Edwards, 2009, De Vuyst et al.,
2017, Cardoso et al., 2019). Cette composition chimique ainsi que les propriétés physico-
chimiques qu’elle confére a la pate (résistance, élasticité, extensibilité...), appelées aussi qualité
boulangere, varient en fonction de la période de récolte, du choix du cultivar, des pratiques
agricoles, des conditions météorologiques, du procédé de mouture, des conditions de stockage
et de transformation (de la farine en produit fini) (Maraschin et al., 2008, Doblado-Maldonado,
2012, Koehler and Wieser, 2013, Shewry et al., 2013, Li et al., 2014, Pontonio et al., 2015,
Schmidt et al., 2016, Alfonzo et al., 2017).

2.2.1. Taux de cendre

Le type de farine est principalement déterminé a travers la concentration en cendres. Les
cendres sont un ensemble de composées minéraux constitués majoritairement de phosphore
(45%), potassium (38%), calcium (3%), magnésium (13%), fer, zinc, et cuivre (1%) (Kulkarni
et al., 2006, Piironen et al., 2009). Le taux de cendres des farines est le rapport de la masse de
cendres restantes (formé de minéraux oxydés) apres incinération d'une masse de farine pendant
une heure a 900 ° C (méthode de détermination prévue dans la norme AFNOR NF V 03-720 /
Me¢éthode A de la norme ISO 2171). Le taux de cendre dépend du génotype, de la variété, du
terroir et de I’année de culture. L’aleurone et le péricarpe contiennent le taux le plus élevé en
minéraux avec environ 68%, alors que I’endosperme contient environ 20% et le germe 12%
(Obert et al., 2004, Kulkarni et al., 2006, Khan, 2016, Czaja et al., 2020). Le taux de cendre est
donc li¢ a la présence de son de blé dans une farine et donne une indication sur la pureté de
cette derni¢re. Les différents types de farines disponibles dans le commerce sont caractérisés

par leur taux de cendre (Roussel et al., 2002, Michel, 2018) (Tableau 4).
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Tableau 4. Les types de farines de blé en fonction du taux de cendres par rapport a la maticre

séche, selon le décret n © 63-720 du 13 juillet 1963

Type de farines de blé Taux de cendres (% de matiere seche)
Type 45 Inférieur a 0,50 %

Type 55 Entre 0,50 a 0,60 %

Type 65 Entre 0,62 2 0,65 %

Type 80 Entre 0,75 2 0,90 %

Type 110 Entre 1,00 a 1,20 %

Type 150 Plus de 1,40 %

2.2.2. Types de moulins

Il existe deux types de moulins qui permettent d’obtenir les différents types de farine a
partir du grain de blé (Figure 6). La mouture sur meule de pierre est la méthode la plus simple
et la plus rapide pour la production de la farine de blé entiére et qui contient toutes les fractions
du grain (endosperme, son, et germe) en proportions naturelles. Cette méthode est privilégiée
par de nombreux boulangers bio qui ont travaillé a son optimisation au fil des années (Di
Silvestro et al., 2014, Cappelli et al., 2018). Cette méthode contribuerait a réduire la teneur en
mycotoxines (vomitoxine et zéaralénone) des farines par rapport au systéme de mouture sur
cylindre (Palpacelli et al., 2007). Les farines produites se caractérisent par une concentration
¢levée en minéraux, polyphénols, fibres, caroténoides (Ficco et al., 2016, Albergamo et al.,

2018, Liu et al., 2018), et par des saveurs sucrées et parfumées.

La mouture sur cylindre est utilisée dans presque tous les moulins industriels. La
séparation de I’albumen et de I’enveloppe se fait par cisaillement entre des cylindres cannelés
qui tournent en sens inverse, en quatre ou cinq passages successifs. Les farines et semoules sont
ensuite réduites en particules plus fines entre des cylindres lisses. Elle permet de séparer
I’endosperme du son et du germe, avec une réduction progressive de la taille des particules
(Campbell, 2007, Campbell et al., 2007, Finnie and Atwell, 2016). Les farines produites
donnent des pates avec des propriétés rhéologiques différentes de celles des farines issues des
moutures sur meule de pierre (Posner, 2003, Kihlberg et al., 2004). La mouture sur cylindre est
plus flexible et plus efficace en terme de rendements (Meuser, 2003, Doblado-Maldonado et
al., 2012). En revanche, elle présente des effets négatifs sur la teneur en minéraux si le taux de

cendre n’est pas corrigé par ajout de son micronisé¢ (Cubadda et al., 2009).
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Elle peut étre également associée a des problémes d’oxydation et de rancissement du

germe (Boukid et al., 2018).

(1) (2)
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Figure 6. Meule de pierre (1) et meule cylindrique (2). Sources des images :

(1) :https://pixabay.com/photos/stone-mill-traditional-old-rustic-3212205/,

(2) :https://www.feedmachinery.com/glossary/equipment/roller_mills/

3. La panification

3.1.  Le procédé de panification

La panification est un procédé qui consiste a transformer la farine en pain (Figure 7).
Ceci implique de mélanger en proportions appropriées de la farine, de I’eau, du sel, un ferment
qui peut étre une levure commerciale (le plus souvent Saccharomyces cerevisiae) et/ou du
levain (naturel ou ensemencé par des ferments industriels) et éventuellement des additifs
autorisés. Le pain conventionnel peut contenir jusqu’a 14 additifs autorisés selon la directive
européenne 95/2/CE, parlement européen 1995 : acide acétique et ses sels, acide lactique et ses
sels, acide ascorbique, lécithine, mono et diglycéride d’acide gras. Pour le pain biologique,
seuls quelques additifs sont autorisés comme 1’acide ascorbique, la farine de riz ou les huiles

végétales pour huiler les moules (réeglement CE N 889/2008, Commission européenne 208).
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Un pétrissage mécanique ou manuel est appliqué pour former la pate. La pate pétrie est
laissée fermenter une premicre fois lors du pointage qui dure en général de 1h a 5h. Ce dernier
permet la fermentation en masse de la pate. La pate est ensuite subdivisée en morceaux unitaires
(patons), fagonnée et laissée pour une deuxieme fermentation (apprét) qui dure en général entre
1 a 3h. cela induit une modification des propriétés physiques et rhéologiques des morceaux de
pate. Enfin, les patons sont scarifiés et enfournés a environ 250 degrés. L’alcool produit lors de
la fermentation est évaporé, et la pate se caramélise sous ’effet des réactions de Maillard
donnant a la crolite ses ardmes caractéristiques (Roussel et al., 2002, Roussel et al., 2010,

Michel, 2018).

Ingrédients
( farine, eau, sel, levure/levain,
produits d’addition)

Pétrissage

Pate de farine

________________ v

] 1 .

| 1¢ fermentation | Pointage
1

Pate pointée

v

Paton faconné

Paton prét a enfourner

Paton scarifié

Pain

Figure 7. Diagramme de panification frangaise (Roussel et al., 2010)
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3.2. La fermentation

La fermentation est un procéd¢ ancien pratiqué depuis des siecles pour la transformation
des aliments.

Elle peut étre naturelle (spontanée) par I’action des microorganismes endogeénes, comme
dans le cas des levains naturels, ou contrdlée par I’inoculation de microorganismes spécifiques
(levure commerciale Saccaromyces cerevisiae, levains ensemencés). La fermentation implique
la transformation de substrats présents dans les aliments via ’activité microbienne, donnant lieu
a des modifications de l'apparence, de la saveur, de la composition nutritionnelle, de la couleur
et de la texture de produit en question (Adebo et al., 2017, Adebo and Gabriela Medina-Meza,
2020).

3.2.1. Lalevure commerciale

La fermentation par les levures commerciales est un procédé trés répandu.

Le genre Saccharomyces est cultivé et utilisé par I’homme pour la fermentation des produits
alimentaires (Cavalieri et al., 2003, Kulp and Lorenz, 2003, Sicard and Legras, 2011). Au fil
du temps, Saccharomyces cerevisiae est devenue ’espece la plus cultivée, et la plus utilisée
dans la panification industrielle. Au cours de la fermentation, S. cerevisiae transforme le
glucose en éthanol (CH3CH2OH) et en dioxyde de carbone (CO2) avec production d’une
quantité d’énergie sous forme d'ATP (Adénosine TriPhosphate). Lors de la formation de
I'éthanol, le pyruvate (C3H30s3) (la forme anion de l'acide pyruvique C3H4O3) issu de la
consommation et transformation du glucose au cours de la glycolyse est d'abord décarboxylé
en acétaldéhyde (CH3CHO) avec libération d'une molécule de dioxyde de carbone CO», qui est
réduit en éthanol par ’alcool déshydrogénase avec oxydation d'une molécule de NADH en
NAD". En plus du CO; et de I’éthanol, une large gamme de composés aromatiques sont
produits, tels que des alcools, des aldéhydes, 2,3-butanedione (diacétyl), 3-hydroxy 2-butanone
(acétoine) et des esters) (Figure 8) (Birch et al., 2013, Michel, 2018).
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Figure 8. Le métabolisme de la levure Saccharomyces cerevisiae. Les sucres sont convertis en
glycérol ou pyruvate par la glycolyse. Le pyruvate peut étre transporté vers le cycle de Krebs
(TCA) pour la respiration (2 gauche) ou vers la fermentation alcoolique (a droite) (figure

modifiée de (Dzialo et al., 2017).

3.2.2. Lelevain

Le levain est un mélange de farine et d'eau, fermenté spontanément a I’aide de bactéries
lactiques (LAB) et de levures, et se caractérise par un pH acide (De Vuyst et al., 2014) (Figure
9). Le développement de la communauté microbienne dans le levain est assuré et maintenu par
les « rafraichis », qui est le processus d’ajout de farine et d’eau a la pate initiale de levain,
communément appelée « levain chef ou levain mére ». Les pates au levain sont plus acides que
les pates a la levure et contiennent de ’acide lactique et de 1’acide acétique qui conférent un
gott plus ou moins lactique ou acétique. Le pain au levain se caractérise par des propriétés
sensorielles, nutritionnelles et physiques différentes de celles du pain a la levure. Il présente
généralement une saveur plus intense, un goit acide, une compacité de la mie plus élevée et

une durée de conservation accrue (Siepmann et al., 2018, Papadimitriou et al., 2019).
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Sur le plan nutritionnel, le pain au levain présente un indice glycémique (IG) plus bas
et une plus grande biodisponibilité minérale. Par conséquent, ce type de pains est de plus en
plus apprécié par les consommateurs. La production de pain au levain est pratiquée par des
boulangers artisanaux souvent passionnés par ce type de pain (Catzeddu, 2019). Le levain peut
étre fait a partir de farine d’une large diversité de céréales, dont les plus communes sont le blé

et le seigle.

Réseau
de gluten

Levure

— Hacterie

lactique

; / Garin
i microfl F—dia d’amidon

Figure 9. Photo d’un levain en microscopie électronique d’apres Bernard Onno (Roussel et

al., 2020).

I1 existe trois types de levain (Hammes and Génzle, 1998) :

e Les levains de type I ou levain traditionnel

Il est le résultat d’une fermentation spontanée par la flore microbienne endogene
naturelle (De Vuyst et al., 2002, Ripari et al., 2016). La sélection des microorganismes se fait
au cours des rafraichis, ou le boulanger mélange de I’eau et de la farine au levain mére. Ce type
de levain est utilis¢é majoritairement par les paysans-boulangers et artisans-boulangers

traditionnels, et 1ié a leurs pratiques, typiques et diversifiés (Michel, 2018).
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e Le levain de type II ou levain liquide

Ces levains sont sous la forme liquide et ne sont pas rafraichis aussi fréquemment que
les levains de type I. Ils sont souvent maintenus a des températures élevées, autour de 30°C.
Ces parametres ne sont pas favorables aux levures. Ce levain est donc souvent utilisé
industriellement dans le but d’acidifier la pate. Le plus souvent, des levures starters doivent

étre ajoutées afin d’aider a la levée de la pate (De Vuyst et al., 2014, Siepmann et al., 2018).

e Levain de type III ou levain déshydraté

Ces levains sont déshydratés et le plus souvent les micro-organismes y sont désactivés.
11 s’agit souvent d’un levain de type II déshydraté. I1 est utilisé pour acidifier la pate. Ce type
de levain se caractérise par une qualité constante et une durée de conservation plus longue (De
Vuyst and Neysens, 2005, Decock and Cappelle, 2005, Chavan and Chavan, 2011). Des levures

doivent étre ajoutées au cours de la panification pour la lever de la pate.

e Levain de type IV

Ce type de levain est utilis¢ dans les boulangeries artisanales et les études en laboratoire. Sa
pate est sous la forme ferme ou semi-liquide, fermentée par ajout des starters microbiens qui se

propagent suite aux rafraichis réguliers (Catzeddu, 2019).

3.2.2.1. La communauté microbienne du levain

Le levain est un écosysteme qui peut étre simple, composé de quelques espéces de
microorganismes, ou complexe par la présence d’une communauté microbienne plus diverse
(Minervini et al., 2014) . Le levain est un environnement stressant pour les micro-organismes
en raison du pH relativement faible, d’une limitation en oxygene, d’une pression osmotique

¢levée, et d’une forte concentration en maltose comme carbohydrate ressource (De Vuyst et al.,

2014).
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e Les levures

La diversité des especes microbiennes des levains a été analysée dans une large panoplie
de levains de céréale dans le monde (De Vuyst et al., 2014, Carbonetto et al., 2018). La majorité
des especes de levures identifiées appartiennent au phylum Ascomycota (Huys et al., 2013,
Carbonetto et al., 2018). Ces levures ont un mode de reproduction asexuée par la formation
d’un bourgeon ou par scissiparité, et parfois une reproduction sexuée qui donne des asques qui
contiennent des ascospores. Leur métabolisme peut étre aérobies ou anaérobie, comme
expliquée dans la partie (3.2.1). Plus de 30 especes de levures ont été décrites dans les levains
de panification(Carbonetto et al., 2018). Elles appartiennent aux genres Saccharomyces,
Kazachstania, Wickerhamomyces, Torulaspora et Pichia (Lhomme et al., 2015, Michel et al.,
2016, Lhomme et al., 2016, Van Kerrebroeck et al., 2017). Les especes les plus abondantes sont
Saccharomyces cerevisiae, Kazachstania humilis, Kazachstania bulderi, Pichia kudriavzevii et

Torulaspora delbrueckii (Michel et al., 2019, Urien et al., 2019).

e Les bactéries Lactiques (LAB)

Les bactéries lactiques (LAB) sont des microorganismes micro-aérophiles a Gram
positif pouvant fermenter les hexoses pour produire de I’acide lactique (Makarova et al., 2006).
Elles ont été récemment regroupées en 25 genres (Zheng et al., 2020). A travers le monde, plus
de 60 especes de LAB ont été identifiées dans les levains. Elles appartiennent aux genres
Fructilactobacillus, Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, Latilactobacillus avec une
abondance de l'espece Fructilactobacillu sanfranciscensis (hétérofermentaire obligatoire), en
plus de Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum, Levilactobacillus hammesii
(heterofermentaires obligatoires), Latilactobacillus sakei, Companilactobacillus kimchii,
Latilactobacillus curvatus, Lactiplantibacillus plantarum (heterofermentaire facultatifs) (De
Vuyst et al., 2014, Michel, 2018, Michel et al., 2019). La bactérie Fructilactobacillus
sanfranciscensis a été découverte dans un levain de San Francisco (USA) et décrite comme

I’espece dominante des levains de panification (Gobbetti et al., 1996).

Les LAB sont soit homofermentaires, fermentant les hexoses par la voie d’Embden-
Meyerhof Parnas (glycolyse) pour produire de 1’acide lactique, ou hétérofermentaires

obligatoires, fermentant les hexoses et les pentoses via la voie pentoses-phosphates pour
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produire de 1’acide lactique, de 1’acide acétique et du CO» (Figure 10). Elles peuvent étre aussi
hétérofermentaires facultatives, fermentant les hexoses via la voie Embden-Meyerhof, et les
pentoses via la voie pentoses-phosphates. Leur métabolisme joue un role dans la flaveur, la
texture, les qualités nutritionnelles et la conservation du pain. La production d’acides qui baisse
le pH de la pate conduit a I’activation des protéases de la farine qui vont dégrader les protéines

en peptides (Vermeulen et al., 2005).

A B
Glucose Glucose
CO,
Fructose-1-6-bis-P |
Xylulose -5-P
[Phospho-
{Aldolase] ketolase]
2 Triose-3-P ’ Triose-3-P
2 NAD* | 2 ADP | ADP 2 NADH
2 NADH | 2ATP | ATP 2 NAD*
2Pyruvate Pyruvate Acetate Ethanol
2 NADH
2 NAD*
2 Lactate Lactate

Figure 10. Schéma synthétique des vois métaboliques des LAB homofermentaires (A) et

heterofermentaires (B) (Génzle, 2015)

e Interaction entre les levures et les LAB

Les interactions microbiennes dans les levains se produisent entre bactéries, entre
levures et entre levures et bactéries (De Vuyst and Neysens, 2005, Gobbetti and Génzle, 2012,
Van Kerrebroeck et al., 2017).
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Elle peuvent étre : 1) négative—négative décrites comme une compétition pour les
ressources, 2) négative—neutre ou amensalisme, 3) négative—positive, dites prédation ou
parasitisme, 4) positive—neutre, ou commensalisme, 5) positive—positive, ou mutualisme, 6)
neutre—neutre, ou neutralisme (Carbonetto et al., 2020). Les interactions (4) et (5) sont aussi

connus sous le nom de facilitation.

L’interaction la plus connue dans les levains est celle entre Kazachstania humilis et
Fructilactobacillus sanfranciscensis, fréquemment présentes dans les levains de type 1. Les
scientifiques ont longtemps fait I’hypothése que ces deux especes coopéraient par « cross
feeding ». F. sanfranciscensis, dégrade le maltose de la farine en glucose et glucose-1-
phosphate, le rendant ainsi disponible pour certaines souches de K. humilis connues comme
¢tant maltose négative (Gobbetti, 1998, De Vuyst and Neysens, 2005). Toutefois, une étude
récente montre que cette interaction ne peut pas étre classée aussi simplement comme étant
positive, car une diminution de la taille de population était montré dans les souches K. humilis
maltose-négatives en co-culture avec les LAB hétérofermentaires maltose-positives
(Carbonetto et al., 2020). L’espéce F. sanfranciscensis pourrait aussi favoriser la croissance des
levures par sa capacité a libérer des acides aminés qui sont utilisés par les levures ou autres
LAB. Les levures, a leurs tours, peuvent faciliter la croissance des LAB par la libération
d'acides aminés, de peptides, de vitamines, et I'hydrolyse du saccharose en glucose et en
fructose (Frey-Klett et al., 2011, Gobbetti et al., 1994, De Vuyst and Neysens, 2005,
Ponomarova et al., 2017). S. cerevisiae en libérant suffisamment de CO, favoriserait la
croissance de L. plantarum et de F. sanfranciscensis qui préfere un environnement anaérobie
(Sieuwerts et al., 2018). De fait, la nature des interactions bactérie-levure est le résultat d’un
ensemble d’échanges métaboliques. Elle dépend des souches car les capacités métaboliques

peuvent varier au sein d’'une méme espece.

4. Les composés phénoliques dans le son de blé

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires répandus chez les plantes
supérieures. Ils se caractérisent par la présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques portant
une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Ils possedent des structures chimiques diverses allant
des plus simples (flavonoides, acides phénoliques, stilbénes) au plus complexes (tanins,

lignines) (Naczk and Shahidi, 2006).
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Les acides phénoliques (Figure 11) sont les composés phénoliques les plus abondants
dans les grains de blé (

Tableau 5). Ils se localisent dans les enveloppes extérieures comme le péricarpe, la testa
et l'aleurone (Kandil et al., 2012). Ils se devisent en deux grandes classes : les acides
hydroxybenzoiques (A) qui comprennent, entre autre, les acides p-hydroxybenzoique, proto-
catéchuique, vanillique, gallique et syringique...; et les acides hydroxycinnamiques (B)
incluant les acides férulique, coumarique, caféique et sinapique (Mpofu et al., 2006, Verma et
al., 2008).

A B
(A) o (B)
R1 O
R, OoH /
HO OH
R2
Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R,=R,=H; acide p-hydroxybenzoique R;=R,=H; acide p-coumarique
R,=H; R,=0H; acide proto-catéchuique R,=H; R,=0H; acide caféique
R,=H; R,=0CH,; acide vanillique R,=H; R,=0CH,; acide férulique
R,= R,= OCHj;; acide syringique R;= R,= OCH;; acide sinapique

Figure 11. Structure chimique des acides phénoliques
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Tableau 5. Teneurs des principaux acides phénoliques dans le son de blé¢ (mg / g de matiere

seche)
Composé phénolique Teneur dans le son de Références
blé (mg/g de matiére
seche)
Acide férulique 0.1-14.6 (Barron et al., 2007) ;(Antoine et al.,

2004) ; (Brouns et al, 2012)
;(Fernandez-Orozco et al., 2010) ;
(Zhou et al, 2004) ;(Li et al.,
2008) ;(Verma et al., 2009) ;(Liu et al.,
2016) ;(Zhao and Moghadasian, 2008,
Liyana-Pathirana and Shahidi, 2006)
Acide p-coumarique 0.004-0.16 (Barron et al., 2007) ;(Antoine et al.,
2004) ;(Brouns et al., 2012)
;(Fernandez-Orozco et al., 2010) ;(Zhou
et al., 2004, Verma et al., 2009) ;(Liu et

al., 2016)

Acide sinapique 0.12-0.28 (Barron et al., 2007) ;(Antoine et al.,
2004) ;(Brouns et al., 2012)
;(Fernandez-Orozco et al.,
2010) ;(Verma et al., 2009)

Acide vanillique 0.02-0.18 (Brouns et al.,, 2012) ;(Fernandez-

Orozco et al, 2010) ;(Zhou et al.,
2004) ; (Verma et al., 2009) ;(Liu et al.,
2016) ;(Arranz and Calixto, 2010)
Acide syringique 0.03-0.09 (Brouns et al, 2012) ;(Fernandez-
Orozco etal., 2010) ;(Zhou et al., 2004);
(Verma et al., 2009) ;(Liu et al., 2016)

Acide 0.01-0.03 (Brouns et al., 2012); (Zhou et al.,

parahydroxybenzoique 2004); (Verma et al., 2009); (Liu et al.,
2016)

Acide caféique 0.04-4.32 (Arranz and Calixto, 2010)(Stuper-

Szablewska and Perkowski, 2019)

Dans les couches extérieures du son de blé, les acides phénoliques se trouvent sous
différentes formes (Liyana-Pathirana and Shahidi, 2007, Gao et al., 2017, Shamloo, 2017).
Ils sont :
e libres solubles : ils représentent 0.5-1% (Li et al., 2008), et sont facilement extractibles

en solutions alcoolique ou hydro-alcoolique.
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e Liés insolubles : ils représentent environ 77% des acides phénoliques totaux (Li et al.,
2008), et ne sont pas extractibles en solution alcoolique nécessitant une hydrolyse acide
ou alcaline afin de les libérer. Ils sont sous forme de monomeéres ou d’oligomeres et sont
liés aux polysaccharides des parois cellulaires par des liaisons esters et peuvent

¢galement étre associés a la lignine par des liaisons éthers (Figure 12).

OH
- p-Commaric acid
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Figure 12. Schéma des complexes lignine-acides phénolique-glucide dans les parois

cellulaires de son de blé (Li et al., 2020)
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4.1.

L’acide férulique (AF)

L’acide férulique (4-hydroxy-3-méthoxycinnamique) (AF) (Figure 13), de formule

brute CioH1004, est un composé phénolique appartenant a la famille des acides hydroxy-

cinnamiques. Il est assez répandu dans les parois cellulaires de plantes comme les fruits, les

légumes et les sons de céréales. Il se présente sous la forme isomere cis (liquide huileux jaune)

ou trans (poudre cristalline blanche), avec une prédominance de la forme #rans dans les céréales

(Zhao and Moghadasian, 2008) (Tableau 6).

HO

O
OH

Figure 13. La structure chimique de I'AF

Tableau 6. Teneurs en AF dans les sons de céréales

Céréale

Mais
Blé

Orge
Seigle

Riz

Avoine

Teneur en ’AF dans le son
(mg/g de matiere seche)

26.10 - 33

1.39 - 14.56

4.14
2.8

0.87-1.9

0.33

Références

(Zhao and Moghadasian, 2008, Boz, 2015)
(Zhao and Moghadasian, 2008, Liyana-
Pathirana and Shahidi, 2006, Stuper-
Szablewska and Perkowski, 2019, Sharma et
al., 2020)

(Boz, 2015)

(Zhao and Moghadasian, 2008, Mattila et al.,
2005b, Stuper-Szablewska and Perkowski,
2019)

(Tuncel and Yilmaz, 2011, Sharma et al.,
2020)

(Zhao and Moghadasian, 2008, Mattila et al.,
2005b, Stuper-Szablewska and Perkowski,
2019)
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4.1.1. L’AF dans le bl¢é

L’AF est parmi les métabolites secondaires essentiels pour la croissance et la
reproduction de la plante. La biosynthése de ce composé est régulée par ’activité d’enzymes
comme PAL (Phénylalanine ammonia-lyase) et CHS (chalcone synthase) codés par des génes
tel que C4H (cinnamate 4-hydroxylase), C3H (p-coumarate 3-hydroxylase) et COMT?2 (caffeic
acid O-methyltransferase) (Ma et al., 2014, Sharma et al., 2019, Chen et al., 2019).

La synthese de I’AF (et des autres composés phénoliques) est une réponse au stresse
causé par des facteurs environnementaux ou 1’attaque des pathogenes (Abdel-Aal et al., 2001,

Kefeli et al., 2003, Kaur and Zhawar, 2015, Siranidou et al., 2002).

Les propriétés antioxydantes de ces composés permettent le piégeage des radicaux libres
et entrainent la réduction de la peroxydation des membranes cellulaires, protégeant ainsi les

cellules végétales des effets néfastes du stress (Sharma et al., 2019).

La teneur en composés phénoliques, dont I’AF, dans le blé dépend du génotype, de la
variété, de ’année de culture, de I’espéce et du terroir (Abdel-Aal et al., 2001, Beta et al., 2005,
Mpofu et al., 2006, Li et al., 2008, Fernandez-Orozco et al., 2010, Menga et al., 2010, Shewry
et al., 2010, Laddomada et al., 2017). L’effet du terroir est souvent associé aux conditions
environnementales et climatiques comme la température et les rayonnements solaires quotidien
(Yu et al., 2004, Zhou and Yu, 2004). Il a ét¢ montré que les teneurs en acides férulique, p-
coumarique et caféique dans les especes de blé petit-épeautre et amidonnier étaient plus élevées

pendant les années de culture seches et trés chaudes (Baranski et al., 2020).

Des différences ont été notés entre variété de blé ancien /moderne. Certaines études
récentes ont montré que les variétés de blé anciennes contenaient environ deux fois plus d’acide
phénolique dont I’AF que les variétés de blé modernes (Di Loreto et al., 2018, Gotti et al., 2018,
Baranski et al., 2020, Truzzi et al., 2020).

L’influence de I’espéce sur la teneur en AF est assez mitigée. Certaines études montrent
que le blé tendre est plus riche que le blé dur (Spaggiari et al., 2020) , tandis que d’autres
montrent le contraire (Abdel-Aal and Rabalski, 2008, Calzuola et al., 2013, Wang et al., 2020).
D’autres travaux ne trouvent aucune différence entre les deux especes (Li et al., 2008, Shewry

and Hey, 2015).
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Le type de culture aussi (biologique / conventionnelle) influence significativement la
teneur en AF dans le blé. Des études ont démontré que les variétés cultivées en agriculture
biologique, a faibles intrants chimique, ont des teneurs plus élevées en acides phénoliques
(Vaher et al., 2010, Zuchowski et al., 2011, Rempelos et al., 2020, Wang et al., 2020). Tandis
que d’autres n’ont pas constaté une différence entre les deux type de culture sur la teneur en
composé phénolique, en expliquant que cette teneur est plutot influencée par les facteurs

climatiques (Stracke et al., 2009).

Le grain de blé entier contient environ 0,8 & 2 g d’AF / kg de maticre seche, ce qui
correspond a 90% des polyphénols totaux dans le blé (Boz, 2015). L’AF se localise
principalement dans la couche d'aleurone. Sa forme libre soluble représente 0.5 a 1% de I’AF
total (monomeére, dimere, oligomere ou polymeres). Sa forme liée (majoritairement aux
arabinoxylanes et a la lignine) représente environ 98.5% de I’ AF total (Zhao and Moghadasian,

2008, Brouns et al., 2012, Pazo-Cepeda et al., 2019).

L’ AF bénéficie d’une attention de plus en plus croissante, grace a :

1- Ses effets positifs sur la santé humaine conférés par ses propriétés anti-
microbiennes, anti-oxydantes et anti-inflammatoires (Ou and Kwok, 2004, Shahidi
and Chandrasekara, 2010, Paiva et al., 2013, Batista, 2014, Dedek et al., 2019, Beta
et al., 2020, Ou et al., 2007).

2- Sa capacité, une fois libre, a se transformer en composés aromatiques possédant des

propriétés organoleptiques intéressantes.

4.1.2. Propriétés et effet sur la santé

Différents effets bénéfiques sur la sant¢ humaine ont été attribués a I’AF (certains

exemples dans la (Figure 14).
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4.1.2.1. Effet antioxydant

Le potentiel antioxydant de I'AF est supérieur a celui d’autres acides tel que les acides
vanillique, coumarique, gallique et cinnamique (Kanski et al., 2002, Kikuzaki et al., 2002).
Cette activité antioxydante contribue a I’amélioration de la défense cellulaire et aide a prévenir
les dommages liés a I'oxydation des composants cellulaires. En plus, elle neutralise les radicaux
libres formés et inhibe la peroxydation lipidique dans le tissu adipeux brun chez les personnes

diabétiques (Ohnishi et al., 2004)

4.1.2.2.  Effet antimicrobien

L’AF est un agent inhibiteur de nombreux pathogénes tel que Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter koseri, Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori et Shigella sonnei Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
oxysporum, Alternia sp., Botrytis cinerea et Penicillium (Lo and Chung, 1999, Tsou et al.,
2000, Ou and Kwok, 2004). La présence d’AF entraine des changements irréversibles des
propriétés des membranes des microorganismes telle que la diminution des charges négatives
de surface et ’occurrence de ruptures locales dans les membranes cellulaires, induisant la fuite

des constituants intracellulaires essentiels (Borges et al., 2013, Batista, 2014).

4.1.2.3.  Effet anti-inflammatoire

L'AF est le composant actif du rhizome des espéces de Cimicifuga, une plante
fréquemment utilis¢ comme médicament anti-inflammatoire dans la pharmacopée japonaise.
Son effet est associé a la réduction des protéines médiatrices de 1I’inflammation (interleukine-
8) en réponse a des infections par le virus de la grippe in vitro et in vivo (Hirabayashi et al.,
1995). Ce composé a aussi montré un effet sur la diminution de la production de la protéine
inflammatoire des macrophages de type 2 en réponse a une infection par le virus respiratoire

syncytial (RSV) (Sakai et al., 1999).
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Figure 14. Un résumé des avantages de la consommation des acides phénolique dont I’AF sur

la santé (Daniel et al., 2013).

4.2.  Procédés de libération et d’extraction de I’AF de la matiere végétale

Comme mentionné précédemment, les fractions libres solubles de I’ AF sont facilement
extractibles en milieux alcoolique ou hydro-alcoolique (exemples 80% (v / v) d'éthanol aqueux,
ou 80% (v / v) de méthanol aqueux). Cependant, la libération des formes liées, les plus
abondantes, passe par des procédés d’hydrolyse chimique et biotechnologique (Buranov and

Mazza, 2009, Beta et al., 2020).

