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Résumé

Le sorgho est une des plus anciennes plantes cultivées, qu’il est originaire d’Afrique. Le sorgho
cultivé présente une tres grande diversité de formes qui se déclinent en cing races, cette
variabilité génétique et phénotypique se traduit par une grande variabilité d’aspect et d’utilisation.
Notre travail est basé sur une étude qui vise a estimer 1’activité antimicrobienne des grains de
sorgho en function de leurs caractéristiques morphologiques et phytochimiques par une analyse

d’article.

Les résultas obtenus de I’analyse des articles affirment dans le premier travail la présence de
I’activité antimicrobienne in vitro exhalées par les feuilles de Sorghum bicolor.L en raison de la
présence d’ingrédients bioactifs. Le secnd travail a révélé que les polyphénols de son de sorgho
peuvent aider a moduler les populations microbiennes intestinales. Les résultats du derinier
article sur le controle de la criossance de coliforme et moules dans le maltage du sorgho par les

bactéries et culture de levure, ont montré une inhibition de miosissures et des coliforms.

Mots clés: activité antimicrobienne, coliforme ,moisissures, polyphénols, sorgho.



Abstract

Sorghum is one of the oldest cultivated plants, originating in Africa. Cultivated sorghum has a
very wide variety of forms that come in five races, this genetic and phenotypic variability

translates into a great variability in appearance and use.

Our work is based on a study that aims to estimate the antimicrobial activity of sorghum grains

based on their morphological and phytochemical characteristics by article analysis.

The results obtained from the analysis of the articles affirm in the first work the presence of the
in vitro antimicrobial activity exhaled by the leaves of Sorghum bicolor.L due to the presence of
bioactive ingredients. The second work revealed that sorghum bran polyphenols can help
modulate gut microbial populations. The results of the last article on the control of coliform and
mussel growth in sorghum malting by bacteria and yeast culture, showed inhibition of crumbs

and coliforms.

Key words: antimicrobial activity, coliform, molds, polyphenols, sorghum.



uedls
Ao gana o de 5 ) jall dagd )l 5 A (g gind Ly ) 8l gl de ) Jal) ULl a1 (pe Bas] 5 dadyl) 5 A et
5 oelaall B S 58 N an sy sotall 5 S5l il 1a g Culial ded (8 6 A JISEY) (e las de i

R

Ao gana o Ao 5 ) dall dagd )l 5 A (g gind Ly ) 8l Ll de ) jal) L) a8 (e Ban) g Ayl 3 A1 i
seaall (B S g s ) aa i (s oaUall 5 Iy s il 1aa 5 ¢ alind dued (3l JSEY) (e 138 de it

JCEECR

Aa ol b ) gl Lpatliad e 5l a5l 5,30 (o gund il 5 ,Sall limall Bl a1 Cangs A 50 e Uilee ing
ANE Jilat A g Al AiLaasl

AL o5y il el s Sall aliae Tl 3 a5 5V el 3 YA Jidal (e Lgale a3 ) gl oS53
Lagd 1) 5,3 A0S J s s 0 P Jaad) GBS 5 U ol gy Adais il 58 3 g sb (5l 4008 A 1) 3,00 (31 o) Al
s sl sall gai 8 oSl Jgn A JUaal) il < jelal slaal) g A Saall cilaanll Jand b 2ol O S
Ol 5 lidll Jans ¢ 5 jpeddl g 59 L iSOl Ao g0 dad 1 5 M) el & )

a0 5, ¢ J il ol ¢ ) ¢ il o i) ¢ il 5 Saall aliaall Tl -Aaliial) cilalSY)



Sommaire

SOMIMAITE ... bbbt bbb bbbt e et e e b e bbbt b b enes 1
Ty oTo 18 T3 To] o O TSP TP PT PP PRPRPRPRN 14
Partie 01: Etude DIDIIOGIAPNIGUE ........c.ovieeeeieeeieeeeeee ettt en st 16
Chapitre 01 18 SOIGNO....c.eeieeeee et 17
1 DFINITION ...ttt bbbt b bbb r et b e 17
2 MOIPNOIOGIE ...ttt bbb 18
2.1 LS TACINMES ...ttt b bbbt 18
2.2 LB TIg ettt bbbt 18
2.3 LS TRUIIES .. 18
R S D 1114 () (1o 1 Lot TSR 18
S T - Y | U] 1= SRS 19
3 CHASSITICALION ...ttt bbbt bttt b bbbt n e ennas 19
4 1€ grain de SOTGN0 .......oiuieiicie ettt e e e re e e 20
4.1  Definition du grain de SOMGNO0........ccueiiiieiiiie e 20
A Y Tol I o [T 0] 0| o LSS 21
4.3 Croissance et deVEIOPPMENT.......ccviiiiiiie et re et 22
Y £ V=1 (=T LIRS0 0| o TSRS 23
TR R = AN [0 =T T USSP 23
5.2 DaANS 18 MONUE .......iiiitiiieiiieeee ettt bbbttt 23
6 ComMPOSItION ChIMIQUE.......cviiiciie et sae et e ans 24
6.1  L'amidon dU SOMGNO:....ccuiiiiiieiieieieesie sttt bbbt 24
6.2  LeS Protéines du SOMGNO0 : ....ecviiiieiieeie ettt et sre e sae e ns 24

6.3 Solution acides ou basiqUES AIUEES ...........cccceiiriiriieeiree e 24



6.4  Polyphénols du SOIgN0 @ ....cc.ociiiiii e e 25

6.5 L’humidité de graines de SOTZho ...........ceriiiiiiiiieiic e 25
6.6 LeS lipides du SOMGNO0.........coiiiiiieii e 25

7 La valeur NULIItiVe d& SOMGN0........cuiiiiiieiee e 25
8 ULIliSAtioN A8 SOMGNO......ccveeiiieie ettt et e ba et e e taete e e sreenaeeneenns 26
8.1  Dans l'alimentation NUMAINE ..........ccoiiiiiiiiiieie e 26
8.2  Dans l'alimentation animale ............ccoouriiiiiiiie e 26
Chapitre 02 : COMPOSES PRENOTIGUES. .......evirieiiiieiieieieeieeee et 27
9 Classification des compoSsEs PNENOIIGUES..........ceruriieiierie e 27
9.1  Acide phénolique SIMPIE.......cuoiiiiiiie e 27
0.1.1  ACIUE DENZOTGUE. .. .cveeieeeie ettt et te et eneesneeaeeneennes 27
0.1.2  ACIAES CINNAMIGUES ....veevieitiieiiee st estee et e st e ete et et e e s e s be e st e e sbeesnaeesbeeanbeenseeannee e 27
9.121 FlAVONOIAR ... 27

0.2 TANINS ettt bbbt 27
9.2.1  Lestanins hydrolySabIes..........cccooiiiiiiiiiiie s 28
9.2.2  LeStaning CONUENSES........cuiuiieiirierieieiiste ettt sttt b et se e 28
9.221 COUMAIINES ...ttt bbbttt bbbt 28

TR B I o= 1SR SST 28
10  Compose phenolique de SOMGNO ........c.oviiierieiie e 28
10.1 Les acides phénoliques de SOrGNO0 ........cccviieiieieeie e 29
10.2  Les flavonoides du SOTgN0.........coieiiiiiiieii s 29
10.2.1  FIAVONONOIS ..ottt 29
10.2.2  Flavon-3-0ls et proCyanidiNesS...........ccooeiirierieiienieie e 29
10.2.3  FlAVANONES GEIIVES.......cviiiiiiieieeiistesre ettt 29

10.3  Les tannins condenses dU SOMGNO ......c.eiueiieiuiieeieieie e sie ettt ene s 30



10.4  Les anthoCcyanes du SOGNO ........civeiiiieiiiie ettt re e e e sne s 30

105  SHIDENES .....veieieecieee ettt aeere e e enen 30
11 ROle et propriétés des POIYPNENOIS .........coovvveiiic e 30
11,1 ACHIVILE @NtIOXIAANTE ......oviiiicieceeiee ettt enes 31
11.2  ACHVITE QNTICANCETBUSE .....eiviviiiieiiesieieie st ste ettt sttt e b sbesbesbesbeenenneaneas 31
11.3  Activité anti-inflammatoire ..........c.ooereiiiiii e 31
11.4  ACHVItE antiMICIODIENNE ......ccuiiiieiiiiiieie ettt 31

Article 01: Ciblage phytochimique et activité antibactérienne des feuilles de sorgho bicolor

dérivés de culture in vitro (Sir elkhatim et al., 2019) .......ccccoiiiiiiiecee e 33
12 INEFOTUCTION. ...ttt bbbt 33
13 Matériel et MENOUES. .......c..ciieeeec e 35
13.1 Matériel végétal et préparation d’EXIIait .........cuerirrririeeiiiiririe e 35
13.2  Culture in VItro de SOMGNO0........cccveiieiiieeiie et sneenae s 35
13.3  Criblage phytOChIMIQUE .......covoiiiiiiie s 35
13.4  ACLIVItE anti MICTODIENNE ......cviiiiiiiii e 36
13.5  ANAIYSE STALISTIGUE. ......evieiitiiiiiiieiiei ettt sttt 36
Article 02: contr6le de la croissance de coliform et moules dans le maltage du sorgho bactérien et
culture de levure (Lefyedi et TAYIOr, 2007) .....ccooiiiiiiinieieieie e 36
14 INEFOAUCTION. ...t b bbb 36
15 Matériel et MENOUES. ..ot 38
15.1  Grain de SOQNO0 .....covveiiiice ettt te e re e e e nre s 38
15.2  IMIICIOOTGANISIMIES .....iutetiteite sttt ettt sttt b bbbt s et e et et e bttt neenean 38
15.3  ANAIYSE STALISTIQUE. .. .cuviiiieiicie et et sre e reesneeneesneenre s 38

Article 03: Impact des polyphenols de la céréale du sorgho sur le microbiote de poids normal et
sur les sujets en surpoids/ obéses pendant la fermentation fécale in Vitro............c.ccccoeeieienen, 39

16 I OTUCTION . ..ceeeeeeeeeeeee ettt et et e e e e e e eeeeeeeeeeeerereereeeeeeeeeereeererereeeeerereeereees 39



17 MALEFTET BT MELNOUE ..ot e e e e e e e et e e e e e e e eee e 39

17.1 Sons, étalons et réactifs de SOrgh0 .........ccoevviiiiciceee e 40
17.2 Préparation de polyphenols a partir d'échantillons de son de sorgho.........c.ccccccvevvenene 40
17.3  Analyse de la teneur en polyphénols et de I'activité antioxydante............ccccceveererenncnne. 40
17.4  Fermentation fECale NUMAINE .........cuiiiiiiiiiiie s 42
17.5  ANAlYSe MICIODIENNE........coiiiiii it 43

Article 01: Criblage phytochimique et activité antibactérienne de feuilles de sorgho bicolor

AErives de CUITUIE TN VILIO ....cooeieiiiii s 45
18 RESUIALS ...ttt bbb e et 45
18.1 Culture in VItro de SOrGN0........cciiiiiiieie e 45
18.2 Criblage phytochimique des feuilles de SOrgho ...........cccoveiiiiicicccc e 46
18.3  Activité antimicrobienne des feuilles de SOrgho ..o 46
1O DISCUSSION ...tttk etk bbbt b bbbttt n e reen e 48
20 CONCIUSION ...ttt bbbt b bbbt e bbbk bbbt neeneas 49

Article 02: contréle de la croissance de coliformrs et moules dans le maltage du sorgho bactérien

BT CUITUIE A8 TBVUIE ...ttt b et 50
21 RESUIALS €1 QISCUSSION ...viviiiieieiiesiesieie sttt sttt e saesresbesresneeneeneas 50
21.1 L’inhibition de la croissance miCrobIENNE ...........cccveeiiueeeiiieeiiiiee e e sieeesee e se e seee e 50
21.2  CytotOXICIte €t MYCOIOXINES.....cciiiiieieiieeite et ettt ettt saeesaeeneeers 53
127 ©0 0] 1§ [ ] o OSSR 53
Article 03: Impact des polyphenols de la céréale du sorgho sur le microbiote de poids normal et
sur les sujets en surpoids/ obéses pendant la fermentation fécale in Vitro............cccccoeovveevieenen, 54
23 RESUITALS ... .uiiviiiietieie ettt bbb b e R re ettt st nenreeneeneenes 54
23.1 Profil phénoligue et propriétés antioxydantes des extraits de son de sorgho................. 54
23.2 Changements genéraux dans le miCrobiote.........cccovviiieiiiiiieceee e 55

CONCIUSION GENETAIE........eiieiieeete bbbttt sttt be e eneas 65



A I B XS & et e et e e e e ————— 84

Liste des figures

Figure 1 :Le sorgho dans le champ (Sorghum bicolor .L ) (Flora, 2018) .......cccccovveviievieeiieeceecreecieens 17
Figure 2 :un plant de sorgho (Trouche, 2009). ........cccueiieiieiieie et st te e aeereereens 19
Figure 3 :Schéma du grain (Sautier et O'DE, 1989).......ccciiiiiiieieeie et reereens 21

Figure 4 : Dynamique du microbiote (phylum et genres) en fermentation in vitro. Dans (a,b), la
distribution du microbiote est illustrée dans le boxplot trié par la plus grande variance. Dans (c,d), ’effet
de temps, 0 h vs. 24 h, est montré et testé par un test signé Wilcoxon, et la différence de groupe entre NW
et OO est testée par un test Mann—Whitney sous le contr6le négatif (n = 22) pour deux microbiotes

7] (o1 10 T TSRS 56

Figure 5 :Graphique d’échelle multidimensionnelle non métrique (NMDS) comparant les communautés
bactériennes entre les traitements dans les deux groupes combinés (p < 0,05). (A)Ohet (B) 24 h. ....... 57

Figure 6 : Abondance relative au niveau du phylum (n=22). (a) Bactériidés, (b) Firmicutes, (c)
Protéobactéries, (d) Actinobactérie, (e) Verrucomicrobie. Les lettres indiquent des différences
significatives entre les traitements a 24 h, obtenues par le test de Friedman et ses comparaisons multiples
post hoc au niveau de signification de 0,05. Les médianes sont marquées de triangles rouges. Les classes
de poids (NW c. OO) sont marquées de cercles verts et de carrés bleus, respectivement. NC : controle
négatif, FOS : fructooligosaccharides, ESB : extrait de son de sorgho noir, SSE : extrait de son de sorgho

Figure 7: Abondance relative des genres sélectionnés (n = 22). (a) Prevotella, (b) Bacteroides, (¢)
Bifidobacterium, (e) Lactobacillus. Les lettres indiquent des différences significatives entre les
traitements a 24 h, obtenues par le test de Friedman et ses comparaisons multiples post hoc a un niveau de
signification de 0,05. Les médianes sont marquées de triangles rouges. Les classes de poids (NW vs. O0)
sont marquées respectivement par des cercles verts et des carrés bleus. NC : controle négatif, FOS :
fructooligosaccharides, ESB : extrait de son de sorgho noir, SSE : extrait de son de sorgho sumac......... 59


file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851090
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851091
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851092
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851093
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851093
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851093
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851093
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851093
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851094
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851094
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851095
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851095
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851095
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851095
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851095
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851095
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851095
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851096
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851096
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851096
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851096
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851096
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851096

Listes des tableaux

Tableau 1 :Les principaux caractéres identitaires des races de sorgho (Chantereau et al.,2013). .............. 21

Tableau 2 :Surfaces en sorgho des principaux pays producteurs de 1988 a 2010 (statistiques agricoles

FAD). .t h bbb b bt h bbbt h e bt bttt nes 23
Tableau 3:Production annuelle de sorgho de 1988 a 2010 des principaux pays producteurs (statistiques

AQTICOIES FAD)...c ettt ettt bt a et b e h e st b e bt h e et na ettt b e nee 23
Tableau 4 :les quatres classes de protéine en fonction de leur solubilité (Hamaker et al., 1995). ............. 24

Tableau 5 :La composition chimique du grain de sorgho (g /100g MS) (Prosky et al., 1988 et Souci et al.,

2000). ..+ ve e eeeeeeeee et eees et esee s s se s et e et ettt s ee et et et et e eeseeeseseseee s et s ee et eseeeseresesesene e rnens 26
Tableau 6:teneur en vitamines du grain de sorgho (teneur en vitamines en mg/100g) (Serna-Saldivar et

Rooney, 1995 et Souci et al., 2000). ......ccoieiieiieieeie et s e e e beereereereens 26
Tableau 7 :la structure générale des acides phénoliques du sorgho (Collin et al., 2006). ..........ccccccueuenee. 29
Tableau 8 :CaraCteriStiqUES U SUJEL.......cc.erueuiruiririeieieiiet ettt sttt sttt 42

Tableau 9 :Effet de la IBA et de la BA sur la longueur des pousses, le nombre de feuilles, la présence de

multiples pousses et la présence de racines secondaires aprés 4 semaines de CUulture .........cccecevevveevveenens 45
Tableau 10 :Dépistage phytochimique de I’extrait de feuilles de sorgho bicolor in Vitro............ccccceuenee. 46
Tableau 11 :Activité antibactérienne de 1’extrait de feuilles de SOTgho........cevvvveeiiniiiiniiiiiiieee e, 47

Tableau 12 :Principaux polyphénols des extraits de son de sorgho noir et SUMAC.........ccceecvvevreeeevesenene 54


file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851113
file:///C:/Users/mcs/Downloads/mémoire%20finale.doc%23_Toc77851117

Liste des Abréviation

BA: 6-benzyladénine

B.s: Bacillus subtilis

E.c: Escherichia coli

ESB: extrait de son de sorgho noir
FBG: Glycémie a jeun

IMC: Indice de masse corrporelle
ND: non détecté

P.a: Pseudomonas aeruginosa

S.a: Staphylococcus aureus

SSE: extrait de son de sorgho sumac
PGR: Régulateur de criossance végétale

Z1CO: Acide indole-3-butyrique



Introduction

Introduction

Le sorgho (Sorghum bicolor (L) Moench) est une céréale d’origine africaine, compte parmi les
céréales les plus importantes cultivées dans les zones semi-arides et tropicales du monde a cause
de son bon rendement et de sa bonne adaptation aux environnements hostiles dans le monde
(Dicko, 2005). En effet, le sorgho grain vient au cinquiéme rang de la production de céréales
apres le Mais, le Riz, le Blé et I’'Orge (FAOSTAT., 2012).