4.2.1. Hydrolyse chimique

L'hydrolyse alcaline ou acide est le procédé le plus utilisé pour la libération de I’AF
dans les parois cellulaires. L hydrolyse alcaline s’avere plus efficace pour libérer I’AF que
I’hydrolyse acide (0.6 mg/ g de son de blé avec I’hydrolyse acide et 2.19 mg / g avec I’hydrolyse
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alcaline) (Arranz and Calixto, 2010). Cependant, les composés corrosifs utilisés et les effluents
qui en découlent présentent un danger pour I’environnement. De plus, I’hydrolyse chimique
n’est pas sélective (d’autre composé€s comme les cires ou les oligomeres de cellulose peuvent
se trouver dans le milieu), ce qui rend difficile la purification de I’AF a partir des extraits bruts
(Stavova et al., 2017, Gopalan and Nampoothiri, 2018). D’autres méthodes plus respectueuse
de I’environnement ont été testées (Benito-Roman et al., 2015, Huerta and Saldana, 2018). A
titre d’exemple, I’extraction de I’AF avec I'éthanol aqueux sous pression (rendement de 2.6 mg
/ g de son de blé) (Pazo-Cepeda et al., 2019), I’explosion a la vapeur a 2.5 mégapascal pendant
30 seconde (rendement de 0.1mg/g d’AF libre soluble) (Chen et al., 2016), le traitement
thermique (10 min, 80 ° C) couplé a une extraction assistée par ultrasons (augmentation de I’AF
libre du son de blé a 39.18 %) (Calinoiu and Vodnar, 2020) et I'utilisation d’un mélange de
solvants composé de glycérol / acide citrique / glycine combiné a un traitement thermique
pendant 24 h, & 90°C avec un prétraitement par ultrasons (rendement de 0.28 mg / g de son de

blé) (Cherif et al., 2020).

4.2.2. Hydrolyse biotechnologique

e Utilisation d’enzymes purifiées

L’utilisation des enzymes est considérée comme une alternative écologique par rapport
aux hydrolyses acide ou alcaline. La dégradation des matériaux lignocellulosiques et la
libération de I’AF nécessite une action combinée et synergique de plusieurs enzymes avec des
activités différentes. Ces enzymes sont regroupées en trois catégories: la cellulase,
I'hémicellulase et les enzymes de dégradation de la lignine. Ce dernier groupe comprend des
enzymes telles que 1'a-L arabinofuranosidase, 1'a-glucuronidase, les acétylxylane estérases et

I’AF estérase ou féruloyl estérase.

Les féruloyl estérases et les glycosyl hydrolases ont été utilisées avec succes pour libérer
presque tout I'AF du son de blé. Tandis qu’un traitement a la B-glucanase n’a pu convertir que
50 % de I'AF en forme soluble bio-accessible (Coda et al., 2015). Aussi, la combinaison de
xylanase et de feruloyl estérase a libéré jusqu'a 86 % de I'AF total 1i¢ (Rosa et al., 2013).La
féruloyl estérase (EC 3.1.1.73) joue un role clé dans I'hydrolyse des groupements esters féruylés

impliqués dans le réseau entre les hémicelluloses et les xylenes et la lignine (Fazary and Ju,
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2013). Toutefois, les procédés enzymatiques sont longs et couteux a cause des prix élevées
des enzymes et les difficultés liées a leur récupération, ce qui limite leur emploi a I'échelle
industrielle, surtout que le rendement d'hydrolyse diminue considérablement avec les enzymes
commerciales par rapport aux enzymes purifiées en laboratoire (Fazary and JU, 2007,
Barberousse et al., 2009). Néanmoins, plusieurs cocktails enzymatiques industriels contenant
le féruloyl estérase mais ayant I’hémicellulase ou la cellulase comme enzymes principales, sont
utilisés tels que Depol 740 L et Pectinase PE (Biocatalysts Ltd, Pays de Galles, Royaume-Uni),
Pentopan Mono BG® et Novo® 188 (Novozymes, Bagsvaerd, Danemark) et Grindamyl ™ S100
(Danisco, Brabrand, Danemark). Dans ces coktails, I'activité féruloyl estérase est généralement
secondaire, sauf pour le Depol 740 L, dont l'activité est normalisée a 36 Ug / L (Giet et al.,

2010).

o Utilisation des microorganismes en fermentation

Lors de la fermentation, les enzymes présentes dans le milieu entrainent une dégradation
structurelle des parois cellulaires végétales qui se traduit par la rupture de liaisons esters ou
¢thers et libération des composés phénoliques simples. De nombreuses espéces de bactéries,

levures et champignons possédent cette activité enzymatique (Wang et al., 2014).

Des champignons filamenteux tels que Cordyceps militaris, Auricularia auricular,
Agrocybe chaxingu, Pleurotus ostreatus, Hericium erinaceus ont montré une capacité a libérer
I’AF du son de blé¢ grace a leur activité cellulase qui peut décomposer la cellulose et
I’hémicellulose. En conditions de fermentation, 1’espéce Hericium erinaceus sécréte, en plus
de la cellulase, la féruloyl estérase (appelé aussi I'AF estérase (FAE)), 'hydroxycinnamoyl
estérase, l'enzyme accessoire hémicellulase, l'ester de cinnamoyl hydrolase (cinnAE)), qui
pourraient cliver les liaisons ester avec lesquelles I'AF est li¢ aux polysaccharides dans les
céréales. Par conséquent, elle libére I’AF a des concentration plus élevées en comparaison aux

conditions non fermentaires (environ 44% de plus) (Xie et al., 2010).

Le genre Aspergillus est un groupe de champignons filamenteux avec un grand nombre
d'especes, fréquemment utilisées dans les fermentations industrielles en raison de leurs bonnes
capacités de fermentation et leurs large gamme d’enzymes capables de dégrader les parois
cellulaires, tel que les estérases d'acides phénoliques (de Vries and Visser, 2001, de Vries,

2003). A titre d’exemple, Aspergillus oryzae posséde une activité élevée en B-glucosidase, et

44



Aspergillus awamori a des activités élevées en a-amylase et feruloyl estérase. Aspergillus niger
est I’espece la plus efficace pour libérer les acides phénoliques liés grace a ses multiples
activités enzymatiques telle que la cellulase, xylanase, arabinofuranosidase et -xylosidase.
Cette espece libére plus d’AF que les deux autres citées, lors de la fermentation du son de blé,

avec une concentration d’environ 416ug/g (Yin et al., 2018).

La fermentation en présence de levures s’est également avérée efficace dans la libération
de ’AF. La fermentation avec la levure de boulanger S. cerevisiae augmente le taux d'acides
phénoliques libres, dont ’AF dans le son de blé, a plus de 500 % par rapport au son non
fermenté, aprés 20h de fermentation a 20°C (Katina et al., 2012). La combinaison de S.
cerevisiae commerciale avec les bactéries Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophiles lors de la fermentation du son de blé a conduit a une augmentation de la teneur
en composés phénoliques (3573,93 ug GAE (équivalent d’acide gallique) / g), par rapport a la
fermentation avec les bactéries seules (3111,32 pg GAE / g) (Zhao et al., 2017), bien que ces

dernieres soient également capables de libérer les composés phénoliques.

La fermentation des grains de blé avec les genres de bactéries Lactobacillaceae,
Enterococcus, et Pediococcus a conduit a la libération des composés phénoliques (Balli et al.,
2019) grace aux activités glucosidase, a-amylase, cellulase, xylanase et estérase, qui peuvent
hydrolyser les glucosides et décomposer les constituants de la paroi cellulaire végétale (Hur et
al., 2014). Certaines especes appartenant aux genres Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora et
Streptomyces sont capables de produire des cellulases pendant la fermentation permettant
I’hydrolyse des tissus lignocellulosiques (Sun and Cheng, 2002). Lactobacillus johnsonii a
permis la libération de 81.9 % et 49.9 % d’AF lors de la fermentation des grains entiers d’orge

et d’avoine respectivement (Hole et al., 2012).

La xylanase présente chez Streptomyces avermitilis a agit en synergie avec I’ AF estérase
pour libérer environ 41.2 % de I’AF lié lors de la fermentation du son de blé (Bartolomé et al.,

2003).

e Combinaison d’enzymes purifiées et de microorganismes

La combinaison d’enzymes purifiées et de microorganismes lors des fermentations, peut
augmenter la biodisponibilité de ’AF de 1,1 % a 5,5 % (Anson et al., 2009). Par exemple, un

mélange enzymatique contenant de la xylanase, de la B-glucanase, de 1’a-amylase, de la
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cellulase et de D’estérase d’AF en combinaison avec S. cerevisiae a été utilisé lors de la

fermentation du son de blé, ce qui a conduit a une amélioration de la bio-accessibilité des acides

phénoliques dont I’AF de 2 a 3 fois plus par rapport au son natif (Mateo Anson et al., 2011).

4.3. Métabolisme de I’AF

En conditions fermentaires,

en présence de champignons,

levures et bactéries,

différentes voies métaboliques de la dégradation de I’AF ont ét¢ identifiées. Ces voies donnent

lieu a divers métabolites comme la vanilline, I’acide vanillique, I’alcool vanillique, le 4-vinyl

guaiacol, I’acide dihydroférulique...

(Figure 15).
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Figure 15. Les voies possibles de dégradation de I’AF en métabolites intermédiaires via I’action

de différentes enzymes (Priefert et al., 2001, Furuya et al., 2015, Lin et al., 2015, Rodriguez et
al., 2009, Overhage et al., 1999, Santamaria et al., 2018, Graf and Altenbuchner, 2014).
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Quatre voies métaboliques principales de la dégradation fermentaire de I'AF ont été

décrites. Elle différent en fonction des microorganismes utilisés et les conditions de

fermentation. Les microorganismes décrits pour chaque voie métabolique sont présentés dans

le Tableau 7.

Tableau 7. Résumé des microorganismes capables de dégrader I’AF et les voies métaboliques

impliquées.

Voie

métabolique

Décarboxylation
([ ]
([ ]

Microorganisme

Bactéries

Bacillus pumilus

Bacillus coagulans

Bacillus subtilis
Lactiplantibacillus plantarum
Levilactobacillus brevis
Levilactobacillus hammesii
Pseudomonas flurescens
Streptomyces setonii

Levures

Brettanomyces anomalus
Debaryomyces hansenii

Saccharomyces cerevisiae

Champignons

[ ]
[ ]
[ ]
Réduction
[ ]
[ ]

Fusarium solani
Paecilomyces variotti

Sporotrichum thermophile

Bactéries

Burkholderia cepacia
Cornyebacterium glutamicum
Furfurilactobacillus rossiae
Lactiplantibacillus plantarum

Latilactobacillus curvatus

Limosilactobacillus fermentum

Pseudomonas fluorescens
Weissella cibaria
Weissella confusa

Wolinella succinogenes

Levures

Saccharomyces cerevisiae

Référence

(Huang et al., 1993b, Priefert et al., 2001, Mathew
etal., 2007, Max et al., 2012, Salgado et al., 2012,
Cao et al., 2010, Mukai et al., 2010, Nazareth and
Mavinkurve, 1986, Karmakar et al.,, 2000,
Mathew and Abraham, 2006, Gaur et al., 2020,
Adeboye et al., 2017, Adeboye et al., 2015,
Degrassi et al., 1995, Edlin et al., 1995, Topakas
et al., 2003)

(Priefert et al., 2001, Rosazza et al., 1995, Gaur et
al., 2020, Huang et al., 1993b, Adeboye et al.,

2015, Santamaria et al., 2018, Filannino et al.,
2014a)
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B-oxydation Bactéries

Levure

Bacillus subtilis
Corynebacterium glutamicum
Delftia acidovorans
Escherichia coli
Pseudomonas mira
Rhodococcus

Streptomyces setonii

Rhodotorula rubra

Champignons

Aspergillus sp.
Fusarium solani
Polyporus versicolor

Pycnoporus cinnabarinus

Activation par la  Bactérie

coenzyme A o
L]
L]
L]
L]
L]

Levure

Amycolatopsis sp. HR167
Pseudomonas sp. HR199
Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens BF13

Rhodococcus opacus PD630

Streptomyces sannanensis

Rhodotorula rubra

4.3.1. La décarboxylation non oxydative

(Toms and Wood, 1970, Priefert et al., 2001,
Batista, 2014, Samejima et al., 1987, Jurkova and
Wurst, 1993, Gurujeyalakshmi and Mahadevan,
1987, Labuda et al., 1992, Plaggenborg et al.,
2006, Krings et al., 2001, Otuk, 1985, Sutherland
et al., 1983, Huang et al., 1993a).

(Zenk et al., 1980, Huang et al., 1993a, Gasson et
al., 1998, Priefert et al., 2001, Overhage et al.,
1999, Calisti et al., 2008, Ghosh et al., 2007,
Achterholt et al., 2000)

Cette voie consiste en la transformation de I’AF en 2-méthoxy-4-vinylphénol (4-

vinylguaiacol, 4-VG), via l’action d’une décarboxylase, aprés une étape d’isomérisation

enzymatique initiale de I’ AF en un intermédiaire quinoide (Figure 16) (Huang et al., 1993b).

La décarboxylase de I’AF est produite par différents microorganismes (Mathew and

Abraham, 2006, Priefert et al., 2001). Elle a été identifiée chez des bactéries telles que

Pseudomonas flurescens (Huang et al., 1993b), Bacillus pumilus (Degrassi et al., 1995),

Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Levilactobacillus hammesii (Gaur et

al., 2020), Bacillus subtilis (Cao et al., 2010), Bacillus coagulans (Karmakar et al., 2000),

Streptomyces setonii (Max et al., 2012, Salgado et al., 2012), ainsi que chez certaines levures
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comme Saccharomyces cerevisiae (Huang et al., 1993b, Mukai et al., 2010, Adeboye et al.,
2017, Adeboye et al., 2015), Brettanomyces anomalus (Edlin et al., 1995), Debaryomyces
hansenii (Mathew et al., 2007) et champignons (Fusarium solani, Paecilomyces variotti,
Sporotrichum thermophile ) (Nazareth and Mavinkurve, 1986, Rahouti et al., 1989, Topakas et
al., 2003).

Chez les bactéries, les génes responsables de la décarboxylation des acides phénoliques
et plus spécifiquement de I’AF sont PAD ou PDC. Chez les levures, c’est les génes PADI et
FDCI quiy sont impliqués (Barthelmebs et al., 2000, Cao et al., 2010, Mukai et al., 2010). Le
4-V@G ainsi produit peut ensuite étre transformé en d’autres composés. Chez Fusarium solani,
Bacillus coagulans et Paecilomyces variotti, le 4-VG formé est converti en vanilline, qui est
soit oxydée en acide vanillique, soit réduite en alcool vanillique (Nazareth and Mavinkurve,
1986, Karmakar et al., 2000, Mathew and Abraham, 2006). La conversion du 4-VG en vanilline
exige une coenzyme-indépendant carboxylase (FDC) / oxygénase (Cso?2) (Furuya et al., 2015).

COOH COOH AN CHO
X
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Figure 16. Transformation de I'acide férulique (AF) par la voie de décarboxylase non

oxydative (QI : intermédiaire quinoide ; 4-VG : 4-vinylguaiacol) (Batista, 2014)

4.3.2. Laréduction de I’AF

Cette voie consiste en la réduction de la chaine latérale de I'AF, conduisant a la
formation de 1'acide 4-hydroxy-3-méthoxyphénylpropionique (acide dihydroférulique, DHFA),
qui a son tour peut &tre métabolisé en d’autres dérivés phénoliques. Cette réaction est typique

de la dégradation microbienne anaérobique de I'AF, qui passe dans un premier temps par la
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formation d’un intermédiaire quinoide qui subit une hydrogénation par la suite (Figure 17)

(Rosazza et al., 1995, Batista, 2014).

Cette transformation est observée chez des bactéries telles que Burkholderia cepacia,
Cornyebacterium glutamicum, Furfurilactobacillus rossiae, Lactiplantibacillus plantarum,
Latilactobacillus curvatus, Limosilactobacillus fermentum, Weissella cibaria, Weissella
confusa (Filannino et al., 2014a, Santamaria et al., 2018, Gaur et al., 2020), Wolinella
succinogenes (Ohmiya et al., 1986), Pseudomonas fluorescens (Priefert et al., 2001), et la
levure Saccharomyces cerevisiae (Huang et al., 1993b, Adeboye et al., 2015), principalement
dans des conditions d’anaérobie (Huang et al., 1993b, Priefert et al., 2001). Cependant, elle a
¢galement été observée en conditions d’aérobie avec Pseudomonas fluorescens (Priefert et al.,

2001).

Le DHFA formé peut-étre métabolis¢é en acides homovanillique, p-
carboxyméthylphénol, vanillique et proto-catéchuique chez les bactéries Wolinella

succinogenes et Pseudomonas fluorescens (Ohmiya et al., 1986, Andreoni and Bestetti, 1988).

Un autre mécanisme de dégradation réductrice de ’AF a été décrit chez certains
champignons comme Trametes sp., Sporotrichum pulverulentum et Pycnoporus cinnabarinus.
Il conduit a la formation de l'alcool coniférylique, qui est ensuite dégradé en acide vanillique,
alcool vanillylique et en méthoxyhydroquinone. Il est important de noter que chez les
microorganismes qui ont aussi I’activité décarboxylase de 1'AF, la voie réductrice peut étre
supprimée par la présence d'accepteurs d’électrons tels que le nitrate, le fumarate ou 'oxygene

(Nishida and Fukuzumi, 1978, Gupta et al., 1981, Falconnier et al., 1994).
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Figure 17. Réduction microbienne de l'acide férulique (FA) (QI : intermédiaire quinoide ;

(DHFA) acide dihydroférulique. CA : alcool coniférylique (CA) (Batista, 2014).

4.3.3. Désacétylation indépendante ou dépendante de la coenzyme A

Chez certains microorganismes, la desacétylation de I’AF qui conduit a la formation de

la vanilline passe par deux voies :

B-oxydation :c’est une voie alternative de dégradation qui implique I’hydratation de la
double liaison latérale de I’AF et I’élimination d’un groupement acétate conduisant a
I’acide 4-hydroxy-3-méthoxyphényl-B-hydroxypropionique. Ce dernier est transformé
en vanilline par I’aldolase (Figure 18.A). Ce mécanisme a été observé chez les bactéries
Delftia acidovorans (Toms and Wood, 1970), Pseudomonas mira (Jurkova and Wurst,
1993), Bacillus subtilis (Gurujeyalakshmi and Mahadevan, 1987), Corynebacterium
glutamicum Escherichia coli (Otuk, 1985), Streptomyces setonii (Sutherland et al.,
1983), Rhodococcus (Plaggenborg et al., 2000), chez la levure Rhodotorula rubra
(Huang et al., 1993a), et chez les champignons Aspergillus sp., Fusarium solani,

Polyporus versicolor, Pycnoporus cinnabarinus (Toms and Wood, 1970, Priefert et al.,

2001, Batista, 2014, Krings et al., 2001).
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Activation par la coenzyme A : I’AF est premiérement transformé en son thioester
correspondant (le feroyl-SCoA) par I’action de 1’enzyme feruloylCoA synthetase (fcs),
est

qui hydraté

(4H3MPHPA-SCoA). Le clivage non oxydant de la chaine latérale donne lieu a la

en 4-hydroxy-3-méthoxyphényl-B-hydroxypropionyl-SCoA
vanilline et 1'acétyl-SCoA (Figure 18.B). Ces réactions d’hydratation et de clivage sont
catalysées par deux enzymes désignées respectivement par énoyl-SCoA hydratase et
aldolase (ech) (Graf and Altenbuchner, 2014, Overhage et al., 1999). Un tel mécanisme
a été identifié chez les bactérie Pseudomonas putida (Zenk et al., 1980), Pseudomonas
sp. HR199 (Overhage et al., 1999), Pseudomonas fluorescens (Gasson et al., 1998),
Pseudomonas fluorescens BF13 (Calisti et al., 2008), Amycolatopsis sp. HR167
(Achterholt et al., 2000), Rhodococcus opacus PD630, Streptomyces sannanensis
MTCC 6637 (Ghosh et al., 2007), et chez la levure Rhodotorula rubra (Huang et al.,

1993a).
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Figure 18. Conversion de 1'acide férulique (FA) par les voies de désacétylation indépendante
de la coenzyme-A (A) et de la désacétylation dépendante de la coenzyme-A (B). (4H3MPHPA :
4-hydroxy-3-méthoxyphényl-B-hydroxypropionique ;4H3MPHPA-SCoA :4-hydroxy-3-

méthoxyphényl-B-hydroxypropionyl-SCoA) (Batista, 2014).




Certains microorganismes adoptent plusieurs voies pour la bioconversion de I'AF
(Tableau 7). Par exemple, la bactérie L. plantarum et la levure S. cerevisiae possedent a la fois
les activités décarboxylase et réductase. Les bactéries B. subtilis et S. setonii et le champignon
F. solani peuvent dégrader I’ AF par décarboxylation et f-oxydation. Quant a la levure R. rubra,
elle dégrade I’AF par B-oxydation et par la déacetylation dépendante de la coenzyme A. La
bactérie Pseudomonas fluorescens métabolise I'AF a la fois via la décarboxylation, la réduction

et la déacetylation dépendante de la coenzyme A (Gallage and Moller, 2015).

La conversion des acides phénolique par les microorganismes est un processus de
détoxification. Les concentrations élevées en AF et en vanilline sont toxiques pour de nombreux
micro-organismes, comme Escherichia coli et S. cerevisiae (Klinke et al., 2004). Cette toxicité
se manifeste généralement par 1'inhibition de la croissance microbienne ou la destruction des
membranes cellulaires (la lyse cellulaire). De plus, il a été montré que pour S. cerevisiae, la
présence de la vanilline peut perturber l'intégrit¢ des membranes biologiques provoquant un
déséquilibre des ions intra et extracellulaires (Fitzgerald et al., 2004); elle affecte la fonction de
la grande sous-unité ribosomale et réprime la traduction de I’ARN (Iwaki et al., 2013, Ishida et
al., 2016); et enfin induit un stress oxydatif et une fragmentation mitochondriale (Nguyen et al.,
2014). Pour cette raison, la majorité des microorganismes dégradent I’AF et oxydent la
vanilline en composés moins toxiques (Priefert et al., 2001, Ou and Kwok, 2004). Chez les
bactéries Pseudomonas sp.HR199 et Amycolatopsis sp. ATCC 39116, la vanilline
déshydrogénase (VDH) est capable de convertir la vanilline en acide vanillique. Ce dernier est
ensuite catabolisé en acide protocatéchique par déméthylation (Priefert et al., 1997, Fleige et

al., 2013).

4.4. Les métabolites fermentaires essentiels de I’AF et leurs propriétés

Certains métabolites produits par la dégradation de I’AF possedent des propriétés

nutritionnelles et organoleptiques intéressantes.

e La vanilline (3-méthoxy-4-hydroxy-benzaldéhyde)

C’est I’aldéhyde responsable de I’arome de vanille (Walton et al., 2003, Banerjee and
Chattopadhyay, 2019). La vanilline est largement utilisée dans les industries alimentaires

comme agent aromatisant dans divers produits tels que les crémes glacées, les giteaux et les
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boissons (Chattopadhyay et al., 2018), et dans la production d'autres agents aromatisants, tels
que le Zingibéréne (le principal agent aromatisant au gingembre) et I'huile de jasmin (Hocking,
1997, Converti et al., 2010). Elle est aussi utilisée comme conservateur alimentaire grace a ses
propriétés antimicrobienne et antioxydante (Tai et al., 2011, Yépez et al., 2016). Grace a ces
meémes propriétés, elle est également employée en industrie pharmaceutique dans la production
de certains médicaments, tels que la dopamine, la L-dopa et I'aldomet (Lim et al., 2004, Ali et

al., 2012, Cava-Roda et al., 2012, Kumar et al., 2012, Niazi et al., 2014).

e Le 4-vinylguaiacol (4-VG, 2-méthoxy-4-vinylphénol)

Il est 25 a 30 fois plus colteux que I'AF. C’est un agent aromatisant précieux dans
l'industrie alimentaire caractérisé par un ardme épicé de clou de girofle. Il est responsable de
l'ardme naturel du sarrasin (Janes et al., 2009). Il est utilisé pour aromatiser les vins de bl¢ Belge
et les bieres Allemandes « Rauch » ainsi que la sauce de soja (Prost et al., 2012). Le 4-VG
posséde aussi des propriétés antioxydantes plus importantes que certains autres dérivés
phénoliques (4-vinylphenol, 4-vinylsyringol and 4 vinylcatechol) (Terpinc et al., 2011), ce qui
le rend bénéfique pour la conservation des aliments, comme les huiles végétales (Tanska et al.,

2018).

e [’acide dihydroférulique (DHFA, acide 4-hydroxy-3-méthoxyphénylpropionique)

Le DHFA est un produit reconnu pour ses propriétés bénéfiques pour la santé humaine.
Différentes études ont montré qu’il est associé aux activités anti-inflammatoires intestinales,
antioxydantes et neuroprotectrices (Larrosa et al., 2009, Verzelloni et al., 2011). Il est un
meilleur piégeur de radicaux libres que son précurseur, I’AF (Ami¢ et al., 2018), contribuant

ainsi a protéger contre le stress oxydatif (Verzelloni et al., 2011).

Une étude récente a montré que ’effet de I’AF contre la prise de poids et la stéatose
hépatique (induite par le régime riche en graisses), ainsi que ’amélioration de la sensibilité a
l'insuline, est plutdt attribué au DHFA, produit de dégradation de I’AF dans le microbiote
intestinal. (Ohue-Kitano et al., 2019).
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e L'acide vanillique (acide 4-hydroxy-3-méthoxy benzoique)

L'acide vanillique est homologué¢ comme additif alimentaire (Comité d'experts FAO /
OMS sur les additifs alimentaires, JECFA n °© 959) et est largement employé grace a son
agréable odeur crémeuse. L'acide vanillique posséde des activités antioxydante (Zhang et al.,

2009) et anti-inflammatoire (Chiang et al., 2003, Itoh et al., 2009).

5. Le devenir de I’AF en présence de levain (microorganismes du levain)

Certains microorganismes présents dans le levain (levures et bactéries lactiques) ont la
capacité de dégrader la paroi cellulaire du son de blé et de libérer I'AF. Ils ont également la
possibilité de le transformer en d'autres métabolites, comme ceux décrits dans le paragraphe

4.4.

Manini et al., 2014, ont montré que, les especes de LAB Leuconostoc mesenteroides,
Levilactobacillus brevis, Latilactobacillus curvatus, Latilactobacillus sakei,
Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus et Pichia fermentans, qui dominent
I'écosysteme du levain, étaient capables de générer de I’AF libre dans le blé, probablement a
cause de la dégradation du xylane li¢ a ’AF (Manini et al., 2014). Certains lactobacilles de
levain libérent 1'AF li¢ grace a I’activité de I’acide férulique estérase (féruloyl estérase) (De
Vuyst et al., 2017) comme L. plantarum (Esteban-Torres et al., 2013) et L. fermentum (Xu et
al., 2017).

Certaines LAB telles que L. curvatus, L. plantarum, L. rossiae, Weissella cibaria et W.
confusa (Filannino et al., 2014a) métabolisent I’AF via les activités réductases et/ou
décarboxylases. L’AF est décarboxylé en 4-VG, et réduit par hydrogénation de la double
liaison en DHFA par des mécanismes spécifiques a la souche (Van Beek and Priest, 2000,

Rodriguez et al., 2009).

Chez les levures du levain, S. cerevisiae peut libérer I’AF grace a la présence de
I’activité acide férulique estérase (Coghe et al., 2004). Cette espece convertie ensuite I’AF
généralement par décarboxylation en 4-VG (Clausen et al., 1994, Mukai et al., 2010), et

rarement par réduction en DHFA. Le DHFA peut étre produit comme composé intermédiaire
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lors de fermentation avant sa transformation en 4-VG (Larsson et al., 2001, Huang et al., 1993b,

Adeboye et al., 2015).

La fermentation en co-culture peut conduire a des activités synergiques. Par exemple,
la fermentation en présence de L. plantarum et de L. hammesii a permis de libérer I’ AF (grace
a I’action de L. hammesii) et de le métaboliser en DHFA et en métabolites volatiles (grace au

concours de L. plantarum) (Ripari et al., 2019).
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Chapitre II. Présentation générale des
Matériels et Méthodes mis en en ceuvre

pendant la these
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1. Généralités

1.1. Réactifs

Le Wheat peptone (protéine de bl¢), Phosphate de monopotassium (KH>POs),
Hydrogénophosphate de potassium (KoHPO4), Sulfate de manganese (II) tétrahydraté
(MnSO4-4H>0), solution TWEEN®80, Chlorure de sodium (NaCl), Chlorure de potassium
(KCI), Hydrogénophosphate de sodium (NaxHPOs), glucose, maltose, cobalamine, acide
folique, acide nicotinique, acide pantothénique, phosphate de pyridoxal, thiamine, acide

férulique et 1'acide dihydroférulique ont été achetés aupres de Sigma-Aldrich.

Le chlorure d'ammonium (NH4Cl), le sulfate de magnésium heptahydraté (MgS04.7H>0)
ont été achetés aupres de Fluka™. La tryptone a été obtenue aupres de Becton Dickinson and
Company. L'extrait de viande et l'extrait de levure provenaient de BIOKAR Diagnostics.
L'acétate de sodium (C>H3NaO»), le méthanol (CH3OH), 1'éthanol (C>HsOH), 1'acétonitrile
(CH3CN), l'acide formique (HCOOH)) ont été achetés auprés de VWR Chemicals. Le 4-

vinylguaiacol a été synthétisé au laboratoire selon (Zago et al., 2016).

1.2. Outils et méthodes d’analyses

e Analyse par UPLC

L’identification et la quantification de I’Af et de ses métabolites ont été réalisées en
utilisant un chromatographe en phase liquide Ultra Performance (Ultra Performance Liquid
Chromatography, UPLC) Aquity (Waters, Milford, MA) doté d’un détecteur UV-visible a
barrettes de diodes dont la longueur d’onde est fixée a 280 nm, ou 320 nm (en fonction des
composés a analyser). Les échantillons (2 pL) sont injectés par un injecteur automatique,
directement sur une colonne C18 HSS T3 (100 x 2.1 mm, 1.8um de taille des particules), a
38°C, avec un débit constant de 0.55 mL / min. La phase mobile est composée d’un mélange
de solvants A (99 % H20 et 0.1 % HCOOH v / v) et B (100 % CH3CN). Le gradient d’¢lution
est le suivant : to-4min, 99 % a 70 % de A ; 4-7 min, 70 % a 20 % de A ; 7-8 min, 20 % de A ;
8-9 min, 20 % a 99 % de A. Le chromatographe a ét¢ découplé du spectrometre de masse et

I’identification des composées a été effectué a 1’aide des standards commerciaux.
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e Analyse des paramétres fermentaires par PlateButler® Robotic

L’analyse des parameétres de fermentation ont été effectué a I’aide de systéme robotique
automatisé « PlateButler™ Robotic System by Lab services » décrit par (Bloem et al., 2018)
(Figure 19) . La plateforme robotique est située dans une piéce a température contrdlée, dans
notre cas, elle était réglée a 24 ° C. Les fermenteurs (tubes contenant le mélange fermentaire)
sont placés sur des plaques d'agitation magnétiques (300 tours / min). Un bras robotisé déplace
les fermenteurs successivement de leur emplacement sur les plaques vers une balance de
précision a gauche de la table de travail, pour mesurer le poids, correspondant a la perte en CO»,
toutes les 50min. Ces informations sont transmises au logiciel informatique ALFIS (Alcoholic
Fermentation Information System). Les cinétiques de fermentation résultant de la libération du
COz au cours du temps aident a estimer les parametres relatifs a la libération maximale de CO»
(g / L), le temps de latence de fermentation (h) (temps entre 1'inoculation et le début de la
fermentation calculé a 1 g de CO; produit), le taux de production maximal de CO, Vmax (g /L

/ h) et le temps requis pour atteindre le taux de production maximal de CO; tVmax (h).

Figure 19. Photo du systéme robotique PlateButler® de "TUMR SPO
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e Analyse de la croissance microbienne par cytométrie en flux

Afin d’analyser la concentration, la croissance et la viabilité des cellules microbiennes
avant et aprés fermentation, le cytométre en flux C6 (Accuri™, BD Biosciences), controlé par
le logiciel « BD Accuri C6 » a été utilisé. Cet appareil permet 1’analyse cellule par cellule sur
des parameétres optiques a ’aide d’un flux de liquide. Les cellules doivent donc étre en
suspension dans un milieu liquide comme le PBS (tampon phosphate salin contenant : NaCl ;
137 mM, KCl; 2,7 mM ; Na,HPO4, 10 mM ; KHoPO4; 2 mM) a pH = 7,4). Lors de

’acquisition, 1’échantillon est aspiré par 1’aiguille de 1’appareil et passe dans un faisceau laser.

Pour calculer les volumes de pré-cultures nécessaires pour préparer 1 mL d'inoculums
pour les fermentations, les conditions d’acquisition sont les suivantes : vitesse d'analyse 14 uL.

/ min, le seuil de détection a été fixé a 40 000 FSC-H.

Pour les mesures de concentrations cellulaires a la fin de fermentation, I’acquisition a
été effectuée dans les conditions suivantes : vitesse d'analyse 20 pL / min, seuil de détection

fixé a 40 000 FSC-H.

2. Extraction et quantification de I’AF

2.1. Préparation des échantillons

2.1.1. Les échantillons de bl¢é biologique

Nous avons analysé deux lots de grains de blé issus de I’agriculture biologique qui ont
été gracieusement fournis par Dominique Desclaux (INRAe Domaine de Melgueil, Mauguio)

et Véronique Chable (INRAe Centre Bretagne-Normandie, UMR BAGAP, Le Rheu, France)

(Figure 20). Tous les échantillons ont été et stockés a -20 © C avant utilisation.
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Figure 20. Variétés, especes et terroirs de blé utilisés
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Le premier lot (Figure 20-2017) était composé de trois variétés de blé dur (LA1823,
Claudio et Bidil7) et de trois variétés de blé tendre (panifiable) (Chevalier, Piréneo, Rouge de
Bordeaux) cultivées a Mauguio en 2017. Mauguio est une petite ville située dans I'Hérault au
sud de la France (Figure 21). En 2017, la température moyenne en juillet et aott était de 30 °©
C, et la température minimale atteinte en janvier était de 0 © C. La pluviométrie moyenne

annuelle était de 321 mm (Météo France: http://www.meteofrance.fr/).

Le deuxieme lot (Figure 20-2015) ne contenait que des grains de blé tendre d'hiver. Ils
ont été obtenus a partir de trois variétés modernes (Chevalier, Renan, Piréneo) et de trois
variétés anciennes (locales) (Redon, Bladette de Provence, Saint Priestre le Vernois Rouge)
cultivées en France en 2015, sur quatre sites : le Rheu (LA) et Chavagne (GS) en Bretagne ; le
Pont de 1I’Arche (FM) et le Puits (LM) au Pays de la Loire. Ces deux régions situées dans le
nord-ouest de la France (Figure 21), sont des régions voisines caractérisées par un climat plutot
humide. En 2015, la pluviométrie moyenne était de pres de 647 mm en Bretagne, et 611 mm au
Pays de la Loire (Météo France :
http://www.linternaute.com/voyage/climat/comparaison/angers/rennes/2017/ville 49007/ville-

35238).

Les températures maximales enregistrées étaient comprises entre 25 © C et 27 ° C en
juin et des températures minimales de -8 ° C ont été enregistrées en janvier. Toutes les variétés
de bl¢ tendre (modernes et anciennes) de 2015 ont été cultivées sur les terroirs GS (Chavagne,
Bretagne) et LA (Le Rheu, Bretagne). Dans le terroir LM (Le Puit, Pays de la Loire) n’ont été
cultivées que les variétés modernes. Le terroir FM (Pont de I’ Arche, Pays de la Loire) n’a fourni

que les variétés anciennes.
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Figure 21. Localisation des terroirs de blé sur la carte de France

2.1.2. Broyage et récupération du son de blé

La récupération du son de blé a partir des différents échantillons cités ci-dessus est

schématisée dans la Figure 22.

Environ 5g de grains (la masse moyenne sur tous les échantillons est 4,74 + 0,36 g) ont
été¢ humidifiés a 20 % (masse (m) / volume (v)) dans un systéme rotatif, pendant 3h, et ont
ensuite ¢été laissés a température ambiante pendant 24h. Les grains humidifiés ont été broyés
dans un broyeur a mortier de la marque « FRITSCH PULVERISETTE?2 », fonctionnant a une
vitesse de 70 a 80 tours / min. Le broyage N ° 1 a été réalisé selon les parametres suivants : 12,5
daN (downforce) sur le rouleau supérieur et 0 anneau sur la vis latérale. Le blé moulu a été

tamisé a travers deux tamis avec des mailles de 1 mm et 0,5 mm respectivement.
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Trois fractions ont été obtenues a I’issu de ce premier broyage, une fraction grossiere
correspondant au son contenant encore une grande partie de farine (WBF1 de masse moyenne
sur tous les échantillons est de 3,7 £ 0,33 g), une fraction intermédiaire (IF de masse moyenne

de 0,45 + 0,17 g) et une fraction de farine (FF1 de masse moyenne de 0,5 + 0,18 g).

Afin de se débarrasser de la fraction d’endosperme encore attachée au son, la fraction
WBF1 a subi un second broyage dans des conditions plus douces (7,5 daN sur le rouleau
supérieur, 2 anneaux sur la vis latérale). Une fraction grossiere WBF2 (de masse moyenne de
1,54 + 0,16 g), correspondant au son plus ou moins débarrassé de 1’endosperme, a été¢ obtenue
apres tamisage a travers un tamis de 1 mm. Pour enlever toute trace de farine restante, la fraction
WBEF2 a été lavée avec de l'eau autoclavée (1 g de WBF2 pour 100 mL d'eau) a 50°C, sous
agitation, pendant 15 min. Apres filtration (filtres a mailles tissées, de marque NITEX, SEFAR,
avec des ouvertures de maille de 500 um), la partie solide a été lavée deux fois avec une eau
claire a température ambiante. L'opération de lavage a été répétée 3 fois. La fraction de son sec

WBF2-D a été obtenue apres séchage a 60 © C, pendant 18 heures
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Humidification a 20%

Broyage N°1 sur
PULVERISETTE2

Grains de blé +
Séchagea 40°Ca
I'étuve, 24h

Fraction IF

Fraction FF2

Broyage N°2 sur
PULVERISETTE2

Lavage (4 lavages avec eau
autoclavée,15mn,50°C)

Figure 22. Schéma Récapitulatif de I’obtention du son de blé a partir des grains.

Les masses des différentes fractions obtenues apres broyage et séchage sont présentées dans le
Tableau 8.
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Tableau 8. Masse de toutes les fractions issues du broyage mécanique. Les masses moyennes

des fractions sont exprimés en g de matiere seche.

Variété de blé Terroir/année dE:[:)elge Grain sec WBF1 I¥ FF1 WBF2 FI2 WBF2-D
Bladette de 4.71+0.03 | 3.83+0.38 | 0.45+0.1 0.39+0.13 | 1.49+0.01 2.28+0.28 | 0.54+0.06
Provence Pont de I’ Arche i
Redon Pavs de la Loire’ Bl¢é 4.69+£0.03 | 3.99+0.09 | 0.27+0.04 | 0.31+0.04 | 1.51+0.03 2.42+0.06 | 0.62+0.03
ys de
—— (FM)2015 tendre
Saint Priest le 4.68+0.05 | 3.57+0.17 | 0.37+0.09 | 0.56+0.1 1.29+0.05 2.13£0.18 | 0.56+0.006
Vernois rouge
Bladette de 4.73£0.03 | 3.63+0.34 | 0.59+0.14 | 0.47+0.18 | 1.45+0.02 2.13+£0.35 | 0.52+0.07
Provence
Chevalier Chavagne, 4.68+0.03 | 3.42+0.23 | 0.42+0.02 | 0.72+0.18 | 1.46+0.17 1.92+0.08 | 0.55+0.02
Pireneo Bretagne Ble 4.76+0.05 | 3.88+0.33 | 0.44+0.05 | 0.41+0.2 1.67+0.07 2.16+0.27 | 0.62+0.03
Redon (GS)/2015 tendre 4.76+£0.03 | 3.71+0.21 | 0.5+0.13 0.51£0.05 | 1.66+0.08 1.99+0.14 | 0.64+0.03
Renan 4.7540.04 | 3.84+0.43 | 0.39+0.14 | 0.44+0.2 1.56+0.08 2.25+0.34 | 0.58+0.04
Saint Priest le 4.72+0.03 | 4.07+0.18 | 0.34+0.04 | 0.28+0.08 | 1.59+0.2 2.42+0.23 | 0.62+0.1
Vernois rouge
Bladette de 4.61£0.02 | 3.15+0.17 | 0.48+0.07 | 0.86+0.1 1.33+0.005 1.73£0.17 | 0.55+0.02
Provence
Chevalier Le Rheu, 4.61£0.01 | 3.65+0.08 | 0.33+£0.03 | 0.49+0.05 | 1.43+0.06 2.08+0.03 | 0.6+0.05
Pireneo Bretagne Ble 4.63+£0.06 | 3.58+0.2 0.45+0.17 | 0.54+0.06 | 1.49+0.04 2.05£0.24 | 0.62+0.08
Redon (LA)/2015 tendre 4.75£0.05 | 3.85+0.35 | 0.43+0.15 | 0.43+0.17 | 1.64+0.12 2.16£0.26 | 0.63+0.04
Renan 4.69+£0.06 | 3.54+0.37 | 0.48+0.12 | 0.6+0.2 1.52+0.12 1.97+0.25 | 0.54+0001
Saint Priest le 4.65+0.02 | 3.84+0.14 | 0.29+£0.06 | 0.47+0.1 1.64+0.05 2.1840.16 | 0.65+0.08
Vernois rouge
Chevalier Le puits, Pays Blé 4.65£0.03 | 3.61+0.09 | 0.5+0.07 0.48+0.05 | 1.51+0.04 2.08+0.08 | 0.59+0.01
Pireneo de la Loire tendre 4.63+0.02 | 3.6+0.22 0.51+0.11 | 0.47+0.07 | 1.42+0.02 2.14+0.19 | 0.54+0.02
Renan (LM)/2015 4.64+0.05 | 3.88+0.31 | 0.39+0.13 | 0.33+0.13 | 1.63+0.16 2.21£0.13 | 0.57+0.05
Chevalier 4.7440.01 | 3.95+0.28 | 0.34+0.17 | 0.43+0.1 1.56+0.18 2.35£0.25 | 0.64+0.07
Pireno Mauguio /2017 Bl¢é 4.71£0.01 | 4.04+0.15 | 0.29+0.01 | 0.41+0.07 | 1.67+0.17 2.32+0.3 0.73+0.02
Rouge de Bordeaux tendre 4.74+0.01 | 4.00+0.08 | 0.37+0.00 | 0.36+0.05 | 1.83+0.22 2.14+0.25 | 0.76+0.03
6
LA1823 4.75+0.02 | 3.07+0.42 | 0.86+0.3 0.82+0.16 | 1.35+0.06 1.75+0.41 | 0.55+0.07
Claudio Mauguio /2017 | Blédur | 4.75+0.01 | 3.4+0.14 0.67+0.1 0.69+0.05 | 1.51+0.02 1.93£0.17 | 0.59+0.06
Bidil7 4.77+0.02 | 3.66+0.22 | 0.64+0.14 | 0.48+0.09 | 1.78+0.17 1.96+0.34 | 0.66+0.02

2.1.3. Echantillons de levains, pates et pains

La quantification de I’AF a été effectuée sur des échantillons de levains, pates et pains
préparés a partir d’une farine semi-compléte (T80) issue d’une variété de blé moderne
« Renan », récolté en 2019. Les panifications ont été réalisées dans la boulangerie « Le Pain
Levain » (Azillanet, France) le 21 janvier 2020. Différents agents levants ont ét¢ employés,
trois levures commerciales « Hirondelle », « Bioreal » et « Instant » (de marque Lesaffre) et
trois levains « CRA », « EDI », « STE ». Ces levains ont été sélectionnés pour leur diversité en
especes de levure. Le levain « CRA » contient Kazachstania bulderi comme espece de levure

dominante et Fructilactobacillus sanfranciscensis comme espece dominante de LAB.
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Tandis que le levain « EDI » contient Saccharomyces cerevisiae et Kazachstania

unispora comme especes de levure co-dominantes ainsi que F. sanfranciscensis comme espéce

dominante de LAB. Le levain « STE » contient S. cerevisiae et Torulaspora delbrueckii comme

especes de levure co-dominantes ainsi que F. sanfranciscensis comme espéce dominante de

LAB. Huit pates et pains ont été réalisées a partir de ces agents levants. Trois pates (et pains) a

partir de levures commerciales, trois pates (et pains) a partir de levains, ainsi que deux pates et

(pains) issus du mélange des pates a base de levure commerciale « hirondelle » et de levains

« STE » ou « CRA » (levain « Hirondelle x « STE » et levain « Hirondelle x « CRA ») (Tableau

9 et Figure 23).

Tableau 9. Les échantillons de levains, pate et pains avec les différents types de fermentation

Type de I’échantillons Type de Agent levant Espéces microbiennes dominantes
fermentation dans ’agent levant
Pate et pain faits avec levain Levain CRA K. bulderi
F. sanfranciscensis
EDI S. cerevisiae ; K. unispora ;
F. sanfranciscensis
STE S. cerevisiae; T. delbrueckii;
F. sanfranciscensis
Pate et pain faits avec la Levure BIOREAL S. cerevisiae
levure commerciale commerciale | HIR S. cerevisiae
INSTANT S. cerevisiae
Pate et pain faits avec un Me¢élange de | CRA x HIR K. bulderi; F. sanfranciscensis;
mélange de levain et de levure levure S. cerevisiae commerciale
commerciale commerciale | STE x HIR S. cerevisiae de levain ; T.
et levain delbrueckii; F. sanfranciscensis ; S.

cerevisiae commerciale
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Mélanges de levains et
levure commerciale

Levains Levures commerciales
« CRA » « EDI,», « STE,», « HIR » « HIR»
K. bulderi S. Cerevisiae S. cerevisiae « BIOREAL » « HIR » « INSTANT » X X
) ) . K. unispora T. delbrueckii S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae CRA STE
F. sanfranciscensis ) . . . « » « »
F. sanfranciscensis || F. sanfranciscensis
T T T T I I | I
v v v v ¥ v ¥ \

n A A Pate avec N Pate avec Pate avec Pate avec
Pate avec « CRA » !{ Pate avec « EDI» Pate avec « STE» «BIOREAL» Pate avec «HIR» «INSTANT> «HIR» X < CRA » || «HIR» X « STE »
. . . Pain avec . Pain avec Pain avec Pain avec
Pain avec « CRA » ! Pain avec « EDI» Pain avec « STE» «BIOREAL» Pain avec «HIR» «INSTANT» HIR» X « CRA » «HIR» X « STE »

)

|

Total des échantillons analysés
3 levains
8 pates
8 pains

Figure 23. Schéma synthétique des différents échantillons de levains, pates et pains analysés

Les pains ont été préparés en pétrissant mécaniquement la farine (T80) avec de 1’eau et

du sel, a I’aide d’un pétrin de la marque VMI. La pate a ensuite été divisée et mélangée avec

les différents agents levants. La premiere fermentation a duré de 1h 20 min a 1h 55 min. Les

différentes pates ont ensuite été fagonnées et laissées 3h 35 min pour la seconde fermentation.

Enfin, les pains ont été cuits dans un four a bois a 250 ° C. Les ingrédients et les conditions des

différentes étapes de la panification sont répertoriés dans le Tableau 10.

Tableau 10. Ingrédients et conditions des différentes étapes de la panification

Pains faits avec la levure Pains faits avec Pains faits avec un mix
commerciale levains levure commerciale x
levain
Hirondelle | Bioreal | Instant | CRA | STE | EDI | HIR x STE | HIR x CRA
Farine (Kg) 21.6 21.6 21.6 21.6 21.6 | 21.6 |21.6 21.6
Eau (Kg) 17.4 17.4 17.4 17.4 174 | 174 | 174 17.4
Sel (g) 315 315 315 315 315 | 315 | 315 315
Température de | 22 22 22 22 22 22 22 22
four (° C)
Température de | 15 15 15 15 15 15 15 15
la farine (° C)
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Température de | 35 35 35 35 35 35 35 35
I’eau (° C)
Température de | 26 26 26 26 26 26 26 26
pate (° C)
Temps de pétri | 7.55 7.55 7.55 7.55 7.55 | 7.55 |7.55 7.55
(min)
Vitesse de | 1 1 1 1 1 1 1 1
pétrissage
Division de pate | 5 5 5 5 5 5 5 5
par 5 Kg
Ajout de levain | 0 0 0 0.8 09 109 1 kg de pate + | 1kg de pate
(Kg) lkg de pate |+ 1lkg de
avec levain | pate  avec
« STE » levain
« CRA »
Ajout de levure | 20 30 7 0 0 0 5¢ de la|5g de 1la
commerciale (g) levure fraiche | levure
« Hirondelle | fraiche
» « Hirondell
e»
Température de | na 10.5 20 18.8 19 20.6 | 21 (pate) 11
levure / levain (°
©)
Sel (g) 0 0 0 15 15 15 0 0
Temps 1 1 1 1 1 1 5 2
d'incorporation
manuel (min)
Temps de 1| 113 114 115 113 112 | 110 |80 103
fermentation
(min)
Température en | 19.2/20.2 | 19.6 20.4/19 | 20 20.6 |20.2 | 19/19.2 19.6/ 19.4
fin de boulage (° .6/19.6
9
Temps de | 27 27 28 27 28 28 27 29
cuisson (min)
Température du | 250 250 250 250 250 | 250 |250 250

pain enfourné (°
©)
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2.1.4. Préparations pour le broyage des échantillons delevains, pates et pains

Afin de faciliter leur broyage, les échantillons de levains (« CRA », « STE » et « EDI»),
ainsi que les pates correspondantes (en triplicat biologique) ont été lyophilisés pendant 47heures
dans un lyophilisateur (marque EDWARDS). 48,75 £1,19 % d’eau a été perdue apres
lyophilisation (masse moyenne a t0 = 9,2 £ 1,01 g, masse moyenne a t47h = 4,73 £ 1,04 g).

Trois tranches ont été récupérées de chacun des pains préparés et deux types
d'échantillonnage ont été effectués sur chaque tranche. Dans le premier seule la mie a été
prélevée au centre de la tranche, et dans le second un mélange de mie et de crotlte a été prélevé
sur le bord de la tranche. Les échantillons de pains ont ensuite été séchés pendant 18 h a 60°C.
Le poids moyen sur les échantillons de la mie avant séchage était 4.79 = 0.69 g, et apres séchage
était 2,6 + 0,45 g ce qui signifie une perte moyenne d’eau de 45,47 + 3,75 %. Le poids moyen
des échantillons contenant la mie et la crolite avant séchage était 4,89 + 1.13 g et aprés séchage

¢tait de 3,34 + 0,77 g, correspondant a une perte moyenne d’eau de 31,7 + 1,05 %.

Les échantillons de levain, péte et pain séchés ont été broyés a 1’aide du broyeur a
mortier FRITSCH PULVERISETTE?2, avec une force de 12,5 daN sur le rouleau supérieur et
0 anneaux sur la vis pendant 2 min pour les échantillons de pain et 1min pour ceux des levains

et pates afin d’obtenir une poudre homogéne.

Les différentes étapes de séchage et de broyage sont schématisées sur la Figure 24.
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Figure 24. Préparation des broyats de levains, pates et pains.

2.2. Extraction d'AF libre a partir d'échantillons de son de bl¢, de levain, de pate et de pain

Dans un tube Pyrex de 10 mL, équipé d’un barreau magnétique, ont été introduits, 50 mg de
poudre de son de blé et 1 mL d’une solution éthanol / H O 50 :50 (v/v). Le tube a été
hermétiquement fermé et plongé dans un bain d’huile a 80°C. La suspension a été agitée

pendant 1h a cette température.

Dans un tube ependorf de 2 mL, 100 mg de poudre de levain, pate ou pain sont recouvert
de 1 mL d’une solution éthanol / H>O 50 :50 (v/v). Le tube est fermé et agité dans un vortex
pendant 30 secondes. Ensuite, les suspensions sont chauffées dans un bain sec (marque Stuart
scientifique) a 60 ° C, pendant 4h, sans agitation (afin d’éviter la désintégration des structures

et la formation de pates).
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Aprées refroidissement et centrifugation des mélanges (sur mini centrifugeuse Roth,
model SD-220VAC, a 6000 rpm / min, pendant 30 sec), 100 pL de surnageant sont prélevés de
chaque échantillon, filtrés sur des filtres Agilent pp 0,2 um, avant d’étre injectés en UPLC.

2.3. Extraction de I’AF hydrolysable a partir des échantillons de son de blé, de levain, de

pate et de pain

Afin d’extraire I’AF hydrolysable (li¢), une hydrolyse alcaline est effectuée sur les

¢échantillons de son, levain, pate et pain.

La poudre de son (50 mg) est introduite dans un tube Pyrex de 10 mL, équipé d’un
barreau magnétique. 1 mL de la solution d’extraction (NaOH 2M, dans éthanol / H>2O 50 :50)

est ajoutée et la suspension est chauffée a 80 ° C, pendant 1 h, sous agitation.

Dans un tube a ependorf, la poudre de levain, pate ou pain (100 mg) est mélangée a une
solution alcaline de NaOH 3M dans éthanol / H2O 50 :50 (1 mL). Apres agitation au vortex

pendant 30 secondes, la suspension est chauffée a 60 ° C pendant 4h, sans agitation.

Aprés refroidissement et centrifugation (sur mini centrifugeuse Roth, model SD-
220VAC, a 6000 rpm / min, pendant 30 sec), 100 uL de surnageant sont prélevés de chaque
¢échantillon et neutralisés avec 100 uL d’une solution de HCI (2M dans le cas du son de blé et
3M pour le levain, pate et pain). Les solutions neutres sont ensuite filtrées sur des filtres Agilent

pp 0,2 pm, avant d’étre injecté en UPLC.

2.4. Quantification de I’AF

L’identification de I’AF a été effectuée a 1’aide du standard commercial, et la
quantification de I’AF dans les extraits a été réalisée grace a un étalonnage externe avec des
solutions de frans-AF a des concentrations variantes (1 mg/L, 5mg/L, 10mg/L, 15mg/L,

20mg/L,25mg/L,30mg/L,40 mg/L et50 mg/L).
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2.5. Localisation de I’AF dans les grains et le son de blé apres broyage par microscopie a

fluorescence

Cette ¢tude a été réalisée a la plateforme MRI-PHIV (Montpellier Ressources Imagerie,

Lavalette) au centre CIRAD de Montpellier, France, en collaboration avec Geneviéve Congjéro.

Des grains de blé tendre (Chevalier, Rouge de Bordeaux) et de bl¢ dur (BIDI17,
LA1823) séchés, provenant du terroir de Mauguio, ont été humidifiés pendant 18 h a 40 % m/v.
Des sections transversales de 50 um d'épaisseur obtenues au moyen d’un cryotome (Microm
Microtech, 69340 Francheville, France) et ont ét¢ montées sur une lame de verre avec une
goutte d'eau. Les sections ont été€ observées avec un microscope multiphoton LSMS880 (Zeiss,
Iéna, Allemagne), équipé d'un laser Chameleon Ultra II (Coherent, Santa Clara, Californie),
avec un objectif W Plan-Apo 20 x /1.0 20 x. L'autofluorescence des cellules a été observée a
une longueur d'onde de 720 nm, et la détection a été effectuée entre 410 et 650 nm avec un
détecteur spectral (plateforme IRM-PHIV, Montpellier). Les sons de blé correspondants,
obtenus aprés mouture, ont été directement observés sur des lames avec le méme microscope

et les mémes paramétres optiques (Figure 25).

Le microscope multiphotonique permet d'exciter les métabolites secondaires de maniere
similaire au laser UV. Le détecteur spectral permet d'obtenir des spectres d'émission a partir
des différents tissus des grains, du son, ainsi que I'AF pur. La fonction de non-mélange linéaire
du logiciel ZEN (Zeiss, Iéna, Allemagne) a été exécutée pour séparer, pixel par pixel, les
signaux mélangés de I'AF a d'autres molécules fluorescentes dans les tissus. Le canal résiduel
montre la différence entre les données spectrales acquises et la combinaison linéaire ajustée des

spectres de référence.
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Figure 25. Schéma du protocole d’analyse de I’AF des grains et du son de blé par le

microscope multiphotonique.

3. Fermentation de I’AF en milieu levain synthétique

3.1. Préparation du milieu levain synthétique (SSM)

La préparation du milieu levain synthétique (SSM) a été adaptée de (Vrancken et al.,
2008) comme suit : Dans un bécher de 1L, sont mélangés 24 g de peptone de blé, 0,2 g de
MgSOs, 7 H20, 0.2 g de MnSO4.H>0, 4 g de KH2PO4, 4 g de Ko;HPO4 et 1 mL de Tween 80.
Ensuite, 899 mL d’eau milliQ sont ajoutés et le pH est ajusté a 4.5 avec de l'acide citrique 3 M.
La solution résultante est autoclavée a 120°C, a 0,5 mbar, dans un autoclave LEQUEUX- 1983.
Le SSM stérilisé a ensuite été¢ complété avec 100 mL de solution d’un mélange de sucres
(glucose 150 g / L, maltose 350 g / L, filtré¢ sur filtre de 0,22 pum pour éliminer les
microorganismes) pour atteindre une concentration finale de 15 g/ L de glucose et 35 g/ L de
maltose. Ensuite, 1 mL d’une solution de vitamines filtrée (sur filtre de 0,22 um) contenant 200
mg / L de chacune des vitamines suivantes (cobalamine, acide nicotinique, acide folique, acide
pantothénique, pyridoxal-phosphate, thiamine) a été ajouté pour compléter le SSM a 1L. Ce
milieu de levain synthétique constitue le milieu t¢émoin SSM. Le milieu fermentaire contenant
I’AF est constitu¢ de SMM, dans lequel a été dissous le trans-AF commercial a une

concentration de 25 mg/L (SSM-FA). La dissolution de I’AF s’est effectuée par agitation
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pendant 1h a température ambiante, et la solution résultante a ensuite été stérilisée par

pasteurisation a la vapeur pendant 15 min.

3.2. Souches de levures et de LAB

Les souches de levures et de bactéries lactiques (LAB) utilisées ont été sélectionnées et
isolées a partir de levains naturels frangais, lors de travaux précédents (Urien et al. 2019, Michel
et al. 2018). Les levures étaient stockées au laboratoire. Les bactéries ont été fournies par le
CIRM-BIA (Centre International de Ressources Microbienne-Bactéries d’Intérét Alimentaire,
Rennes, France). Les souches de levure appartiennent aux especes S. cerevisiae, K. bulderi et
K. humilis. L’espece K. humilis a été détectée dans les levains artisanaux du monde entier
(Carbonetto et al., 2018), tandis que K. bulderi a fréquemment été trouvée dans les levains des
paysans-boulangers francais (Michel et al., 2019, Urien et al., 2019). Les souches de bactéries
employées sont hétérofermentaires strictes ou facultatives et appartiennent a une grande
diversité d'especes trouvées dans les levains naturels (Michel et al., 2016). Le Tableau 11
regroupe les différentes souches de levures et de bactéries mises en ceuvre dans cette étude.

Chacune de ces souches a été testée séparément pour sa capacité a assimiler I’AF.

Tableau 11. Genres, especes et souches de bactéries lactiques (LAB) et de levures utilisées pour
cette étude. Les especes LAB F. sanfranciscensis, L. hammessii et L. xiangfangensis sont
hétérofermentaires strictes. Les especes L. plantarum, L. curvatus et L. sakei sont

hétérofermentaires facultatives.

Genre Espéce Souche Code Code du Region francaise d’isolement | Année de
de boulanger collection
souche
LAB
Fructilactobacillus | sanfranciscensis CIRM 2059 bFs17 B17 Somme, Hauts-de-France Jan.2015
CIRM 2028 bFs15 BI15 Hérault, Occitanie Jan.2015
CH-2203 bFs9 B9 Essonne, Ile-de-France Avr.2013
NS-203 bFs12 B12 [lle-et-Vilaine, Bretagne Avr.2013

Lactiplantibacillus | plantarum AG-105 bLp6 B6 Aude, Grand-Est Mar.2013
HS-E9(CIRM bLpl6 | Bl6 Yvelines, Ile-de-France Jan.2015
2029)
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CIRM 2025 bLp20 | B20 Alpes-Maritimes, Provence- | Feb.2015
Alpes-Céte-D’azur

xiangfangensis CIRM 2019 bLx29 | B29 Aude, Occitanie Avr.2015
Levilactobacillus hammessii LB-T2C7 bLh5 B5 Oise, Hauts-de-France Jan.2013
curvatus HS-A1 bLcl6 B16 Yvelines, Ile-de-France Jan.2015
Latilactobacillus sakei PV2-TPc-308 bLsk4 | B4 Loire-Atlantique, Pays-de-la- | Jan.2013
Loire
Levures
Saccharomyces cerevisiae CumuL1 yScl0 | BIO Alpes-de-Haute-Provence, Avr.2013
Provence-Alpes-Cote-d’ Azur
HS-4LB ySclé | B16 Yvelines, Ile-de-France Jan.2015
B29-1 ySc29 B29 Aude, Occitanie Avr.2015
CaH2-10 ySc9 B9 Essonne, Ile-de-France Avr.2013
B32-1 ySc32 B32 Bourgogne-Franche-Comte Mar.2015
Kazachstania bulderi NS-5 yKbl2 | BI2 Bretagne Avr.2013
B15-23 yKbl5 | BIS Hérault, Occitanie Jan.2015
B20-1 yKb20 | B20 Provence-Alpes-Cote-d’Azur | Fev.2015
PV-TP1-12 yKb4 B4 Pays-de-la-Loire Jan.2013
humilis B17-1 yKh17 | B17 Hauts-de-France Jan.2015
LB-TP1-20 yKh5 B5 Ile de France Jan.2013
Ang-15 yKh6 B6 Champagne Ardennes Mar.2013

3.3. Préparation des souches et des pré-cultures

Afin de réactiver les microorganismes préalablement stockés a -80 ° C, les souches de
LAB ont été cultivées en anaérobie a 24 ° C dans des boites pétri avec le milieu MRS-5 (milieu
De Man, Rogosa et Sharp) (Meroth et al., 2003) pendant 48 h. Les souches de levure ont été
cultivées a 28 ° C dans des boites pétri avec le milieu YEPD (milieu de levure peptone

dextrose), pendant 24 h (Xu et al., 2019).

Une pré-culture des souches microbiennes a été réalisée en tubes afin d’obtenir une
concentration cellulaire suffisante pour I’expérimentation. Ainsi, une colonie de chaque souche
a été cultivée dans des tubes contenant 20 mL de milieu MRS-5 pour les LAB, et dans des tubes
contant 6 mL de milieu YEPD pour les levures. Toutes ces colonies ont été incubées pendant

24h a 28 ° C sous agitation.
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Afin de préparer les inoculums pour la fermentation, les pré-cultures ont été centrifugées
(4500 tours / min pendant 5 min a 20 ° C). Ensuite, les cellules ont ét¢ mises en suspension
dans des ependorfs stériles contenants 1 mL de SSM. A partir de ces ependorfs, 50 pL de la
suspension de levures et 25 uL de la suspension de LAB ont ét¢ diluées avec du PBS afin de
déterminer les densités cellulaires au cytometre et de calculer les volumes de pré-cultures
nécessaires pour préparer 1 mL d'inoculum a une concentration de 1,5x108 cellules / mL pour

les levures et de 1,5x10'° cellules / mL pour les bactéries.