Les utilisations du sorgho sont trés diverses d’abord le sorgho est la base des boissons
fermentées trés appréciées, utilisé¢ pour 1’alimentation humaine comme : farine, semoules,
bouillies..., etc. Des utilisations alimentaires alternatives se diversifient : utilisation en
boulangerie, produits roulés, et boissons nouvelles. Considéré comme une céréale sans gluten, le
sorgho presente aussi des avantages nutritionnels pour les personnes intolérantes a ces protéines.
L’utilisation pour I’alimentation animale est importante sous deux formes: les sorghos fourragers
dont tiges et feuilles pour 1’alimentation des herbivores, le sorgho grain responsable de

I’alimentation d’autres animaux domestiques (Chantereau et al., 2014).

Le sorgho intéressant comme possible source d’antioxydant. Les raisons de choix du sorgho
tiennent d’une part a la végétation de cette espece dans nos régions saharienne et d’autre part a
des données ethnopharmocologiques indiquant leur utilisation contre certaines maladies et

également en nutrition (Kehrer et Smith, 1994).

Selon Jiménez (2000) et Baribeau (2005), une réduction du risque des maladies chroniques avec

une consommation élevée des céréales.

Plusieurs études ont montré que de nombreux métabolites secondaires présents dans les céréales
exercées des effets bénéfiques sur la santé humaine. Les métabolites secondaires les plus

présents chez les céréales semblent étre les composés phénoliques (Baribeau., 2005).

Les composés phénoliques jouent un role trés important dans les mécanismes de défense, se
trouve dans les téguments des grains, en effet I’acide férulique est le plus courent des acides
phénoliques dans les grains des céréales, se concentre dans les parties extérieurs du grain

( Manach et al., 2004).




Introduction

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés d’étudier les activités anti-microbiennes des

graines de sorgho par une analyse d’articles.

Le présent travail est organisé en trois parties.

la premiere partie consacrée pour une revue bibliographique: généralités sur les grains de sorgho.
la seconde partie comprend la partie méthodologie utilisée pour les trois articles sélectionnés

la derniere partie regroupe les résultats et discussion de ces articles suivie d’une conclusion

générale et des perspectives.
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Chapitre 01: le sorgho
1 Définition

Le sorgho cultivé genre Sorghum, espéce Sorghum bicolor.L est une plante annuelle céréaliére
appartenant a la famille des poacées (Chantereau et al., 2013), cultivées dans les régions
tropicales semi-arides de 1’Afrique et de 1I’Asie, Il constitue avec le mil les principales céréales

(Abu Assar et al., 2009).

Il est connu sous divers noms: grand mil et herbe de Guinée en Afrique de I'Ouest, blé kafir en
Afrique du Sud, dura au Soudan, jowar en Inde et kaoliang en Chine. Aux Etats-Unis, on

I'appelle généralement milo ou milo-mais (FAO, 1995).

Figure 1 :Le sorgho dans le champ (Sorghum bicolor .L ) (Flora , 2018)
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2 Morphologie

2.1 Lesracines

Systeme racinaire du sorgho comprend trois types de racines, racine primaires, secondaires ou
adventives, et racines nodales ou d’ancrage. Les racines primaires se développent de la radicule,
les racines adventives sont petites, uniformes et peuvent atteindre 2 m, son fonction essentielle
d’absorber I’eau et les éléments nutritifs. Les racine nodales sont épaisses et ont plus une

fonction d’ancrage de la plante (Agropedia, 2013).

2.2 Latige

La tige de sorgho est cylindrique et dressée, composée de nceuds alternant avec des entre nceuds,
mesurant de 0,5 & 5 cm de diametre et de 0,5 a 4 m de la hauteur en fonction de la variété et des

conditions environnementales, elle est glabre et solide avec un cortex (Jacques et al., 2013).

2.3 Les feuilles

Les feuilles sont distribuées de facon variable le long de la tige chez le sorgho. Elles sont de
forme lancéolée. Leur nombre varie del4 a 30, la longueur peut atteindre plus de 1 m et 10 a 15
cm de largeur. La surface des feuilles présente des poils microscopiques appelés trichomes
(Chantereau et Nicou. 1991).

2.4 L’inflorescence

L’inflorescence est une panicule qui peut etre courte et compacte ou bien lache et ouverte de 4 a
plus de 25 cm de long sur 2 a plus de 20 cm de large. L’axe central de la panicule comprend un

porte des verticilles de branches primaires sur chaque nceud (Cosette et al., 2014).

)
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2.5 Lagraine

La graine de sorgho est caryops de forme sphérique légérement aplatie, composee de trois
parties : le péricarpe, 1’albumen et I’embryon. Les caractéristiques morphologiques du grain a
maturité compléte sont :

. Longueure = 3,5a 5mm
. Largeur = 2,5 a 4,5mm
. Poids de 1000 grains = 60 a 85g (House, 1987).

Panicule /%
-
—— P édoncule
4
Tige
—Feuille
Entre-noaeud ——
Noeud ~_ 1
i-;
.A.
~ . Racine

Figure 2 :un plant de sorgho (Trouche, 2009).

3 Classification

Selon USDA-ARS. (2012), la classification de sorgho (Sorghum bicolor (L) Moench) est la

suivante :

*Régne : Plante
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*Sous-régne : Végeétal
*Super-embranchement : Spermatophytes
*Embranchement : Magnoliophytes
Classe : Liliopsides (monocotylédones)
*Sous-classe : Commélinidés

*Ordre : Cypérales

*Famille : Poacées (graminées)

*Tribu : Andropogonées

*Genre : Sorghum

*Espéce : Sorghum bicolor (L) Moench

4 le grain de sorgho
4.1 Definition du grain de sorgho
La graine de sorgho est un fruit sec a un seul germe. Elle est composée de trois parties: le

péricarpe, I’albumen et ’embryon (Balole et Legwaila , 2006). En fonction de la pigmentation

la couleur de la graine varie du blanc au jaune pale au brun rouge profond (FAO, 1995).
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CARYOPSE

STYLET ——

ALBUMEN CORNE

ALBUMEN FARINEUX ~——

e GCUTELLUM
GERME GOMMULE
PERICARIE - EPBLASTE
TESTA
RADIC ULE
ALBUNEN

Figure 3 :Schéma du grain (Sautier et O'De, 1989)

4.2 Race de sorgho

Il 'y a plusieurs Race de sorgho, le tableau 01 présente les principales caractéristiques des races.

Tableau 1 :Les principaux caractéres identitaires des races de sorgho (Chantereau et al.,2013).

Glumes longues | Poids de 1000 grains

recouvrant les3/4 ou | de 15 a 25¢

Panicules laches

la totalité du grain

Glumes généralement | Grains elliptiques,plus | Panicules laches a

au moins aplatis | semi-laches,souvent
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longues ,ouvertes. dorso-entralement ,de | longues a port
taille variable. retombant

Glumes courtes | Grains Panicules compactes a

adherent au grain en | dissymétriques ,de | semi-compactes

le recouvrant | taille  moyenne a|forme a tendance

partiellement . grosse. fusoide.

Glumes courtes
adherent au grain en
le recouvrant

partiellement .

Grains plus ou moins
sphériques,de taille
variable mais le plus
souvent gros a tres

gros .

Panicules compactes a
semi-compactes
souvent portées par un

pédoncule crosse.

Glumes courtes
adherent au grain en
lerecouvrant

partiellement.

Grains elliptiques de
taille moyenne , poids
de 1000grains de
20a35g.

Panicules
moyennement
compactes ,souvent de
et

forme  longue

cylindrique.

4.3 Croissance et developpment

Selon Chantereau et al, (2013), la croissance et le développement du sorgho passent par trois

phases successives

— La phase vegetative: allant de la germination a I’initiation de la panicule;

— La phase reproductive: allant de I’initiation paniculaire a la floraison;

— La phase de remplissage et de maturation des graines: allant de la floraison a la maturité

physiologique.
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5 Variété de sorgho
5.1 En Algerie

En Algérie, le sorgho est entretenu en culture vivriere dans les régions sahariennes et plus
particulierement a l'extréme Sud (Rahal Bouziane et al., 2004). Mais depuis les derniéeres
années les nouvelles variétés de sorgho sont actuellement cultivées a Maghnia, Eloued, Tiaret,
Bejaia, Mostaganem dont les rendements obtenus atteignent jusqu’a 100 tonnes/ hectare (Soltani,
2014).

5.2 Dans le monde
Le sorgho est la cinquieme céréale la plus importante dans le monde, avec une production de 69

millions de tonnes par an cultivée sur 45 millions d’hectares (FAOSTAT, 2014).

Les pays les plus productifs en termes de superficie sont le Soudan, I’Inde et le Nigeria. Par
rapport au volume de production, les cing plus grands producteurs sont les USA , le Mexique, le
Nigeria , le Soudan et I’Inde (FAOSTAT, 2014) (Tableau 02 et 03).

Tableau 2 :Surfaces en sorgho des principaux pays producteurs de 1988 a 2010 (statistiques
agricoles FAO).

Tableau 3:Production annuelle de sorgho de 1988 & 2010 des principaux pays producteurs
(statistiques agricoles FAO).
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5.2 4.2 7.0 7.7 9.2 9.1 4.8
4.6 1.2 2.5 2.5 5.0 5.0 2.6

6 Composition chimique

6.1 L'amidon du sorgho:

La graine de sorgho constituée de (65 a85 % d'amidon), a un diamétre compris entre 5 et 25 um,
avec une valeur moyenne autour de 15 pum (Dicko et al., 2006). Elle est constituée de 70 a 80 %
d'amylopectine et les 20 a 30 % restants sont de I'amylose (Dentherage et al., 1955).

6.2 Les protéines du sorgho :
Les protéines représentent 7 a 15 % du poids sec du grain de sorgho (Dicko et al., 2006), sont

localisées dans 1’albumen 80%, 16% dans le germe et 3% dans le péricarpe (Serna-Saldivar et
Rooney, 1995), elles sont riches en résidus prolines et ressemblent ainsi aux protéines salivaires
avec lesquelles elles ont une grande affinité (Butler et al., 1984 ; Emmambux et al., 2003).

Les protéines des grains peuvent étre groupées en quatre classes en fonction de leur
solubilité (Hamaker et al., 1995) (Tableau04).

Tableau 4 :les quatres classes de protéine en fonction de leur solubilité (Hamaker et al., 1995).

albumines Globulines glutélines prolamines
i 6.3 Solution
eau Solutions : alcool
acides ou
salones diluées basiques
diluées
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6.4 Polyphénols du sorgho :
Les polyphénols (8000 composés connus) représentent un groupe des métabolites

secondaires complexes, exclusivement synthétisés dans lerégne végétal, ils sont présents dans
toutes les partiés des végetaux superieurs: racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et
Charpentier., 2006) on retrouve :

 Les flavonoides

« Les acides phénoliques de type benzoique ou cinnamique et les tanins hydrolysables

» Les stilbenes

 Les lignines et subérines (Collin et al., 2006).

6.5 L’humidité de graines de sorgho
L’humidité des grains est un facteur important pour la conservation et le transport des différents

traitements subis par les grains. Les valeurs d’humidité des grains de sorgho seraient comprises
entre 8 et 12 % (poids humide) (Dicko et al., 2006). Elle est réduite par séchage, jusqu’autour de
3,5-4 % pour les malts pales et 1,5-2 % pour les malts foncés mais augmentation de 1’humidité
crée aussi des conditions favorables au développement des bactéries, levures et moisissures ainsi

qu’a ’activation des spores (Esslinger et al., 2005).

6.6 Les lipides du sorgho
Les lipides représentent, dans les grains de sorgho, entre 1,5 a 6 % de matiére humide, ils

sont composés majoritairement d’acides gras polyinsaturés (Dicko et al., 2006), qui représentent
75 a 80% des acides gras, surtout représentés par I’acide linoléique C18:2 (49%) et 1’acide
oléique C18:1 (31%); le principal acide gras saturé est I’acide palmitique C16:0 (14%) (Rooney.
1978).

7 Lavaleur nutritive de sorgho
Le sorgho, dont la valeur nutritive est proche de celle du mais, contient plus de protéines et

d’amidon que ce dernier, mais moins de graisses. Il est riche en fer, potassium, phosphore,
vitamines B1 et B3 (Arvalis, 2013-2014) (Tableau 05 et 06).
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Tableau 5 :La composition chimique du grain de sorgho (g /100g MS) (Prosky et al., 1988 et Souci
et al., 2000).

Tableau 6:teneur en vitamines du grain de sorgho (teneur en vitamines en mg/100g) (Serna-
Saldivar et Rooney, 1995 et Souci et al., 2000).

8 Utilisation de sorgho

8.1 Dans l'alimentation humaine

Le grain de sorgho est la céréale la plus utilisée dans 1’alimentation humaine pour la préparation
de pate et de différent stems traditionnels (couscous, galettes, etc.). Il est consommé sous forme
grillé ou cuit comme le riz (Balole et Legwaila, 2006). Le sorgho reste un symbole identitaire et

garde une réputation d’aliment bon pour la santé (Bricas, 1998).

8.2 Dans I'alimentation animale

Les résidus de récolte, soit I'ensemble des tiges, feuilles et panicules égrenées, sont des sources
importantes de fourrage pour I'alimentation du bétail, I’importance de ces résidus varie suivant

les races de sorgho (Balole et Legwaila, 2006).

E




Partie 01: Etude bibliographique
Chapitre 02 : Composés phénoliques

9 Classification des composés phénoliques
9.1 Acide phénolique simple

9.1.1 Acide benzoique
Sont parmi les formes phénoliques les plus simple avec une formule générale de C6-C1, la

variation de structure des différents dérivés de I’acide Benzoique se situe dans 1I’hydroxylation et

la méthylation du noyau aromatique (Ben Abbas, 2011).

9.1.2 Acides cinnamiques
Les acides cinnamiques ont une structure générale de C6-C3, les plus répondus chez les végétaux

sont I’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique (Dacosta, 2003).

9.1.2.1 flavonoide

C’est le group le plus répandu des composés phénoliques dans le régne végétal, concentrées dans
les graines , la peau ou le pelage des fruits , I’écorce et les fleurs (Dusan et Vesna., 2006). Ils
sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de modifier le compertement de
nombreux systemes cellulaires ainsi sont responsables des couleurs vives des fleurs, fruits et
feuilles Les anthocyanins pigments rouge ou bleu, les flavones et les flavonols de couleur créme
ou jaune clair (Marfak, 2003).

9.2 Tanins

Les tannins forment une classe de polyphénol hydrosolubles, d’une masse moléculaire variante
entre 500 et 3000 kDa, ont la capacité de précipiter des protéines (Smith et Swain., 1962). lls
ont une activité inhibitrice sur les microorganismes en bloquant leur pouvoir de digestion

(Kamra et al., 2006). On peut distinguer deux groupes de tannins:
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9.2.1 Les tanins hydrolysables
Sont des polyphénols avec un noyau central de polyol (Castels et al., 2005) .1lIs liberent une

partie phénolique qui peut étre soit:
- L’acide gallique dans le cas des gallo tannins.

- L’acide ellagique dans le cas des ellagitannins (Macheix et al., 2006).

9.2.2 Les tanins condensés

Il s’agit des polymeéres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des
liaisons carbone-carbone (Bruneton, 1999). Ils sont résistants a 1’ydrolyse et degradés par des
attaques chimiques fortes. lls se transforment en pigment rougeatre et par traitement acide a
chaud (Macheix et al., 2006).

9.2.2.1 Coumarines
Les coumarines dérivées des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine

latérale (Macheix et al, .2006). Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné
avec des sucres, et sont responsables de I'odeur caractéristique du foin (O’Kennedy et Thornes,
1997).

9.3 Lignanes
La lignine est un constituant polyphénolique complexe de la paroi cellulaire secondaire

végétale. Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de composés ont été isolés

dans environ 70 familles (Cowan, 1999).

10 Composé phénolique de sorgho
Le sorgho est le plus riche en composé phytochimique (acide phénolique, flavonoide, tanins) et

peut en contenir jusqu’a 6% (Beta et al ., 2000 ).
Les polyphénole majoritaire se regroupent en quatre catégories: les acides phénoliques, les

tannins , les anthocyanes , les flavonoides et les stilbenes (Mottiar et al., 2016).
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10.1 Les acides phénoliques de sorgho

Il existe deux types: les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques, se
trouvent majoritairement sous forme liée. Ils sont plus concentrés dans le son (enveloppe

céréaliere) (Tableau07).

Tableau 7 :la structure générale des acides phénoliques du sorgho (Collin et al., 2006).

10.2 Les flavonoides du sorgho

10.2.1 Flavononols

Un glycoside du kaempférol a également été identifié dans le sorgho (Nip et Burns., 1969).

10.2.2 Flavon-3-ols et procyanidines
Isomeres (+)-catéchine et (-)-épicatéchine les deux sont trouvés dans le sorgho (10-180 mg/l)

(Freidrich et Galensa., 2002).

10.2.3 Flavanones derivés
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Le sorgho est une source significative d’ériodictyols et des deux flavones 1’apigénine, la
lutéoline (Nip et Burns., 1969).

10.3 Les tannins condensés du sorgho
IIs sont polymérisés en flavan -3,4-diols, forment des proanthocyanidines (dykes et al., 2009).

Peuvent etre utilisés comme additifs antioxydants dans les aliments gras (Sikwese et al., 2007).

Ces tannins prouvent une résistance contre les moisissures (Rooney., 2005).

10.4 Les anthocyanes du sorgho

Les anthocyanes font partie de la famille des flavonoides, sont solubles et s’accumulent dans
les vacuoles des cellules de 1’épiderme des feuilles (Lambert., 2011).mais les anthocyanes du
sorgho sont unique car ils ne contiennent pas le groupement qui permet d’augmenter leur

stabilité dans un ph élevé (Dykes et Rooey., 2006).

10.5 Stilbenes
Les stilbenes sont des composés phénoliques pas trés répandus dans le régne végeétal, le trans-

resvératrol et le trans-piceide sont le plus particulierement au niveau des grains de sorgho
(Brohan et al., 2011).

11 ROle et propriétés des polyphénols
Les composants phénoliques jouent un réle important dans les processus physiologiques (la
croissance celullaire, la germination des grains et la maturation des fruits) (Biozot et
charpentier., 2006). Utilisés en thérapeutique comme : antioxydants, antiradicalaires,
antimicrobiens, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques (Bahorun., 1997 ; Cetkovic et al.,
2008).
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11.1 Activité antioxidante
Les composés phénoliques présentent une activité antioxydante, il possede de potentiel

antioxydant in vitro que les vitamines et les caroténoides (Weichselbaum et Buttriss, 2010).
Les polyphénols sont capables aussi de chélater des métaux pro-oxydants comme le fer et le

cuivre (Yang et al., 2001).

11.2 Activité anticancéreuse
Certains flavonoides provoquent une activité anticancérogenique, la quercétine inhibe la

croissance cellulaire et peut étre considérée dans la prévention du cancer de la peau (Marfek,
2003).

11.3 Activité anti-inflammatoire
Il y a des flavonoides qui permettent de modifier le métabolisme de I’acide arachidonique
plaquettaire in vitro et autre agissent principalement sur 1’activit¢é de la cyclooxygénase

( Laughton., 1991 ; Read., 1995 ; Sanchez De Medina et al ., 2002).

11.4 Activité antimicrobienne
Les effets antimicrobiens sont trés complexes, il faut citer :

* L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes.

 Sequestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne.

 L’inhibition du métabolisme microbien (Milane. 2004).
Le mécanisme de toxicité 1ié par I’inhibition des enzymes hydrolytiques ou d’autres interactions
(Cowan. 1999).
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Article 01: Ciblage phytochimique et activité antibactérienne des feuilles
de sorgho bicolor dérives de culture in vitro (Sir elkhatim et al., 2019)

12 Introduction

Sorgho bicolor (L.) Moench subsp. Bicolor (Famille: Poaceae) est l'une des cultures céréalieres
les plus importantes cinquiemes aprés le riz, le blé, le mais et I'orge dans le monde et la
principale production céréaliére vivriere en Afrique, en Amérique centrale et en Asie du Sud
(FAO., 2012). Cependant, le sorgho est plus tolérant aux maladies, aux ravageurs, a la
sécheresse et aux sols pauvres. Le sorgho est la culture prédominante au Soudan couvrant une
superficie de 9,8 millions d'hectares qui représentaient plus de 60% de la superficie totale des
céréales cultivées, avec une production d'environ 4,9 millions de tonnes contribuant a 9,1% de la
production mondiale totale en 2018 (FAO., 2019).

Le Sorgho utilisé principalement pour la production de céréales en plus de la culture pour la
production de sirop, l'alimentation et la production de biocarburants. D'autres utilisations
importantes, en particulier des feuilles, des graines, des tiges, des glumes et des racines, étaient
également disponibles, notamment les additifs alimentaires et les produits pharmaceutiques
populaires. Les pigments rouges ou violets sont en grande partie extraits de la gaine et utilisés
comme colorants alimentaires tels que le fromage et les bouillies, et colorants pour le cuir, le
textile et le bois dans de nombreux pays d'Afrique et d'Asie (Adetuyi et al., 2007 ; Akogou et
al., 2018). Les extraits de sorgho auraient des propriétés anti-avortement, cyanogenes,
adoucissantes, diurétiques, émollientes, intoxicantes et toxiques ( Duke et Wain., 1981). Divers
remedes traditionnels ont été préparés a partir de sorgho pour traiter le cancer, les maladies du
sein, le paludisme, les gonflements tuberculeux, I'eczéma, la dysenterie, la diarrhée, les maux
d'estomac, les helminthes, les douleurs osseuses, I'épilepsie, la drépanocytose, I'anémie et comme
hématopoiétique (Duke et Wain., 1981 ; Ademiluyi et al., 2014).

Les rdles thérapeutiques rapportés sur le sorgho sont des résultats des effets anti-inflammatoires,
anti-cancérigenes, antibiotiques, antifongiques, propriétés antivirales, hépatoprotectrices, anti-

ulcéreuses, antinéoplasiques, hypocholestérolémiantes et ralentissant la digestibilité (Duke et
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Wain., 1981 ; Dykes et al., 2009). Ces fonctions pharmaceutiques sont liées aux contenus
phytochimiques de la plante tels que les phytostérols, les policosanols, les saponines, les
caroténoides et les composés phénoliques, notamment les flavonoides, les tanins et les
anthocyanes (Salazar-lopez et al., 2018). Différents flavonoides et acides phénoliques
importants ont été identifiés dans I'extrait de feuilles de sorgho, notamment Il'acide gallique, la
catéchine, I'acide chlorogénique, lI'acide caféique, I'acide ellagique, la rutine, l'isoquercitrine, la
quercitrine, la quercétine et le kaempférol (Borokini., 2017). La coque pigmentée contient une
forte concentration de composés phénoliques, notamment des acides phénoliques, des 3-
désoxyanthocyanes et tanins condensés (Dykes et al., 2009). Presque toutes les classes de
composés phénoliques se trouvent dans le sorgho sous forme d'acides phénoliques, de
flavonoides et de tanins condensés (Ayala-soto et al., 2014). Les concentrations totales de
phénol sont estimées a 1,1-1,5% du poids sec des racines et 1,1-2,2% du poids sec des parties
aériennes du sorgho cultivé au Sénégal (Sene et al., 2001). Les métabolites secondaires rapportés
sur le sorgho font partie intégrante de la structure cellulaire ou des composants des parois
cellulaires végétales et les compositions dépendent du génotype du sorgho et des facteurs
environnementaux au cours de la croissance des cultures (Duodu et Awika., 2019). Des facteurs
génétiques controlant aussi la couleur et la caractéristique des grains.

En raison de I'extraordinaire contenu phytochimique bénéfique des parties végétatives du sorgho,
diverses recherches sur les activités biologiques ont été effectuées. De telles études incluent
I'activité antimicrobienne de I'extrait de tige (Adetuyi et al., 2007). Les propriétés anti-
inflammatoires et immunomodulatrices in vitro de la gaine foliaire (Benson et al., 2013), et
diverses études in vivo sur des rats utilisant des extraits de feuilles de sorgho, de base de feuille
et de graine foliaire se sont avérées anti-falciformes (Mojisola et al.,2009), rehaussent les
parameétres hématologiques (Salawu et Salimon., 2014), écorce de tige anti-anémique (Oladiji
et al.,2007), pour les activités anti-nociceptives et anti-inflammatoires (Nwinyi et Kwanashie.,
2009) et hepato toxicité et inhibiteur de stress oxydatif (Ademiluyi et al., 2014).

L’objectif de cette etude est le criblage phytochimique et I’évaluation de pouvoir

antimicrobien des extraits des feuilles du sorgho
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13 Matériel et méthodes

13.1 Matériel végétal et préparation d’éxtrait

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué des feuilles entierement dévolues qui ont
été collectées a partir de pousses de sorgho élevées in vitro, séchées a l'air et croquées puis
stockées dans un récipient étanche jusqu'a utilisation. Les feuilles en poudre (100 g) ont été
extraites successivement dans I'éthanol a l'aide d'un appareil d'agitation magnétique pendant 4
heures a température ambiante. L'extrait éthanolique a été filtré sur papier filtre (Whatman n°1)
puis évapore et seché a l'air et le résidu, apres obtention du poids final, a été maintenu a 4°C

jusqu'a utilisation.

13.2 Culture in vitro de sorgho

Pousse in vitro (1,5-2,0 cm de long avec 2-3 feuilles) de Sorghum bicolor cultivar Butana utilisé
comme explants. Les pousses étaient deja maintenues sur du milieu Murashige et Skoog (MS)
(Murashige et Skoog., 1962). Enrichi d’adénine 6-benzyle (BA) a 1,0 mg/L. Les explants des
pousses ont été sous-cultivés sur un milieu MS complété par différentes concentrations (0,0, 1,0,
2,0 mg/L) de BA ou d’acide indole-3-butyrique (IBA). Le milieu de la sclérose en plaques a été
augmenté de 3 % de saccharose et le pH a été ajusté a 5,8 avant d’étre autoclavé a 121 °C (1,1
kg/cm®) pendant 15 min. Toutes les cultures ont été incubées & 252 °C sous une photopériode de
16 h de lumiere/8 h de noirceur. Des données sur I’induction des pousses, la longueur des
pousses, le nombre de feuilles et I’enracinement par pousse ont été recueillies aprés quatre

semaines de culture.

13.3 Criblage phytochimique

Le dépistage phytochimique des matieres actives a été effectué pour les extraits a 1’aide des

méthodes décrites avec quelques modifications. La présence d’alcaloides dans les extraits est
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testée a 1’aide du réactif de Wagner (Mamts et Jyoti., 2012). Le test pour les stéroides a été
effectué selon la méthode avec modifications (Khan et Ranjini., 2013). Test pour les
flavonoides dans le matériel végétal en prenant 2 ml de ’extrait dans un tube a essai et 2 a 3
gouttes de NaOH dilué ont été ajoutées (Khan et Ranjini., 2013). Des essais de tanins ont été

effectués avec quelques modifications (Doherty et al., 2010).

13.4 Activité anti microbienne

L’activité antibactérienne des extraits étudiés a été testée sur 04 souches bactériennes, deux
souches a Gram positif Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus et deux souches a Gram négatf
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. La méthode de diffusion sur gélose (méthode des
disques) a été utilisée pour la détermination de l'activité antibactérienne, in vitro des extraits des
feuilles du sorgho (NCCLS., 1999).

13.5 Analyse statistique

Chaque expérience a été répétée trois fois. Les données obtenues ont été soumises a une analyse
de variance (ANOVA). La séparation moyenne a été analysée a 1’aide du nouveau test a
intervalles multiples de Duncan a la valeur P <0,05. Toutes les valeurs ont été exprimées sous

forme d’erreurs-types moyennes.

Article 02: controle de la croissance de coliform et moules dans le maltage
du sorgho bactérien et culture de levure (Lefyediet Taylor,2007)

14 Introduction

Le sorgho malté traditionnel a plancher extérieur peut étre contaminé par des bactéries et des
moisissures coliformes qui peuvent potentiellement produire des mycotoxines (Lefyedi et al.,

2005). Récemment nous avons montré que ces microflores indésirables de malt de sorgho
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peuvent étre contrdlées par trempage dans du NaOH16 dilué. Cependant, un développement
récent vise a inhiber la croissance de bactéries et de moisissures indésirables par I’ajout de
cultures microbiennes souhaitables en tant qu’agents de biocontrdle naturels dans steps ( Lowe

et Arendt., 2004). La bactérie de I’acide lactique (LAB) (Laitila et al., 2002), et la levure
Geotrichum candidum4 se sont avérées efficaces pour inhiber les microorganismes indésirables
dans le maltage de I’orge. L’inhibition des coliformes et des moisissures par LAB est attribuée
principalement au faible pH, résultant de la production de lait et d’autres acides (Noutet
Rombouts., 1992 ; Lowe et Arendt., 2004). La synthése des bactériocines (Batishet al., 1997 ;
Gourama et Bullerman., 1995 ; O’Mahony et al., 2000). et des composés antifongiques
(Vaughan et al., 2005), et I’appauvrissement des nutriments peuvent également jouer un role
(O’Mahony et al., 2000) . En ce qui concerne le maltage du sorgho, il est important de noter que
de nombreuses bactéries d’acide lactique antimicrobiennes ont été isolées a partir d’échantillons
de sorgho cru (Hartnett et al., 2002). Deux d’entre elles, qui ont été identifiées comme étant des
espéces d’Escherichia, se sont révélées étre des producteurs de bactériocine. En ce qui concerne
I’activité antifongique de LAB, le mécanisme précis par lequel elle a lieu est apparemment
difficile a definir car elle peut souvent étre due a une interaction complexe entre différents
composes et le champignon visé (Vaughan et al., 2005). En ce qui concerne le mécanisme des
activités antimicrobiennes de la levure, Boivin et Malanda4 ont signalé que lorsque la levure G.
candidum a été ajoutée pendant le trempage du grain d’orge, elle a inhibé d’autres
microorganismes par la concurrence. Ce mode d’inhibition a également été observé lorsque des
levures ont été utilisées comme agents de lutte biologique contre les maladies post-récolte (Jone
et Prusky., 2002), comme les levures ont pu coloniser et survivre sur la surface des fruits
pendant de longues périodes dans différentes conditions et elles ont également utilisé les
nutriments disponibles pour proliférer rapidement, limitant la disponibilité des nutriments pour
les pathogénes. En plus d’offrir la possibilité d’améliorer la sécurité et la qualité du malt,
’utilisation de cultures microbiennes pour le trempage est considérée comme facile a utiliser,
respectueuse de la nature, peu codteuse et ne conduit pas a la formation de composés toxiques, ni

modifier les propriétés nutritionnelles et gustatives du produit céréalier (Lowe et Arendt., 2004).

L’objectif de cette étude consiste a determiner et contrdler la croissance des coliformes et

des moisissures dans le maltage du sorgho en présence de quelques souches microbiennes
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15 Matériel et méthodes

15.1 Grain de sorgho

Deux cultivars de sorgho rouge sans tanin condensé, NK 283 et PAN 8546, ont été utilisés
comme décrit dans notre travail précedent (Lefyedi et al., 2005; Lefyedi et Taylor., 2006).

15.2 Microorganismes

Des souches bactériennes: (Lactobacillus plantarum et Pediococcus pentosaceus,
Saccharomyces spp. et Bacillus spp) et des souches fongiques (Aspergillus flavus, Phoma
sorghina, Curvularia sp., Fusarium oxysporum, Fusarium chlamydosporum, Fusarium
verticillioides, Penicillium sp., Aspergillus fumigatus et Alternaria alternata). ont été
utilisees pour déterminer I'activité antimicrobienne in vitro.

Différents milieux de cultures ont été préparés pour la cultue et la conservation de ces
microorganismes:

La gélose dextrose de pomme de terre (PDA) pour les souches fongiques.

Le milieu MRS (gélose et bouillon) pour Lactobacillus plantarum et Pediococcus
pentosaceus

Extrait de malt (gélose et bouillon) pour Saccharomyces spp

La gélose et le bouillon nutritif pour les Bacillus spp.

15.3 Analyse statistique

Des échantillons en double ont été évalués au cours de chaque analyse et les expériences ont été
répétées trois fois pour obtenir un total de six observations pour chaque analyse. Les donnees ont

¢té analysées a 1’aide du programme STATGRAPHICS 5.0 (Statistical Graphics Corporation,
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Rockville, Etats-Unis). L’analyse de la variance (ANOVA) a été utilisée au niveau de
signification de 0,05. Les différences entre les moyennes ont été déterminées par la méthode de

la différence la moins significative.