3.4. Fermentation en mono- et co-culture et caractérisation du métabolisme de 1I’AF

Le suivi des fermentations (qui ont été effectuées au moins en triplicat) s’est effectué a
I’aide du systéme robot automatisé¢ PlateButler® Robotic System by Lab services comme
expliqué dans les généralités. Les principales opérations avant et aprés fermentation sont

présentées dans la Figure 26.

Dans des tubes de 20 mL contenant 15 mL de SSM ou de SSM-FA, ont été inoculés
100uL d’inoculum de chaque souche en monoculture et en co-cultures (100uL de levures +
100pL de LAB dans ce cas). Les tubes ont par la suite été placés sur les plateaux magnétiques
du robot, et mis sous agitation constante (300 tours / min), a 24 ° C, pendant 37 h. Les
concentrations cellulaires a la fin de la fermentation ont été déterminées comme décrit dans
(Delobel et al., 2012). 200 uL de chaque tube ont été prélevés dans un ependorf de 1,5mL puis
centrifugés (10000 tours / min pendant 5 min a 4 ° C). Ensuite, les cellules ont été lavées avec

du PBS et analysées par cytometre.

Apres centrifugation des tubes de fermentation (4500 tours / min pendant 10 min a 4°C),
300 pL ont été prélevés de chaque tube, filtrés sur un filtre 0,2 um et injectés en UPLC. L’AF
résiduel, ainsi que ses métabolites formés (identifiés comme étant le 4-vinylguaiacol (4-VG) et
I’acide dihydroférulique (DHFA)) ont été quantifiés apres étalonnage externe en préparant des
solutions de 4-VG et de DHFA dans le méthanol a des concentrations de 0,1 mg /L, 0.3 mg /
L,05mg/L,0.6mg/L,08mg/L,09mg/L, 1mg/L,10mg/Letl5mg/L pourle4-
VGetde Img/L,10mg/L, 15mg/L,20mg/L,30mg/L,40 mg/L et50mg/L pourle
DHFA, et des solutions d’AF dans le SSM a des concentrations de 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L,
I5mg/L,20mg/L,25mg/L,30mg/L,40mg/L et50mg/L.
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Afin de déterminer le bilan matic¢re de la conversion de I’AF pendant la fermentation,
les rendements molaires du 4-VG et DHFA formés, ainsi que celui de I’AF résiduel ont été

calculé selon (Filannino et al., 2014b).

Culture sur boite de

bl e Inoculation des pré-cultures dans
petri apres sortie des

- Incubation des pré- les tubes de fermentations
souches de -80°C Pré-culture dans cultures 24h & 28°C h
des tubes avec agitation
= — 15mL SSM ou
- SSM-FA

)—

+
Levures:
ou

— LAB
= - .
- Levures + LAB
I

- Fermentation a l'aide

de rebot

Quantification de I'AF résiduel et
identification et quantification
des métabolites formés par UPLC

Automatisation des résultats et

Concentration cellulaire par traitement par le logiciel ALFIS

Cytomérie

24°C sous agitation,
pendent 37h,
Mesure de CO, libéré:
chaque 50mn

Figure 26. Schéma des principales opérations avant et apres fermentation.

4. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques paramétriques (modele linéaire a effet fixe et aléatoire)
et non paramétriques (Kruskal wallis) ainsi que les figures des résultats de cette thése ont été
réalisées a 1’aide du logiciel R apres installation des différents packages (notamment lme4,

blme, ImerTest, TukeyC, ggplot).

Les tests statistiques ont été effectués en construisant des modelés linéaires avec des
effets fixes ou aléatoires (modele mixte). Les modeles a effets fixes ont été réalisés avec la

fonction Im et les modeles mixtes avec la fonction Imer. Des comparaisons de modeles ont
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ensuite permis d’identifier le meilleur modéle et de tester les effets aléatoires. Pour comparer
les moyennes entre les différentes paires au sein d’'un méme facteur, un test de Tukey a été

réalisé. Les effets testés ont été considérés significatif au seuil de 5 %.

La premiere partie concernant les analyses des effets de I’espece, variété et terroir de
blé sur le rendement en son et teneur en AF dans le son, ainsi que I’effet de fermentation et
cuisson sur la teneur de I’AF de la pate et du pain, ont été réalisés avec les packages de R

version 3.4.4. (https://rstudio.com/).

Pour la deuxiéme partie, concernant I’effet de I’AF sur la croissance microbienne et la
performance fermentaires des levures et LAB en mono- et co-culture au laboratoire, nous avons

utilisé la version 4.0.3. de R avec les mémes mod¢les et packages.

o Effet de I'espece et de la variété sur le rendement en son et la teneur en AF (lot 2017)

Un premier lot de blé, composé de blé dur et de blé tendre collectées en 2017, a été
utilisées pour analyser 1'effet des espéces et variétés de blé sur le rendement en son ou la

teneur en AF a l'aide du modéle linéaire suivant :
Yik=p+oitPjiteik,

Ou Yij est le rendement en son ou la teneur en AF de son de blé, p est une constante, o; est
l'effet de I'espéce de blé (i = 1,2), Bji est I'effet de la variété de blé au sein de chaque espece (j =
1,2, 3), et gjjk est l'erreur expérimentale, estimée par la variation du rendement en son sur trois

échantillons indépendants de grains de la méme variété.

L’effet de la répétition expérimentale a aussi été testé sur la teneur en AF car ce dernier
a été mesurée trois fois indépendamment sur les trois échantillons de graines pour chaque
variété. Il n'y a eu aucun effet de la répétition expérimentale. Le modéle incluant cet effet

aléatoire était moins probable que celui sans cet effet d’ou le modele simplifié.

e Effet de la variété et du terroir sur le rendement en son et la teneur en AF (lot 2015)

Un deuxieéme lot de blé, composé de blé tendre collecté en 2015 sur différents terroirs, a été
utilisé pour tester l'effet de la variété de blé tendre et du terroir sur le rendement en son et la

teneur en AF, a 'aide du modéle linéaire suivant :
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Yije=p+ ait B+ vij + &iik,

Ou Yijk est la variable quantitative (soit le rendement en son, ou la teneur en AF), u est une
constante, o; est l'effet variété (i = 1,2,3), B; est I'effet terroir (j = 1,2), vi; est I'effet d'interaction
entre les variétés et les terroirs et ;i est l'erreur résiduelle. Ici aussi, nous n’avons trouvé aucun

effet des répétitions expérimentales.

o Effet de fermentation sur la teneur en AF dans les levains, pates et pains

L'effet du type de fermentation a été analysé a 1'aide du modele linéaire suivant :
Yik=p + i + &,

Ou Yijk est la teneur en AF dans les pates ou les pains, o; est I’effet de fermant (levains, levures

ou mélange) (j = 1,2,3), &ijk est l'erreur résiduelle.

Les modeles linéaires indiquent si un facteur est significatif, c’est-a-dire si au moins un
niveau de ce facteur différe des autres. Les différences de moyennes du rendement en son ou
teneur en AF entre paires d'échantillons ont ensuite été testés en utilisant la méthode HSD de

Tukey.

o Effet de I’AF sur la croissance microbienne et la performance fermentaire en levain

synthétique

D’abord, nous avons analysé la variation de chacune des variables quantitatives (taille
de la population des microorganismes, Vmax, tVmax, CO;max et t1g) de chaque souche de

LAB et de levure en monoculture.

Pour les LAB, nous avons utilisé un modéle mixte linéaire avec : souches, AF, et leur
interaction comme effet fixe et le bloc (les expériences ont été réalisées en plusieurs bloc
séparés dans le temps)) comme effet aléatoire. Quand aucun effet bloc n’est trouvé, nous avons

simplifié le modéle en enlevant 1’effet bloc :

Yij = p + oi + Bj + vij + Dk + &iju,
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Ou Yjju est le paramétre fermentaire ou la taille de la population, a; est 1'effet fixe « souche »,
Bj est l'effet fixe « AF » (i=1,2, présence ou absence de I’AF dans le milieu), y; est l'effet
d'interaction entre « souches » et « AF », Dy est l'effet aléatoire « bloc » et &, 'erreur

résiduelle.

Pour les levures, nous avons ajouté au modele précédent un effet espece et un effet de
,: . . , , . . . .
I’interaction entre 1’espece et la présence d’AF dans le milieu car nous avions au moins trois

souches de chaque espéce.

Dans le cas ou les résidus s'écartaient de la normalité, nous avons également effectué

des tests non paramétriques (tests de Kruskal-Wallis).

Ensuite, nous nous sommes intéressés a la comparaison entre mono- et co-culture en
ajoutant un effet fixe avec deux niveaux de mono- ou de co-cultures. Pour cette analyse, nous

n'incluons que les monocultures de souches qui ont également été testées en co-cultures :
Yijk = p + ai+ Bj + i+ Dk + €ijx,

Ou Yiju est le paramétre fermentaire ou la taille de la population, o; est I'effet fixe « type de
culture » (mono- vs co-culture), B est I'effet fixe « AF », yij est l'effet d'interaction « AF et type

de culture », Dx est I'effet aléatoire « bloc » et giju, I’erreur résiduelle.
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Chapitre III. Variation de la teneur en
acide ferulique : du grain de ble vers le

pain
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Présentation des parties 1 et 2

Le son de blé est le résidu le plus abondant aprés mouture du grain. Il contient la majorité

des molécules bioactives présentes dans le blé, dont 1’acide férulique (AF).

Dans la premicre partie de ce chapitre, nous avons identifi¢ certains facteurs
responsables de la variation de la teneur en AF dans le blé. Pour cela, nous avons sélectionné
des lots de grains de blé biologiques (espece dur et tendre), appartenant a différentes variétés et
provenant de différents terroirs. A 1’aide de moyens analytiques comme 1I’'UPLC, nous avons
déterminé la teneur de I’ AF dans chacun de ces lots, et nous avons recherché les effets potentiels
de I’espéce, de la variété et du terroir sur la concentration en AF dans les sons de ces grains de
blé. Dans un second temps, nous avons analysé 1’effet des conditions de panification telles que
le ferment utilis¢ et la cuisson du pain sur la teneur en AF des pates et pains. Pour cela, une des
variétés de blé étudiée (Renon) a été transformée en farine semi-compléte T80 et trois modes
de fermentation ont été testé et comparés : la fermentation par la levure commerciale (S.
cerevisiae), la fermentation par des levains naturels et la fermentation par un mélange de levure
commerciale et de levain. Ce travail a fait I’objet d’un article soumis dans Food Science and

Nutrition.

La seconde partie de ce chapitre est consacrée a la localisation de I’AF dans le son de
bl¢ avant et aprés mouture, au moyen de la microscopie a fluorescence. En effet, I’AF comme
tous les polyphénols émet une fluorescence lorsqu’il subit une radiation par une lumiere UV.
Ceci permet de le localiser dans les tissus végétaux (plus ou moins dépourvus d’autres
substances fluorescentes) et de relier ’intensité de cette fluorescence a sa concentration dans
ce méme tissu. Ce travail effectué en collaboration avec Genevieve Conéjéro de la plateforme
d’Histocytologie et d’Imagerie cellulaire Végétale du CIRAD-Montpellier, a permis de
comparer 1’état des tissus végétaux du son de blé avant et aprés mouture et d’estimer les
différences de teneur en AF dans certaines variétés de blé dur et tendre. Cette partie n’a pas été
intégrée a D’article par souci de cohérence et de fluidité. Cependant, elle apporte des
compléments sur la distribution de I’AF dans le son de blé et confirme les résultats de

quantification obtenus en UPLC.
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Partie 1. Etude des facteurs influencant
la teneur en acide férulique du grain au

pain
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Abstract

The health-promoting effects of whole-grain consumption have been attributed in a
large part to the phytochemical profile of the wheat grain, and particularly to the bioactive
molecules present in bran. This study shed light on the impact of human practices, especially
harvesting sites (terroirs) and wheat species and varieties, as well as bread-making conditions
on the variation of the antioxidant and antimicrobial ferulic acid (FA) content. FA concentration
in the bran of wheat species (durum and bread wheat) and varieties (Chevalier, Renan, Redon,
Saint Priest le vernois rouge, Bladette de Provence, Pireneo, Rouge de Bordeaux, LA1823,
Claudio et Bidil7) harvested in five sites in France on 2015 and 2017, has been evaluated.
Statistical analysis showed significant differences in FA content for wheat varieties and terroirs.
During bread-making, baking and type of leaven impacted the FA content of dough and bread.
The differences were not due to the type of fermentation (sourdough / commercial yeast) but

rather to the diversity of fermenting microbial strains and flour used for backslopping.
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1. Introduction

Wheat is the most important food grain source for humans with an estimated global
production of around 747.8 million tons and a consumption that reached 753.9 million tons for
the year 2018/2019 (United States Department of Agriculture). This increasing consumption is
partly correlated with the nutritional value of the wheat grain which mainly contains
carbohydrates (65-75%), proteins (7-12%) and lipids (2-6%) (Pomeranz, 1988). The wheat
grain is composed of different parts, of which the bran accounts for 14 to 19% of its weight
(Javed et al., 2012). Studies on the effect of wheat, oat and corn brans on human organism
showed that wheat bran contains most of the micronutrients and bioactive compounds of the
grain (Youna Hemery, Rouau, Lullien-Pellerin, Barron, & Abecassis, 2007), and therefore, it
might contribute to reduce certain diseases of the digestive system. Wheat bran comprises the
outer tissues of the wheat kernel and includes histologically and chemically distinct layers and
tissues, whose aleurone layer accounts for 50% of all bran tissue. Aleurone cell walls contain
29% B-glucans and 65% linear arabinoxylans (Javed et al., 2012; Shewry & Hey, 2015). They
are a source of vitamins and bioactive compounds such as phenolic compounds (bound phenolic
compounds: 4.73-2020 pg/g) (Onipe, Jideani, & Beswa, 2015). Phenolic compounds of wheat
bran mainly belong to phenolic acids group with ferulic acid (4-hydroxy-3-methoxy cinnamic
acid) as major component (it represents up to 90% of total phenolic acids) (K. K. Adom,
Sorrells, & Liu, 2003). Ferulic acid (FA) mainly occurs in trans configuration and is esterified
to arabinose (linked in the O-5 position), stanols, sterols and glucose (Naczk & Shahidi, 2006).
It is also able to be associated to lignin via ether and/or ester linkages. Generally, wheat kernels
contain 0.64-1.27 mg/g of FA (Kafui Kwami Adom & Liu, 2002; Nishizawa, Ohta, Egashira,
& Sanada, 1998).

A number of studies have reported the strong antioxidant activity of FA. DPPH test of
different phenolic acids showed that FA has a lower EC50 value (0.0927 pmol/assay) than other
counterparts such as vanillic or p-coumaric acids with EC50 values of 14.34 and 66.29
pumol/assay, respectively (Karamac, Kosifiska, & Pegg, 2005). FA is also known for its
antibacterial and anti-inflammatory properties (Park et al., 2019). All these properties may be
correlated to the established health benefits that may result from the consumption of wheat bran
and/or whole wheat grains. Thanks to its antioxidant activity, FA (alone or in synergy with
other bioactive compounds) acts as a free radicals scavenger, inhibiting thereby some

cardiovascular and coronary heart diseases, along with diabetes (Jones, 2006).
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Nutritional and health benefits provided by wheat have driven researches towards
assessing the wheat growing factors that influence the content of bioactive components,
especially phenolic compounds. Several studies have reported the effect of wheat varieties and
species on the phenolic composition. One broad study analyzed the phenolic content of 170
genotypes representing diverse wheat species (bread winter wheat, spring wheat, spelt, durum
wheat, cultivated emmer and einkorn) and showed that the highest FA content was found in
winter wheat and its variation depended on varieties (Li, Shewry, & Ward, 2008). Significant
differences between durum and bread wheat varieties were also reported in Italy and USA (K.
K. Adom et al., 2003; Bordoni, Danesi, Di Nunzio, Taccari, & Valli, 2017). The effect of
climate, year of cultivation and agronomic practices on the FA content has also been previously
analyzed (Li et al., 2008). For instance, Shewry et al., (Shewry & Hey, 2015) studied the effect
of genotype and environmental variation, including whether conditions, altitude, soil type,
temperatures on the phenolic composition of winter and spring wheat. Gasztonyi et al.,
(Gasztonyi, Farkas, Berki, Petroczi, & Daood, 2011) evaluated the varietal and agricultural
factors, like the use of fungicide, on the phenolic content of different wheat varieties over two
years. Heimler et al., (Heimler et al., 2010) analyzed the polyphenol content of ancient and
modern varieties of durum and soft wheat sampled over two years. Overall, climate factors and
years of cultivation appeared as the main factors that cause variation in polyphenol (Gasztonyi
et al., 2011; Pu et al., 2019; Shamloo, 2017). However, to our knowledge, no studies have
explored the terroir effect. Terroir can be defined as an ecosystem, in a given place, including
many factors such as climatic conditions, cultivar rootstock, geography and topography, as well
as soil characteristics like mineral nutrition and water supply. It is also a key index to guide

consumers in their search of quality.

Growing wheat with optimal nutritional qualities is useless if the bread we find on our
tables, which is the main product of wheat processing is devoid of nutrients. One might wonder
whether the different stages of bread-making influence the evolution of the phenolic compounds
present in semi-wholemeal and wholemeal flours. Angelino et al. published a recent review
summarizing the different operations carried out during bread-making process that might
increase the fraction of phenolic compounds (Angelino et al., 2017). Fermentation and baking
have been reported as the two main factors contributing to the increase in the fraction of FA in
bread. Several studies showed that adding yeasts or lactic bacteria to flour or bran have the
potential to release insoluble bound FA (Katina, Laitila, et al., 2007; Zhang, Gao, Chen, &
Wang, 2014). In the case of lactic acid bacteria (LAB), the hydrolysis reactions result mainly
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from the increase in the acidity of the medium. (Hansen et al., 2002; Konopka, Tanska, Faron,
& Czaplicki, 2014). During baking, high temperatures may induce structural modifications in
plant cell-walls, provoking as consequence a rupture of some bounds and the release of some

compounds such as FA (Chandrasekara & Shahidi, 2011).

In summary, significant work has been done on the impact of wheat growing conditions
on the content of bioactive compounds such as FA. However, no studies have highlighted the
influence of terroir on FA content. On the other hand, the analysis of the effect of fermentation

in a regular artisanal bread making process on FA content was, so far, not reported.

In this work, a set of organic French wheat grains coming from different terroirs,
including durum and bread wheat species and belonging to modern and landrace varieties, were
studied to compare the FA content of their bran. Then, one modern variety (Renan) has been
milled into semi-Wholemeal flour T80, and the impact of fermentation conditions FA content
of dough and bread was assessed. Three different types of fermentation representing different
bread making practices were compared: fermentation by commercial yeast, fermentation by
sourdough and fermentation by a mix of commercial yeast and sourdough. Finally, the baking

effect on bread FA content was evaluated.

2. Materials and Methods
2.1.Wheat samples

Two sets of organic wheat grains kindly provided by Dominique Desclaux (INRAe
Domaine de Melgueil, Mauguio) were used. The first one was composed of three varieties of
durum wheat (LA1823, Claudio and Bidil7) and three varieties of bread wheat (Chevalier,
Pireneo, Rouge de Bordeaux) grown in Mauguio in 2017. Mauguio is a small town located in
Hérault in the south of France. In 2017, the average temperature in July and August was 30°C,
and the minimum temperature in January was 0°C, with an average annual rainfall of 321 mm
(Météo France). The second set contained only grains of bread winter wheat. They were
obtained from three modern varieties (Chevalier, Renan, Pireneo) and three landraces (Redon,
Bladette de Provence, Saint priest le Vernois Rouge) grown in France in 2015, at four locations:
le Rheu (LA) and Chavagne (GS) in Bretagne region; along with Pont de 1’Arche (FM) and Le
Puits (LM) in Pays de la Loire region. These two regions located in northwestern France, are

neighboring regions characterized by a rather wet climate. In 2015, the average rainfall was
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almost of 647 mm in Bretagne, and 611 mm in Pays de la Loire (Météo France). the maximum
recorded temperatures were between 25°C and 27°C in June and the minimum temperatures of

-8°C were recorded in January.

All varieties were grown on terroir GS (Chavagne, Bretagne) and terroir LA (Le Rheu,
Bretagne). The modern varieties were also grown on terroir FM (Pont de 1’ Arche, Pays de la
Loire). The landraces were also grown on terroir LM (Le puits, Pays de la Loire). The grains
were all kindly provided by Veronique Chable (INRAe Centre Bretagne-Normandie, UMR
BAGAP, Le Rheu, France) and stored at -20 °C (table 1).

Tablel: Bread wheat varieties harvested on 2015 at four French terroirs LA, GS, FM and LM

Terroir Variety®

LA : Le Rheu, Bretagne landraces | Redon

Bladette de Provence

Saint Priest le Vernois Rouge

modern Chevalier

Renan

Pireneo

GS: Chavagne, Bretagne landraces | Redon

Bladette de Provence

Saint Priest le Vernois Rouge

modern Chevalier

Renan

Pireneo

FM: Pont de I’Arche, Pays de | landraces | Redon

la Loire Bladette de Provence

Saint Priest le Vernois Rouge

LM: Le puits, Pays de la modern | Chevalier
Loire Renan
Pireneo

aTo perform this study, three seed lots were randomly collected from each variety (biological

triplicate).
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2.2.Wheat grains milling and bran recovery

Wheat grains, with an average weight of 4.7440.36 g, were tempered by moistening at
20% w/v in a rotating system, during 3h, and were left at room temperature for 24h.Then, the
humidified grains were ground in mortar grinder FRITSCH PULVERISETTE2, operating at a
speed of 70 to 80 rpm, with 12.5 daN (downforce) on the superior roller and 0 ring on the lateral
screw. Ground wheat was sieved through two sieves with 1 mm and 0.5 mm size screens
respectively. Three fractions were obtained, a coarse fraction corresponding to the bran still
containing a large part of flour (WBF1: 3.7+0.33g), an intermediate fraction (IF: 0.45+0.17g)
and a flour fraction (FF1: 0.5+0.18g). To isolate bran, fraction WBF1 underwent, a second
grinding under softer conditions (7.5 daN on the superior roller, 2 rings on the lateral screw).
Coarse fraction (WBF2: 1.54+0.16g), corresponding to the bran, was obtained after sieving
through 1 mm size screen sieve (see supporting data for material balance, table S1). To remove
the remaining flour, fraction WBF2 was washed with water (1 g of WBF2 for 100 mL of water)
at 50°C, under stirring, for 15 min. After filtration (woven mesh filters, NITEX, SEFAR, with
mesh openings of 500 um), the solid part was washed twice with room temperature water. The
washing operation was repeated 3 times. Washed WBF2 was dried overnight at 60°C to obtain
the dry bran WBF2-D.

2.3.Dough and bread preparation

Doughs and breads samples were prepared using semi-wholemeal flour (T80) made
from Renan wheat variety harvested in 2019. They were prepared in bakery “Le pain Levain”
(Azillanet, France) in January 21, 2020, either by adding commercial yeast, sourdoughs, or a
mix of yeast and sourdoughs. Commercial yeast starters were Hirondelle (Lesaffre), Bioreal or
Instant (Lesaffre). The three sourdoughs (“CRA”, “EDI”, “STE”,) were chosen for their
diversity in yeast species. Sourdough “CRA” contains Kazachstania bulderi as dominant yeast
species and L. sanfranciscensis as dominant LAB species. Sourdough “EDI” contains
Saccharomyces cerevisiae and Kazachstania unispora as co-dominant yeast species as well as
L. sanfranciscensis as dominant LAB species. Sourdough “STE” contains Saccharomyces
cerevisiae and Torulaspora delbrueckii as co-dominant yeast species as well as L.
sanfranciscensis as dominant LAB species. The yeast/sourdough fermentation were made by

mixing the dough made with sourdough (“STE” or “CRA”) and the one made with the
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commercial yeast Hirondelle (Hirondelle x “STE” sourdough and Hirondelle x “CRA”
sourdough).

Doughs were left over for a first fermentation during a time ranging from 1h20 to 1h55.
Then, they were divided by 500 g, shaped and left for a second fermentation that lasted 3h35.

Dough loafs were then baked in a wood oven at 250°C.

Quantities of ingredients and the conditions of the different steps of bread-making are

listed in table S2 (supporting data).

2.4 Preparation of sourdough, dough and bread samples for solvent extraction

Sourdoughs (“CRA”, “STE” and “EDI”) and doughs were freeze-dried for 47 hours in
a freeze dryer (EDWARDYS) to obtain water-free samples with average weight of 4.73+1.04 g.

Three slices were recovered from each loaf and two types of samples were prepared
from each slice. One was composed of crumb taken in the center of the slide (inner bread
samples) and one containing crumb and crust was taken on the border of the slide (outer bread
samples). To facilitate the grinding, the samples were dried overnight at 60°C. The average
weight of the dried inner samples was 2.6+0.45g and that of dried outer samples was

3.34+0.77¢.

Biological triplicates were prepared from sourdoughs, doughs, inner and outer bread
samples, then, they were ground on a mortar grinder FRITSCH PULVERISETTE?2 with 12.5
daN on the superior roller and 0 rings on the lateral screw, during 2 minutes for bread samples

and 1min for sourdoughs and doughs.

2.5.Extraction of free and hydrolysable FA from wheat bran, sourdough, dough, and bread
samples

Bran powder (50 mg), previously ground into fine particles was introduced in a 10mL
Pyrex tube, equipped with a magnetic stirring bar and a screw lid. Then, 1 mL of the extraction
solution (2M NaOH in water/Ethanol 50:50 v/v) was added. The mixture was heated at 80°C

for 1 hour under stirring. After cooling down and centrifuging the mixture,100ul of the
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supernatant was collected and neutralized with the same volume of 2M HCI aqueous solution.

To remove the resulting salts, the solution was filtered through Agilent pp 0.2um filter.

The extraction of FA from sourdough, dough and bread samples was carried out in the
same manner, by using a solution of 3M NaOH in water/Ethanol 50: 50 v/v, as extraction

solution and by heating the samples at 60°C during 4h in a dry heating bath, without stirring.

2.6.FA quantification from bran, sourdough, dough and bread samples

The neutralized extraction solutions were injected in Acquity UPLC (Waters, Milford,
MA) liquid chromatography system, equipped with a photodiode array detector (DAD). The
Waters column was 100mm x 2.1mm, HSS T3, particles size was 1.8um. The solvent used were
A (99% H>0 and 1% HCOOH v/v) and B (100% CH3CN) with a flow rate of 0.55mL/min. The
gradient conditions were as follows: from 0 to 4 min, 99% to 70% A; from 4 min to 7 min, 70%
to 20% A; from 7 min to 8 min, 20% A; from 8 min to 9 min, 20% to 99% A. The injection

volume was 2ul and DAD was set at 280nm (Amax of phenolic compounds).

It is well known that the area of a spectral peak is proportional to the amount of the
substance that reaches the detector in LC instrument. A response factor was obtained
experimentally through calibration curve of commercial trans-FA, obtained by injecting known
concentrations ranging from 1mg/L to 50mg/L. The mass relative response factor (MRRFx) of
FA equals the area of the spectral peak (mAu) divided by its mass concentration. Thus, for the
quantitation of FA in the extracts, its mass concentration (Cx) can be computed as: Cx=

Ax/MRRFx, where Ax is the peak area of FA.

2.7.Statistical analyses

The bran yields as well as FA content in bran, sourdough, dough, and bread samples

were analyzed using linear model with the statistical program R version 3.4.4.
2.7.1. Species and variety effect on bran yield and FA content
Data on the first set of grains, composed of durum and bread wheat collected in 2017,

was used to analyze the effect of wheat species and varieties using the following linear model:
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Yijx = p + species; + variety; (species); + &ijk,

where Y is the bran yield or the FA bran content, p is a constant, species is the wheat species
effect (i=1,2), variety (species) is the wheat variety effect within each species (j=1,2,3), and ¢
is the experimental error, estimated by the bran yield variation over seed lots of the same

variety.

The FA bran content was measured three times independently on three seed lots of each
variety. There was no effect of seed lot. The model including the random seed lot effect was

less likely than the one without (BIC=-16.04 / BIC=-14.34).

2.7.2. Variety and terroir effect on bran yield and FA content

Data on the second set of grains, composed of bread wheat collected in 2015 from
different terroirs, was analyzed to test the effect of bread wheat variety and terroir on the bran

yield and the FA content, using the following linear model:
Yijx = p + variety; + terroirj + variety X terroirj + €ijk,

where Y is the quantitative variable (either the bran yield or the FA bran content), p is a
constant, variety is the variety effect (i=1,2,3), terroir is the terroirs effect (j=1,2), terroir x

variety is the interaction effect between varieties and the terroirs and ¢ is the residuals error.

Again, there was no effect of seed lot. The model including the random seed lot effect

was less likely than the one without (BIC= 53.43 / BIC=48.75).

2.7.3. Fermentation effect on sourdoughs, doughs and breads FA content
The fermentation effect was analyzed using the following linear model:
Yijx = p + Fermentation_type; + Leaven; (Fermentation_type;) + €i,

Where Y is the total FA content in doughs or breads, Fermentation type is the fermentation
type (sourdoughs, yeasts or mix), Leaven (Fermentation type) is the leaven effect within the

Fermentation type (j=1,2,3), ¢ is the residuals error.

The same model without the fermentation type was used to compare FA content among

sourdoughs.
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Bran yield or the FA content mean differences between pairs of samples (bran,

sourdoughs, doughs, breads) were tested using Tukey HSD method.

3. Results and Discussion

FA content in bran of different wheat varieties harvested in different farming sites was
evaluated. Then, semi-wholemeal flour T80 made from modern variety Renan (which is the
most used in organic agriculture and bakery in France), was processed into breads through
different fermentation practices. The impact of fermentations and baking conditions on the

evolution of FA content was assessed.

3.1.Wheat bran yield: effect of species, terroir and variety

Tempering is the process of adding water to wheat before milling in order to toughen
the bran and soften the endosperm to improve their separation. Many factors are affecting the
tempering efficiency such as temperature, moisture, wheat cultivar and time. Xu et al., have
assessed the effect of moisture level on the softness of the endosperm and concluded that,
according to the kernel nature, the wheat grains could be tempered to moisture levels between
13%-19% (Xu, Mense, Ambrose, Graybosch, & Shi, 2018). In our case, several tests of
tempering/milling have been carried out and the most efficient separation between bran and
endosperm was achieved by adding 20% (w/v) of water and tempering at room temperature
during 24h. After milling, wheat bran WBF2 was washed with warm water four times to reduce
as much as possible the starchy part. The bran yields of the wheat varieties studied are displayed

on figure 1.
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Figure 1. Yield of wheat bran WBF2-D (% of dry matter). The results are presented with a
biological triplicate: a. On 2017, were harvested the beard wheat varieties: Chevalier, Pireneo,
Rouge de Bordeaux and the durum wheat varieties: LA1823, Bidil7, Claudio. b. The varieties
of bread wheat harvested on 2015 are: Bladette de Provence, Renan, Chevalier, Pireneo, Saint

priest le Vernois Rouge, Redon.

The wheat varieties generated between 11.52+1.08% to 16.10+0.69% of bran with
respect to the grain weight. These results are in agreement with Javed et al., who reported that
approximate bran yield was between 14% and 19% of wheat kernel (Javed et al., 2012); and
Hemery et al., study, in which the bran yield was estimated to range between 10% to 15% of
wheat grain (Y. Hemery et al., 2011). The statistical analyses revealed that bran yield does not
significally differ between neither wheat species (Fi4= 5.39; p=0.08) in 2017; nor terroirs
(F124=1.05; p=0.31) and interaction variety-terroirs (Fs24=0.58; p=0.71) in 2015. By contrast,
a significant difference was found between wheat varieties harvested in 2017 (F412=4.1;

p=0.02) and 2015 (Fs524=3.14; p=0.02).