Article 03: Impact des polyphenols de la céréale du sorgho sur le
microbiote de poids normal et sur les sujets en surpoids/ obéses pendant la
fermentation fécale in vitro.

16 Introduction

Au cours des derniéres décennies, le cdlon humain est devenu un centre d’activités microbiennes
qui ont une incidence sur de nombreux aspects de la santé humaine. La dysbiose, ou déséquilibre
microbien, a été impliquée dans un certain nombre de maladies chroniques évolutives, dont
’obésité. Plus de 70 % des adultes aux Etats-Unis sont classés comme étant en surpoids ou
obéses; non seulement ces conditions menacent la qualité de vie, mais elles augmentent aussi le
risque de maladies chroniques comme le diabete de type 2, les maladies cardiaques et les
accidents vasculaires cérébraux (Obesty et Overweight., 2018 ; Adult obesity causes ; 2018).
Des études sur des animaux et des humains indiquent que le microbiote intestinal joue un réle
dans le maintien du poids corporel et le développement de I’obésité, bien que les mécanismes
exacts demeurent imprécis (Khan et al., 2016). Des différences marquées dans la population
bactérienne ont été observées dans le microbiote des individus en surpoids/obéses par rapport
aux individus de poids normal (Collado et al., 2008 ; Riva et al., 2017). Ces résultats
impliquent le microbiote intestinal comme cible potentielle des thérapies nutritionnelles pour

prévenir/réduire la prise de poids et 1’obésité.

17 Matériel et méthode
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17.1 Sons, étalons et réactifs de sorgho

Des sons de sorgho noirs et de sumac ont été achetés au marché local et au marché Nu Life
(Scott City, KS, USA) et des fructooligosaccharides (FOS) de Megazyme International Ireland
Ltd. (Wicklow, Irlande). Le réactif de Folin—Ciocalteu, le 4-diméthylaminocinnamaldehyde
(DMAC), le 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), I’acide butyrique, 1’acide propionique et
I’acide acétique ont été obtenus de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.-U.). La lutéolinidine et

.....

17.2 Préparation de polyphenols a partir d'échantillons de son de sorgho

Les extractions de polyphénols ont été effectuées selon (Awika et al., 2004 ) avec des
modifications. Des échantillons de son de sorgho dégraissé (5 g) et du solvant d’extraction (1 %
de HCI dans 70 % de méthanol) ont été mélangés a un rapport de 1:60. Les mélanges ont été
agités a température ambiante pendant 2 h et filtrés sur du papier filtre Whatman No. 42 (GE
Healthcare, Amersham, Royaume-Uni). Le solvant a été éliminé par évaporation rotative a 30 C
et le filtrat aqueux a été appliqué sur une colonne d’extraction en phase solide (SPE) C-18
préactivee (Grace Davidson Discovery Sciences, Deerfield, IL, USA). Les sucres ont été elués
avec 100 ml d’eau et jetés, puis les polyphénols restants ont été élués avec 100 ml de méthanol.
Apreés élution des polyphénols, 50 ml d’eau désionisée ont été ajoutés a I’extrait méthanolique et
le méthanol a été éliminé par évaporation rotative a 30 C. L’extrait aqueux concentré a ensuite
été congelé puis lyophilisé dans un lyophilisateur VirTis Benchtop SLC (SP Industries,
Warminster, PA, USA). Les extraits de polyphénol en poudre, I’extrait de son de sorgho noir
(ESB) et I’extrait de son de sorgho sumac (SSE), ont ensuite été regroupés et stockés dans un
dessiccateur a 4 C jusqu’a une analyse plus poussée. Des extraits de polyphénols séchés ont été

utilisés comme substrats dans I’expérience de fermentation fécale in vitro.

17.3 Analyse de la teneur en polyphénols et de I'activité antioxydante
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La teneur totale en polyphénols des extraits de son de sorgho (ESB et ESS) a été déterminée a
I’aide de I’essai Folin-Ciocalteu selon Singleton et Rossi (Singleton et al., 1965) avec des
modifications mineures. Les étalons ont été préparés a 1’aide d’acide gallique a des
concentrations de 3, 125, 6, 25, 12,5, 25, 50 et 100 pg/g. L’ESB et I’ESS ont été dissous pour
une dilution de 8000 fois. Dans une plaque de 48 puits, 0,1 mL d’échantillon ou d’étalon, 0,5 ml
de réactif de 0,2 N Folin-Ciocalteu et 0,4 ml de 7,5 % de Na2CO3 ont été combinés. La plaque a
été incubée a température ambiante pendant 2 h et I’absorbance a 760 nm a été déterminée dans
un lecteur de microplaques Synergy TT (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). Tous les
échantillons et toutes les normes ont été mesurés en trois exemplaires. La concentration a été
déterminée par rapport & une courbe standard d’acide gallique et les résultats ont donc été

exprimés en équivalents d’acide gallique (GAE). La teneur totale en proanthocyanidine a été

déterminée a I’aide de I’essai de 4-diméthylaminocinnamaldehyde (DMAC) (Payne et al., 2009).

Des étalons ont été préparés a I’aide de catéchine et d’éthanol (95 %) a des concentrations de 0,
125, 6, 25, 12,5, 25, 50 et 100 pg/g. Dans une plaque a 48 puits, on a combiné 0,15 ml
d’échantillon (ESB et PSE dans de 1’éthanol pour une dilution de 8000 fois) ou un étalon et 0,75
mL de solution DMAC de 5,7 N, tous en au moins trois exemplaires. Les plaques ont été lues
immédiatement & 640 nm dans le lecteur de microplaques. La concentration a été déterminée par
rapport a une courbe standard de catéchine et exprimée en équivalents de catéchine. Pour
I’analyse quantitative des 3-désoxyanthocyanes (3-DXA), on a utilisé un systeme HPLC
Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA) System Gold. Le systéme était équipé d’une pompe 126,
d’un détecteur 168 et d’un échantillonneur automatique 508. Le logiciel utilisé pour la collecte et
I’intégration des données était 32 Karat (Riva et al., 2017) .

Une colonne C18 de 250 4,6 mm (YMC America Inc, Allentown, Pennsylvanie, Etats-Unis) a
été utilisée pour la séparation du 3-DXA dans le sorgho et les normes. La phase mobile était
composée de A : acide formique a 5 % dans ’eau et de B : méthanol a 100 %. Le débit était de 1
mL min 1 et le volume d’injection était de 30 ul. Le gradient de phase mobile a été utilisé, avec
des modifications mineures : 0—60 min : 2-60 % B, 60—61 min : 60-2 % B, 61-66 min : 2 % B,
66—75 min : 2-0 % B. Les longueurs d’onde surveillées étaient de 280, 340 et 480 nm (Cho et

al., 2004). L’ apigéninidine et la lutéolinidine ont été identifiées et quantifiées a 1’aide de courbes

standard.
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Les propriétés antioxydantes ont été déterminées a 1’aide du test du radical libre 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) selon (Brand-Williams et al., 1995). La solution de DPPH a été
préparée par dissolution dans du méthanol (0,15 mM) et stockée a 20 C entre les utilisations. Des
dilutions en série de ’ESB et de ’ESS (1 a 140 ppm) ont été¢ préparées dans du méthanol. La
solution de DPPH (0,95 ml) a été ajoutée a des extraits de 0,05 mL de concentrations variables et
agitée. Les plaques ont été lues dans le lecteur de microplaques a 30 min a 517 nm. La
concentration efficace pour réduire le radical de 50 % (CE50) a été déterminée pour les deux
extraits de son et exprimée en pg d’équivalents d’acide gallique par gramme. Tous les

échantillons et les étalons ont été plaqués en au moins trois exemplaires.

17.4 Fermentation fécale humaine

Apres 1’approbation de I’étude par I’International Review Board (University of Arkansas; IRB
#17-02-433), 22 sujets ont été recrutés dans la région du Nord-Ouest de I’ Arkansas : 11 sujets de
poids normal (NW, indice de masse corporelle (IMC) < 25) et 11 sujets en surpoids/obeses (OO,
IMC 25). Les critéres d’exclusion comprenaient le tabagisme, les maladies digestives, la
glycémie a jeun (FBG 100 mg/dl), les médicaments actuels et 1’utilisation d’antibiotiques au
cours des six derniers mois. Des formulaires de consentement et de dépistage ainsi que des
questionnaires sur la fréquence des repas ont été remplis pendant les séances de dépistage. Les
réponses a la FFQ (Food Frequency Questionnaire) ont été analysées a 1’aide du logiciel Axxya
System Nutritionist Pro™ version 4.3.0 (Stafford, TX, E.-U.) basé sur les références de ’'USDA.
Aucune différence significative dans 1’apport en macronutriments et en micro-nutriments n’a été
observée entre les groupes de classe de poids ou les sexes. Les caractéristiques des participants

sont fournies dans le tableau 8.

Tableau 8 :Caractéristiques du sujet

. —— e ——— — e ey ————

All (n=22
( ) Male (n =5) Female (1= 6) Male (1 =15) Female (1 = 6)
Age (vears) 290 £6.7 20448 242 +21 282 £35 342+97
BMI (kg/m?) 27155 230x0.7 22+12 30929 322+54
FBG (mg/dL) 921 +49 929 31 90.6 5.0 926 6.9 963 £33
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17.5 Analyse microbienne

Les changements des profils microbiens en réponse aux traitements ont été déterminés en
analysant I’ADN bactérien des échantillons a partir du point 0 et 24 h suivant les protocoles
décrits préecédemment (Mayta-aoaza et al., 2018). L’ADN a été extrait a 1’aide du kit QIAamp
Fast DNA Stool Mini (Qiagen, Gaithersburg, MD, USA). La région V4 du géne bactérien 16S-
rRNA a été amplifiée par la réaction en chaine par polymérase (PCR) dans Eppendorf
Mastercycler Pro S (Eppendorf, Hambourg, Allemagne) en utilisant AccuPrime Pfx SuperMix et
V4 index primers (Kozich et al., 2013). Apres confirmation de I'amplification par électrophorese
sur gel d'agarose, les échantillons d'/ADN ont été normalisés avec le kit de plaque de
normalisation SequalPrep (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA, USA). La concentration de
la bibliotheque regroupée finale de la région V4 du gene ARNr 16S des bactéries a été séquencée

a laide de la plateforme Illlumina  MiSeq (Kozich et al, 2013).
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Article 01: Criblage phytochimique et activité antibactérienne de feuilles
de sorgho bicolor dérivés de culture in vitro

18 Reésultats

18.1 Culture in vitro de sorgho

La présence d’IBA 2,0 mg/l a considérablement amélioré la croissance des pousses (tableau 8)
avec les pousses les plus longues (P>0,05) (5,7 cm) et le plus grand nombre de feuilles (7,9
feuilles). De plus, certaines des pousses éetaient des racines induites affectées par la concentration
de la ZICO. Ajout d’IBA a une concentration plus faible (1,0 mg/l) pour I’enracinement préféré
des pousses comparativement a d’autres traitements de régulation de la croissance des plantes
(RPG) (tableau 9). L’amélioration de la croissance des pousses et I’enracinement des pousses de
sorgho in vitro par 'utilisation de la ZICO ou des auxines ont été identifiés par plusieurs auteurs
(Liu et al., 2013). La présence de BA a détérioré la longueur des tiges (a 1,9 cm a 2,0 mg/l BA)
par rapport au témoin (2,0 cm) compte tenu de la longueur initiale des pousses (moyenne de 1,7
cm). Un effet négatif similaire de 1’augmentation de la concentration de BA sur la longueur des

pousses de sorgho a été signalé (Baskaran et Jayabalan., 2005).

Tableau 9 :Effet de la IBA et de la BA sur la longueur des pousses, le nombre de feuilles, la
présence de multiples pousses et la présence de racines secondaires apres 4 semaines de culture

2.0+0.1c 3.0+0.0d

3.15+0.3b 5.62 £ 0.5b - ++
5.69 +0.4a 7.85 +0.5a + +
1.73+£0.1c 3.62 +0.2cd ++

1.88 £ 0.4c 4.23+0.3c ++ -

E
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18.2 Criblage phytochimique des feuilles de sorgho

Les résultats du dépistage phytochimique qualitatif de I’extrait d’éthanol de feuilles de sorgho
ont indiqué la présence d’alcaloides, de tanins, de flavonoides, de saponines, de stérol et de
triterpénes (tableau 10). De méme, la présence d’alcaloides, de flavonoides, de saponines et de
terpénoides a eté détectée dans différentes parties aériennes du sorgho, comme 1’extrait aqueux
de feuilles (Salawu et Salimon., 2014) et I’extrait aqueux de tige/tige dans lequel les terpénoides
n’ont pas été détectés (Adenike et Olalekan., 2018). En revanche, on n’a pas décelé d’alcaloides

et de stéroides dans le méthanol et les extraits aqueux de feuilles de sorgho (Borokini., 2017).

Tableau 10 :Dépistage phytochimique de I’extrait de feuilles de sorgho bicolor in vitro.

Alcaloides +
Flavonoides +
Stéroides et triterpenes +
Tanins +
Saponines +

Les feuilles et la gaine du sorgho avaient des teneurs en phénols plus élevées, jusqu’a 600 fois
plus élevées que leurs grains respectifs, avec des propriétés antioxydantes in vitro que celles que
I’on retrouve couramment dans les grains (Njongmet., 2009). Les phénols des sorghos
appartiennent a deux grandes catégories : les acides phénoliques (dérivés de ’acide benzoique ou
de I’acide cinnamique) et les flavonoides (tanins et anthocyanes) (Ademiluyi et al., 2014).
Divers flavonoides ont été identifiés chez le sorgho, notamment les flavanones eriodictyol, la
naringenine et 1’eriodictyol glucoside, la flavone apigenin et les 3-désoxyanthocyanines

lutéolinidine et apigeninidine (Dukes et al., 2009).

18.3 Activité antimicrobienne des feuilles de sorgho
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Toutes les concentrations de 1’extrait de feuilles de sorgho ont montré une activité
antimicrobienne élevée contre les quatre souches bactériennes étudiées (S. aureus, B. subtilis, P.
aeruginosa et E. coli) par rapport aux antibiotiques testés de la ciprofloxacine .

Evidemment, 1’effet inhibiteur de I’extrait a augmenté de fagon significative (P 0,05) avec
I’augmentation de la concentration. L’effet inhibiteur le plus fort (19,0 mm) a été observé contre
B. subtilis @ 100 mg/l d’extrait de feuilles. La zone inhibitrice minimale enregistrée (avec une
concentration de 100 mg/l) était de 17,5 mm contre P. aeruginosa (tableau 11).

L’extrait de feuilles brutes de sorgho était 1égérement plus efficace contre les bactéries a Gram
positif que les souches a Gram négatif . Plusieurs auteurs ont signalé des variations dans la
réponse des bactéries a Gram positif et des souches a Gram négatif aux différents extraits des
parties aériennes du sorgho. Par exemple, les extraits bruts de graine de feuille de sorgho ont
démontré une activité contre B. subtilis (Oriola et al., 2015). En revanche, I’extrait brut de tige
de sorgho a montré une inhibition élevée contre le P.aeruginosa par rapport & B. subtilis
(Adetuyi et al., 2007). D’autre part, les extraits de gaines de feuilles de sorgho colorant trouvés
n’ont pas de proprieties antibactériennes sur E. coli testé dans un fromage traditionnel ouest-

africain riche en nutriments (Akogou et al., 2018).

Tableau 11 :Activité antibactérienne de I’extrait de feuilles de sorgho

0.0 £ 0.0f 0.0+0.0e 0.0 +10.0+0.0e
0.0f
10.2+0.1e 11.0+1.0d 10.0+0.1e 111+
1.0d
141+0.1d 12.1+1.0d 13.2+1.2d 140 =
0.1c
16.0+0.1c 16.0+0.1c 15.0+0.1c 170 +

E
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1.0b

19.0+1.0b 18.0+1.0b 175+ 0.1b 180 =
1.0b

100 31.0+0.01a 30.0+1.0a 290 +/30.0+0.1a
1.0a

19 Discussion

Cependant, des tendances similaires a exercer une activité plus élevée contre les bactéries gram-
positives par rapport aux souches gram-négatives ont également été signalées sur les extraits de
graines de sorgho. L’extrait de graines de sorgho a présenté une activité modérée a élevée contre
B. subtilis et S. aureus comparativement aux bactéries gram négatives étudiées (Mosovska et al.,
2011). De plus, I’extrait phénolique brut condensé de sorgho sans tanin s’est révélé efficace
seulement contre B. cereus (gram positif), alors qu’aucun des types d’extraits phénoliques de
sorgho testés n’a eu d’effets inhibiteurs sur E. coli (gram negatif) (Khadambi., 2007). De plus,
I’extrait de saponines de graines de sorgho a inhibé la croissance de S. aureus, ce qui indique que
I’extrait a un effet inhibiteur sur les organismes gram positifs, mais pas sur les organismes gram
négatifs (Soetan et al., 2006). De plus, I’extrait de tanin de graines de sorgho a montré un effet
inhibiteur sur la croissance de S. aureus plus élevé que sur E. coli (Sulieman et al., 2007). En
revanche, tous les extraits et fractions de graines de sorgho ont montré un fort effet inhibiteur
contre E. coli, et parmi les quatre cultivars étudiés, un seul a montré un effet inhibiteur contre B.
subtilis (Kil et al., 2009). De méme, aucun des extraits méthanoliques de grains pigmentes de
dix lignées de sorgho n’a montré d’activité antibactérienne contre B. subtilis, alors que neuf

d’entre eux ont fortement inhibé la croissance d’E. coli (Mohamed et al., 2009).

Ces variations de ’activité antibactérienne entre les bactéries gram-positives et gram-négatives
sont principalement dues a des variances dans les structures de la paroi cellulaire du type gram-
bactéries. En régle générale, les métabolites secondaires présents dans les extraits de plantes
peuvent inhiber les bactéries gram-positives plus que les bactéries gram-négatives (Rakholiya et
al., 2013).Par exemple, la paroi cellulaire des bactéries gram négatives est entourée d’une

membrane supplémentaire de lipopolysaccharide externe, qui fonctionne comme une surface
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hydrophile qui empéche la perméabilité des composés hydrophobes tels que les tanins et d’autres
extraits de nombreuses plantes (Mosovska et al., 2001 ; Rakholiya et al., 2013 ; Helander et
al., 1998).

La dissimilarité observee dans les activités antimicrobiennes des extraits de sorgho pourrait étre
attribuée au génotype végétal ou au type de solvant utilisé pour I’extraction qui produit des
substances bioactives et une composition différente, entre autres. Par exemple, diverses études
ont montré que les niveaux de flavonoides et leur composition étaient affectés par le génotype du
sorgho (Dykes et al., 2009). De méme, on a constaté une grande variation de la teneur en tanins
de trois cultivars de sorgho soudanais (Sulieman et al., 2007).

Les types de solvants ont produit différents composés phytochimiques qui exercent une activité
antimicrobienne différente au moyen de différents mécanismes. Ainsi, I’analyse phytochimique
des feuilles de sorgho a révélé 1’absence de saponine et d’extrait aqueux de tanin dans I’extrait de
méthanol (Borokini., 2017). Les composés phénoliques sont toxiques pour les cellules
bactériennes et peuvent inhiber la croissance des bactéries par plusieurs actions telles que la
modification de la perméabilité des membranes cellulaires, les changements dans divers
fonctions intracellulaires induites par la liaison de 1’hydrogéne aux enzymes ou par la
modification de la rigidité de la paroi cellulaire avec des pertes d’intégrité dues a différentes
interactions avec la membrane cellulaire (Bouarab-chiban et al., 2019). Dans le cas des
bactéries gram positives, des modifications intracellulaires du pH des composés phénoliques,
ainsi que des interférences avec le systéme générateur d’énergie (ATP), ont été signalées
(Djilani et Diko., 2012). Les autres métabolites secondaires, tels que les saponines, contribuent
également & D’activit¢ antimicrobienne du sorgho et peuvent endommager les membranes
cellulaires causant des fuites de matériaux cellulaires, conduisant finalement a la mort cellulaire
(Mshvildadze et al., 2000).

20 Conclusion

Les cultures de tissus veégétaux sont une technique alternative intéressante a la plante entiére pour
la production de la valeur élevée des substances actives. Les résultats de cette étude ont montré
que les activités antimicrobiennes exhalées par les feuilles in vitro de Sorghum bicolor en raison

de la présence d’ingrédients bioactifs. D’autres recherches sont nécessaires pour determiner

.
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I’identité du composé thérapeutique dans cet extrait brut de la plante, ainsi que pour déterminer

leurs spectres complets d’efficacité.

Article 02: contréle de la croissance de coliformrs et moules dans le
maltage du sorgho bactérien et culture de levure

21 Résultats et discussion

21.1 L’inhibition de la croissance microbienne

On a découvert que parmi les microorganismes étudiés, les deux LAB P. pentosaceus (L5) et L.
plantarum (L9) et un Saccharomyces sp. (Y1) activité antifongique et croissance microbienne
contr6lée en laboratoire , le maltage montre qu’avec ’essai de diffusion discale, P. pentosaceus
(L5) a montré une inhibition contre cing especes de moisissures. Le Saccharomyces sp. (Y1) a
inhibé quatre moisissures et le L. plantarum (L9) trois moisissures. L’inhibition des moisissures
observée avec cet essai peut étre attribuée a I’acide 21, 28 lactique de production et aux
composés antimicrobiens extracellulaires, car il a été constaté que certaines souches de L.
plantarum et de P.pentosaceus1,9,10,25,27 produire des protéines antifongiques. Cependant, une
telle activité chez Saccharomyces n’est pas documentée.

Les cultures (L5, L9 et Y1) ont ensuite été testées pour leur capacité a inhiber la croissance des
moisissures et des coliformes pendant le maltage. Le cultivar de sorgho NK 283 représentait une
tres mauvaise qualité du grain, avec seulement 40 % de germes et un niveau de contamination
microbienne plus élevé que le PAN 8546, qui représentait un grain de meilleure qualité avec
88 % de germes. Les conditions de trempage étaient idéales pour la croissance microbienne du
grain de sorgho, car I’APC est passé de 104 a 107 ufc/g au début de la trempe a 107 a 109 ufc/g a
la fin des 8 heures de trempage, avant le rincage. Cette augmentation est probablement
attribuable au fait que, pendant le trempage, les nutriments s’écoulent des grains dans 1’eau
abrupte et deviennent disponibles pour les micro-organismes (Priest et Campbell., 1996). A la
fin du trempage, le rejet de 1’eau a forte pente a réduit le nombre de microorganismes, car ceux-

ci ont été emportés. Le nombre a encore augmenté pendant les quatre jours de germination, puis

.
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le séchage du malt a réduit le nombre. Toutes les cultures ont ajouté une VAP accrue, a
I’exception de la VAP dans 1’échantillon inoculé Y1 de NK 283, qui était plus faible tout au long
du processus de maltage. Une raison possible pour cela est que les VAP ont été dépassées par la
levure inoculée. Aucune des cultures n’a inhibé le LAB ou les levures . En fait, le nombre de
LAB dans les échantillons L5 et L9 était plus élevé que dans les échantillons Y1 a 0 h et tout au
long du processus de maltage.

C’est parce que 1’inoculation a été effectuée avec L.plantarum (L5) et P. pentosaceus (L9), qui
sont eux-mémes LAB. De méme, I’inoculation de Saccharomyces sp. (Y1) a entrainé un nombre
élevé de levures tout au long du processus de maltage. En général, les cultures ont provoqué une
réduction significative des moisissures d’un a deux cycles logarithmiques.

Les cultures L5, L9 et Y1 ont également inhibé les coliformes (tableau 11). Dans le malt NK 283,
ou les coliformes étaient présents en nombre significatif, ils ont été inhibés par trois cycles
logarithmiques par les cultures Lactobacillus et Pediococcus et deux cycles logarithmiques par la
culture Saccharomyces.Avec les deux cultivars de sorgho, 1’ajout des cultures L5 et L9 a réduit
le pH de I’eau a forte pente de 6,0 a 6,4 au début du trempage a 3,9 a 4,0 a la fin, tandis que les
pHs des témoins n’ont été réduits qu’a 4,5 a 4,8 . En revanche, les pHs des témoins ont
également été réduits dans une certaine mesure, passant d’environ 6,0 au début de la trempe a 4,5
a 4,8 a la fin de la trempe, tandis que le pH des cultures de levure (Y1) n’a pas été réduit de
facon substantielle. Le faible pH observé avec les cultures LAB était di a la production d’acide
lactique par les cultures et ceci était probablement responsable de 1’inhibition des coliformes. Un
faible pH inhibe les coliformes et autres contaminants d’origine alimentaire en dissociant leurs
membranes26. Une étude de la souche de P. pentosaceus utilisée dans la présente enquéte a
montré qu’elle produisait la bactériocine pédiocine et qu’elle était responsable de ses activités
antimicrobiennes contre d’autres bactéries, notamment Lactococcus lactis, Bacillus cereus et
Listeria monocytogenes (Gurira et Buys., 2005). Cependant, la pédiocine n’est pas active contre
les pathogenes & Gram negative (Holzapfel et al., 1995), et pourrait donc ne pas avoir été
responsable de I’inhibition des coliformes. La production par le LAB de composés de faible
poids moléculaire (acide benzoique, 5-méthyl-2,4 imidazolidinedione, tétrahydro-4-hydroxy-4-
méthyl-2H-pyran-2-one et 3-(2-méthylpropyl)-2,5 pipérazine) qui sont actifs contre les bactéries
Gram negative (Niku-Pavoola et al., 1999). Il est possible que la souche de P. pentosaceus

utilisée dans cette étude ait produit de tels composés antimicrobiens. Il est également possible

.
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que la souche de P. pentosaceus ait produit des composés antifongiques, car il a été démontré
que de nombreuses activités antifongiques de LAB et les facteurs actifs ont été identifiés18.
L’inhibition des coliformes par d’autres bactéries peut aussi étre attribuable a la concurrence des
nutrients (Holzapfel et al., 1995) .

Comme il a été mentionné, la production de composés inhibiteurs de moisissures par
Saccharomyces spp. n’est pas documentée. Par consequent, I’effet antimicrobien de la culture Y1
contre les moisissures et les coliformes pourrait étre attribuable a la concurrence microbienne,
comme c’est le cas avec G. candidum pendant le maltage de 1’orge (Boivin et Malanda., 1997).
Les levures sont de bons agents de biocontrdle parce qu’elles sont capables d’utiliser les
nutriments disponibles pour proliférer rapidement, coloniser et survivre pendant de longues
périodes dans différentes conditions et donc limiter la disponibilité des nutriments aux bactéries
et moisissures (Jones et Prusky., 2002). La détection de levures en plus grand nombre que les
moisissures et les coliforms dans le traitement Y1 est une indication qu’elle a pu concurrencer
ces autres microorganismes et inhiber leur croissance.

Les malts ou la plus grande inhibition de moisissures avait eu lieu, c.-a-d. les malts a grains
trempés L5 et Y1,0nt fait I’objet d’une analyse plus poussée afin d’évaluer dans quelle mesure
chaque espéce de moisissure était inhibée .

Notons que le PAN 8546 était moins contaminé par les moisissures que le NK 283. Encore une
fois, cela est probablement li¢ au fait que le PAN 8546 était d’une meilleure qualité que le NK
283 en ce qui concerne la germabilité. Grain de mauvaise qualité est plus Sensibles aux
infections fongiques, en raison du fait que 1’oxygene disponible n’est pas utilisé entierement par
le grain et donc les champignons I’utilisent pour leur propre croissance (Briggs., 1998). Toutes
les espéces de moisissures (Penicillium sp., Eurotium sp., F.chlamydosporum, A. alternata, P.
sorghina, F. verticillioides, R. oryzae et Mucor sp.) ont été considérablement réduites par
trempage avec L5 et Y1. La réduction de la plupart des moisissures (P. sorghina, R. oryzae,
Mucor sp., Eurotium sp., A. alternata et Penicillium sp.) a été significativement plus importante
avec le malt trempé Y1 que dans le malt trempé L5. En fait, avec le traitement Y1, la
contamination par les moisissures du malt PAN 8546 était négligeable. Le tableau VIII montre
également que 1’addition de cultures L5 et Y1 n’a pas augmenté le DP des malts, contrairement a

une trempe avec des alcalis dilués (Lefyedi et Taylor., 2006) .

-
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Cependant, les cultures n’ont pas non plus inhibé 1’activité de I’amylase de malt, la culture Y1

Saccharomyces a permis d’éliminer plus d’espéces de moisissures que la culture L5 Pediococcus.

Cependant, la culture L5 a pu inhiber les coliformes dans une plus grande mesure que la culture
Y1. Par conséquent, les deux cultures ont été combinées dans divers rapports et ajoutées pendant
le trempage dans le but d’obtenir une activité antimicrobienne synergique. Cependant, il n’y a eu
aucune inhibition des moisissures ou des coliformes. Le manque d’inhibition est probablement le
résultat de la concurrence entre les cultures combinées pour les nutriments, ce qui a pour
conséquence qu’ils ne poussent pas de fagon optimale, contrairement & la situation ou ils ont été

inoculés individuellement.

21.2 Cytotoxicité et mycotoxines

Le malt fabriqué a partir de NK 283 présentait une cytotoxicité légérement supérieure a celle du
PAN 8546. Cela pourrait etre le résultat de produits toxiques provenant de grains morts, puisque
seulement 40% de la NK 283 était germable.

Les valeurs de la CI50 indiquaient que tous les malts étaient relativement non toxiques. Les
mycotoxines (aflatoxines, fumonisines, DON et ZEA) n’ont pas été trouvées dans les témoins ou
les malts imprégnés des cultures L5 et Y1. Cela est en contradiction apparente avec nos travaux
antérieurs qui ont montré la présence de mycotoxines dans le sorgho malt (Lefyedi et al., 2005)
non traité. Cette différence est probablement attribuable au fait que la température de
germination n’a pas été contr6lée et que I’exceés d’eau aprés la pulvérisation n’a pas été retiré du
grain. Les moisissures produisent des mycotoxines a une teneur élevée en humidité et dans des
conditions environnementales stressantes, comme des fluctuations de température ou des

températures extrémes (tres froides ou tres chaudes) (D’Mello et McDonald., 1997).

22 Conclusion

L’utilisation de P. pentosaceus et de Saccharomyces spp.comme culture pendant le trempage

ont un potentiel comme méthode naturelle de biocontrol microbien dans le maltage du sorgho.

-
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Ces cultures inhibent les moisissures et les coliformes a de faibles concentrations qui ne devrait
pas présenter de risques pour la santé dans le malt de sorgho.

Le traitement alcalin décrit antérieurement (Lefyedi et Taylor., 2006) . Cependant, en raison de
la complexité de maintenir et de grandir les cultures, il est probable que cette technologie ne

serait pas appropriée pour les maltages de sorgho avec des infrastructure.

Article 03: Impact des polyphenols de la céréale du sorgho sur le
microbiote de poids normal et sur les sujets en surpoids/ obéeses pendant la
fermentation fécale in vitro

23 Résultats

23.1 Profil phénolique et propriétés antioxydantes des extraits de son de sorgho

Les polyphénols et les proanthocyanidines totaux étaient significativement plus élevés dans
I’extrait de son de sorgho sumac (ESS) et les 3-désoxyanthocyanes dans 1’extrait de son de
sorgho noir (p < 0,01) (tableau 12). La capacité de récupération des radicaux a été évaluée a
I’aide du radical DPPH et les extraits de sorgho noir (ESB, 274, 0 20, 3 pg d’acide gallique
(GAE)/g) et sumac (SSE, 269,5 21,0 ug de GAE/g) ont démontré des capacités antioxydantes

sans différence significative entre les deux.

Tableau 12 :Principaux polyphénols des extraits de son de sorgho noir et sumac

BSE SSE
Polyphenols (mg gallic acid eguiy/ g extract) 321527 5717 £ 6.0*
Proanthocvanidins (mg catechin gquiy/ g extract) 8414 869x11"
3-Deoxyanthocvanins (mg/ g extract) 101 £ 03" 2004
Luteolinidin 93x04" 2004
Apigeninidin 0901~ ND

*
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23.2 Changements généraux dans le microbiote
Apres D’extraction et le séquengage de 264 échantillons d’ADN, un total de 5062231 lectures de

haute qualité ont été obtenues pour I’analyse des populations microbiennes. La distribution
globale du microbiote, la comparaison entre NW et OO et un changement entre le point de temps
0 h et 24 h sont présentés a la figure 4. Au niveau du phylum, la fermentation a été dominée par
les Bacteroidetes, dans lesquels nous avons observé une baisse significative au cours des
dernieres 24 h, une différence significative entre NW et OO a 24 h, et une différence
insignifiante entre NW et OO a 0 h sans traitement (contréle négatif, panneau inférieur gauche).
Une interprétation similaire est possible pour tous les microbiotes des phylums et des genres.
Cette analyse rétrécit notre attention sur certains microbiotes, et montre comment nous avons
stratifié les situations pour la classe de poids et I’effet de temps & tester. Les résultats pour tous
les microbiotes sont résumés aux (tableaux 11 et 12).

Les parcelles d’échelle multidimensionnelle non métrique (NMDS) n’ont révélé aucune
différence dans les communautés bactériennes entre les traitements au point O (figure 5A), mais
aprés 24 heures, une séparation claire a été observée entre les traitements contenant du NC et du
FOS (p < 0,05) (figure 5B). Les extraits de sorgho a eux seuls n’ont pas eu de répercussions

importantes sur les communautés bactériennes comparativement au témoin négatif.