For the wheat kernels harvested on 2017 at Mauguio, the highest wheat bran average
yield was observed for the bread wheat varieties Rouge de Bordeaux and Pireneo with
16.10+0.69% and 15.44+0.47% respectively. These two varieties gave a significantly higher
bran yield than Claudio and LA1823 (Tuckey test, supplementary data, table S5) with
12.41£1.24% and 11.58+1.45%. The other two varieties (Bidil7 and Chevalier) showed

intermediate yields.

Bran yield also significantly changed according to the bread wheat varieties in 2015
although the differences were less marked (Fs24=3.14; p=0.02). Saint Priest le Vernois Rouge
generated the highest amount of bran (13.6340.73%) and differed from Bladette de Provence
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(marginally significant Tukey test, supplementary data, table S6). Interestingly, Pireneo and
Chevalier varieties harvested in 2017 at Mauguio presented higher yields than those harvested
in 2015 at Bretagne and Pays de la Loire suggesting an effect of the year of culture,

environmental and climate conditions or nature of soil.

In a study conducted by Peyron et al., the mechanical behaviour of wheat bran under
milling conditions was investigated. It was shown that arabinoxylans which account for 70%
of the polysaccharide material in aleurone wall, and their degree of cross-linking was the main
element controlling bran mechanical properties, which in turn control its behaviour during
milling and then its yield (Peyron, Chaurand, Rouau, & Abecassis, 2002). The arabinoxylans
content in wheat bran is generally depending on wheat varieties. Indeed, some studies have
pointed out the role of breeding in the improvement of arabinoxylans content in wheat varieties
(Torok, Szentmiklossy, Tremmel-Bede, Rakszegi, & Tomoskozi, 2019; Tremmel-Bede et al.,
2017). In the other hand, it was demonstrated that there is no differences in mechanical
properties between durum wheat and bread wheat bran (Mabille, Gril, & Abecassis, 2001),

which is in agreement with our results.

3.2.FA content in wheat bran

3.2.1. FA extraction and quantification in wheat bran

FA is mostly cross-linked with lignin and polysaccharides forming lignin/phenolic-
carbohydrates complexes in wheat bran. The chemical extraction of free FA from the vegetable
matrix is often performed via alkaline or acid hydrolysis. These methods break the ester bonds
between FA and the different molecules of cell walls. However, alkaline hydrolysis is the most
effective method. It preserves the structural integrity of FA, while acid hydrolysis causes a
cleavage in the glycosidic bonds along with some structural degradations on hydroxycinnamic

acids (Aarabi, Honarvar, Mizani, Faghihian, & Gerami, 2016).

Ester-linked FA in the different wheat bran samples was released through alkaline

hydrolysis, as shown in figure 2.

100



Intens
[mAU

FA

250

200

150 4

100 4

T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]

Figure 2. UV chromatogram at 280 nm after alkaline hydrolysis extraction of bran obtained

from saint Priest le vernois rouge wheat variety harvested in terroir GS.

The quantification results of FA in wheat brans of the different varieties harvested in

2015 and 2017 are shown on table 2.

Table 2: FA contents in wheat bran of varieties harvested in 2015 or 2017. FA content is

expressed in mg par g of dry bran.

FA content in bran
Wheat Variety Terroir/year Wheat species
(mg/g dry matter)
Bladette de Provence 2.18 £0.21
Pont de 1’Arche,
Redon 1.69 £0.09
Pays de la Loire | Bread wheat
Saint Priest le vernois 1.90 £0.17
(FM)/2015
rouge
Bladette de Provence 2.51 £0.21
Chavagne,
Chevalier 2.43 £0.21
Bretagne
Pireneo Bread wheat 2.02 £0.19
(GS)/2015
Redon 1.86 £0.17
Renan 2.16 +0.19
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Saint Priest le vernois 2.13 £0.31

rouge

Bladette de Provence 2.26 £0.26

Chevalier 2.37 £0.33
Le Rheu,

Pireneo 1.81 £0.18
Bretagne

Redon Bread wheat 1.96 +£0.33
(LA)/2015

Renan 2.11 £0.26

Saint Priest le vernois 1.81 £0.17

rouge

Chevalier Le puits, Pays 2.04 +£0.13

Pireneo de la Loire Bread wheat 2.01 £0.10

Renan (LM)/2015 2.04 +0.25

Chevalier 1.79 £0.18

Pireno Mauguio/2017 Bread wheat 1.38 +£0.09

Rouge de Bordeaux 1.36 +£0.08

LA1823 1.98 +£0.21

Claudio Mauguio/2017 Durum wheat 1.58 £0.08

Bidil7 1.42 +0.2

As depicted in table 2, FA content in the bran of the wheat varieties ranged from
1.36+0.08 to 2.51+0.21 mg/g dm (dry matter). This is in line with other studies that have shown
that FA content in wheat bran varies between 0.1 and 14.56 mg/g dm (Liyana-Pathirana &
Shahidi, 2006; Zhou, Su, & Yu, 2004). In comparison, bran of Estonian varieties of spring and
winter wheat extracted at room temperature, over 4h with 2M NaOH, yielded 0.26+0.05 mg/g
dm and 0.53+0.05 mg/g dm, respectively (Vaher, Matso, Levandi, Helmja, & Kaljurand, 2010).
These differences in FA yield could be attributed to the difference in varieties, in geographical

localizations of crop, in culture conditions and in extraction methods.

Although bound forms of FA prevail in the cell walls, the free form could also exist. To
check the presence of free FA in our wheat species and varieties, some representative samples
of wheat bran of Bladette de Provence from terroir GS, Redon from terroir LA, along with
LA1823 and Rouge de Bordeaux harvested in 2017 at Mauguio, were extracted in ethanol/water

solvent (50:50 v/v) at 80°C, during 1h. UV quantification revealed that free FA in all these
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samples was 0.01+0.001 mg/g of dry matter, which represents about 0.5% of total FA (table
S4, supplementary data). Assuming that the samples tested are representative of the other wheat

varieties, it appears clearly that the wheat bran samples studied are very poor in free FA.

These results are in agreement with the study reported by Li et al., which stated that
phenolic acids in free form does not exceed 0.5-1% in cereals (Li et al., 2008). One can infer
that the occurrence of FA in wheat bran in linked form might hinder its bioavailability.
However, experiments conducted on rats concluded that the bond form of FA is more absorbed
in organism than the free one (Rondini et al., 2004). Indeed, the cell wall materials are difficult
to digest and may survive upper gastrointestinal digestion, to finally reach the colon. Colonic
digestion of such materials by microflora may release the bulk of the bound phytochemicals to
exert their health benefits locally and beyond absorption (Liu, 2007). Nevertheless,
bioavailability of such compounds varies greatly from bran to bran. In the case of corn bran,
FA bound with arabinose and arabinoxylan showed lower bioavailability than free FA (Zhao,

Egashira, & Sanada, 2005).

3.2.2. Effect of species, terroir and variety on the FA content in wheat bran

As shown in figure 3, for the wheat varieties harvested in 2017 at Mauguio, we found
no significant differences in FA content between wheat species (Fi4=0.49; p=0.52) and no
significant differences between seed lots of the same varieties. By contrast differences appeared
among varieties (F443=27.08; p=8,72.107'?). The highest FA content was found in the durum
wheat variety LA1823 (1.98+0.21 mg/g) and was significantly different than the FA content in
the bread wheat varieties Rouge de Bordeaux, Pireneo and the durum wheat variety Bidil7
which showed the lowest FA contents with concentrations of 1.36+0.08 mg/g, 1.38+0.09 and
1.42+0.2 mg/g respectively (Tuckey test, supplementary data, table S8). As for bran yield,
wheat varieties harvested in 2015 significantly differed in their bran FA content (Fs96=15.65;
p=3.03.10"""). Wheat varieties Chevalier and Bladette de Provence had a significantly higher
content than Renan, Saint Priest le Vernois Rouge, Pireneo and Redon (Tuckey test,
supplementary data, table S9), with FA concentration of 2.40+0.27 mg/g, 2.38+0.27 mg/g,
2.13+0.23 mg/g, 1.97+£0.29 mg/g, 1.92+0.21 mg/g and 1.91+0.26 mg/g respectively. In
addition, a terroir effect was detected (Fi1,06=7.96; P=0.0058) with average concentration of
2.19+0.31 mg/g for terroir GS and 2.05+0.33 mg/g for terroir LA. There was no interaction

effect between terroir and varieties (Fso6=1.8; p=0.12).
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On the other hand, the wheat variety Chevalier and Pireneo, harvested in Bretagne on
2015, has a higher FA content than that harvested in Mauguio on 2017 (table 2). This can be
attributed to the terroir and/or the year of culture. Indeed, Mauguio region being more warm
than Bretagne, it might cause a drop in polyphenols content (Heimler et al., 2010). This result

suggest that contrasted terroirs may influence FA content.

The variation of FA content according to the wheat variety has been reported by several
studies. In the case of wheat cultivars harvested in USA, the significant difference in FA content
was attributed to levels of enzymes involved in phenolic acids metabolism in wheat plant. It
was suggested that FA contents were similar during successive phases of grain development,
but differences occur in the final concentration, possibly due to FA accumulation and enzyme
activities in different cultivars (K. K. Adom et al., 2003; Régnier & Macheix, 1996). Other
studies explained this variation by the different distribution of phenolic compounds in the bran

and endosperm fractions in each variety (K. K. Adom, Sorrells, & Liu, 2005).

A number of studies have questioned the effect of modern breeding on the bioactivity
and health effect of wheat grains. In other words, do landraces contain more bioactive molecules
than modern varieties? Most of these studies (including ours) came to the conclusion that there
is no correlation between the type of variety (ancient/modern) and its bioactivity (Bordoni et

al., 2017; Shewry & Hey, 2015).
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Figure 3. Total FA in the wheat bran of: a. The durum wheat and the bread wheat varieties

harvested on 2017 in Mauguio and b. The bread wheat varieties, harvested on 2015 on terroirs

GS and LA (Bretagne).
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3.3.FA in sourdoughs, doughs and breads

Total FA content (free and bound) in the different samples of sourdough, dough and

bread are depicted in table 3 and in figure 4.

Table 3: Total FA content in sourdough, dough and bread (inner and bread) samples. FA content

is expressed in mg/ g of dry matter.

Total FA (mg/g of the dry matter)

Fermentation | Leaven Sourdough | Dough Inner bread | Outer bread
type type
CRA 0.52+0.04 | 0.284+0.009 | 0.25+0.02 0.33+0.01
Sourdough EDI 0.30+0.004 | 0.26+0.006 | 0.24+0.008 0.30+0.007
STE 0.18+0.008 | 0.24+0.009 | 0.24+0.009 0.26+0.005
BIOREAL |/ 0.26+0.005 | 0.25+0.002 0.30+0.02
Yeast HIR / 0.25+0.009 | 0.25+0.01 0.29+0.02
INSTANT |/ 0.26+0.02 | 0.22+0.01 0.27+0.01
Mix CRA xHIR |/ 0.26+0.007 | 0.25+0.02 0.28+0.02
STExHIR |/ 0.24+0.01 | 0.22+0.004 0.28+0.01
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Figure 4. Total FA content in doughs, inner bread samples and outer bread samples, fermented
with different leavens. Leavens Y-CRA, Y-EDI, Y-STE represent sourdoughs “CRA”, “EDI”
and “STE” respectively. Leavens Y-BIO, Y-HIR, Y-INS represent commercial yeasts
“Bioreal”, “Hirondelle” and “Instant” respectively. Leavens (S-CRA x Y-HIR and S-STE x Y-
HIR) represent mix of sourdough “CRA” and yeast “Hirondelle”, and mix sourdough “STE”

and yeast “Hirondelle” respectively.

3.3.1. FA content in sourdoughs

FA content differed significantly between sourdoughs (F2,6= 159.5; p = 6.29e-06 ***).
It ranged from 0.18 £ 0.008mg / g dm in sourdough “STE” t0 0.52 £ 0.04mg / g dm in sourdough
“CRA”. “EDI” sourdough was an intermediate with a total FA content of 0.3 + 0.004mg / g
dm. “STE” and “EDI” sourdoughs had significantly different FA content, although they were
refreshed with the same flour. This result might be due to the difference in the enzymatic
activity of yeast and LAB strains that are able to release bound FA or to transform free FA
(Katina, Liukkonen, et al., 2007). Indeed, Ripari et al., have shown that the behavior of
sourdough microorganisms towards phenolic compounds during fermentation depends on the
species and strains, and on their enzymatic activities. L. plantarum strains are able to convert
free FA but they do not release bound FA while L. hammessii strains released bound FA without

degrading it (Ripari, Bai, & Génzle, 2019).
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3.3.2. FA content in doughs before baking

In doughs, the variation of total FA content was between 0.24+0.009mg / g and
0,28+0.009 mg/g dm. FA content of doughs did not vary according to the fermentation type
(F2,5=0.184; p = 0.837) but differed according to the leaven used. Doughs fermented with
sourdough “STE”, yeast “HIR”, or a mix of both (sourdough “STE” and yeast “HIR”) showed
the lowest FA content (respectively 0,24 + 0.009, 0,24 £0.01 and 0,25 + 0.009 mg / g dm) while
the dough fermented with sourdough “CRA” had the highest FA content (0,28 + 0.009mg / g).

The differences in acidity between dough fermented with sourdough and dough
fermented with yeast alone does not appear to be responsible for the variation in the FA content.
Instead, variations in FA content seem to be related to differences between microbial strains.
All sourdoughs had L. sanfranciscensis as dominant lactic bacteria species and all commercial
yeasts were composed of Saccharomyces cerevisiae strains. However, sourdough “CRA” used
to make the dough with the highest FA content contained K. bulderi as dominant yeast species
while sourdough “STE” and its mix with “HIR”, used to make the dough with the lowest FA
content contained S. cerevisiae and T. debrueckii as the main yeast strains. Our results suggest
that K. bulderi may have increased enzyme activity to release bound FA and/or may have a

lower AF conversion capacity than S. cerevisiae and T. delbrueckii.

3.3.3. FA content in breads

It is worth to remind that two type of samples were produced from bread. Inner samples
containing only the crumb part of the bread, and outer samples composed of both crumb and

crust parts of the bread.

As for doughs, the FA content of breads did not change according to the type of
fermentation, i.e sourdough, commercial yeast or mix of the two (F25=0.117; p=0.892 and
F»5=0.28; p=0.767, for the inner and outer part of the bread respectively). Instead, a leaven
effect was observed (Fs14=4.367; p=0.013 and Fs;4=8.834; p<0,001) and it was more
pronounced for the outer samples of bread. Similarly, to doughs, the bread with the highest FA
content was made with sourdough “CRA” (0.33 + 0.01 mg / g) and the one with the lowest FA
content was made with sourdough “STE” (0.26 + 0.005 mg/g).

Finally, baking effect on the bread FA content was tested. A baking effect was observed
for both the inner and the outer bread samples (t=-3,2646, p=0,01 and t=6.339, P<0.001

107



respectively). Compared to the respective doughs, the FA content increased by 0.03 mg/g dm
in the outer samples, while it decreased by 0.016 mg/g dm in the inner samples, indicating that
the bread crust is richer on FA than the crumb. This is in agreement with Yu. L et al., results
that showed that the total phenolic compounds in breads made from purple wheat wholemeal
flour and fermented with commercial yeast, was higher in the crust (0.35 mg of FA equivalent
/ g) than in the crumb (0.29 mg of FA equivalent / g) (Yu, 2015). Several studies suggested that
heat stress can contribute to degrade the cell walls linkages contributing to an increase of free
phenolic acids productions (Abdel-Aal & Rabalski, 2013; Cheng et al., 2006; Gélinas &
McKinnon, 2006). As the crust is subjected to higher heat, it is normal for the FA content to be

higher in this part.

4. Conclusion

In an attempt to establish a relationship between wheat nutritional value and human
practices from wheat to bread, we studied the effect of wheat varieties, terroir, fermentation and
baking on the FA content. In line with previous studies, we detected significant differences in
FA content in bran of wheat varieties, and for the first time, we highlighted the terroir effect on
the FA content variation. This FA variation was also affected by the choice of the leaven.
Making bread using commercial yeast or sourdough did not appear to have a significant
influence. The FA content in doughs and breads was rather impacted by the microbial diversity
present in the leaven. Therefore, selecting wheat varieties with good nutritional and health
properties remains insufficient if the bread-making practices are not diversified. Then,

exploiting the microbial diversity in sourdoughs, is a new avenue for improving bread quality.
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Partie 2. Localisation et distribution de
l'acide férulique dans le son de ble¢ a

l'aide de la microscopie a fluorescence
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Lorsqu’un tissu végétal est excité par un rayonnement UV/visible de longueurs d’ondes
appropriées, certaines molécules émettent une florescence caractéristique. Cette derniere est

appelée auto-fluoresence et est intrinseéque a ces molécules (Talamond et al., 2015).

La localisation et la distribution de I'AF dans les grains et les sons de blé dur des variétés
LA1823 et Bidil7, et de blé tendre des variétés Chevalier et Rouge de Bordeaux, de Mauguio,

ont été établies par microscopie a fluorescence et sont représentées dans la Figure 27.

La Figure 28 regroupe les spectres de fluorescence des différents composés présents
dans les tissus des grains de Chevalier et du Rouge de Bordeaux. Les spectres d’auto-
fluorescence détectés dans le canal de couleur rouge avec une longueur d’onde maximale de
468 nm correspondent a I’auto-fluorescence de I’AF pur (déterminée a partir de la molécule

commerciale).

Nos observations confirment que I’AF est principalement localis¢ dans la couche
aleurone du son (Piot et al., 2000, Barron et al., 2007, Brouns et al., 2012). En comparant les
images correspondantes aux coupes transversales des espéces de blé dur et tendre, nous ne
remarquons aucune différence dans la distribution ou I’intensité de I’AF dans les tissus du son
(Figure 27. c1 et al). De plus, nous constatons que la mouture réalisée afin de séparer le son de
I’endosperme n’a pas altéré la couche aleurone qui est restée assez uniforme (Figure 27. al et

a2).
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Figure 27. Images spectrales des coupes transversales des grains de blé et de leurs sons apres broyage. Variétés de blé tendre Chevalier : grain :

a.l ; son : a.2, et Rouge de Bordeaux : grain : b.1 ; son : b.2. Variétés de blé¢ dur LA1823 : grain: c.1;son:c.2, et Bidil7 : grain:d.l ;son:d.2,
observés au microscope multi-photonique a 720 nm. Les images montrent les principaux tissus : per : péricarpe, alr : couche d'aleurone. Les trois

couleurs correspondent a trois composés fluorescents. La couleur rouge correspond a I’AF. Les autres sont inconnues.
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Il est établi que Il’intensit¢é du pic d’émission des substances fluorescentes est
proportionnelle a la concentration de cette substance dans le tissu examiné (Ndolo et al., 2013).
Nous pouvons observer dans la Figure 28 que le pic d’émission de I’AF (rouge) présent dans le
son de la variété Chevalier est trois fois plus intense que celui détecté dans la variété Rouge de
Bordeaux. Ceci indique que Chevalier a une teneur plus élevée en AF, ce qui est en accord avec

les résultats obtenus en UPLC.
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Figure 28. Spectres des intensités maximales de fluorescence des différents composés détectés
dans les différents tissus des coupes transversales des grains de blé Chevalier et Rouge de

Bordeaux, ainsi que I'AF pur.

Cette analyse en microscopie a fluorescence a donc confirmé les données de la littérature
et nous a conforté dans la pertinence de nos méthodes d’extraction et d’analyse de I’AF que

nous avons employées.
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Chapitre IV. Métabolisme de 1’acide
ferulique au cours de la fermentation

par des bactéries lactiques et des levures
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Présentation du chapitre IV

L’acide férulique (AF) est I’acide phénolique le plus abondant dans le son de blé. Aprées
mouture, il peut se retrouver dans les farines complétes et semi-complétes, conférant a celles-

ci des propriétés nutritives et aromatiques.

Dans ce chapitre, nous avons étudié¢ la transformation de I’AF par des microorganismes
appartenant a la communauté microbienne du levain. Pour cela, nous avons sélectionné des
souches de levures et de LAB les plus fréquemment trouvées dans les levains frangais, et nous
avons procédé a des fermentations en milieu levain synthétique. A travers cette étude, nous
avons comparé le métabolisme de I’AF par ces microorganismes lorsqu’ils sont seuls
(monocultures) et lorsqu’ils sont associés (co-cultures de levures et LAB). Nous avons étudié¢
leur capacité a assimiler I’AF et a le transformer en d’autres métabolites qui sont 1’acide

dihydroférulique (DHFA) et le 4-vinylguaiacol (4VG).

Nous avons également examiné ’effet de I’ AF sur la croissance microbienne en mono-
et co-culture, ainsi que sur les paramétres de fermentation, notamment le CO2 généré, la vitesse
de production du CO; et le temps de latence. Ce travail a fait ’objet d’un article soumis a Food

Microbiology.
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Abstract

The metabolism of ferulic acid (FA) was studied during fermentation with different
species and strains of lactic acid bacteria (LAB) and yeasts, in synthetic sourdough medium.
Yeast strains of Kazachstania humilis, Kazachstania bulderi, and Saccharomyces cerevisiae,
as well as lactic acid bacteria strains of Fructilactobacillus sanfranciscensis, Lactiplantibacillus
plantarum, Lactiplantibacillus xiangfangensis, Levilactobacillus hammesii, Latilactobacillus
curvatus and Latilactobacillus sakei were selected from French natural sourdoughs.
Fermentation in presence or absence of FA was carried out in LAB and yeasts monocultures,
as well as in LAB/yeast co-cultures. Our results indicated that FA was mainly metabolized into
4-vinylguaiacol (4-VG) by S. cerevisiae strains, and into dihydroferulic acid (DHFA) and 4-
VG in the case of LAB. Interactions of LAB and yeasts led to the modification of FA
metabolism, with a major formation of DHFA, even by the strains that do not produce it in
monoculture. Interestingly, FA was almost completely consumed by the F. sanfranciscensis
bFs17 and K. humilis yKh17 pair and converted into DHFA in 89.5 + 19.6% yield, while neither

bFs17, nor yKh17 strains assimilated FA in monoculture.
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1. Introduction

Bread is one of the most widely cereal products consumed worldwide. Unlike
unleavened or yeast bread, sourdough bread has an important role in the diet thanks to its
appreciated sensory and nutritional qualities (Cappelle et al., 2013, Gobbetti et al., 2014, Génzle
and Ripari, 2016, Pétel et al., 2017, Gobbetti et al., 2019). The preparation of this bread requires
a "sourdough" which consists of a mixture of flour and water, naturally fermented by lactic acid
bacteria (LAB) and yeasts (De Vuyst et al., 2017, Carbonetto et al., 2018, Gobbetti et al., 2019).
Over the world, a wide diversity of microbial species has been identified in sourdoughs, with
more than 60 species of LAB and 30 species of yeast (De Vuyst et al., 2014, Carbonetto et al.,
2018). Usually only one or two abundant species of each microbial type (LAB and yeast) is
detected per sourdough. Most of the sourdough’s bacteria belong to genera Fructilactobacillus,
Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, Latilactobacillus with an abundance of species
Fructilactobacillus sanfranciscensis (heterofermentative), but Levilactobacillus brevis,
Limosilactobacillus  fermentum,  Levilactobacillus ~ hammesii ~ (heterofermentative),
Latilactobacillus  sakei, Companilactobacillus kimchi, Latilactobacillus  curvatus,
Lactiplantibacillus plantarum (homofermentative), can also be found (Gobbetti, 1998, De
Vuyst et al., 2014, Zheng et al., 2020). Yeast species described in sourdoughs belong to genera
Saccharomyces, Kazachstania, Wickerhamomyces, Torulaspora, and Pichia (Lhomme et al.,
2015, Lhomme et al., 2016, Michel et al., 2016, Van Kerrebroeck et al., 2017). The most
abundant species are Saccharomyces cerevisiae, Kazachstania humilis, Kazachstania exigua,

Pichia kudriavzevii, Wickerhamomyces anomalus, and Torulaspora delbrueckii (Carbonetto et

al., 2018).

Sourdough yeasts ferment flour carbohydrates to mainly produce ethanol and COx,
which allows the raising of dough. They also generate other metabolites which bring new
flavors to the bread, such as organic acids and aroma (Hazelwood et al., 2008, Pico et al., 2015,
Pétel et al, 2017). LAB present in sourdough are either homofermentative or
heterofermentative. The former metabolize hexoses into lactic acid only; while the latter
convert hexoses into lactic acid, acetic acid, ethanol and CO; (Génzle, 2015). The production
of acids is generally responsible of the sour taste of breads; it also contributes to increase their
shelf-life. Associated to yeasts, LAB could modify their metabolic pathway and vice versa. In
co-culture of K. humilis and heterofermentative LAB, the amount of the consumed maltose is

higher than in LAB monocultures, while K. humilis is maltose-negative and maltose

124



consumption by heterofermentative LAB is very low (Carbonetto et al., 2020). The production
of organic acids may also be altered by the yeast/LAB interactions (Collar, 1996, Gobbetti,
1998). The volatile profile of breads turned out to be richer when fermentation occurs with a
mixture of yeast and LAB (Xu et al., 2019b). Indeed, a higher content of 2,3-methyl-1-butanol,
2-methyl-propanoic acid, 3-methyl-butanoic acid and 2-phenylethanol are obtained in co-
cultures of F. sanfranciscensis or L. plantarum with S. cerevisiae (Gobbetti et al., 1995,

Damiani et al., 1996, Gobbetti, 1998).

Beside carbohydrates, other metabolites present in wheat, may potentially contribute to
enhance health benefits and organoleptic properties of sourdough breads. Phenolic acids known
to be precursors of antioxidant and aromatic compounds, are divided into two subgroups,
hydroxybenzoic acids (gallic acid, vanillic acid, syringic acid, etc.) and hydroxycinnamic acids
(p-coumaric acid, caffeic acid, ferulic acid, etc.) (Li et al., 2008). Ferulic acid (FA) is the major
hydroxycinnamic acid present in wheat, accounting for almost 90% of total phenolic
compounds (Boz, 2015) and it is mainly located in bran. It varies between 1.36 mg/g and 2.8
mg/g in wheat bran depending on the wheat variety, the terroir, the growing conditions and the
extraction methods (Verma et al., 2009, Boudaoud et al., 2020, Ferri et al., 2020, Sharma et al.,
2020). FA is widely known for its antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory properties
(Mancuso and Santangelo, 2014, Dedek et al., 2019). Through fermentation, FA is transformed
into different derivatives of nutritional and organoleptic interest such as 4-vinylguaiacol or
dihydroferulic acid (Figure 1) (Coghe et al., 2004; De Las Rivas et al., 2009; Filannino et al.,
2014; Adeboye et al., 2015).

(1)

Phenolic acid decarboxylase 3CO Phenolic acid
(PDC) reductase §
ocC H3
/ meigualacol ’; ZH Ethylguaiacol
EHO Q/\)L

OCHs
2H H3CO
Phenolic acid reductase

Ferulic acid
(2)

Dlhydruferullc acid

Figure 1. Schematic representation of the general metabolic pathways of FA by LAB. Modified
from (Filannino et al., 2014).
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The potential of metabolizing FA by sourdough microorganisms has been particularly
investigated (separately) for L. plantarum and S. cerevisiae, with mainly two metabolic
pathways. The first involves the decarboxylase activity, responsible of transforming FA into 4-
VG. This activity is encoded by genes pdcl and pdc2, with a lower activity for pdc2 in L.
plantarum (Barthelmebs et al., 2000) and by genes PADI and FDCI in S. cerevisiae (Mukai et
al., 2010). The second pathway is the reduction of FA into DHFA through the action of phenolic
acid reductase. The reductase activity is linked to the expression of genes hcrdB, and
particularly to hcrB gene in L. plantarum (Santamaria et al., 2018). Homologs of HcrB have
been recently identified in other LAB species (Gaur et al., 2020). To our knowledge this activity
has not been documented in S. cerevisiae. In bacteria, the ratio between decarboxylase and
reductase activities depends on both environmental conditions and strains. In a medium with
20% ammonium sulfate or 20% sodium chloride, the decarboxylase activity is weak. Reductase
activity is rather induced in a medium rich in glucose (20 mM) (Barthelmebs et al., 2000). In
L. plantarum strains that combine reductase and decarboxylase activities, DHFA is produced
in a higher amount than 4-VG (Ripari et al., 2019). The only study dealing with the association
of sourdough yeast and bacteria on the metabolism of FA was conducted by Koistinen et al.,
(2018). In this work, two synthetic sourdoughs made from wheat and rye whole meal flours
were inoculated with L. brevis and L. plantarum bacteria combined with K. humilis yeast. After
fermentation, they identified 118 compounds with increased levels in the sourdoughs, including
microbial metabolites of phenolic acids (dihydroferulic acid, dihydrocaffeic acid and
dihydrosinapic acid) (Koistinen et al., 2018). However, this was done for a single synthetic
starter and the diversity of LAB/yeasts interactions in metabolizing FA, expressed by the

differences in the behavior of microorganisms in mono- and co-cultures has never been studied.

In order to shed light on yeast-bacteria interactions effect, this study investigate the
metabolism of FA in a synthetic sourdough medium, in the presence of LAB, yeasts, as well as
LAB-yeast associations. Strains were isolated from natural sourdoughs and selected among the
commonly found sourdough microbial species. LAB strains belong to a wide diversity of
species found in sourdoughs (Michel et al., 2016). Yeast strains include S. cerevisiae but also
K. bulderi and K. humilis strains. K. bulderi has been frequently found in French farmer-baker
sourdoughs (Urien et al., 2019, Michel et al., 2019), while K. humilis has been detected in
worldwide artisanal sourdoughs (Carbonetto et al., 2018).
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2. Materials and methods

2.1.Chemicals

Wheat Peptone, potassium dihydrogenphosphate (KH2POs), Dipotassium hydrogen
orthophosphate (K2HPO4), Manganese (1) sulfate tetrahydrate (MnSO4-4H>0), TWEEN® 80
solution, Glucose, Maltose, Sodium chloride (NaCl), Potassium chloride (KCI), Disodium

phosphate (Na2HPOg), trans-ferulic acid and dihydroferulic acid were purchased from Sigma-

Aldrich. 4-vinylguaiacol was synthesized according to (Zago et al., 2016). Ammonium chloride

(CIH4N) and Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4-7H20) were purchased from Fluka™.

Tryptone was obtained from Becton Dickinson and Company. Meat extract and yeast extract
were supplied by BIOKAR Diagnostics. Sodium acetate (CoH3zNaO.), Methanol (CH3;0H),
Ethanol (C2HsOH), Acetonitrile (CH3CN), Formic acid (HCOOH), were purchased from VWR

chemicals.

2.2.Strains, synthetic sourdough medium, and growth conditions

2.2.1. Microbial strains

LAB strains were propagated anaerobically at 24°C in MRS-5 medium plates (De Man,

Rogosa and Sharp medium, prepared according to (Meroth et al., 2003), for 48 h. Yeast strains

were propagated at 28°C in YEPD medium plates (Yeast Peptone Dextrose medium, prepared

according to (Xu et al., 2019a), for 24 h. LAB and yeast strains data are described in Table 1.

These strains were used in both mono- and co-cultures.

Table 1. Genera, species and strains of lactic acid bacteria (LAB) and yeasts.