-



Partie 03 : Résultats , discussions et conclusions

Relative abundance (%)

Relative abundance(%s)

(a) Phylum
" o-
i
!
- i e
L] !
!
- ;
>
- - :
-
L]
H
- . % i
=_1
. 4 . S
- & > > >
o & & & ¥
£ AN AN £O
\dp \\6‘0 .‘:r's' 0‘& do"
2F A \‘p
v“" Q\O ?g$ \c\\\
(c) Bacteroidetes
8 Nogatve Control, n-22
o |
©
[~
(7]
=
-
(=
N

Time (h)

Relative abundance (%)

Relative abundance(®)

14
1

(b) Genera

]
i
R
|
, B4 §
* B .'_" ®
'
i U‘ . ‘ o
L@
o D{ Jx : i ™
JUidlellidoseeia,. o
¥ <
(d) Prevotella
Negathve Control, ne22
8 | - OO ”..’..‘
e 5008
3 1 R e
e
o .,
-
- :\\ :
o g - =1
0 24
Time (h)

Figure 4 : Dynamique du microbiote (phylum et genres) en fermentation in vitro. Dans
(a,b), la distribution du microbiote est illustrée dans le boxplot trié par la plus grande
variance. Dans (c,d), I’effet de temps, 0 h vs. 24 h, est montré et testé par un test signé
Wilcoxon, et la différence de groupe entre NW et OO est testée par un test Mann-
Whitney sous le controle négatif (n = 22) pour deux microbiotes sélectionnés
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Figure 5 :Graphique d’échelle multidimensionnelle non
métrique (NMDS) comparant les communautés
bactériennes entre les traitements dans les deux groupes
combinés (p <0,05). (A)0het(B)24h.

e : témoin négatif (NC), x : fructooligosaccharide

1.3. Changements spécifiques dans la population microbienne

Apreés 24 heures de fermentation in vitro, le groupe OO affichait une abondance plus élevée de

Bacteroidetes que le groupe NW (figure 5). Nous avons observé une diminution relative des

Bacteroidetes dans tous les traitements. Chez tous les sujets, I’ESB a entrainé une abondance
significativement plus élevée de Bacteroidetes a 24 h que la NC et tous les autres traitements (p

< 0,05) (figure 6).

g
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Figure 6 : Abondance relative au niveau du phylum (n=22). (a) Bactériidés, (b) Firmicutes, (c)
Protéobactéries, (d) Actinobactérie, (e) Verrucomicrobie. Les lettres indiquent des différences
significatives entre les traitements a 24 h, obtenues par le test de Friedman et ses comparaisons
multiples post hoc au niveau de signification de 0,05. Les médianes sont marquées de triangles
rouges. Les classes de poids (NW c. OO) sont marquées de cercles verts et de carrés bleus,
respectivement. NC : contr6le négatif, FOS : fructooligosaccharides, ESB : extrait de son de sorgho
noir, SSE : extrait de son de sorgho sumac

Le FOS, le FOS + BSE et le FOS + SSE présentaient une abondance significativement plus
faible de Proteobacteria aprés 24 heures comparativement a NC, BSE et SSE (p < 0,05) (figure
6).

Par rapport au COT, I’abondance relative de Verrucomicrobia a augmenté dans I’ESB, I’ESS et
le FOS + SSE apres 24 heures de fermentation in vitro (p < 0,05) (figure7).

La prévotella était présente a des niveaux plus élevés en OO que le NW dans tous les traitements
apres 24 h (figure 7). L’abondance relative de Prevotella a diminué d’environ 15 % dans la NC,

mais dans une moindre mesure dans tous les traitements . A 24 h, I’abondance était beaucoup

&
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plus élevée que la NC pour I’ESB, I’ESS, le COT + ESB et le COT + PSE (p < 0,05), mais pas
pour le COT seul (figure 7). De plus, I’ESB et le COT + PSE présentaient des niveaux beaucoup
plus élevés que le COT (p < 0,05) (figure 7).
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Figure 7: Abondance relative des genres sélectionnés (n = 22). (a) Prevotella, (b) Bacteroides, (c)
Bifidobacterium, (e) Lactobacillus. Les lettres indiquent des différences significatives entre les
traitements a 24 h, obtenues par le test de Friedman et ses comparaisons multiples post hoc a un
niveau de signification de 0,05. Les médianes sont marquées de triangles rouges. Les classes de
poids (NW vs. OO) sont marquées respectivement par des cercles verts et des carrés bleus. NC :
contrdle négatif, FOS : fructooligosaccharides, ESB : extrait de son de sorgho noir, SSE : extrait
de son de sorgho sumac.

Aucune différence significative n’a été observe entre les deux groupes de poids. L’abondance

relative des anaerostipes était plus élevée chez le COT , le COT + ESB et le COT + PSE que
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chez le NC a 24h (p < 0,05) ( figure 7).FOS+BSE et FOS+SSE ont augmenté significativement
les anaerostipes par rapport a NC , BSE et SSE (p < 0,05) (figure 7).

Discussion

Etant donné que les troubles métaboliques comme 1’obésité continuent d’accabler une grande
partie de la population américaine, le theme de la santé intestinale, et plus particuliérement le
microbiote intestinal, a gagné de plus en plus d’attention dans les domaines de la santé et de la
nutrition. Pour cette raison, une recherche nutritionnelle récente a ciblé 1’identification
d’aliments entiers ainsi que de composants bioactifs susceptibles de faire évoluer positivement
les populations bactériennes dérégulées vers des profils plus souhaitables (Sheflin et al., 2017).
Les polyphénols végétaux sont particulierement attrayants, car ils sont largement répandus dans
la nature et ont été crédités de la capacité a moduler positivement le microbiote intestinal, non
seulement le son de sorgho est une source de polyphénols, mais il est également produit de fagon
rentable et efficiente aux Etats-Unis, ce qui en fait un candidat attrayant pour les applications
nutraceutiques.

Notre étude actuelle a révélé que les sons noirs et les sons de sorgho sumac contiennent diverses
classes de polyphénols. Dans I’analyse du son de sorgho, nos résultats de 27,5 1,5 mg/g pour le
son noir et de 43,0 2,0 mg/g pour le sumac concordent avec les rapports précédents sur les
phénoliques totales variant de 7,6 a 35,6 mg/g et de 22,5 a 88,5 mg/g pour le son noir et le son de
sorgho sumac, respectivement (Awika et Roony., 2005 ; Awika et Roony., 2004). Les deux
variétés présentaient des profils phénoliques remarquablement distincts, avec des concentrations
plus élevées de 3-Deoxyanthocyanines (3-DXA) dans le son noir et des concentrations plus
élevées de proanthocyanidines dans le son sumac. Ces résultats sont en accord avec de multiples
analyses antérieures du sorgho noir et sumac, dans lesquelles le sorgho noir est établi comme
enrichi en 3-DXA, et le sumac en proanthocyanidines (Awika et Roony., 2005 ; Awika et
Roony., 2004 ; Awika et al., 2003 ; Dykes et al., 2005).

Il est bien établi que le son de sorgho a grains a des propriétés antioxydantes importantes
(Awika et Roony., 2005; Awika et Roony., 2004; Awika et al., 2003; Kil et al., 2009), et nos
analyses actuelles ont cherché a comparer les propriétés de récupération radicale des deux

variétés différentes d’extrait de son de sorgho. Malgré des niveaux plus faibles de polyphénols

.
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totaux dans I’extrait de son de sorgho noir (ESB), ’ESB et 1’extrait de son de sorgho de sumac
(ESS) présentaient des capacités de récupération radicale semblables.

La fermentation avec les polyphénols vin/raisin et thé noir a entrainé une augmentation
significative des concentrations d’acétate par rapport au blanc dans une étude de (Gross et al.,
2010). Toutefois, dans la présente étude, les concentrations d’acétate et de butyrate n’ont pas
changé pendant les fermentations avec I’ESB et I’ESS par rapport a la NC. La production de
propionate était plus faible dans I’ESS que dans la NC, ce qui n’est pas conforme au rapport de
(Gross et al., 2010) ,qui n’a constaté aucun changement de la production de propionate avec les
polyphénols vin/raisin et thé. Dans le cadre de cette étude, les traitements contenant du FOS ont
augmenté la production de butyrate sur 24 h. Lactobacillus et Bifidobacterium sont connus pour
utiliser le FOS pour produire de 1’acide lactique (Kaplan et Hutkins., 2000) , qui peut étre
métabolisé en butyrate par des genres comme Anaerostipes et Eubacterium ( Duncan et al.,
2004). Nous avons constaté une augmentation du nombre de Bifidobacterium, de Lactobacillus
et d’Anaerostipes en réponse aux traitements contenant du FOS, de sorte qu’il est plausible que
I’augmentation du butyrate soit attribuable a ces voies d’alimentation croisées. Il s’agit de ['une
des premiéres études a examiner I’'impact des polyphénols du son du sorgho sur la production de
SCFA et d’autres travaux sont nécessaires pour corroborer ces résultats.

Bien que le NMDS n’ait pas révélé d’impact significatif des polyphénols de sorgho sur
I’ensemble des communautés microbiennes, les extraits de sorgho ont modulé le microbiote
intestinal a la fois aux niveaux phyla et genre, et les polyphénols de sorgho combinés et le FOS
ont travaillé pour améliorer les genres bénéfiques spécifiques. Nos données ont montré des
changements relatifs dans les deux phyla principaux, Firmicutes augmentant dans 1’abondance et
Bacteroidetes diminuant. Cela n’est pas surprenant, car de nombreux utilisateurs de glucides, y
compris le probiotique Lactobacillus, se trouvent dans Firmicutes, et les conditions de
I’expérience favorisent I’utilisation de ces substrats, y compris ceux déja présents dans les
échantillons fécaux.

La protéobactérie contient plusieurs bactéries potentiellement pathogénes (Shin et al.,
2015) .évitant la prolifération de ce phylum peut étre un résultat positif des stratégies
nutritionnelles. Une faible abondance de Proteobacteria refléte probablement les augmentations
dans les groupes qui utilisent FOS. Bien que non statistiquement significatif, ’ESB et L’ESS a

causé une diminution marquée de la protéoobactérie par rapport a la NC, ce qui suggére qu’ils

.
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peuvent agir de facon antagoniste contre certaines espéces pathogenes. Ces résultats sont
semblables a ceux de (Pham et al., 2017), qui ont constaté qu’au cours de la fermentation fécale
in vitro, les protéobactéries étaient diminuées par le FOS, les arabinoxylans feruloylés (FAXO),
les polyphénols de son de riz riches en proanthocyanidine et les polyphénols de son de riz et de
FAXO combinés.

Prevotella est souvent associé a des régimes a long terme riches en glucides (Wu et al., 2011).
La prévotella a été stimulée, mais il n’y avait aucune différence significative entre les
polyphénols du sorgho avec et sans FOS. Une étude portant sur 62 sujets obeses a révélé que les
personnes ayant un rapport Prevotella: Bacteroides élevé ont perdu beaucoup plus de poids en
réponse a un régime riche en fibres que les personnes ayant des niveaux inférieurs de Prevotella
(Hjorth et al., 2018). Bien que d’autres recherches soient nécessaireS pour parvenir a une
compréhension plus approfondie de cette interaction, 1’amélioration du rapport de Prevotella:
Bacteroides peut aider dans les stratégies de perte de poids qui sont basées sur I’apport accru de
fibres. Dans la présente étude, des échantillons d’OO ont entrainé une augmentation de
Prevotella: Bacteroides avec des niveaux plus élevés de Prevotella apres 24 h.

Bien que les genres bactériens favorisant la santé dans le cdlon ne se limitent pas a Lactobacillus
et Bifidobacterium, ils sont les cibles traditionnelles de la supplémentation prébiotique (Gibson
et al., 2017). La prolifération des bifidobacterium a été améliorée par des traitements contenant
du FOS. Par rapport au NC, le FOS + BSE et le FOS + SSE ont eu tendance a augmenter
I’abondance de Bifidobacterium dans OO. Ces données suggerent que 1’utilisation du FOS par
Bifidobacterium est modifiée dans OO microbiota, et que les polyphénols de sorgho peuvent
améliorer la fermentation du FOS par cette espéce chez les sujets OO. Comme on a déja observé
une diminution des proportions de Bifidobacterium chez des sujets en surpoids/obéses
(Kalliomaki et al., 2008; Santacruz et al., 2010), les thérapies nutritionnelles visant a
augmenter ce genre peuvent étre extrémement bénéfiques pour les personnes qui luttent contre la
prise excessive de poids corporel. Des études de fermentation in vitro antérieures ont observé
une stimulation de Bifidobacterium par des polyphénols comme 1’anthocyanine malvidine-3-
glucoside (Hidalgo et al., 2012), les cerises acidulées (Mayta-Apaza et al., 2018), et les
polyphénols de raisin et de vin rouge (Zhou et al., 2016; Dolara et al., 2005). Dans notre
expérience, cependant, ce genre n’a apparemment pas été affecté par les polyphénols de sorgho

seuls. Dans la présente étude, les polyphénols de FOS et de sorgho ont travaillé en synergie pour

.
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améliorer Lactobacillus. Comme Lactobacillus était présent en faible abondance, d’autres études
sont nécessaires pour corroborer ces effets. Le succes de la recherche prébiotique visant a
stimuler la croissance de Lactobacillus a été nettement inférieur & celui de Bifidobacterium
(Gibson et al., 2017), et la capacit¢ des polyphénols a améliorer [I’utilisation des
oligosaccharides par Lactobacillus offrirait une nouvelle voie de supplémentation prébiotique.
Comme les essais cliniques chez 1’humain ont attribué plusieurs souches de Lactobacillus a des
actions anti-obésogenes (Crovesy et al.,, 2017), ce mode de supplémentation peut étre

particulierement bénéfique pour le maintien du poids corporel.
Conclusion

Les sons de sorgho noir et sumac sont des sources importantes de polyphénols ayant divers
profils polyphénols. Bien que les extraits de sorgho n’aient pas eu d’influence significative sur la
production de SCFA a partir de FOS, ils ont accru la prolifération de Prevotella et du genre
Roseburia, producteur de butyrate. La combinaison des polyphénols de sorgho et du FOS a
permis d’améliorer Bifidobacterium et surtout Lactobacillus, un genre probiotique difficile a
stimuler par supplémentation prébiotique. Nous avons observé des réponses différentielles au
traitement du NW et de 1’00 microbiota pour Prevotella, Bifidobacterium et Roseburia, ce qui
étaye la théorie selon laquelle le métabolisme microbien de I’intestin est modifi¢ dans 1’00. Nos
résultats indiquent que les polyphénols de son de sorgho peuvent aider a moduler les populations
microbiennes intestinales, en particulier de concert avec d’autres substances prébiotiques comme
le FOS. D’autres recherches sont nécessaires pour déterminer quel composeé polyphénol
individuel est responsable des effets bénéfiques sur le microbiote intestinal et pour comprendre

le mécanisme par lequel les souches microbiennes répondent aux polyphénols.

.



Partie 04 :
Conclusion
Geéneérale



Partie 04: Conclusion géneérale

Conclusion générale

Notre travail a été consacré a une étude des activités antimicrobiennes des grains de sorgho.
Il est connu que quelques plantes ont une activité antimicrobienne, nous avons tenté par la
présente étude de contribuer a la valorisation de la graine de sorghum bicolor (L) moench en

Algérie doutée d’une activité antimicrobienne contre des souches microbiennes et de références.

Pour cette etude, nous avons mené trois experiences a travers trois articles de la bibliographie,

qui sont :

L’étude du Ciblage phytochimique et activité antibactérienne des feuilles de sorgho bicolor
dérivés de culture in vitro, qui a montré que les activités antimicrobiennes exhalées en raison de

la présence d’ingrédients bioactifs.

La détermination de cultures microbiennes pour contrdler la croissance des coliformes et des
moisissures dans le maltage du sorgho par I’utilisation de P. pentosaceus et de Saccharomyces
spp a permis d’inhiber les moisissures et les coliforms et ne présentait pas de risques pour la

santé dans le malt de sorgho

La combinaison des polyphénols de sorgho et du FOS a permis d’améliorer Bifidobacterium et
surtout Lactobacillus impliqués dans le microbiote intestinal comme cible potentielle des

thérapies nutritionnelles pour prévenir/réduire la prise de poids et 1’obésité.

Ces résultats méritent d’etre confirmés et approfondies par d’autres études :

» Etudié d’autres recherches sont nécessaires pour déterminer quel composé phénolique
individuel est responsable des effets bénéfiques sur le microbiote intestinal et pour
comprendre le mécanisme par lequel les souches microbiennes répondent aux

polypheénols.
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> Refaire cette étude mais en faisant la partie pratique qui est la recherche de Iactivité

antimicrobienne des extraits du sorgho.