Genus Species Strain’s Code Reference
Lactic acid bacteria (LAB)
bFs17 Michel et al., 2016
Fructilactobacillus sanfranciscensis | bFsl5 Michel et al., 2016
bFs9 Michel et al., 2016
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bFs12 Michel et al., 2016
bLp6 Michel et al., 2016
plantarum bLpl6 Michel et al., 2016
Lactiplantibacillus
bLp20 Michel et al., 2016
xiangfangensis bLx29 Michel et al., 2016
Levilactobacillus hammessii bLh5 Lhomme et al., 2015
curvatus bLcl6 Michel et al., 2016
Latilactobacillus sakei bLsk4 Lhomme et al., 2015
Yeast
yScl0 Lhomme et al., 2015
yScl6 Michel et al., 2019
Saccharomyces cerevisiae ySc29 Michel et al., 2019
ySc9 Urien et al., 2019
ySc32 Michel et al., 2019
yKb12 Urien et al., 2019
yKb15 Urien et al., 2019
bulderi
yKb20 Michel et al., 2019
Kazachstania yKb4 Urien et al., 2019
yKh17 Michel et al., 2019
humilis yKh5 Urien et al., 2019
yKh6 Urien et al., 2019

2.2.2. Synthetic sourdough medium (SSM)

SSM preparation was adapted from Vrancken et al. (2008). It contains per L: wheat
peptone, 24 g; MgS04.7H>0, 0.2 g; MnSO4.H>0, 0.05 g; KH2PO4, 4 g; K;HPO4, 4 g; Tween
80, 1 mL. milliQ water (0.899 L) was added to the mixture and pH was adjusted to 4.5 with
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citric acid at 3 M. The solution was autoclaved (pressure = 0.5 bar; temperature= 120°C) using
autoclave (LEQUEUX-1983). The sterilized SSM was then completed with 100 mL of sugars
mixture solution (glucose 150 g/L, maltose 350 g/L, filtrated over 0.22 um filter to remove
microorganisms) to reach a final concentration of 15 g/L. of glucose and 35 g/L. of maltose.
Then, 1mL of filtrated (over 0.22 um filter) vitamin solution containing 200 mg/L of each of
the following vitamins (cobalamin, nicotinic acid, folic acid, pantothenic acid, pyridoxal-
phosphate, thiamine) was added to complete 1 L of SSM. This synthetic sourdough medium
was used as control. SSM-FA containing FA was prepared as follows: frans-FA was added to
SSM at a concentration of 25 mg/L. The solution was stirred for 1 hour to completely dissolve
FA and then sterilized by steam pasteurization for 15 min. After pasteurization, the FA

concentration remained unchanged.

2.2.3. Preparation of microorganism cultures

Pre-cultures were prepared as follows: a colony of each strain was grown in 20 mL of
MRS-5 medium for LAB, and in 6 mL of YEPD medium for yeasts. All strains were incubated
overnight at 28°C with stirring. These pre-cultures were centrifuged (4500 rpm for 5 min at
20°C) and cells were suspended in 1 mL of SSM. Cells concentration was determined by means
of C6 flow cytometer (AccuriTM, BD Biosciences). In monoculture system, 15 mL of SSM or
SSM-FA with either 10° cells/mL of yeasts or 108 cells/mL of LAB were placed in 20 mL glass
tubes, equipped with filter tip to allow CO> release. Co-cultures were prepared by mixing 10°

cells/mL of yeast strain with 108 cells/mL LAB strain in 15 mL of SSM or SSM-FA.

2.3.Automated fermentation

Fermentations were carried out over 37h, with a constant stirring (300 rpm) at 24°C,
using an automated robotic system (PlateButler® Robotic System by Lab services) (Bloem et
al., 2018). This system allowed online monitoring of the fermentation by measuring the weight
loss of each sample every 50 min, which is correlated to CO; release. The online data are

automatically inserted into the ALFIS (Alcoholic Fermentation Information System) software.
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Based on polynomial smoothing, four fermentation parameters were estimated from the
CO7 accumulation curve over time (Sablayrolles et al., 1987): the maximum COx release (g/L),
the fermentation latency-phase time (h) which is the time between inoculation and the
beginning of the fermentation calculated as 1 g of CO; release, the maximum CO» production
rate Vmax (g/L/h) and the time to reach the maximum CO: production rate tVmax (h). FA
assimilation capacity was first tested in LAB and yeast monocultures. Then, three independent
experimentations were carried out for each co-culture, while repeating monocultures as

controls.

2.4.Cell count and viability

After 37h, 200 pL of each sample were centrifuged (10000 rpm for 5 min at 20°C) and
microbial cells were diluted in PBS (Phosphate-Buffered Saline, containing: NaCl; 137 mM,
KCI; 2.7 mM; Na;HPO4, 10 mM; KH2PO4; 2 mM, at pH = 7.4, filtered through 0.2 um filter)
for flow cytometry analysis (C6 flow cytometer, Accuri, BD Biosciences). Population size and

cell viability were determined as described in (Delobel et al., 2012).

2.5.Characterization of FA metabolism after fermentation

Characterization and quantification of FA consumed after fermentation, as well as its
corresponding metabolites were performed using ultra pressure liquid chromatography
(UPLC). The fermentation tubes were centrifuged (4500rpm for 10 min at 4°C) and 300uL of
supernatant were then filtered through 0.2 um filter to remove all the residues from the solution.
Supernatants were injected on an Acquity UPLC (Waters, Milford, MA) equipped with a
photodiode array detector (DAD). The Waters C18 column was 100mm x 2.1mm, HSS T3,
with particles size of 1.8um. solvents used were A (99.9% H>0 and 0.1%HCOOH v/v) and B
(100% CH3CN) and the flow rate was 0,55mL/min. The gradient conditions were as follows:
from 0 to 4 min, 99% to 70% A; from 4 min to 7 min, 70% to 20% A; from 7 min to 8 min,
20% A; from 8 min to 9 min, 20% to 99% A. The injection volume was 2 uL. and DAD was set
at 280nm (Amax of phenolic compounds) (adapted from Rouméas et al., 2018). FA and its
identified metabolites, namely 4-vinylguaiacol (4-VG) and dihydroferulic acid (DHFA) were
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quantified after calibration with standard compounds dissolved in SSM for FA and in methanol
for 4-VG and DHFA. The material balance of FA conversion reaction was determined

according to (Filannino et al., 2014).

2.6.In silico analysis of putative ferulic acid reductase and decarboxylase in F.

sanfranciscensis

According to the work of (Gaur et al, 2020), three different genes from
Lactobacillaceae species were considered as reference ferulic acid reductase, namely 4crB (L.
plantarum, UniProt: FOUNH3, 812 aa), hcrF (L. fermentum, UniProt: AOA158SNB3, 617 aa),
and parl (F. rossiae, UniProt: AOAOR1RH44, 614 aa). For ferulic acid decarboxylase activity,
pdcl (L. plantarum, UniProt: P94900, 174 aa) was used as reference gene (Barthelmebs et al.,
2000). In order to identify putative ferulic acid reductase and decarboxylase genes in F.
sanfranciscensis, an in-silico analysis was performed on all sequenced strains of this species
available on public databases. The complete genome sequences and gene annotations of 30
different strains were retrieved at the NCBI (see Table S22 for the strain names and the
corresponding accession numbers). In a first step, BLAST searches (version 2.10.0+) of four
genes cited above on the 30 strains of F. sanfranciscensis at both the protein level (BLASTp)
and the whole chromosome level (tBLASTn) were performed. Then, putative protein domain
signatures for all the proteins of the 30 strains (39264 proteins) were predicted with
InterProScan (version 5.47-82.0) and compared with the protein domain signatures from the

four reference genes.

2.7.Statistical analysis

All experiments were carried out in three replicates. All statistical tests were performed
using R software, version 4.0.3. To test the effect of FA on bacteria and yeast growth, the
population size per mL was analyzed after 37h fermentation in a synthetic sourdough. The
population size was expressed in Log 10 to meet the condition of application of statistical linear
models. Also, the effect of FA on the four fermentation parameters was tested. First, we

analyzed the variation of each quantitative variable (Population size, Vmax, tVmax, COmax
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and Latency) in LAB and yeast monocultures in the same way. For bacteria, we used a linear
mixed model with presence of FA in the medium, LAB strains and their interaction as fixed
effect and experimental block as random effect. When there was no bloc effect, we delete the

random block effect from the model:
Yijk = p+oi + Bt yij + Dk + &iji,

where Yijk is the quantitative variable, a;is the fixed LAB strains effect, fjis the fixed FA effect,
vij 1s the interaction effect between FA and LAB strains, Dk is the random block effect and &ijk,

the residual error.

For yeast, we used the same model except that we include the yeast species fixed effect
and a strain random effect. This was not possible for LAB as some LAB species were

represented by a single strain only:
Yijim = 1 +ai+ B+ i+ Dk + Fi+ &ijkim,

where Yijum 1s the parameter variable, o; is the fixed yeast species effect, fj is the fixed FA
effect, vij is the interaction effect between FA and yeast species, Dy is the random strains effect,
Fi is the random block effect and &jum, the residual error. When residues deviated from

normality (LAB population size), we also ran non parametric tests, i.e. Kruskal-Wallis tests.

Second, we compared the difference between mono and co-culture by adding to the
previous models a fixed effect with two levels mono- or co-cultures. For this analysis, we only
include monocultures of strains that were also tested in co-cultures.

Yija = p +ai + Bt yij + Dk + &iju,

where Yijk is the parameter variable, a; is the fixed culture type effect (monoculture vs co-
culture), B;is the fixed FA effect, y; is the interaction effect between FA and culture type, Dk is

the random block effect and eijx, the residual error.

3. Results

3.1.Selection of LAB-Yeast couples for co-culture fermentations

Based on a preliminary test dealing with the assimilation of FA (monitored by liquid

chromatography) in monoculture fermentations, LAB/yeast couples were formed according to
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three different scenarios: both microorganisms assimilate FA, one of them is able to do that,
and none of them transform FA. For each scenario, at least three different LAB/yeast pairs of

strains were chosen randomly. The different combinations are displayed in Figure 2.

3.2.Effect of FA on microbial growth in mono- and co-culture

The presence of 25 mg/L of FA had no significant effect on the growth of LAB in
average (p=0.73), since the LAB population size was almost the same at the end of fermentation
in the presence and absence of FA (8.6 + 0.3 1og10 cell / mL on average at [FA] = 0 mg/L, and
8.6 + 0.5 log10 cell / mL at [FA] = 25mg/L). For some specific strains, FA seems to decrease
the LAB population size but this effect was only marginally significant (p<0.001, Figure S1,
Table S1). In the case of yeasts, FA had an inverse effect on the growth of S. cerevisiae and K.
bulderi. While increasing the population size of the former (p=0.004), it decreased the
population size of the latter (p= 0.04) (Figure S2, Table S2). This resulted in a non-significant
effect of FA on average yeast population size (8.2 + 0.2 logl0 cell / mL in the absence of FA
and 8.2 £ 0.2 logl0 cell / mL in the presence of FA). Irrespective of the presence of FA, a
variation on microbial growth was found among LAB strains (p<0.01), where strains bLsk4,
bLc16, bFs15 reached population sizes from 2 to 3,5 times lower than those of strains bLp6,
bLp20 (Table S1); as well as among yeast species (p=0.003; Table S2) with a lower growth of
K. humilis compared to K. bulderi (p=0.002) and S. cerevisiae (p=0.002).

The absence of FA effect on microbial growth was also observed in the case of LAB
and yeasts co-cultures (for LAB: FA effect p=0.71, FA x Culture type interaction p=0.65; for
yeasts: p=0.18, interaction effect p=0.59). However, each type of microorganisms had a
negative effect on the growth of the other. Thus, LAB reached a lower population size in co-
culture (8.5 + 0.4 log10 cell / mL) than in monoculture (8.6 + 0.4 log10 cell / mL; p<0.001,
Figure S3, Table S3), and yeasts population size decreased from 8.2 + 0.2 log10 cell / mL in
monoculture to 8.1 = 0.2 log10 cell / mL in co-culture (p <0.001, Figure S4, Table S4).
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3.3.Effect of FA on fermentation parameters of yeast and LAB in mono- and co-culture

For each strain fermented in mono- and co-culture, four parameters were analyzed in
the presence and absence of FA, CO2max, latency phase duration, Vmax, and tVmax. During
bread making, these parameters provide information on the required fermentation time and the
quality of the dough rise. Results showed that again, the differences in fermentation parameters
were related to LAB strains and yeast species and not to FA effect. No significant effect of FA

was observed on any of the four fermentation parameters.

As expected, heterofermentative LAB produced low amount of CO,max. However, the
CO,max was significantly different between strains (p<0.001, Figure S5, Table S5). The three-
yeast species produced significantly different CO,max (p<0.001, Figure S6, Table S6), with a
better performance of S. cerevisiae which produced 24.4 + 0.7 g / L of CO;max on average
compared to K. bulderi and K. humilis with 7.7 £ 0.5 g/ L and 8.0 £ 0.8 g/ L respectively.
CO2max generated in co-culture was different from that produced in monoculture (yeasts in
monoculture and co-culture with LAB: p<0.001; and LAB in monoculture and co-culture with

yeasts: p<0.001, Figures S7 and S8, Tables S7 and S8).

While the maximum rate of CO; production (Vmax) did not significantly vary between
LAB strains (Figure S5, Table S9), but varied among yeast species (p<0.001, Figure S6, Table
S10) and strains of S. cerevisiae. Significant differences in Vmax were observed between
monoculture and co-culture for both LAB (p<0.001, Figure S7, Table S11) and yeasts (p<0.001,
Figure S8, Table S12). The higher Vmax was obtained for S. cerevisiae monocultures, followed

by yeast/LAB co-cultures, and then LAB monocultures.

The time to reach Vmax, tVmax, in LAB monocultures was shorter than in co-cultures
(significant difference: p<0.001, Figure S7, Tables S13 and S14). tVmax was significantly
different between yeast species (p<0.001, Figure S6, Table S15). S. cerevisiae had a
significantly longer tVmax (18.0 + 1.5h), than K. bulderi (12.3 + 1.4h) which in turn displayed
a significantly longer tVmax than that of K. humilis (10.2 + 0.3h). Compared to yeast
monocultures, tVmax significantly decreased in the presence of LAB (p<0.001, Figure S8,
Table S16), especially for K. humilis and K. bulderi (in monoculture: 10.2 = 0.3h and 12.4 +
1.3h respectively, and in co-culture with LAB: 9.6 + 1.9h and 12.0 + 1.4h respectively).

Latency phase duration did not significantly vary neither between LAB strains, nor

among yeast species, nor between yeast monocultures and co-cultures; but a significant
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difference was found between LAB monoculture and co-culture (p=0.001, Figures S7 and S8,
Tables S17 to S20). The latency time of LAB in monoculture lasted 12.8 + 8.8h, but the
fermentation started more quickly when K. humilis, K. bulderi or S. cerevisiae yeast strain was

added (7.4 + 2.4h, 8.2 = 2.6h and 8.6 £ 2.2h respectively, Figures S7 and S8, Table S19).

In general, the presence of LAB had a little effect on the fermentation performance of

certain yeast species, especially S. cerevisiae.

3.4.Consumption and conversion of FA by LAB and yeasts in mono- and co-culture

The FA consumption by microorganisms, as well as the formation of its derived
metabolites, namely 4-vinylguaiacol (4-VG) and dihydroferulic acid (DHFA), during
fermentation were monitored by UPLC (a representative chromatogram is depicted in Figure
S9), and the material balance of conversion reactions was determined taking SSM as control.

Results are presented in Figures 2 and 3.
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Figure 2. Assimilation of FA (as function of its concentration at t0) after 37h of fermentation
in the presence of LAB and yeast strains in mono- and co-culture. The data are presented by a
matrix whose colors indicates different cases of strains behavior in the assimilation of FA. The

first column and line give monocultures results. The figure center shows co-cultures results.
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and yeast strains in mono- and co-culture after 37 hours of fermentation. The data are presented
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After 37 hours of fermentation in synthetic sourdough medium, the assimilation of FA
was detected in 4 out of 11 strains of LAB (Figure 2 and Table S21). L. hammesii bLh5 strain
transformed 86.0+15.4% of FA into DHFA with a 98.5 £+ 28.5% high yield. L. plantarum bLp20
and bLp16 strains assimilated respectively 57.6 + 8.7% and 27.1 + 4.5% of FA, and transformed
it into 4-VG with 53.2 + 13.0% and 33.8 + 9.2% yield respectively. L. plantarum bLp6 strain
was the only strain able of converting FA (91.3 + 6.1%) into both DHFA and 4-VG, with a
majority of DHFA (67.6 + 14.4% of DHFA and 11.9 £+ 1.0% of 4-VG) (Figure 3).

Concerning yeasts, the assimilation and conversion of FA was only observed in S.
cerevisiae, which transformed FA into 4-VG exclusively (Figure 2 and Table S21). Strains
ySc10 and ySc16 transformed respectively 77.6 + 18.0% and 56.5 + 3.1% of FA into 66.6 £
14.7% and 60.3 + 10.8% of 4-VG respectively, while strains ySc29, ySc9 and ySc32 have
almost completely assimilated FA (91.0 = 10.2%, 92.3 + 6.0% and 91.7 + 9.9% respectively)
to produce approximately the same amount of 4-VG (60.7 + 1.6%) (Figure 3).

The conversion of FA into DHFA and 4-VG was also analyzed in yeast/LAB co-
cultures. LAB and yeast strains assimilating FA in monoculture continued to do so in co-culture.
However, a variation in the quantities of metabolites produced was noted (Figure 3 and Table
S21). Coupling of S. cerevisiae strains yScl0 or ySc32 (which converted FA into 4-VG
exclusively in monoculture), with L. plantarum bLp6 (which produced mainly DHFA under
the same conditions), resulted in the conversion of FA into DHFA in high yield (in average of
89.8 + 6.6%), with a small amount of 4-VG (in average of 6.9 = 0.8%). Interestingly, the co-
culture of L. plantarum bLp16 with S. cerevisiae ySc16 strains which both produced only 4-
VG (33.8£9.2%, 60.3 + 10.8% respectively) in monoculture, led to the assimilation of almost
all FA (92.6 = 9.1%) and the production of a large amount of DHFA (85.4 + 9.5%). It was also
the case for the strain pairs L. plantarum bLp20 / K. bulderi yKb20 and L. plantarum bLp20 /
S. cerevisiae ySc16. The predominance of DHFA as metabolite of FA has also been observed
in combinations involving strains able of assimilating FA in monoculture and strains unable of
doing so. Indeed, the combination of L. plantarum bLp6 and K. humilis or K. bulderi which are
not able to assimilate FA alone, gave rise to the conversion of FA in quantitative yield (92.7 +
7.8% on average) into mainly DHFA (92.1 + 8.8% on average). Association of F.
sanfranciscensis bFs9 strain unable to assimilate FA in monoculture, with S. cerevisiae ySc9
strain, which transformed FA into only 4-VG (60.1 + 8.5%), generated the formation of DHFA
and 4-VG in equal amount (37.8 £ 12.3% DHFA and 35.0 = 10.9 4-VGQG), after the assimilation
of nearly all FA (92.0 + 8.3%). Even when DHFA is not formed, the LAB-yeast association
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seems to reduce the amount of 4-VG, produced by yeast strain monoculture. S. cerevisiae ySc29
strain produced a lower amount of 4-VG (34.0 + 3.62%) when it was associated to L.
xiangfangensis bLx29 strain (which did not assimilate FA), compared to its activity alone (62.4
+ 6.3%). FA was not assimilated in most of yeast-LAB combinations made of yeast and LAB
strains unable to metabolize it in monoculture. A surprising result was obtained from the
combination of F. sanfranciscensis bFs17 and K. humilis yKh17 strains, where 87.3 +21.0 %
of FA was assimilated and a large amount of DHFA (89.5 + 19.6%) was produced, while neither
the LAB nor the yeast strains assimilated FA in monoculture. As F. sanfranciscensis strains
tested in this study were not able to assimilate FA in monoculture, we investigated the presence
of putative FA reductase genes, namely hcrB, herF and parl, as well as the FA decarboxylase
encoding gene pdcl in the 30 sequenced strains of F. sanfranciscensis available. BLAST
searches revealed no consistent homology among all the investigated strains. In addition, none
of the protein signature domains from the four reference genes were found in the complete set
of proteins from the 30 strains (on the basis of InterProScan predictions), except for the domain
IPR005025 (NADP(H) binding domain). This latter is identified in a gene shared by the 30
compared strains that is a homologous gene of herA (L. plantarum) with no enzymatic activity
(Gaur et al., 2020). As a consequence, no evidence of genes coding for a ferulic acid reductase
or decarboxylase were found in sequenced F. sanfranciscensis strains. We could not investigate
the presence / absence of decarboxylase (PAD1, FDCI) or putative reductase encoding genes

in K. humilis, since no genome is currently available for this species.

All these results suggest that the behavior of LAB and yeast strains when together is not
easily predictable from their activity when alone. It is interesting to note that strains which were
assumed to not assimilate FA or to produce only 4-VG in monocultures, consumed FA to
convert it mainly into DHFA in co-cultures (except L. xiangfangensis bLx29), suggesting that
yeast-LAB co-cultures facilitate the production of DHFA (bLp16 / ySc16, bLp20 / yKb20,
bLp20/yScl6, bFs9 / ySc9, bFs17 / yKh17) and/or limit the production of 4-VG.

4. Discussion

4.1.Effect of FA on microbial growth in mono- and co-culture

With a concentration of 0.13 mM of FA, no inhibitory effect was observed neither for

yeasts, nor for LAB. This is consistent with previous studies that showed that the effect of
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phenolic acids on microbial growth is concentration-dependent. In the case of S. cerevisiae,
yeast biomass began to decrease at 0.25 mM FA (Hou et al., 2018) and FA inhibition threshold
is about 1.8 mM (Adeboye et al., 2014). Sanchez-Maldonado et al., 2011 studied the minimum
inhibitory concentrations (MIC) of 12 phenolic acids and their metabolites for several bacterial
species. They observed that the negative effect of FA in bacteria started at concentration of
0.8mM, with a better tolerance of lactobacilli (MIC 4.6 to 8.65 mM) (Sanchez-Maldonado et
al., 2011).

Independently of the presence of FA, we have noticed a reduction in the average cell
concentration of yeasts and LAB in co-cultures. This may result from a competition between
yeast and LAB caused by limited substrates. Several studies showed that according to the yeast
or LAB species, cell growth of one or both can be reduced in co-cultures (De Vuyst and
Neysens, 2005, Mendoza et al., 2010, Freire et al., 2015, Carbonetto et al., 2020, Khan et al.,
2020).

4.2.Fermentation of yeast and LAB in mono- and co-culture

Strains of S. cerevisiae produce three times more CO» than K. humilis and K. bulderi.
Although the synthetic medium do not contain all sourdough metabolites (like ergosterol,
fructose, arabinose, raffinose, FODMAP, ...), our data are consistent with a previous study
reporting a better leavening capacity of S. cerevisiae compared to K. humilis in experimental
doughs (Carbonetto et al., 2020). Moreover, we observed a reduced CO> production in LAB /
S. cerevisiae co-cultures. Competition for glucose and maltose may explain these observations.
Yeasts have a preference for monosaccharides (Webster et al., 2019, Wilson et al., 2019), and
the presence of glucose suppresses the molecular activities involved in the use of alternative
carbon sources such as maltose (Paramithiotis et al., 2007, Kayikci and Nielsen, 2015). In the
case of glucose depletion in co-cultures, yeasts need to metabolize more maltose, which could
lead to a longer lag phase duration and lower CO> production. Additional experiments in
sourdough are needed to compare fermentation performance between yeast species and between

yeast and LAB-yeast starters.
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4.3.Consumption and conversion of FA by LAB and yeasts in mono- and co-culture

At a certain concentration, FA, like other phenolic acids, inhibits the microbial growth
(Hou et al., 2017, Hou et al., 2018). To survive in this quite toxic environment, microorganisms
undertake a detoxification process that converts toxic phenolic compounds into less toxic
derivatives as DHFA and 4-VG (Adeboye et al., 2015). In this study, we investigated the
assimilation of FA and its conversion into 4-VG and DHFA by the selected yeasts and LAB.
Metabolism of FA has been investigated for some LAB present in sourdough such as L.
plantarum, Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum, Furfurilactobacillus
rossiae and Latilactobacillus curvatus (Rodriguez et al., 2008, Filannino et al., 2014, Ripari et

al., 2019, Gaur et al., 2020).

Depending on the presence / absence of reductase and decarboxylase encoding genes,
their regulation and the substrate-specificity of their products, FA metabolism by LAB may
vary. Among the 11 LAB strains used in this study, only four were able to convert FA into 4-
VG, DHFA or both. All L. plantarum strains tested in this study metabolized FA and produced
the corresponding metabolites in different ratios. For instance, L. plantarum bLp6 strain
produced more DHFA than 4-VG while bLp20 strain does not produce any DHFA but produces
4-VG in monoculture. These data demonstrate that the transformation of FA by LAB is strain-
specific (Van Beek and Priest, 2000, Curiel et al., 2010, Svensson et al., 2010, Gaur et al.,
2020). Moreover, none of the F. sanfranciscensis strains tested were able to assimilate FA in
monocultures. The in-silico analysis revealed that it may be attributed to the absence of genes
coding for FA reductase or decarboxylase activities in F. sanfranciscensis. In a future work, it
will be interesting to characterize the genes encoding the metabolic enzymes of FA in the tested

LAB strains to better understand the mechanisms involved in FA metabolism.

Among sourdough yeast species, FA conversion was widely studied for S. cerevisiae
(Larsson et al., 2001, Mukai et al., 2010, Adeboye et al., 2015, Dzialo et al., 2017). This species
generally lacks the reductase activity (Huang et al., 1993, Larsson et al., 2001, Steensels et al.,
2015). However, it expresses two phenylacrylic acid decarboxylase and ferulic acid
decarboxylase genes (PADI and FDCI respectively) which act synergistically to decarboxylate
hydroxycinnamic acids (Mukai et al., 2010, Bhuiya et al., 2015). The role of PADI is to
synthesize cofactor (modified flavin mononucleotide) required by FDCI to fulfill its
decarboxylation task (Lin et al., 2015). In our experimental conditions, all S. cerevisiae strains
assimilate FA and transform it into 4-VG in monocultures. S. cerevisiae strains which
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assimilated all FA gave the same amount of 4-VG as those which did not assimilate FA entirely,
suggesting that decarboxylation is a limiting step in FA metabolism in our conditions. Previous
studies suggested that the expression of PADI gene constitute a stress response induced by
phenolic acid and a resistance to their inhibitory effect (Goodey and Tubb, 1982, Clausen et al.,
1994). Adeboye et al., 2015, showed that FA was completely metabolized after 72 hours of
fermentation with industrial strains of S. cerevisiae. They also found that FA was converted
into ferulic acid isomer and DHFA during the first 2 h of cultivation (Adeboye et al., 2015). In
order to determine if 4-VG results from other metabolites’ transformation, FA fermentation in
the presence of S. cerevisiae strains yScl6 and ySc9 was monitored every two hours and
products were identified by liquid chromatography (see M&M). It was observed that no
intermediates were formed before the appearance of 4-VG. In contrast, Kazachstania strains
were not able to assimilate FA in monocultures. However, in the absence of available genomes

for K. humilis and K. bulderi, it becomes difficult to discuss their behavior.

Interestingly, in co-cultures, microorganisms behaved differently than in mono-cultures.
The consumption of FA was higher, since 11 couples have entirely assimilated FA while the
same microorganisms did not assimilate it or assimilated it partially in monocultures. As FA
was totally consumed to be mainly converted into DHFA, reductase activity seems to be favored
in these conditions. By combining yeasts with LAB, a modification of the extracellular
conditions occurs, thus, inducing the reductase activity of LAB. Factors favoring the expression
of LAB reduction gene in the presence of yeasts are still unknown and no obvious mechanism
can be predicted at this stage. Further investigations must be undertaken in order to elucidate
the impact of yeasts on LAB activities. In addition, production of DHFA was observed in two
couples involving F. sanfranciscensis strains (bFs17 / yKh17 and bFs9 / ySc9) while there was
no FA reduction in monocultures. As no FA reductase gene homologs were identified by in
silico analysis of F. sanfranciscensis genomes, it might be suggested that FA reductase activity

in yeast was induced by the presence of LAB.

Sourdough metabolites of FA, namely, DHFA and 4-VG are known for their nutritional
and organoleptic benefits. DHFA is a better antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotector
agent than FA (Ordoudi et al., 2006, Larrosa et al., 2009, Verzelloni et al., 2011, Ami¢ et al.,
2018, Ohue-Kitano et al., 2019). It is also suspected to be a vanillic acid precursor, even though
the metabolic pathways of such transformation are not elucidated yet (Rechner et al., 2001). 4-
VG is a volatile phenolic compound with a smoky flavor note and a clove / spicy aroma that

can contribute to a typical bread flavor. It has also higher antioxidant properties than some other
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phenolic derivatives (4-vinylphenol, 4-vinylsyringol and 4-vinylcatechol) (Terpinc et al.,

2011), and therefore it is considered as a good food preservative (Tanska et al., 2018).

The presence of FA (if it is not entirely assimilated), DHFA and 4-VG in bread can
improve its nutritional and organoleptic quality. However, this very preliminary study does not
inform us about the behavior of bran FA under real bread making conditions. Several questions
remain outstanding and require further investigations. Among other, (i) the bioavailability of
bran FA in flour and the capacity of sourdough microorganisms to release it and to transform
it; (i1) the influence of bread making conditions including kneading, fermentation time and
temperature, as well as baking on the transformation of FA and the availability of its metabolites

at the end of the process (Angelino et al., 2017).

5. Conclusion

In this study, assimilation and transformation of FA by sourdough LAB and yeasts have
been investigated. In the case of yeasts, S. cerevisiae metabolized FA into its decarboxylated
product 4-VG. LAB, processing both decarboxylase and reductase activities, produced
exclusively or mainly the reduction derivative of FA (DHFA). LAB-yeast combinations
resulted in a modification of extracellular conditions, inducing thereby the reductase activity of
LAB. Consequently, DHFA was the predominant fermentation product in co-cultures.

Influence of yeasts on genes expression of LAB will be the subject of further investigations.
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La filiere boulangerie est en pleine transition pour répondre a la crise environnementale
et économique induite par les changements climatiques et 1’anthropisation grandissante du
milieu. Un des leviers est d’adapter les pratiques de fermentation. Le processus de fermentation
est en effet 'une des étapes les plus importantes dans la fabrication du pain, car il détermine la
qualité du pain. En fonction du ferment utilis¢ (levure ou levain naturel), les transformations
induites seront différentes, conduisant a des pains qui se démarquent nettement en terme de
caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques. Dans le cas des levures, les glucides
contenus dans la farine sont transformés en dioxyde de carbone, éthanol et d’autres composés
aromatiques. La fermentation lactique provoquée par les bactéries lactiques du levain, conduit
a la formation d’acides organiques, comme les acides lactique et/ou acétique a partir des
glucides. Les différents modes de fermentation sont des savoir-faire ancestraux et les voies
métaboliques des glucides et les protéines de farine ont largement été étudiées. Cependant, tres
peu d’intérét a été accordé au devenir des substances bioactives contenues dans le blé, lors de
la fermentation. Sans doute a cause de la présence de ces substances en faible quantité, et surtout
en raison de leur absence dans la farine « dite blanche » qui est trés largement consommée par

rapport aux farines completes.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a une molécule bioactive
(antioxydante) assez abondante dans le son de bl¢, 1’acide férulique (AF), et nous avons voulu
suivre sa trajectoire, du grain de blé jusqu’au pain. Nous avons accordé une attention assez
particuliere aux transformations qu’elle allait subir en présence des différents ferments

employés en boulangerie aujourd’hui.

En conséquence trois questions scientifiques ont été abordées :

1. L’influence des espéces et des variétés de blé cultivées en agriculture biologique, ainsi

que du terroir sur la teneur en AF dans le son.

2. L’influence du type de ferment (levain/levure) sur la biodisponibilit¢ de I’AF et sa

transformation en 4-VG et DHFA.

3. La transformation de I’AF par certaines levures et LAB de levain en mono- et co-

culture, en milieu synthétique.
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Les résultats relatifs a ces questions ont été discutés dans les chapitres précédents (sous
forme d’articles). Néanmoins, nous avons souhaité étoffer ces discussions en nous penchant,
dans un premier temps sur les limites de notre étude, tout en donnant quelques propositions
d’amélioration. Nous discuterons ensuite du regard que nous portons sur certaines idées regues
dans le domaine de la boulangerie. Nous finirons par donner les perspectives scientifiques que

nous envisageons, ainsi que quelques idées d’applications.

1. Critique de la méthodologie et des résultats

Dans la premiére partie de cette thése, nous avons étudié ’influence des especes et des
variétés de blé, issues de I’agriculture biologique francaise, sur la teneur en AF contenu dans le
son. D’un point de vue purement scientifique, ce travail manque d’originalité, puisque de
nombreuses études ont été consacrées a ce sujet (Mattila et al., 2005a, Gélinas and McKinnon,
2006, Menga et al., 2010, Vaher et al., 2010, Lopes et al., 2015, Baranski et al., 2020).
Cependant, nous avons caractérisé le contenu en AF des variétés tres utilisées par les artisans
boulangers francais comme Bladette de Provence, Chevalier, ou encore la variété population
Rouge de Bordeaux dont le contenu en AF n’a jamais été déterminé jusqu’a présent. Ceci
pourrait susciter I’ intérét des boulangers soucieux d’améliorer la qualité nutritive de leurs pains,
méme si notre étude reste limitée compte tenu du nombre important de variétés et de

populations cultivées en France, en particulier dans le milieu paysan Bio.

Il était également prévu de comparer des variétés de blé conventionnels aux variétés
biologiques, en terme de concentration en AF. Nous avions émis 1’hypothése que les variétés
biologiques étaient plus riches en métabolites secondaires, tels que les polyphénols que leurs
homologues conventionnelles, car il nous semblait évident qu’en absence de pesticides, ces
substances bioactives sont produites en réponses aux attaques des différents pathogenes.
Cependant, les études menées a ce sujet sont assez contradictoires, ce qui nous laisse penser

que la question est assez complexe.

En effet, une étude comparant la teneur en composé phénoliques totaux de blés tendres
de printemps cultivés en Estonie a montré que le mode de culture biologique a conduit a des
variétés de blé plus riches en composés phénoliques (Vaher et al., 2010). Les mémes résultats
ont été constatés sur une étude sur des variétés de blé tende d’hiver et de printemps cultivées

en Pologne (Zuchowski et al., 2011). Une étude similaire menée en Suisse a mis en évidence

155



qu’il n’existait aucune différence entre les deux modes de culture, en terme de composition
phénolique. Les différences ont été plutdt observée d’une année a I’autre (Stracke et al., 2009).

Pour notre part, nous n’avons pas pu mener cette étude par manque de temps.

La particularit¢ de notre travail porte sur 1’étude de I’influence du terroir sur la
composition en AF. Dans de nombreuses études, le terroir est confondu avec les facteurs
géographiques et certains parametres environnementaux (Yu et al., 2004, Zhou and Yu, 2004),
comme les degrés de précipitations, la température, ou la sécheresse (Shewry et al., 2010,
Mallick et al., 2011). Le terroir n’est pas qu'un ensemble de facteurs climatiques et
environnementaux, il est également fortement associé aux pratiques agricoles, comme les
rotations de cultures (Costanzo et al., 2019). Dans notre travail, nous mettons en exergue les
deux aspects constituant un terroir. Les terroirs que nous avons sélectionnés (GS, LA, FM, LM)
sont trés proches géographiquement avec des conditions géographiques et climatiques assez
similaires. Cela nous fait penser que 1’effet est plutdt induit par les pratiques agricoles et les

différences de sol plutdt que par les conditions climatiques.

Aprées avoir identifié les facteurs influencant la teneur en I’AF dans les grains de blé,
nous nous sommes intéressés au role du type de fermentation (levain/levure ou mélange des
deux) dans la libération de I’AF et sa transformation en d’autres métabolites. Nous avons donc
suivi ’évolution de I’AF depuis la farine jusqu’au pain, en passant par le levain et la pate. Nous
avons montré que les différences dans la teneur en AF n’étaient pas dues au type de ferment
utilisé, ce qui nous laisse suggérer que 1’acidité du milieu n’a aucun effet sur la libération de
I’AF. C’est plutdt la diversité de la flore microbienne présente dans les levains, qui semble a
I’origine de ces différences. Oui, mais comment? Les levains que nous avons utilisés
contenaient différentes espéces microbiennes qui pourraient chacune avoir un métabolisme
différent de transformation de I’AF. Toutefois, les levains contiennent une grande diversité
intra-spécifique microbienne tant pour les levures que les LAB (Lhomme et al., 2015, Lhomme
et al., 2016, Michel et al., 2016, Ripari and Génzle, 2016, Carbonetto et al., 2018, Michel et al.,
2019). II est donc difficile d’interpréter les différences entre les ferments que nous avons

employés, sans passer par une ¢tude en milieu modele.

Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents qui régissent la transformation
de ’AF en fermentation, nous avons consacré la seconde partie de cette thése a I’étude de
2

I’évolution de I’AF dans un milieu de levain synthétique.
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Nous avons montré que les interactions entre LAB et levures induisaient des
changements de comportement de ces microorganismes qui allait vers une production
privilégiée de DHFA. Ceci peut-il étre extrapolé a un milieu de levain naturel ? Le levain
synthétique a été employé dans diverses études ultérieures (Vrancken et al., 2008, Vrancken et
al., 2011, Aslankoohi et al., 2013, Bigey et al., 2020, OSHIRO et al., 2020) et les résultats de
fermentation dans ce milieu sont an accord avec ce que nous pouvons attendre dans un milieu
naturel. En effet, les souches de boulangerie y ferment mieux que les autres (Bigey et al., 2020).
Toutefois, notre milieu synthétique liquide, dans lequel tous les métabolites sont a 1’état libre
(avec une biodisponibilité¢ limitée, y compris I’AF) ne permet pas de rendre compte de la
complexité du levain naturel. Il aurait été, donc pertinent de ré-inoculer des pates stériles avec
des souches isolées de LAB et de levures (seules et en associations) afin de soumettre nos

hypothéeses a des conditions qui s’approchent plus de la réalité.

2. Quelques idées recues et leur corrélation avec les données scientifiques

Différentes croyances et idées recues partagées par les professionnels de la boulangerie
et les consommateurs, circulent autour du pain, en particulier a 1’ére du retour au bio et aux

pratiques artisanales. Ces idées sont-elles toujours conformes aux données scientifiques ?

Grace a ce travail de these, nous avons modestement tenté d’apporter quelques éléments

de réponse, mais en restant focalisé sur I’un des nutriments présents dans le blé, I’AF.

Les variétés de blé anciennes sont plus nutritives que les variétés modernes

Notre étude, ainsi que d’autre travaux antérieurs ont montré que les variétés anciennes
n’étaient pas plus riches en composés phénoliques que les variétés modernes(Kucek et al., 2015,
Shewry and Hey, 2015, Antognoni et al., 2017, Arzani and Ashraf, 2017, Van Boxstael et al.,
2020). Ainsi, cet argument ne peut pas étre avancé pour encourager la culture des variétés

anciennes.

Toutefois, les composés phénoliques restent assez minoritaires dans la composition du
grain, et d’autres facteurs peuvent expliquer cet engouement croissant pour les variétés

anciennes. Les variétés anciennes, cultivées souvent en populations, sont plus résistantes aux
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maladies et ont, par conséquent moins besoin de pesticides, ce qui les rend moins nocives pour
I’alimentation humaine. Certains artisans boulangers affirment aussi que les protéines de
glutens dans les pates de blés anciens et de blés modernes sont différentes. En effet le travail
des farines de blé ancien est souvent plus difficile pour un boulanger novice que celui des
farines de variétés modernes. Toutefois, les différences de gluten restent & démontrer
scientifiquement. Plusieurs projets sont actuellement en cours en France pour comparer le
gluten pour un grand nombre de variété (projet Gluten : myhthe ou réalité¢ 2, projet ANR
GlutN). Ces études s’efforcent aussi de comparer les pains fais avec ces différents types de
variété. En effet, la présence d’éléments nutritifs ne doit pas diminuer ou disparaitre a 1’issu
du procédé de panification et doit pouvoir se retrouver dans les pains. Ceci dépendra des
pratiques boulangeres et des savoir-faire artisanaux. Outre, les qualités nutritionnelles
intrinséques des variétés anciennes, elles sont plutét employées par des artisans boulangers
engagés dans la culture bio et désireux de se défaire de I’emprise de I’industrie agroalimentaire
sur la filire blé. Les blés anciens sont souvent moulus a la meule et utilisés en farine semi
compléte. Leur panification se fait au levain alors que les variétés modernes sont largement
utilisées pour faire du pain a la levure. Tous ces facteurs (diversité au champ, type de mouture,
type de fermentation...) sont donc souvent confondus quand on compare blés modernes et

anciens.

Le pain au levain est meilleur au gotit et bon pour la santé

Le pain au levain est une technique ancestrale qui a récemment gagné en popularité.
Beaucoup de consommateurs considérent qu’il est plus sain et plus savoureux que le pain
conventionnel. L’élément majeur qui différencie le pain au levain des pains a la levure est la
coexistence de microorganismes (levures et bactéries) lors de I’étape de fermentation. Cette
coexistence peut étre a I’origine de transformations qui ne se produisent pas ou peu lorsque les

levures sont seules.

A titre d’exemple, une enquéte menée sur un panel de starters isolés de levains
australiens a montré que les associations de levures telles que S. cerevisiae et K. exiguai avec

des LAB (Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Furfurilactobacillus rossiae,
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Lacticaseibacillus casei) exacerbaient les aromes des pains correspondants (Winters et al.,
2019). Aussi, les ardmes généralement produits par S. cerevisiae, comme 1-propanol, 2-méthyl-
I-propanol et 3-méthyl-1-butanol sont plus concentrés lorsque la levure est associée a la
bactérie F. sanfranciscensis (Gobbetti et al., 1995, Damiani et al., 1996). Concernant la durée
de conservation, il a ét¢ montré que 1’association des souches L. plantarum 21B et S. cerevisiae
141 retardait la contamination fongique des pains et permettait leur stockage jusqu'a sept jours
a température ambiante contre deux jours seulement avec S. cerevisiae seule (Lavermicocca et

al., 2000).

En effet, les bactéries lactiques apportent de 1’acidité au pain et lui permettent de se
conserver plus longtemps (Génzle, 2015). D’un point de vue nutritif, il a ét¢ démontré que la
présence des bactéries contribuait a la production de peptides antioxydants, a travers la
proteolyse des protéines du blé (Coda et al., 2012). En diminuant le pH du milieu, les LAB
favorisent aussi la dégradation de 1’acide phytique, facilitant ainsi la biodisponibilité des
minéraux (Lopez et al., 2000, De Angelis et al., 2003, Reale et al., 2004, Gobbetti et al., 2014).
Notre étude va dans le sens des observations précédentes, puisque nous avons montré que les
combinaisons levures/LAB étaient plus promptes a métaboliser, de maniére sélective, I’AF que
les microorganismes seuls. Il reste a prouver que ce comportement persiste dans un milieu
naturel et que les métabolites formés ne disparaissent pas pendant la cuisson. Dans la pate a
pain, la combinaison de bactéries et de levures pourrait aussi améliorer la biodisponibilité de
I’AF. Des études sur la fermentation du riz ont montré que la co-culture des souches de L.
plantarum, L. fermentum et S. cerevisiae pour la fermentation de riz brun améliore la
bioaccessibilité¢ des composés phénoliques et augmente de plus de 10 fois la teneur en acide

vanillique (Khan et al., 2020). Cela peut améliorer la qualité nutritionnelle du pain au levain.

3. Perspectives scientifiques

Dans le chapitre IV, nous avons montré que les levures du genre Kazachstania n’étaient
pas capables de transformer I’ AF alors que toutes les souches de S. cerevisiae 1’étaient. Il serait
intéressant d’analyser par PCR si le géne codant pour I’activité décarboxylase de I’AF, est

présent chez les Kazachstania.
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En effet la séquence de la décarboxylase de I’AF est connue chez S. cerevisiae (FDCI,

Ferulic acid decarboxylase, https://www.yeastgenome.org/locus/S000002947) et pourrait étre

utilisée pour désigner des amorces PCR. On pourrait aussi voir si la présence de FDCI est
spécifique des souches de levain chez S. cerevisiae ou si la séquence de FDC1 diverge entre
souches de levain et souches provenant d’environnements qui ne contiennent pas d’AF. Plus de
1000 souches de S. cerevisiae ont été séquencées, dont 63 souches de boulangerie (Peter et al.,
2018, Bigey et al., 2020). Les génomes sont donc disponibles et il serait possible de rechercher

le géne codant pour I’activité décarboxylase.

De méme, nous avons montré que certaines souches de bactéries lactiques n’étaient pas
capables de consommer I’AF. Il serait intéressant de cribler notre collection de LAB pour la
présence de geéne codant pour la décarboxylase (PDC) comme cela a été fait par Ripari et al

2018 (PDC gene, (Ripari et al., 2019)).

Enfin, nos résultats montrent que le métabolisme de I’AF différe en co-culture et mono-
culture. Ceci nous a conduit 8 emmetre I’hypothése que la présence des levures, induisait un
changement dans I’expression des génes chez les LAB, avec une surexpression de I’activité
réductase. Afin d’évaluer cette hypothése, il serait intéressant d’analyser les variations
d’expression des genes impliqués dans le métabolisme de I’AF chez les levures et les LAB, en
mono- et co-culture. Pour cela, il faudrait extraire les ARN de mono- et co-culture et quantifier
les ARN issus de I’expression des genes décarboxylase et réductase par PCR quantitative. Une
autre possibilité serait de faire de la transcriptomique ou du RNASeq sur I’ensemble des ARN
des mono- et des co-cultures. Cette approche nous permettrait d’analyser les changements
d’expression de genes induits par les co-cultures au-dela des activités décarboxylase et
réductase. Pour I’instant, cette étude serait possible pour I’espece S. cerevisiae dont nous avons

le génome.

Les génomes de K. bulderi et K. humilis sont en cours d’obtention. Concernant les LAB,
des génomes de références sont décrits en littérature pour F. sanfranciscensis et L. plantarum
(Vogeletal., 2011, Ladero et al., 2013), ainsi que pour L. xiangfangensis, L. sakei, L. hammesii,

L. curvatus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

L’¢étude que nous avons menée en milieu modele, en présence d’AF libre ne traduit pas

totalement ce qui peut se passer dans des milieux complexes contenant des farines complétes
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ou semi-complétes. Il est donc nécessaire d’étudier le comportement de ces associations de

microorganismes face a de I’AF 1ié, évoluant dans un milieu complexe.

Nous proposons de réaliser des fermentations en mono- et co-cultures, en augmentant
graduellement la complexité du milieu. Dans un premier temps, nous pourrions examiner ’effet
des microorganismes sur la libération et la transformation de I’AF, a partir de la couche
aleurone, qui peut étre obtenue par broyage et séparation électrostatique et triboélectrique (Chen

et al., 2013, Chen et al., 2020).

Dans un second temps, nous pourrions étudier la fermentation du son en entier. Enfin,
le devenir de I’AF pourrait étre suivi au cours des différentes étapes de panification, de la

production de la farine, jusqu’a la cuisson du pain.

Si nous entreprenons ce travail, il serait intéressant de nous pencher sur deux questions

essentielles :

- Est-il pertinent d’utiliser les variétés de blé les plus riches en AF pour produire des pains
complets au levain, en sachant que la présence de I’AF libre a certaines concentrations
peut inhiber les microorganismes présents ? la réponse a cette question dépendra des
microorganismes starter (puisque la concentration inhibitrice est dépendante des
microorganismes (Sanchez-Maldonado et al., 2011, Hou et al., 2018) et de leur capacité

a libérer I’AF.

- Dans le cas ou les microorganismes employés soient capables de libérer et de
métaboliser I’AF, quelles seraient les concentrations en DHFA et 4-VG dans les pains,
et quelle serait la conséquence sur leur qualité ? Des analyses sensorielles devraient étre

associées a ce travail, pour répondre a cette question.

4. Sur une échelle d’application

A travers les résultats obtenus au cours de cette thése, nous pouvons guider certains
artisans boulangers a la recherche de moyens pour améliorer ou augmenter les constituants

antioxydants et/ou aromatiques dans leurs pains. Nous pouvons les orienter dans leurs choix
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des variétés de blé les plus riches en antioxydants, comme nous pouvons préférentiellement leur
proposer de réaliser une étude plus approfondie sur I’effet du terroir, afin de détecter les
interactions potentielles entre terroirs et variétés. Nous serions également en mesure de les
accompagner au cours des différentes étapes de panification, en élargissant notre étude, a

I’analyse de I’AF et des différents aromes produits, et leur lien avec les levains employés.

Cette thése amene aussi des €léments intéressants pour la construction de starter levain
synthétique composé de couple levure/bactérie. Elle aide au choix de souches qui pourraient
étre pertinentes. La production de levain synthétique représente une piste d’innovation trés
intéressante qui fait I’objet de nombreuses recherche et développement dans les entreprises de

production de ferment.
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Annexes

Ces annexes contiennent des tableaux et des figures, qui n’ont pas été¢ inclus dans les
différents chapitres. Ils permettent aux lecteurs d’avoir des éléments supplémentaires de

compréhension.

Ainsi, nous présentons dans les annexes du chapitres III, les tableaux détaillés relatifs
au rendement en son de blé, les teneurs en AF dans le son, les levains, pates et pains, ainsi que

les tableaux des analyses statistiques de tukey.

Les annexes du chapitres IV incluent les tableaux représentant les résultats des analyses
des tests de tukey sur la croissance microbienne, la performance fermentaire et la transformation
de I’AF par les LAB et les levures, en mono- et co-culture. Elles contienent également des
figures supplémentaires montrant les différences en tailles cellulaires, les prapamétres de
fermentation et les résultats d’assimilation et de transformation de I’ AF par les souches de LAB

et de levures en mono- et en co-culture.
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Annexes du chapitre III

Table 1. Rendement en son de blé et teneur en AF dans les sons des différentes espéces et

variétés de blé appartenant aux différents terroirs.

Année Espéce | Type Terroir | Variété Répétition | Répétition | Masse de Rendement AF dans le

de biologique | technique | son (en g) enson (% de | son(mg/g

culture masse de de masse de

grain sec) son sec)

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 1 1 0.56 11.99 2.107
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 1 2 na na 2.121
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 1 3 na na 2.117
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 2 1 0.56 12.07 1.71
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 2 2 na na 1.745
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 2 3 na na 1.755
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 3 1 0.55 11.6 1.864
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 3 2 na na 1.813
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien FM Saint Priest le 3 3 na na 1.879
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le 1 1 0.56 11.94 2.567
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le 1 2 na na 2.443
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le 1 3 na na 2.457
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le 2 1 0.74 15.58 2.028
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le 2 2 na na 1.841
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le 2 3 na na 1.63
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le 3 1 0.57 12.1 1.975

Vernois Rouge
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2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le na na 2.103
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien GS Saint Priest le na na 2.128
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le 0.71 15.33 1.703
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le na na 1.66
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le na na 1.605
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le 0.69 14.81 1.772
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le na na 1.898
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le na na 1.686
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le 0.56 12.02 2.106
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le na na 2.005
Vernois Rouge

2015 Tendre | ancien LA Saint Priest le na na 1.86
Vernois Rouge

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier 0.53 11.32 2.266

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier na na 2.453

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier na na 2.079

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier 0.55 11.83 2.69

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier na na 2.302

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier na na 2.53

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier 0.56 11.91 2.705

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier na na 2.28

2015 Tendre | moderne | GS Chevalier na na 2.604

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier 0.65 14.07 2.127

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier na na 2.021

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier na na 2.111

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier 0.54 11.74 2.905

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier na na 2.685

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier na na 2.783

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier 0.6 13.04 2.19
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2015 Tendre | moderne | LA Chevalier na na 2.308

2015 Tendre | moderne | LA Chevalier na na 2.228

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier 0.59 12.72 2.128

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier na na 2.059

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier na na 2.025

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier 0.6 12.88 1.913

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier na na 1.918

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier na na 2.16

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier 0.57 12.13 2.29

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier na na 1.973

2015 Tendre | moderne | LM Chevalier na na 1.937

2015 Tendre | ancien FM Bladette de 0.61 12.87 2.132
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de na na 2.108
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de na na 2.072
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de 0.49 10.47 2.613
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de na na 2.33
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de na na 2.308
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de 0.53 11.28 1.906
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de na na 2.053
Provence

2015 Tendre | ancien FM Bladette de na na 2.125
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de 0.48 10.08 2.339
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de na na 2.294
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de na na 2.317
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de 0.6 12.74 2.599
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de na na 2.493
Provence
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2015 Tendre | ancien GS Bladette de na na 2.296
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de 0.48 10.23 2.589
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de na na 2.891
Provence

2015 Tendre | ancien GS Bladette de na na 2.739
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de 0.56 12.2 2.041
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de na na 1.969
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de na na 2.017
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de 0.53 11.47 2.182
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de na na 2.305
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de na na 2.243
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de 0.57 12.36 2.774
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de na na 2.556
Provence

2015 Tendre | ancien LA Bladette de na na 2.245
Provence

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo 0.59 12.29 1.966

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo na na 2.354

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo na na 2.241

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo 0.64 13.59 1.737

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo na na 1.917

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo na na 1.855

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo 0.64 13.59 2.05

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo na na 2.041

2015 Tendre | moderne | GS Pirénéo na na 2.033

2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo 0.72 15.65 1.479

2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo na na 1.732

2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo na na 1.597

2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo 0.58 12.34 1.996
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2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo na na 1.802
2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo na na 1.818
2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo 0.57 12.39 1.994
2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo na na 1.907
2015 Tendre | moderne | LA Pirénéo na na 1.991
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo 0.55 11.9 2.08

2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo na na 1.804
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo na na 1.954
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo 0.55 11.83 2.131
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo na na 2.046
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo na na 1.992
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo 0.52 11.28 2.091
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo na na 1.927
2015 Tendre | moderne | LM Pirénéo na na 2.057
2015 Tendre | ancien FM Redon 0.63 13.38 1.686
2015 Tendre | ancien FM Redon na na 1.513
2015 Tendre | ancien FM Redon na na 1.588
2015 Tendre | ancien FM Redon 0.58 12.37 1.754
2015 Tendre | ancien FM Redon na na 1.727
2015 Tendre | ancien FM Redon na na 1.69

2015 Tendre | ancien FM Redon 0.64 13.73 1.776
2015 Tendre | ancien FM Redon na na 1.791
2015 Tendre | ancien FM Redon na na 1.669
2015 Tendre | ancien GS Redon 0.611 12.92 2.169
2015 Tendre | ancien GS Redon na na 1.972
2015 Tendre | ancien GS Redon na na 1.856
2015 Tendre | ancien GS Redon 0.64 13.42 1.565
2015 Tendre | ancien GS Redon na na 1.818
2015 Tendre | ancien GS Redon na na 1.693
2015 Tendre | ancien GS Redon 0.68 14.2 1.886
2015 Tendre | ancien GS Redon na na 1.862
2015 Tendre | ancien GS Redon na na 1.949
2015 Tendre | ancien LA Redon 0.61 12.79 2481

206




2015 Tendre | ancien LA Redon na na 2.427
2015 Tendre | ancien LA Redon na na 2.242
2015 Tendre | ancien LA Redon 0.6 12.53 1.847
2015 Tendre | ancien LA Redon na na 1.793
2015 Tendre | ancien LA Redon na na 1.843
2015 Tendre | ancien LA Redon 0.68 14.47 1.691
2015 Tendre | ancien LA Redon na na 1.698
2015 Tendre | ancien LA Redon na na 1.645
2015 Tendre | moderne | GS Renan 0.55 11.63 2.127
2015 Tendre | moderne | GS Renan na na 2.344
2015 Tendre | moderne | GS Renan na na 2.22

2015 Tendre | moderne | GS Renan 0.567 12.01 2.285
2015 Tendre | moderne | GS Renan na na 2.362
2015 Tendre | moderne | GS Renan na na 2.34

2015 Tendre | moderne | GS Renan 0.63 13.13 1.912
2015 Tendre | moderne | GS Renan na na 1.966
2015 Tendre | moderne | GS Renan na na 1.879
2015 Tendre | moderne | LA Renan 0.55 11.83 1.937
2015 Tendre | moderne | LA Renan na na 1.997
2015 Tendre | moderne | LA Renan na na 1.752
2015 Tendre | moderne | LA Renan 0.53 11.4 2.487
2015 Tendre | moderne | LA Renan na na 2.494
2015 Tendre | moderne | LA Renan na na 2312
2015 Tendre | moderne | LA Renan 0.55 11.55 2.022
2015 Tendre | moderne | LA Renan na na 1.945
2015 Tendre | moderne | LA Renan na na 2.01

2015 Tendre | moderne | LM Renan 0.61 13.26 2.138
2015 Tendre | moderne | LM Renan na na 2318
2015 Tendre | moderne | LM Renan na na 1.992
2015 Tendre | moderne | LM Renan 0.59 12.55 1.704
2015 Tendre | moderne | LM Renan na na 1.749
2015 Tendre | moderne | LM Renan na na 1.768
2015 Tendre | moderne | LM Renan 0.51 11.04 2.191
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2015 Tendre | moderne | LM Renan na na 2.161
2015 Tendre | moderne | LM Renan na na 2.358
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier 0.7 14.83 1.637
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier na na 1.533
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier na na 1.587
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier 0.56 11.86 2.016
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier na na 1.998
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier na na 1.955
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier 0.65 13.88 1.785
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier na na 1.712
2017 Tendre | moderne | Maugio | Chevalier na na 1.88
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo 0.71 15.042 1.508
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo na na 1.38
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo na na 1.434
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo 0.72 15.32 1.42
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo na na 1.373
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo na na 1.44
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo 0.75 15.96 1.193
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo na na 1.281
2017 Tendre | moderne | Maugio | Pirénéo na na 1.382
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de 0.79 16.81 1.361
Bordeaux
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de na na 1.296
Bordeaux
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de na na 1.253
Bordeaux
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de 0.73 15.43 1.286
Bordeaux
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de na na 1.396
Bordeaux
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de na na 1.311
Bordeaux
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de 0.76 16.07 1.47
Bordeaux
2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de na na 1.436
Bordeaux
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2017 Tendre | ancien Maugio | Rouge de na na 1.47
Bordeaux

2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 0.55 11.55 2.17
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 na na 2.28
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 na na 2.286
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 0.48 10.15 1.948
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 na na 1.999
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 na na 1.847
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 0.62 13.05 1.759
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 na na 1.737
2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 na na 1.82
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 0.69 14.49 1.662
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 na na 1.517
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 na na 1.694
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 0.66 13.86 1.408
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 na na 1.399
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 na na 1.5
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 0.64 13.36 1.214
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 na na 1.326
2017 Dur Inconnu | Maugio | Bidil7 na na 1.095
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio 0.53 11.16 1.569
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio na na 1.511
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio na na 1.665
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio 0.59 12.42 1.514
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio na na 1.737
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio na na 1.588
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio 0.65 13.65 1.455
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio na na 1.604
2017 Dur Inconnu | Maugio | Claudio na na 1.593
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Table 2. Concentration de I’AF libre dans certains échantillons de bl¢, exprimée en mg / g de

son sec.

Année de | Espece Type Terroir | Variété Répétition | AF libre (mg/g de

culture masse de son sec)

2015 Tendre ancien GS Bladettede |1 0.012
Provence

2015 Tendre ancien GS Bladettede |2 0.010
Provence

2015 Tendre ancien GS Bladette de | 3 0.010
Provence

2015 Tendre ancien LA Redon 1 0.013

2015 Tendre ancien LA Redon 2 0.013

2015 Tendre ancien LA Redon 3 0.013

2017 Tendre ancien Maugio | Rouge de 1 0.010
Bordeaux

2017 Tendre ancien Maugio | Rouge de 2 0.010
Bordeaux

2017 Tendre ancien Maugio | Rouge de 3 0.009
Bordeaux

2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 1 0.011

2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 2 0.010

2017 Dur Inconnu | Maugio | LA1823 3 0.010

Tableau 3. Comparaison du rendement en son entre les blés durs et les blés tendres, récoltés en
2017. Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen de mati¢re seche. G1, G2, expriment

des groupes de variétés. Les variétés avec les mémes lettres ne sont pas significativement

différentes

Echantillon Rendement moyen en son (% de grain de blé sec) |G1 G2
Rouge de Bordeaux [16.10 a

Pirénéo 15.44 a

Bidil7 13.90 a b
Chevalier 13.52 a b
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Claudio

12.41

LA1823

11.58

Tableau 4. Comparaison du rendement en son des variétés de blé tendre récoltées en 2015, dans

les terroirs GS et LA. Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen de matiere séche. G1

exprime un groupe de variétés. Les variétés avec les mémes lettres ne sont pas significativement

différentes
Echantillon Rendement moyen en son (% de grain de blé sec) Gl
Saint Priest le Vernois
Rouge 13.63 a
Redon 13.39 a
Pirénéo 13.31 a
Chevalier 12.32 a
Renan 11.93 a
Bladette de Provence |11.51 a

Tableau 5. Comparaison de la teneur en AF des sons des variétés de blé dur et de blé tendre,

récoltés en 2017. Les résultats sont exprimés par la teneur moyenne en mg / g de maticre seche

(son de bl¢é). G1, G2, G3, G4 expriment des groupes de variétés. Les variétés avec les mémes

lettres ne sont pas significativement différentes.

AF total moyen (en mg/ g de matiere séche
Echantillon de son de bl¢) Gl G2 |G3 |G4
LA1823 1.98 a
Chevalier 1.79 a b
Claudio 1.58 b C
Bidil7 1.42 C d
Pirénéo 1.38 C d
Rouge de Bordeaux |1.36 d
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Tableau 6. Comparaison de la teneur en AF des sons des variétés de blé tendre récoltées en
2015, dans les terroirs GS et LA. Les résultats sont exprimés par la teneur moyenne en mg / g
de matiere seche (son de bl¢). G1, G2, expriment des groupes de variétés. Les variétés avec les

mémes lettres ne sont pas significativement différentes

AF total moyen (en mg/ g de mati¢re seche de

Echantillon son de bl¢) Gl |G2
Chevalier 2.40 a
Bladette de Provence 2.38 a

Renan 2.13 b
Saint Priest le Vernois Rouge |1.97 b
Pirénéo 1.92 b
Redon 1.91 b

Tableau 7. Comparaison de la teneur en AF des sons des variétés de blé tendre récoltées en
2015, dans les quatre terroirs GS, LA, LM et FM. Les résultats sont exprimés par la teneur
moyenne en mg / g de matiere séche (son de blé). G1, G2, G3, G4, G5, G6 et G7 expriment des

groupes de variétés. Les variétés avec les mémes lettres ne sont pas significativement

différentes.