.
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24 Abstract

Various research works recognized highly biological activities of sorghum vegetative portions which indicated
the presence of bioactive compounds in their extracts. Considering environmental effects on the accumulation of
secondary metabolites, this work aims to evaluate the antibacterial activity of sorghum using in vitro induced
leaves as source for extract. In vitro shoot explants of sorghum used subcultured on Murashige and Skoog medium
(MS) supplemented with 6-Benzyl adenine (BA) or Indole-3-butyric acid (IBA) at different concentrations (0.0-2.0
mg/L). The leaves induced in vitro were collected dried then macerated in ethanol for 4 hours. Phytochemical
composition of the sorghum leaves extract was assessed using standard procedures. The crude extracts were
evaluated for antibacterial activity using the agar well diffusion method. The significantly (P>0.05) maximum
shoot length (5.7 cm) and the number of leaves (7.9 leaves) were obtained on MS medium supplemented with 2.0
mg/L IBA. The phytochemical composition of the leaves extract showed the presence of bioactive constituents
including alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and steroids and triterpenes. All the concentrations of the
sorghum leaves extract showed variable antimicrobial activity against the studied bacteria strains with the
strongest inhibitory effect reported (19.0 mm) against B. subtilis at the concentration of 100 mg/L. Our findings
demonstrated that the in vitro leaves extract of sorghum possess a remarkable antibacterial activity. More research
is needed on the characterization of bioactive ingredients of in vitro induced sorghum plants and their biologicalj
activities. 8
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1.Introduction

Sorghum bicolor (L.) Moench subsp. bicolor (Family: Poaceae) is one of the most important cereal crops which came
the fifth after rice, wheat, maize and barley in the world and main food grain production in Africa, Central
America, and southern Asia [1]. However, sorghum is more tolerant to diseases, pests, drought and poor soils.
Sorghum is the prevalent crop in Sudan covering an area of 9.8 million hectares which represented more than 60%
of the total cultivated cereals area, with a production of about 4.9 million tons contributing to 9.1% of total world
production in 2018 [2].

Sorghum used mainly for grain production in addition to cultivation for syrup production, feeding, and biofuel
production. Other important uses, especially from leaves, sheath, stalks, glumes, and root were also available
including
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food additives and folk pharmaceuticals. Red or purple pigments are largely extracted from the sheath and used as
food colourants such as cheese and porridges, and dyes for leather, textile, and wood in numerous countries of
Africa and Asia [3-5]. Sorghum extracts is reported to have antiabortion, cyanogenic, demulcent, diuretic, emollient,
intoxicant, and toxic properties [6]. Various traditional remedies were prepared from sorghum to treat cancer,
breast disease, malaria, tubercular swellings, eczema, dysentery, diarrhea, stomach ache, helminths, bone pains,
epilepsy, sickle cell disorder, anemia and as a blood builder [6-8].

The therapeutic roles reported on sorghum are results of anti-inflammatory, anti-carcinogenic, antibiotic,
antifungal, antiviral, hepatoprotective, anti-ulcer, anti-neoplastic, cholesterol-lowering and digestibility slowing
properties [8-11]. Such pharmaceutical functions are allied to the phytochemical contents of the plant such as
phytosterols, policosanols, saponins, carotenoids and phenolic compounds, including flavonoids, tannins, and
anthocyanins [12]. Different important flavonoids and phenolic acids were identified in the leaves extract of
sorghum including gallic acid, catechin, chlorogenic acid, caffeic acid, ellagic acid, rutin, isoquercitrin, quercitrin,
quercetin, and kaempferol [13]. The pigmented shell contains a high concentration of phenolic compounds
including phenolic acids, 3-deoxyanthocyanins and condensed tannins [11]. Almost all classes of phenolic
compounds are found in sorghum in the form of phenolic acids, flavonoids and condensed tannins [14]. The total
phenol concentrations estimated to be 1.1-1.5% of root dry weight and 1.1-2.2% of aerial parts dry weight of the
sorghum grown in Senegal [15]. The secondary metabolites reported on sorghum are integral cellular structural or
components of plant cell walls and the compositions depend on the sorghum genotype and the environmental
factors during crop growth [16]. Genetic factors controlling seed colour and feature, and also secondary plant
colour which affects the appearance of leaf, stalk, sheath, glume, and kernel [11]. Environmental factors including
pests and diseases that induce stress on sorghum trigger phytoalexins such as flavonoids as defense response, and
plant sterols and policosanols are constituents of wax [9,17] vital in alleviating evaporation. Regarding the
constitutive defense benzoxazinoids, nitrogen-containing metabolites, are the predominant phytoanticipins in
allelopathy mechanism, and against insects and microorganisms in sorghum [17]. In vitro plant tissue culture
technique can be used to produce a plant with valuable secondary products that may not be accumulated in
response to environmental conditions.

Due to the extraordinary beneficial phytochemicals content of sorghum vegetative parts, various research on the
biological activities was done. Such studies include antimicrobial activity of stem extract [3], in vitro anti-
inflammatory and immune-modulating properties of leaf sheath [18] and various in vivo studies on rats using
sorghum leaves, leaf base, and leaf sheath extracts proved antisickling [7], enhance the hematological parameters
[19], anti-anaemic stem bark [20], for anti-nociceptive and anti-inflammatory activities [21] and hepatotoxicity and
oxidative stress inhibitor [8]. However, more research is needed on biological activities of vegetative parts of
sorghum.

To the best of our knowledge, there are no published research work on the antimicrobial activity of in vitro
derived plant parts of sorghum. Therefore the purpose of this study was to validate the phytochemical and
antimicrobial activity of sorghum using in vitro induced leaves.

2.Material and methods

2.1. In vitro culture of sorghum

In vitro shoot (1.5-2.0 cm long with 2-3 leaves) of Sorghum bicolor cultivar Butana used as explants. The shoots were
already maintained on Murashige and Skoog (MS) medium [22] fortified with 1.0 mg/L 6-Benzyl adenine (BA).
Shoots explants were subcultured on MS medium supplemented with different concentrations (0.0, 1.0, 2.0 mg/L)
of BA or Indole-3-butyric acid (IBA). MS media was augmented with 3% sucrose and the pH was adjusted to 5.8
before autoclaving at 121°C (1.1 Kg/cm3) for 15 min. All cultures were incubated at 25 + 2°C under a photoperiod
of 16 h light/8 h dark. Data on shoot induction, shoot length, number of leaves, and rooting per shoot were
collected after 4 weeks of culture.

2.2. Plant material and extract preparation

Fully devolved leaves were collected from in vitro raised shoots of sorghum culture, air-dried and crunched then
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stored in a tight container till use. Powdered leaves (100 g) were extracted successively in ethanol with aid of
magnetic stirring apparatus for 4 hours at room temperature. The ethanol extract was filtrated with filter paper
(Whatman No. 1) then evaporated and air-dried and the residue, after final weight obtained, was kept at 4 °C until

use.
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2.3. Phytochemical screening

Phytochemical screening for the active materials was carried out for extracts using the methods described with
some modification.

The presence of alkaloids in extracts is tested by using Wagner’s reagent [23]. That, 2 mL of Wagner’s reagent is
added to 2 mL of extracts. The formation of reddish-brown precipitate indicated the presence of alkaloids.

The test for steroids was done according to the method with modifications [24]. Hence, 1 mL of extract was taken
in a test tube and dissolved with 10 mL chloroform, then an equal volume of concentrated H.SOs was added to the
test tube by sides. The upper layer in the test tube appears red and the sulphuric acid layer showed yellow with
green fluorescence, which indicated the presence of steroids.

Test for flavonoids in plant material by taking 2 mL of the extract in a test tube and 2-3 drops of dilute NaOH was
added [24]. An intense yellow color has appeared in the test tube. The solution became colorless when a few
drops of dilute H2SOs were added confirming the presence of flavonoids.

Saponins were tested by taking 2 g of the powdered sample and boiled in 20 mL of distilled water in a water bath
then filtered [25]. To the filtered sample (10 mL), about 5 mL distilled water was added, shaken vigorously and
observed for a stable persistent frothing for 25 min.

Test for tannins was done with some modifications [25]. From the dried powdered sample, 0.5 g was boiled in 20
mL water in a test tube and then filtered. One milliliter of 0.1% Ferric Chloride (0.01 Mol/dm?) was added to 2 mL
of extract. Brownish green colorations were indicated the presence of tannins distilled water in a water bath and
filtered. To the filtered sample (10 mL), about 5 mL distilled water was added, shaken vigorously and observed
for a stable persistent frothing for 25 min.

2.4. Antimicrobial activity

Bacterial strains of two gram-positive; Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus and two gram-negative;
Escherichia coli, Pseudomonas argenosa were used to study the antibacterial activity of sorghum leaves extract. The
paper disc diffusion method was used for the antibacterial screen and performed by using Mueller Hinton agar.
The experiment was carried out according to the National Committee for Clinical Laboratory Standards
guidelines [26]. The bacterial suspension was diluted with a sterile physiological solution to 108 CFU/mL
(turbidity = McFarland standard 0.5). One hundred microliters of bacterial suspension were swabbed uniformly
on the surface of MHA and the inoculum was allowed to dry for 5 min. Sterilized filter paper discs (Whatman No.
1, 6 mm in diameter) were placed on the surface of the MHA and soaked with 20 pL of sorghum extract solution.
Extract powder dissolved in DMSO was applied in four concentrations 12.5-100 mg/L. Negative control was also
prepared in DMSO. The inoculated plates were incubated at 37°C for 24 h in the inverted position. The diameters
(mm) of the inhibition zones were measured and compared with reference antibiotic discs.

2.5. Statistical analysis

Every experiment was repeated three times. The obtained data were subjected to analysis of variance (ANOVA).
The mean separation was analyzed using Duncan’s new multiple range test at P-value <0.05. All the values were

expressed as mean * standard errors.

3.Results and discussion

3.1. In vitro culture of sorghum

The presence of IBA 2.0 mg/L enhanced noticeably the growth of the shoots (Table 1) with significantly (P>0.05)
the longest shoots (5.7 cm) and the highest number of leaves (7.9 leaves). Moreover, some of the shoots were
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induced roots affected by the concentration of IBA. Addition of IBA at lower concentration (1.0 mg/L) favorite
rooting of shoot compared to other plant growth regulators (PGRs) treatments (Table 1). Improving shoot growth
and rooting of in vitro sorghum shoots by using IBA or auxins have been identified by several authors [27]. The
presence of BA deteriorated shoot length (to 1.9 cm at 2.0 mg/L BA) compared to the control (2.0 cm) considering
the initial shoot explant length (average 1.7 cm). A similar negative effect of increasing concentration of BA on
shoot length of sorghum has been reported [28].
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Table 1 Effect of IBA and BA on shoot length, number of leaves, the presence of multiple shoots and the presence
of secondary roots after 4 weeks of culture.

PGRs (mg/L) Shoot length (cm) Number of leaves =~ Multiple shoots* Rooting*
Control 2.0+0.1c 3.0+ 0.0d - -

IBA 1 3.15+0.3b 5.62 +0.5b - ++

IBA 2 5.69 £ 0.4a 7.85+0.5a + +

BA1 1.73+£0.1c 3.62+£0.2cd ++ -

BA 2 1.88 £ 0.4c 4.23 £0.3c ++ -

PGR: plant growth regulator; IBA: Indole-3-butyric acid; BA: 6-Benzyladenine; *relative frequency index: —, +, ++ = absent, low, high. Values
represent means + standard errors. Different letters indicated statistically significant differences between means according to Duncan’s new
multiple range test (P<0.05).

3.2. Phytochemical screening of sorghum leaves

The results of qualitative phytochemical screening of ethanol extract of sorghum leaves indicated the presence of
alkaloids, tannins, flavonoids, saponins, sterol, and triterpenes (Table 2). Likewise, the presence of alkaloids,
flavonoids, saponins, and terpenoids has been detected in different sorghum aerial parts such as aqueous extract of
leaves [19], and aqueous extract of stalk/stem in which terpenoids was not detected [29]. In contrast, alkaloid, and
steroids were not detected in both methanol and aqueous extracts of sorghum leaves [13].

Table 2 Phytochemical screening of Sorghum bicolor in vitro leaves extract.

Phytochemical Presence index
Alkaloids +
Flavonoids +

Steroids and triterpenes | 4
Tannins +

Saponins +

The leaves and sheath of sorghum had higher phenols contents, up to 600 times more than their respective grains,
with in vitro antioxidant properties than commonly seen in grains [4]. The phenols in sorghums fall under two
major categories; phenolic acids (benzoic or cinnamic acid derivatives) and flavonoids (tannins and anthocyanins)
[8]. Various flavonoids were identified in sorghum include the flavanones eriodictyol, naringenin, and eriodictyol
glucoside, the flavone apigenin, and the 3-deoxyanthocyanins luteolinidin and apigeninidin [11].

3.3. Antimicrobial activity of sorghum leaves

All the concentrations of the sorghum leaves extract showed high antimicrobial activity against the four studied
bacteria strains (S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa and E. coli) when compared to standard drugs ciprofloxacin
(Table 2). Obviously, the inhibitory effect of the extract increased significantly (P<0.05) with increasing the
concentration. The strongest inhibitory effect reported (19.0 mm) was against B. subtilis at 100 mg/L leaves
extract. The minimum inhibitory zone recorded (with the concentration 100 mg/L) was 17.5 mm against P.

aeruginosa.

The crude leaves extract of sorghum was slightly more effective against gram-positive bacteria compared to
gram- negative strains. Variations in response of the gram-positive bacteria and gram-negative strains to the
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different extracts of sorghum aerial parts have been reported by several authors. For example, the crude extracts
of sorghum leaf sheath demonstrated activity against B. subtilis [30]. In contrast, sorghum crude stem extract
showed high inhibition against P. aeruginosa (gram-negative) compared to B. subtilis (gram-positive) [3]. On the
other hand, extracts of dye sorghum leaf sheaths found have no anti-bacterial properties on E. coli tested in a
nutrient-rich traditional West African cheese [5].

71



Ali et al. / GSC Biological and Pharmaceutical Sciences, 2020, 10(01), 065-

Table 3 Antibacterial activity of sorghum leaves extract.

Inhibition zone (mm)

Antibiotic (II)I?;;L) Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria
B.s S.a P.a E.c
Sorghum extract 0 0.0 £ 0.0f 0.0 £0.0e 0.0 £0.0f 0.0 £0.0e
12.5 102 £0.1¢ 11.0+1.04¢  10.0+0.1° 11.1 £1.04
25 14.1+0.1d 121+1.04  13.2+71.2d 14.0£0.1¢
50 16.0 £0.1¢ 16.0 £0.1¢ 15.0 £0.1¢ 17.0 £1.0°
100 19.0 £1.0° 180+1.0>  17.5%0.1° 18.0 £1.0°
Ciprrofloxacin 100 31.0 £0.012 30.0+1.0 29.0 1.0 30.0+0.12

B.s: Bacillus subtilis; S. a: Staphylococcus aureus; P. a: Pseudomonas aeruginosa; E. c: Escherichia coli. Values represent mean + standard errors.

Different letters indicated statistically significant differences between means according to Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

However, similar trends of exerting higher activity against gram-positive bacteria compared to gram-negative
strains have been also reported on seed extracts of sorghum. Sorghum seeds extract exhibited moderate to high
activity against

B. subtilis and S. aureus compared to the studied gram-negative bacteria [31]. Also, the condensed tannin-free
sorghum crude phenolic extract was found effective only against B. cereus (gram-positive), while none of the
tested types of bran sorghum phenolic extracts had inhibitory effects on E. coli (gram-negative) [32]. Moreover,
Saponins extract of sorghum seed inhibited the growth of the S. aureus indicated that the extract has an inhibitory
effect on gram-positive organisms but not on gram-negative organisms [10]. Also, tannin extract of sorghum seed
showed an inhibition effect on S. aureus growth higher than that on E. coli [33]. In contrast, all sorghum seed
extracts and fractions showed a strong inhibitory effect against E. coli, and among all the studied four cultivars
only one showed an inhibitory effect against B. subtilis [34]. Likewise, none of the methanolic extracts from
pigmented grains of ten sorghum lines showed antibacterial activity against B. subtilis while nine of them strongly
inhibited the growth of E. coli[35].

These variations in antibacterial activity between gram-positive and gram-negative bacteria are mainly due to
variances in cell wall structures of the bacteria gram-type. There is a general rule that secondary metabolites
present in plant extracts can inhibit gram-positive bacteria more than gram-negative bacteria [36]. For instance,
the cell wall of gram- negative bacteria is surrounded by an outer additional lipopolysaccharide membrane, which
functions as a hydrophilic surface that prevents permeability of hydrophobic compounds such as tannins and
other many plant extracts [31, 36, 37].