AF total moyen (en mg/ g de
Echantillon matiere seche de sonde blé) |Gl [G2|G3|G4|GS5 |G6|G7
GS_Bladette de Provence |2.51 a
GS_Chevalier 2.43 a b
LA Chevalier 2.37 a b |c
LA Bladette de Provence |2.26 a b |c |d
FM Bladette de Provence |2.18 a b |c |d |e
GS_Renan 2.16 a b |c |d |e f
GS_Saint Priest le Vernois
Rouge 2.13 b |c |d |e f
LA Renan 2.11 b |c |d |e f
LM _Chevalier 2.04 c [d |e f |g
LM_Renan 2.04 c [(d |e f |g
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GS_Pirénéo 2.02 c |d |e |f |g

LM _Pirénéo 2.01 c |d |e |f |g
LA Redon 1.96 d |le |[f |g
FM_Saint Priest le Vernois

Rouge 1.90 d |e |f |g
GS_Redon 1.86 e |f |g
LA Pirénéo 1.81 f |g
LA Saint Priest le Vernois

Rouge 1.81 f |g
FM_Redon 1.69 g

Tableau 8. Comparaison de la teneur totale en AF dans les levains. G1, G2, G3 expriment des

groupes de différences. Les levains avec les mémes lettres ne sont pas significativement

différents

Levain AF total moyen (en mg / g de maticre seche) G1|G2|G3
CRA 0.52 a

EDI 0.30 b

STE 0.18 c

Tableau 9. Comparaison de la teneur totale en AF dans les pates, panifiées avec les différents
types de fermentation et ferments. G1, G2 expriment des groupes de différences. Les cieux avec

les mémes lettres ne sont pas significativement différents.

Echantillons du Pates AF total moyen (en mg / g de maticre seéche) Gl |G2
S CRA 0.28 a

Y INS 0.26 a |b
S CRAxY HIR 0.26 a |b
Y BIO 0.26 a |b
S EDI 0.26 a |b
Y HIR 0.25 b
S STE 0.24 b
S STExY HIR 0.24 b
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Tableau 10. Comparaison de la teneur totale en AF dans les mies et crofites du pain, préparées
avec différents types de fermentation et de ferments. G1, G2, G3 expriment des groupes de

différences. Ceux avec les mémes lettres ne sont pas significativement différents.

AF totale moyen (en mg / g de maticre G2 |G3
Echantillons du pains (mie + crofite) | seéche) Gl
S CRA 0.33
Y_BIO 0.31 b
S EDI 0.30 b
Y_HIR 0.29 b |c
S CRA x Y HIR 0.28 a |b |c
S STExY HIR 0.28 b |c
Y INS 0.27 b |c
S STE 0.26 C

Tableau 11. Comparaison de la teneur totale en AF dans les mies des pains préparés avec
différents types de fermentations et de ferments. G1 exprime les groupes de différences. Les

¢échantillons avec les mémes lettres ne sont pas significativement différents

Echantillons des mies des pains AF totale moyen (en mg / g de maticre seche) |Gl
S CRA 0.25 a
Y BIO 0.25 a
S EDI 0.24 a
S CRAxY HIR 0.25 a
Y HIR 0.25 a
S STE 0.24 a
S STE x Y _HIR 0.22 a
Y INS 0.22 a
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Annexes du chapitre IV

Tableau 12. Taille de la population des souches de LAB en présence et en absence d'AF. Les

lettres représentent les groupes de test tukey. Les échantillons avec la méme lettre ne sont pas

significativement différents.

Souche AF | Nombre moyen de cellules (en Logio Ecart standard | ymax | ymin
UFC/mL)
bFs12 0 8.7 abede 0.03 8.8 8.7
25 8.1e 0.6 8.7 7.5
bFsl5 0 8.4 bede 0.3 8.7 8.1
25 8.1le 0.2 8.4 7.9
bFs17 0 8.7 abede 0.04 8.7 8.6
25 8.6 bede 0.08 8.7 8.5
bFs9 0 8.5 abede 0.1 8.6 8.4
25 8.6 bede 0.1 8.7 8.5
bLcl6 0 8.2 be 0.04 8.2 8.2
25 82e 0.1 8.3 8.2
bLh5 0 8.7 abcede 0.1 8.8 8.6
25 8.9 abcde 0.3 9.2 8.6
bLpl6 0 8.7 abcede 0.2 8.8 8.5
25 9.1 abed 0.5 9.6 8.6
bLp6 0 8.9 abcde 0.2 9.1 8.8
25 93a 0.3 9.5 9.04
bLp20 0 9.1 ab 0.05 9.1 9.0
25 9.1 abe 0.05 9.1 9.0
bLsk4 0 8.1 ce 0.01 8.1 8.1
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25 8.1le 0.01 8.1 8.1
bLx29 0 8.7 abede 0.04 8.8 8.7
25 8.7 abede 0.1 8.7 8.6

Tableau 13. Taille de la population des souches de LAB en co-culture avec les souches des

levures.
Co-culture Nombre moyen de cellules (en Logio Ecart standard | ymax | ymin
UFC/mL)
bFs12 x yKb20 | 8.0 0.1 8.0 7.9
bFs15 x yKbl5 | 8.0 0.2 8.2 7.8
bFs15 x yKh6 | 8.2 0.01 8.3 8.2
bFs17 x yKh17 | 8.6 0.1 8.6 8.5
bFs9 x ySc9 8.3 0.2 8.5 8.1
bLcl6 x yKbl15 | 8.2 0.1 8.3 8.1
bLh5 x yKh5 8.6 0.1 8.7 8.5
bLpl6 xyScl6 | 7.9 0.1 8.0 7.8
bLp6 x yKb4 8.9 0.04 8.9 8.8
bLp6 x yKh6 8.9 0.1 9.0 8.8
bLp6 x yScl0 | 8.5 0.03 8.6 8.5
bLp6 x ySc32 | 8.6 0.1 8.7 8.6
bLp20 x yKb20 | 8.9 0.2 9.1 8.8
bLp20 x yScl6 | 8.1 0.1 8.1 8.0
bLx29 x ySc29 | 8.6 0.05 8.7 8.6
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Tableau 14. Taille de la population des souches de levures en présence et en absence d'AF.

Souche | AF Nombre moyen de cellules (en Logio UFC /mL) | Ecart standard
yKb12 0 8.3 0.04
25 8.3 0.04
yKb15 0 8.3 0.01
25 8.3 0.05
yKb20 0 8.3 0.06
25 8.2 0.07
yKb4 0 8.3 NA
25 8.3 0.09
yKh17 0 8.0 0.02
25 8.0 0.1
yKh5 0 8.0 0.02
25 8.0 0.05
yKh6 0 7.9 0.08
25 7.8 0.1
ySc10 0 8.4 0.01
25 8.5 0.002
yScl6 0 8.4 0.08
25 8.4 0.03
ySc29 0 8.2 0.01
25 8.2 0.01
ySc32 0 8.3 0.02
25 8.3 0.02
ySc9 0 8.1 0.04
25 8.2 0.02
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Tableau 15. Taille de la population des espéces de levures en présence et en I'absence d’AF.

Espéce AF | Nombre moyen de cellules (en Ecrat standard | ymax | ymin
Logio UFC / mL)

K. bulderi 0 8.3 0.04 8.3 8.3
25 8.2 0.1 8.3 8.2

K. humilis 0 8.0 0.1 8.1 7.9
25 7.9 0.1 8.0 7.8

S. cerevisiae | 0 8.3 0.1 8.4 8.1
25 8.3 0.1 8.4 8.2

Tableau 16. Taille de la population des souches de levures en co-culture avec les souches de

LAB.
Co-culture Nombre moyen de cellules Ecart standard | ymax ymin
(en Logio UFC /mL)
yKb15 vs bFs15 8.1 0.3 8.3 7.8
yKb15 vs bLcl6 8.2 0.01 8.2 8.2
yKb20 vs bFs12 8.1 0.1 8.2 7.9
yKb20 vs bLp20 8.2 0.2 8.4 8.1
yKb4 vs bLp6 8.1 0.04 8.2 8.1
yKh17 vs bFs17 7.9 0.1 8.0 7.8
yKh5 vs bLh5 7.8 0.04 7.8 7.7
yKh6 vs bFs15 7.8 0.04 7.8 7.8
yKh6 vs bLp6 7.8 0.03 7.8 7.8
ySc10 vs bLp6 8.3 0.05 8.3 8.2
ySc16 vs bLp20 8.4 0.1 8.5 8.3
ySc16 vs bLpl6 8.4 0.05 8.5 8.4
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ySc29 vs bLx29 8.1

0.02

8.1

8.1

ySc9 vs bFs9 8.0

0.3

8.2

7.7

Tableau 17. Le CO2 maximum (g / L) produit par les souches de LAB en monoculture. Les

lettres représentent les groupes de test tukey. Les échantillons avec la méme lettre ne sont pas

significativement différents.

Strain CO:Max (g/L) Ecart standard | ymax | ymin
bFs12 1.5b 0.5 2.0 1.0
bFs15 34a 0.8 4.3 2.6
bFs17 2.8 ab 0.5 3.3 22
bFs9 1.9 ab 0.6 2.5 1.2
bLcl6 1.8 ab 0.6 24 1.2
bLh5 2.2 ab 1.1 33 1.2
bLpl6 1.7b 0.5 2.2 1.2
bLp6 1.9 ab 0.2 2.1 1.7
bLp20 1.5b 0.6 2.2 0.9
bLsk4 1.8 ab 0.3 2.2 1.5
bLx29 1.5b 0.3 1.7 1.2

Tableau 18. La durée de la phase de latence (h) des souches de LAB en monoculture.

Souche | Durée Moyenne de la phase de latence (h) Ecart standard | ymax | ymin
bFs12 | 8.7 2.0 10.7 | 6.7
bFs15 | 10.2 3.5 13.7 | 6.7
bFs17 |93 59 152 |34
bFs9 8.0 3.1 11.1 |49
bLcl6 | 8.6 5.8 143 | 2.8
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bLh5 16.8 11.5 283 |54
bLpl6é | 123 8.9 212 |34
bLp6 9.6 32 12.8 |64
bLp20 | 17.1 15.3 324 |19
bLsk4 | 16.4 4.2 206 | 12.2
bLx29 | 16.1 8.8 250 | 7.3

Tableau 19. Vitesse de fermentation maximale (Vmax) (g / L / h) des souches de LAB en

monoculture.
Souche Vmax (g/L/h) Ecart standard ymax ymin
bFs12 0.2 0.03 0.2 0.1
bFs15 0.2 0.1 0.3 0.2
bFs17 0.3 0.1 0.4 0.1
bFs9 0.2 0.1 0.3 0.2
bLcl6 0.2 0.02 0.2 0.2
bLh5 0.3 0.2 0.5 0.1
bLpl6 0.2 0.1 0.3 0.1
bLp6 0.2 0.1 0.3 0.1
bLp20 0.2 0.1 0.4 0.1
bLsk4 0.1 0.01 0.1 0.1
bLx29 0.2 0.03 0.2 0.1
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Tableau 20. Temps nécessaire pour atteindre la vitesse de fermentation maximale (tVmax) (h)

des souches de LAB en monoculture.

Souche tVmax (h) Ecart standard | ymax ymin
bFs12 10.1 9.4 19.5 0.7
bFs15 10.3 6.9 17.2 3.5
bFs17 13.2 11.2 244 2.0
bFs9 8.0 3.4 11.4 4.6
bLcl6 1.5 1.6 3.1 -0.1
bLh5 11.7 12.3 24.0 -0.7
bLpl6 9.4 9.6 19.0 -0.2
bLp6 20.5 12.9 33.5 7.6
bLp20 8.9 52 14.1 3.8
bLsk4 18.5 12.4 30.9 6.1
bLx29 5.5 3.3 8.8 23

Tableau 21. CO2 max (g / L) produit par les LAB en monoculture et en co-culture avec les

éspéces de levures. Les lettres représentent les groupes de test tukey. Les échantillons avec la

méme lettre ne sont pas significativement différents.

Type de culture CO2max (g/L) Ecart standard | ymax | ymin
co-culture-Kb 8.1b 1.3 9.4 6.8
co-culture-Kh 7.8b 0.8 8.6 7.0
co-culture-Sc 223 a 1.0 23.3 214
monoculture 2.1¢ 0.9 3.0 1.3
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Tableau 22. La durée de la phase de latence (h) des LAB en monoculture et en co-cultures avec

les especes de levures. Les lettres représentent les groupes de test tukey. Les échantillons avec

la méme lettre ne sont pas significativement différents.

Type de culture Durée de la phase de latence (h) Ecart standard ymax | ymin
co-culture-Kb 82b 2.6 10.8 5.6
co-culture-Kh 74b 23 9.7 5.0
co-culture-Sc 8.6b 2.2 10.8 6.5
monoculture 12.8 a 8.8 21.6 4.0

Tableau 23. Vitesse de fermentation maximale (Vmax) (g / L / h) des LAB en monoculture et

en co-cultures avec les especes de levures. Les lettres représentent les groupes de test tukey.

Les échantillons avec la méme lettre ne sont pas significativement différents.

Type de culture Vmax (g/L/h) Ecart standrad | ymax | ymin
co-culture-Kb 09b 0.2 1.1 0.7
co-culture-Kh 1.0b 0.3 1.2 0.7
co-culture-Sc 23a 0.4 2.8 1.9
monoculture 0.2¢ 0.1 0.3 0.1

Tableau 24. Temps nécessaire pour atteindre la vitesse de fermentation maximale (tVmax) (h)

des LAB en monoculture et en co-cultures avec les especes de levures. Les lettres représentent

les groupes de test tukey. Les échantillons avec la méme lettre ne sont pas significativement

différents.
Type de culture tVmax (h) Ecart standard | ymax ymin
co-culture-Kb 12.0b 1.4 13.4 10.6
co-culture-Kh 9.6b 1.9 11.5 7.7
co-culture-Sc 189 a 2.8 21.7 16.1
monoculture 10.8 b 9.1 19.9 1.7
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Tableau 25. COomax (g / L) produit par les souches de levure en monoculture.

Souche CO2max (g/L) Ecart standrad | ymax | ymin
yKbl12 7.6 0.2 7.9 7.4
yKbl5 7.6 0.6 8.2 7.1
yKb20 7.6 0.6 8.2 7.0
yKb4 7.9 0.7 8.6 7.1
yKh17 8.1 1.0 9.1 7.0
yKh5 7.9 0.8 8.7 7.1
yKh6 7.9 0.3 8.2 7.7
yScl10 243 0.5 248 | 23.7
yScl6 24.5 0.9 254 236
ySc29 24.5 0.6 25.1 239
ySc32 24.1 0.9 25.0 |232
ySc9 24.5 0.6 25.1 239

Tableau 26. La durée de la phase de latence (h) des souches de levure en monoculture.

Souche Durée de la phase de latence (h) Ecart standard ymax | ymin
yKb12 8.5 2.2 10.8 |6.3
yKb15 9.7 0.3 10,0 |94
yKb20 9.0 1.8 10.8 | 7.1
yKb4 7.8 3.5 11.3 |42
yKh17 6.6 2.9 9.5 3.7
yKh5 6.4 3.3 9.8 3.1
yKh6 8.7 1.4 10.1 7.2
ySc10 8.0 2.5 10.5 |55
yScl6 8.0 3.2 112 |48
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ySc29 7.5 1.7 9.2 5.8
ySc32 6.4 3.9 10.3 2.5
ySc9 7.4 3.7 11.1 3.7

Tableau 27. Vitesse de fermentation maximale (Vmax) (g / L / h) des souches de levure en

monoculture

Souche Vmax (g/L/h) Ecart standard ymax | ymin
yKb12 1.1 0.1 1.2 1.0
yKb15 1.2 0.1 1.3 1.1
yKb20 1.1 0.1 1.2 1.0
yKb4 1.1 0.1 1.3 1.0
yKh17 1.2 0.1 1.3 1.1
yKh5 1.3 0.1 1.3 1.2
yKh6 1.0 0.3 1.3 0.6
yScl10 3.4 0.1 3.4 3.3
yScl6 3.0 0.1 3.1 29
ySc29 3.1 0.04 3.1 3.1
ySc32 2.5 0.1 2.6 2.5
ySc9 3.2 0.2 3.4 3.1

Tableau 28. Temps nécessaire pour atteindre la vitesse de fermentation maximale (tVmax) (h)

des souches de levure en monoculture.

Souche tVmax (h) Ecart standard ymax ymin
yKb12 12.0 1.5 13.6 10.5
yKb15 11.7 1.9 13.5 9.8
yKb20 13.0 0.5 13.6 12.5
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yKb4 12.0 1.8 13.8 10.2
yKh17 10.3 0.3 10.6 10.0
yKh5 10.1 0.1 10.3 10.0
yKh6 10.2 0.5 10.7 9.7

yScl10 17.1 1.4 18.5 15.8
yScl6 18.3 0.7 19.1 17.6
ySc29 16.4 1.5 17.9 15.0
ySc32 18.8 1.3 20.1 17.5
ySc9 18.9 0.6 19.5 18.2

Tableau 29. Le CO.max (g / L) produit par les especes de levures en monoculture et en co-

culture avec les LAB. Les lettres représentent les groupes de test tukey. Les échantillons avec

la méme lettre ne sont pas significativement différents.

Type de culture CO;Max (g/L) Ecart standard | ymax | ymin
co-culture-Kb 8.1lc 1.3 94 6.8
co-culture-Kh 7.8 ¢ 0.8 8.6 7.0
co-culture-Sc 223b 1.0 233 21.4
Kb 7.7 ¢ 0.6 8.3 7.1
Kh 8.0¢c 0.7 8.7 7.2
Sc 24.4 a 0.7 25.1 23.7

Tableau 30. La durée de la phase de latence (h) des espéces de levure en monoculture et en co-

culture avec les LAB.

Type de culture Durée de la phase de latence (h) | Ecart standard | ymax | ymin
Sc 7.4 3.0 104 |44
Kh 7.2 2.7 9.9 4.5
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Kb 8.9 2.1 109 |6.8
co-culture-Sc 8.6 22 10.8 6.5
co-culture-Kh 7.4 23 9.7 5.0
co-culture-Kb 8.2 2.6 10.8 5.6

Tableau 31. Vitesse de fermentation maximale (Vmax) (g / L / h) des éspéces de levure en

monoculture et co-cultures. Les lettres représentent les groupes de test tukey. Les échantillons

avec la méme lettre ne sont pas significativement différents.

Type de culture Vmax (g/L/h) Ecart standard | ymax | ymin
co-culture-Kb 09c 0.2 1.1 0.7
co-culture-Kh 1.0c 0.3 1.2 0.7
co-culture-Sc 23b 0.4 2.8 1.9
Kb l.lc 0.1 1.2 1.0
Kh l.lc 0.2 1.4 0.9
Sc 30a 0.3 3.3 2.7

Tableau 32. Temps nécessaire pour atteindre la vitesse de fermentation maximale (tVmax) (h)

des especes de levure en monoculture et en co-cultures avec les LAB. Les lettres représentent

les groupes de test tukey. Les échantillons avec la méme lettre ne sont pas significativement

différents

Type de culture tVmax (g/L/h) Ecart standard | ymax | ymin
co-culture-Kb 12.0 be 1.4 13.4 10.6
co-culture-Kh 9.6d 1.9 11.5 7.7
co-culture-Sc 189 a 2.8 21.7 16.1
Kb 124b 1.3 13.8 11.1
Kh 10.2 ed 0.3 10.5 9.9
Sc 18.0a 1.4 19.4 16.5
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Tableau 33. Assimilation d'AF et production d'acide dihydroférulique (DHFA) et de 4-

vinylguiacol (4-VG) par les souches de LAB et de levure en mon- et en co-culture, dans le

milieu de levain synthétique.

Culture Microbe Species Strain % FA remaining % DHFA formed | % 4-VG formed
bFs17 96.3 £ 3.0 0.0 0.0
bFs15 98.7+1.3 0.0 0.0
F. sanfranciscensis bFs9 952+ 3.7 0.0 0.0
bFs12 98.2+2.1 0.0 0.0
Lactic bLp6 87+6.1 67.6+14.4 11.9+1.0
acid
bacteria L. plantarum bLp16 729145 0.0 33.81£9.2
(LAB) bLp20 424 +8.7 0.0 53.2+13.0
L. sakei bLsk4 100+ 0.0 0.0 0.0
L. hammessii bLh5 14.0+154 98.5+28.5 0.0
L. curvatus bLc16 97.7+22 0.0 0.0
L. xiangfangensis bLx29 85.1+£16.5 0.0 0.0
Monoculture
yKh17 90.3+14.6 0.0 0.0
K. humilis yKh5 84.9 +26.1 0.0 0.0
yKh6 945+ 5.1 0.0 0.0
yKb20 92.8+5.0 0.0 0.0
Yeast K. bulderi yKb15 934 +44 0.0 0.0
yKb12 89.4+9.2 0.0 0.0
yKb4 96.2+54 0.0 0.0
ySc10 22.4+18.0 0.0 66.6 £ 14.7
ySc16 435+ 3.1 0.0 60.3+10.8
S. cerevisiae ySc29 9.0+10.2 0.0 62.4+6.3
ySc9 7.7+6.0 0.0 60.1£8.5
ySc32 8.3+10.0 0.0 59.5+6.0
F. sanfranciscensis bFs15/yKb15 99.4+09 0.0 0.0
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Co-culture

LAB

Yeast

/ bFs12 / yKb20 91.3+0.6 0.0 0.0
K. bulderi
F. sanfranciscensis bFs15 / yKh6 95.5+0.3 0.0 0.0
/ bFs17 / yKh17 12.7+21.0 89.5+19.6 0.0
K. humilis bFs9 /ySc9 8.1+83 37.8+12.3 35.0+10.9
L. hammessii bLh5 / yKh5 7.3+9.1 102.9+8.2 0.0
/
K. humilis
L. plantarum bLp6 / yKb4 7.3+£9.2 949+6.7 6.6+22
/
bLp20 / yKb20 7.4 +9.1 62.5+5.8 232+54
K. bulderi
L. plantarum bLp6 / yKh6 74+92 93.9+159 76142
/
K. humilis
L. plantarum bLp6 / ySc10 74192 85.1+29 6.3+27
/ bLp6 / ySc32 73192 944 +43 75+25
S. cerevisiae bLp16/ySc16 | 7.4+ 9.1 85.4+95 54+25
bLp20 / ySc16 7.3+9.1 62.9+2.6 22.0+6.3
L. curvatus bLc16 / yKb15 88.8+04 0.0 0.0
/
K. bulderi
L. xiangfangensis bLx29 / ySc29 174 +14.2 0.0 34.0+3.6

/

S. cerevisiae

- Les données proviennent d'expériences indépendantes.
- Le rendement en DHFA et 4-VG est un rapport de sa quantité (en mmol) sur la quantité

théorique x 100.
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Table 34. Liste des génomes de F. sanfranciscensis disponibles au NCBI (Centre national

d'information sur la biotechnologie : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ )

Assembly accession | BioProject Strain Scaffold_count | Total_length | CDS_count
T™W

GCA _000225325.1 |PRJNA43579 [1.1304 3 1375770 1284
T™W

GCA _002907145.1 |PRJNA339913 |1.2137 25 1272753 1263
T™W

GCA _002907155.1 |PRJNA339913 |1.2138 33 1252720 1251
T™W

GCA 002907185.1 |PRJNA339913 |1.2139 35 1329228 1316
T™W

GCA 002907205.1 |PRJNA339913 |1.2140 44 1293144 1291
T™W

GCA 002907225.1 |PRINA339913 [1.2142 27 1278409 1266
T™W

GCA 002907245.1 | PRINA339913 |1.2141 28 1309594 1303

GCA 002907255.1 |PRINA339913 |TMW 1.726 31 1253149 1246
T™W

GCA 002907285.1 |PRJNA339913 |1.1597 29 1318230 1296

GCA 002907305.1 |PRINA339913 |TMW 1.54 52 1308584 1301
T™W

GCA 002907325.1 |PRINA339913 |1.1150 25 1281791 1254

GCA 002907345.1 |PRINA339913 |TMW 1.392 44 1262093 1263

GCA 002907365.1 |PRINA339913 |TMW 1.53 48 1295539 1304

GCA 003369815.1 |PRINA484036 |[JCM 5668 71 1267448 1328

GCA 006334415.1 |PRINA470555 |Ah4 71 1368476 1398

GCA 006334425.1 | PRINA470555 |Gs9 62 1365822 1402

GCA 006334465.1 |PRINA470555 [Sd1-3 51 1304535 1344

GCA 006334475.1 | PRINA470555 |Gs2 52 1373332 1411

GCA 006334515.1 |PRINA470555 |Ts9 68 1325807 1382

GCA 009496975.1 | PRINAS579432 |LS451 1 1310991 1303

GCA 009749295.1 | PRINA470555 |Ls-1001 67 1349331 1396

GCA 010377125.1 |PRINAS515196 |[TMWI11730 44 1307874 1354

GCA 010377135.1 |PRINAS515196 |[TMWI11470 18 1264120 1276

GCA 010377165.1 |PRINAS515196 | TMWI11221 59 1256830 1256

GCA 010377175.1 |PRINAS515196 |[TMWI11304 44 1309936 1357

GCA 010377205.1 |PRINAS515196 |[TMWI11154 40 1242516 1250

GCA 010377225.1 |PRINAS515196 |[TMWI11152 33 1253076 1248

GCA 010377235.1 |PRINAS515196 |[TMWI12134 38 1254138 1294

GCA 010377255.1 |PRINAS515196 | TMW1907 50 1281500 1318

GCA 010377275.1 |PRINAS515196 | TMW1640 41 1297108 1309
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Figure 1. Taille de la population des souches de LAB en monoculture aprés 37 heures de
fermentation en présence (25mg / L) et absence (0) d'AF en milieu levain synthétique. Les
lettres indiquent 1'espéce et le nombre indique la souche.

bLc = Latilactobacillus curvatus; bLh = Levilactobacillus hammessii; BLp =
Lactiplantibacillus plantarum ; BFs = Fructilactobacillus sanfranciscensis ; BLsk =
Latilactobacillus sakei ; BLx = bLactiplantibacillus plantarum ; bLsk = Latilactobacillus
sakei ; bLx = Lactiplantibacillus xiangfangensis.
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Figure 2. Taille de la population des souches de levure en monoculture apres 37 heures de
fermentation en présence (25mg / L) et absence (0) d'AF en milieu levain synthétique. Les
lettres indiquent I'espéce et le nombre indique la souche. ySc: Saccharomyces cerevisiae ; yKb:

Kazachstania bulderi; yKh: Kazachstania humilis.
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Figure 3. Taille de la population des souches de LAB en monoculture et co-culture avec les

levures apres 37 heures de fermentation dans le levain synthétique.
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Figure 4. Taille de la population des souches de levures en monoculture et co-culture avec les

LAB apres 37 heures de fermentation dans le levain synthétique.
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Figure 9. (A) : un agrandissement du chromatogramme UV a 280 nm du surnageant de
fermentation de I’AF en présence de la souche de levure ySc16. L’ AF restant apparait a rt = 3,5
min et le 4-VG produit apparait a rt = 5,3 min. (B) : un agrandissement du chromatogramme
UV a 280 nm du surnageant de fermentation de I’AF en présence d'une co-culture de ySc9 et
bFs9. L'AF est entierement consommée. DHFA apparait a rt = 3,3 min et 4-VG apparait a rt =

5,3 min.
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Figure 10. Cinétique du débit de production de CO; par LAB en monoculture pendant la

fermentation (37h)
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Figure 12. Cinétique du débit de production de CO> par les levures en monoculture pendant la
fermentation (37h)
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Figure 14. Cinétiques des débits de production de CO; par les LAB et levures en co-culture
pendant la fermentation (37h)
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Figure 15. Cinétiques des accumulations de CO; en focntion du temps, par les LAB et levures

en co-culture pendant la fermentation (37h)
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Effet des pratiques de la filiére boulangerie sur I'acide férulique et sa transformation

Le son de blé est le coproduit principal de I’industrie meuniére, résultant de la transformation des grains
de bl¢ en farine ou en semoule. Il représente 1’enveloppe extérieure du grain renfermant différents tissus
; dont principalement le péricarpe, la testa et la couche d'aleurone. Le son de blé est produit chaque
année en quantités considérables et destiné principalement a 1’alimentation animale. Toutefois, compte
tenu de sa composition en ¢léments nutritifs et de sa disponibilité, il pourrait également servir pour
I’alimentation humaine. Plusieurs études ont montré I’effet bénéfique de la consommation du son de blé
sur la santé humaine, notamment en diminuant les risques d’obésité, des maladies cardiovasculaires, du
diabete et autres.

L’acide férulique (AF) (-cis et -trans) et ses dimeres (8,5'-diFA, 8,5 - benzo-diFA, 8-0O-4'-diFA et 5,5'-
DiFA) présentent environ 95% des acides phénoliques du son de blé, concentrés principalement dans la
couche aleurone et le péricarpe. L’AF est connu pour ses propriétés anti-oxydantes, anti-microbiennes
et anti-inflammatoires. Il a également la capacité de se transformer en dérivés aromatiques tels que la
vanilline ou le 4-vinylguaiacol, en présence de microorganismes. En lien avec la filiére boulangerie, ce
travail de these a pour objectif principal d’étudier I’effet des pratiques sur le contenu en AF et ses dérivés
dans le son, les pates et/ou le pain. L’étude des variations de contenu en AF du blé au pain a montré un
effet du terroir, et des variétés de blé sur le contenu en AF du son ainsi qu’un effet du type de ferment
sur le contenu en AF des pains. Dans un milieu levain modele, le comportement de I’ AF a été étudié en
présence de levures et de bactéries lactiques provenant de levains, seules ou en combinaison. Nous avons
montré que le métabolisme de I’AF dépend des souches et que les interactions levures-bactéries avait
un effet sur la consommation et la transformation de I’AF. En effet, la conversion de I’AF en acide
dihydroférulique est favorisée en co-cultures par rapport aux monocultures, au détriment de la
production de 4-vinylguaiacol. Globalement, nos résultats clarifient le devenir de I’AF de grain jusqu’a
pain en mettant en évidence le role important des microorganismes fermentaires et de leur interaction
dans sa transformation, et sont discutés au regard de leur intérét en boulangerie.

Mots clés : acide férulique, son de blé, variété, espece, terroir, fermentation, bactéries lactiques,
levures, interactions microbiennes, panification

Effect of bakery industry practices on ferulic acid and its transformation

Wheat bran is the main co-product of the milling industry, resulting from the transformation of wheat
grains into flour or semolina. It represents the outer layer of the grain containing various tissues; mainly
pericarp, testa and aleurone. Wheat bran is produced every year in considerable quantities and is mainly
used for animal feed. However, given its nutrient composition and availability, it could also be used for
human food. Several studies have shown the beneficial effect of wheat bran consumption on human
health, particularly in reducing the risk of obesity, cardiovascular disease, diabetes and others.

Ferulic acid (FA) (-cis and -trans) and its dimers (8,5'-diFA, 8,5 '- benzo-diFA, 8-O-4'-diFA and 5,5'-
DiFA) account for about 95% of the phenolic acids in wheat bran, concentrated mainly in the aleurone
layer and the pericarp. FA is known for its antioxidant, anti-microbial and anti-inflammatory properties.
It is also able to be transformed into aromatic derivatives such as vanillin or 4-vinylguaiacol in the
presence of microorganisms. In connection with the bakery industry, the main objective of this phD
work is to study the effect of certain practices on the content of FA and its derivatives in bran and/or
bread. The study of the variations in FA content from wheat to bread showed an effect of terroir and
wheat varieties on the FA content of bran as well as an effect of the type of ferment on the FA content
of bread. In a synthetic fermentation medium, the behavior of FA was studied in the presence of
sourdough yeasts and lactic acid bacteria, alone or in combination. We found that FA metabolism varied
among strains and that yeast/bacteria interactions had an effect on the consumption and conversion of
FA. Indeed, the transformation of FA into dihydroferulic acid is favored in co-cultures compared to
monocultures, to the detriment of the production of 4-vinylguaiacol. Overall, our results clarify the
evolution of FA from grain to bread by highlighting the important role of fermentation microorganisms
and their interaction in its transformation, and are discussed in view of their interest in baking.

Key words: ferulic acid, wheat bran, variety, species, terroir, fermentation, lactic acid bacteria, yeasts,
microbial interactions, bread-making