The observed dissimilarity in the antimicrobial activities of sorghum extracts might be attributed to the plant
genotype or type of solvent used for extraction which produces different bioactive substances and composition,
among others. For example, various studies showed that flavonoid levels and composition were affected by the
sorghum genotype [11]. Likewise, great variation in tannin content was found between three Sudanese sorghum
cultivars [33]. Different solvent types produced different phytochemical compounds that exert different
antimicrobial activity through different mechanisms. That, phytochemical analysis of sorghum leaves indicated
the absence of saponin and tannin aqueous extract while were found in the methanol extract [13]. The phenolic
compounds are toxic to bacterial cells and can inhibit bacteria growth by several actions such as modifying the
permeability of cell membranes, changes in various intracellular functions induced by hydrogen binding to
enzymes or by the modification of the cell wall rigidity with integrity losses due to different interactions with the
cell membrane [38]. In the case of gram-positive bacteria, phenolic compounds intracellular pH modification, as
well as interference with the energy (ATP) generating system, were reported [39]. The other secondary
metabolites such as saponins are also contributed to the antimicrobial activity of sorghum and may act by
damaging cell membranes causing leakage of cellular materials, ultimately leading to cell death [40].
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4.Conclusion

Plant tissue cultures are an attractive alternative technique to the whole plant for the production of the high value
of active substances. The results of this study pointed out that antimicrobial activities exhaled by in vitro leaves of
Sorghum bicolor due to the presence of the bioactive ingredients. Further research is necessary to determine the

identity of the therapeutic compound within this crude extract of the plant also to determine their full spectrums
of efficiency.
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Article 2:

Control of the Growth of Coliforms
and Moulds in Sorghum Malting
by Bacterial and Yeast Cultures

Mathoto L. Lefyedi*?*and John R.N. Taylor"?

ABSTRACT
J. Inst. Brew. 113(2), 123-129, 2007

Traditional outdoor floor malted sorghum can be contaminated
with high levels of coliform bacteria and moulds that can poten-
tially produce mycotoxins. The effect of steeping with the addi-
tion of bacterial and yeast starter cultures on microbial
contami- nation, toxicity and diastatic power (DP) of sorghum
malt was investigated. Lactobacillus plantarum, Pedicococcus
pentosaceus and Saccharomyces species were selected on the
basis of inhibi- tion of fungal species using the disc diffusion
assay. Steeping the sorghum with the addition of these cultures
at 107-108 cfu/mL reduced the level of moulds by one to two
log cycles, with the Saccharomyces culture appearing to be
the more effective and

L. plantarum the least effective. Coliforms, where present in
significant numbers, were reduced to levels of <10-10? by
steeping with the cultures, with the P. pentosaceus culture ap-
pearing to be the most effective and Saccharomyces the least
effective. There were no detectable amounts of mycotoxins and
no significant cytotoxicity in the malts in either the controls or
the culture-steeped malts. Steeping with the cultures did not
affect malt DP. The use of such P. pentosaceus and Saccharo-
myces sp. cultures could be an alternative to chemical

treatment for the control of microbial contamination in sorghum
malt.

Key words: bacteria, moulds, Pediococcus, Saccharomyces, sor-
ghum malting.

28 INTRODUCTION

Traditional outdoor floor malted sorghum can be
con- taminated with high levels of coliform bacteria
and moulds that can potentially produce
mycotoxins'. Re- cently we have shown that these
undesirable  sorghum malt microflora can be
controlled by steeping in dilute NaOH'. However, a
recent development aims to inhibit the growth of
unwanted bacteria and moulds by the addi- tion of
desirable microbial cultures as natural biocontrol
agents in steeps'®. Lactic acid bacteria (LAB)”and the
yeast Geotrichum candidum® have been shown to be ef-
fective at inhibiting unwanted microorganisms in
barley malting.
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The inhibition of coliforms and moulds by LAB is
attributed mainly to the low pH, resulting from the
pro- duction of lactic and other acids?"*. Synthesis of
bacte- riocins*'®* and antifungal compounds® and
depletion of nutrients can also play a role*. Of
significance with re- spect to sorghum malting is
that many anti-microbial- producing lactic acid
bacteria have been isolated from samples of raw
sorghum'. Two of these, which were identified as
Escherichia species, were found to be bac- teriocin
producers. With regard to the antifungal activity of
LAB, the precise mechanism by which it takes place
is apparently difficult to define as it may often be
due to a complex interaction between different
compounds and the targeted fungus®. Concerning
the mechanism of anti- microbial activities by yeast,
Boivin and Malanda*re- ported that when the yeast
G. candidum was added during steeping of barley
grain it inhibited other microorganisms through
competition. This mode of inhibition has also been
observed when yeasts were used as biocontrol
agents of postharvest diseases, as the yeasts were
able to colo- nize and survive on fruit surfaces for
long periods of time under different conditions and
they also used available nutrients to proliferate
rapidly, limiting nutrient avail- ability to the
pathogens.

In addition to offering the potential to improve
the safety and quality of malt, the use of microbial
cultures in steeping is claimed to be easy to use,
nature-friendly, in- expensive and not lead to the
formation of toxic com- pounds, nor alter the
nutritional and palatability properties of the grain
product’®.

The objective of this study was to determine
whether the addition of microbial cultures could
control the growth of coliforms and moulds in
sorghummalting.

29 MATERIALS AND METHODS

29.1 Sorghum grain

Two condensed tannin-free red sorghum
cultivars, NK 283 and PAN 8546 were used as
described in our previous k1617,

29.2 Microorganisms

Initially several different types of microorganisms (two
LAB, five Bacillus spp. and two Saccharomyces spp.) were
screened for their antimicrobial properties. The LAB
cultures (Lactobacillus plantarum, and Pediococcus pen-
tosaceus) were selected based on the fact that they or
their
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re- searchers to inhibit the growth and survival of = measured in mm. Clear zones of more that 0.5 mm
some fungi*'®®¥. The Saccharomyces spp. and  were considered as positive for inhibition®.
Bacillus spp. cultures were selected because of their
antifungal activi- ties found during preliminary
work in this study. Details of those microorganism,
which were found to be effective at controlling
microbial growth in laboratory-scale sor- ghum
malting, are given in Tablel.
Eight moulds (Aspergillus flavus, Phoma sorghina,
Curvularia sp., Fusarium oxysporum, Fusarium chla-
mydosporum, Fusarium verticillioides, Penicillium sp.,
Aspergillus fumigatus and Alternaria alternata) were
used. These were selected as they were the most
dominant moulds identified in sorghum malt?’.

The LAB cultures were grown on De Man,
Rogosa and Sharp (MRS) agar at 30°C and stored on
MRS plates at 5°C. Liquid suspensions of the
cultures were grown in MRS broth at 30°C. The
Saccharomyces spp. cultures were grown and stored
on malt extract broth and/or agar. The Bacillus spp.
cultures were grown on nutrient agar at 35°C and
stored on nutrient agar and/or broth. The mould
cultures were cultivated and maintained on potato
dex- trose agar (PDA) slants in McCartney bottles at
5°C until required. The cultures were sub-cultured
at monthly in- tervals.

29.3 Disc diffusion assay

To select cultures that inhibit the growth of
moulds and coliforms during sorghum malting, the
antifungal activi- ties of the LAB and Saccharomyces
sp. listed in Table I were determined against the
eight moulds by the disc dif- fusion method"?.
Moulds were incubated for 5 days at 25°C. Mould
growth on slants was harvested into sterile saline
(9%) containing 0.1% Tween-80 by brushing the slant
surface with a sterile loop. The mould suspension
was subjected to vigorous agitation using a vortex
mixer to break the clumps. The spore count was then
determined with the aid of a haemocytometer and
the suspension stan- dardised to a final
concentration of 107 spores per mL. A 100 pl aliquot
of mould spore suspension was transferred to PDA
plates and spread uniformly over the agar surface
with a sterile bent glass rod. Sterilized filter paper
discs (Whatman No. 1, 5 mm diameter) were
saturated with100
uL of each of the test cultures. The discs were
allowed to air-dry. The dry discs were placed on
inoculated PDA plates. Each culture was tested in
duplicate. Each plate also contained one disc with
cycloheximide (1 mg/mL in sterile distilled water)
as a positive control and another disc with a sterile
uninoculated LAB or PDA broth as a negative
control. The plates were incubated at 25°C for 24 h.
Zones of inhibition indicating antifungal activity
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29.4 Laboratory scale malting

Samples (150 g) of the two sorghum cultivars
were rinsed and then steeped at 25°C for 8 h in 300
mL still tap water (control). The test cultures,
including cells and spent media, were added into
the 300 mL steep water to make a final
concentration of cultures of about 107-10® cfu /mL.
Mixed cultures were also investigated using dif-
ferent proportions of the P. pentosaceus (L5) and Sac-
charomyces sp. (Y1) cultures. The inoculated grain
was steeped as above. After steeping, the grain was
rinsed and then germinated at 28°C for 6 days, and
then dried at 50°C as described™.

29.5 Analyses

pH. The pH of the steep water, which was
drained after the first 8 h of steeping, was
determined.

Other analyses. The sorghum grainatO0h, at8 h
be- fore rinsing, at 8 h after rinsing, on the second
and fourth day during malting (green malt) and
after six days (dried malt) were assayed for the
following as described in our previous work!®".
Microbial population: total aerobic plate counts
(APC), LAB, yeasts, moulds and coliforms by
standard plating methods, mould identification
and identification, enumeration by the direct
plating method. Diastatic Power (DP), according
the South African Bu- reau of Standards method,
except that water was used as the enzyme

utical Sciences, 2020, }0 01), 065- . .
extractant instead of peptone solution’, afla- toxins

by thin layer chromatography (TLC), fumonisins by
the VICAM Fumonitest™, deoxynivalenol (DON)
and zearalenone by a multi-toxin TLC screening
method, cytotoxicity by the MTT (3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide) cell proliferation assay.

Statistical analysis. Duplicate samples were
evaluated during each analysis and the experiments
were repeated three times to obtain a total of six
observations for each analysis. The data were
analysed using the STAT- GRAPHICS 5.0 program
(Statistical Graphics Corpora- tion, Rockville, USA).
Analysis of variance (ANOVA) was used at the 0.05
level of significance. Differences between means
were determined by the least significant difference
method.

30 RESULTS AND DISCUSSION
30.1 Microbial growth inhibition

It was found that of the microorganisms
investigated, the two LAB P. pentosaceus (L5) and L.
plantarum (L9) and one Saccharomyces sp. (Y1)
exhibited antifungal ac- tivity and controlled
microbial growth during laboratory malting. Table II
shows that with the disc diffusion assay
P. pentosaceus (L5) showed inhibition against five mould
species. The Saccharomyces sp. (Y1) inhibited four
moulds and the L. plantarum (L9) three moulds. The inhi-

Table I. Details of those microorganisms found to be effective at controlling microbial growth in laboratory-scale sorghum malting.

Cultures (Code number)

Original culture numbers

Source

Pediococcus pentosaceus (L5) Culture no. 13
Lactobacillus plantarum (L9) B 845
Saccharomyces sp. (Y1) Not available

Cottage cheese, University of Pretoria, South Africa
Sorghum, CSIR culture collection, Pretoria, South Africa
Sorghum malt, University of Pretoria, South Africa
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tures tested against different mould cultures using the disc diffusion assay.

Curvulari F.oxy- F. chlamydo- F.verticil- Penicilliu  A. A.
A. flavus  P. sorghina a sporu sporum lioides m alter- fumi-
Positive control 4.0 5.5 5.0 5.0 45 4.8 4.0 4.2 4.5
Negative control! .
L5 S 24 1.0 14 2.0 24
L9 1.2 1.5 2.1
Y1 1.7 2.0 29 1.9

11 mg/mL cycloheximide.

Ellipsis points inducate no inhibition.

Table lll. Effect of steeping NK 283 and PAN 8546 sorghum grains in different microbial cultures on the total aerobic plate count (APC) during the
malting process.

8h 8h
Oh before rinse after rinse 2 days 4 days Dry malt
NK 283 Control 3.1x10°al 49x107a 1.8 x 10*d 1.1 x10%cd 2.7 x 10°f 1.4 x 10%cd
L5 2.6 x 107 be 1.1 x10°f 4.6 x10%e 1.4 x10°de 54 x10°d 28 x10%e
L9 3.9x 107 cd 5.8 x 108de 2.8 x10*d 6.8 x 10*bc 3.5 x 10°bed 1.6 x 10*d
Y1 6.1x10%a 7.1 %107 ab 1.3 x 10*be 74%x10%a 1.9 x10%a 7.3 x 10% abe
PAN 8546 Control 42x10%a 9.8x10°a 9.0x10%a 5.5 x 10%a 13 x10%*a 44 x10%a
L5 2.5 x107be 5.4 x 108 de 2.7%x10%a 4.9 x 10*ab 2.2 x 10%abc 43 x10%ab
L9 2.0x10"b 2.6 x 10%abc 1.6 x10%a 2.6 x10*ab 1.1 x 10°ab 1.9 x 103ab
Y1 1.6 x 107 ab 3.3 x 108 cbd 14x10%a 42x10%a 3.1x10%a 4.6 x103ab

1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).

Table IV. Effect of steeping NK 283 and PAN 8546 sorghum grains in different microbial cultures on the growth of LAB during the malting process.

8h 8h

Oh before rinse after rinse 2 days 4 days Dry malt

NK 283 Control 22 x10%al 52x10°a 5.0 x 102a 1.2x10%a 83x10%a 3.9 x10%2a
L5 45x107 ¢ 7.5 x108d 8.3 x10%a 1.9 x10%a 49x10%°a 2.6 x10%a

L9 2.7 x107b 3.0x108¢ 59x10%a 8.3 x10%a 1.7 x 10 a 7.8 x10%a

Y1 59x10%a 2.8 x107a 1.4 x10°b 45x10"b 9.0 x 10’ b 3.7 x10°b

PAN 8546 Control 1.5x10%a 14x10°a 14 x10%a 43x10%a 47 x10%a 14 x10%a
L5 41x10"b 9.2 x107b 93 x10%a 44 x10%a 73 x10°a 1.8 x10%*a

L9 3.4 x107b 8.6 x107b 74x10%a 43 x10%a 6.9x10%a 1.4 x10%*a

Y1 1.9 x10%a 8.6 x10%*a 1.9 x10%a 6.0x10%a 1.5x10%a 6.9 x10°a

1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).

Table V. Effect of steeping NK 283 and PAN 8546 sorghum grains in different microbial cultures on the growth of yeasts during the malting process.

8h 8h
Oh before rinse after rinse 2 days 4 days Dry malt
NK 283 Control 8.9 x103al 9.9 x10%a 55x103d 1.7 x 104 d 5.1 x 10*de 21x10%a
L5 43 x10%a 3.1x10% 1.9 x10%a 9.0 x 102a 1.3 x 10*ab 5.2 x10%a
L9 1.5 x10%a 5.7 x10*a 7.0 x 102ab 2.1x10°b 3.6 x 104 bed 1.7x10%a
Y1 1.9x10”b 2.0x108¢ 6.5x10%e 3.1 x10%d 1.6 x 10°f 2.9 x104d
PAN 8546 Control 54 x10%a 25x10°a 2.8 x102b 74 x10%a 26x10%a 3.0x10%a
L5 1.8 x10%a 7.1x10%a 4.1 x10%a 1.0 x 10°b 8.0 x 103ab 4.2 x10%a
L9 27 x10%a 4.8 x10%a 3.3 x10%a 1.6 x10°b 2.5 x 10*abcd 9.1 x10%a
Y1 74 %10 a 3.8x10"b 3.2x10%¢c 3.3 x 103bc 8.0 x 10%e 7.7 x10%a
1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).
bition of moulds observed with this assay can be  documented.

attrib- uted to the production lactic acid®* and to
extracellular antimicrobial compounds, as it has
been found that some strains of L. plantarum and P.
pentosaceus*'*** pro- duce antifungal proteins.
However, such activity in Sac- charomyces is not

The cultures (L5, L9 and Y1) were then tested for
their ability to inhibit the growth of moulds and
coliforms dur- ing malting. Sorghum cultivar NK 283
represented a very poor grain quality, having only
40% germinability and a
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higher level of microbial contamination than PAN
8546, which represented a better quality grain with
88% ger- minability. Steeping conditions were ideal
for microbial growth on the sorghum grain as the
APC increased from 10*-107cfu/g at the beginning
of steeping, to 107-10° cfu/g at the end of the 8 h of
steeping, before rinse (Table III). This increase was
probably due to the fact that during steeping,
nutrients leach from the grains into the steep water
and become available for microorganisms*. At the
end of steeping, discarding the steep water reduced
the
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Table VI. Effect of steé;)%%?ﬁll%%&é acn;(?}g!\?églgélr L%%gufs}}r?ﬁ ar(e:ﬁtungllgr% uggssbr%%%oérgwotquf)fnggél;during the malting process.
8h 8h
Oh before rinse after rinse 2 days 4 days Dry malt
NK 283 Control 3.2 x10%a! 3.8 x10°d 1.4 x 10*bc 52 x10*b 2.1 x10°d 5.7 x10%c
L5 3.6 x10%*a 9.3 x10%*cd 1.8 x 10*bc 9.3 x103ab 3.2x10°b 9.7 x10%a
L9 35x10%a 1.5x10°b 3.0 x10%c 3.2x10*b 1.1 x 10*bc 4.0 x10°b
Y1 3.1 x10%a 7.3 x10°de 7.2x10%b 1.7 x10*b 5.1 x10°b 6.8 x 10%a
PAN 8546 Control 29x10°b 7.2 x 10 bc 1.1 x 10%ab 32x10%a 1.1x10%a 2.7 x10°b
L5 1.8 x10°b 4.5 x10%a 54 x10%a 2.1 x10%a 4.0 x 102ab 8.6 x10%a
L9 1.9x10°b 1.5x10%a 1.1 x10%ab 3.8x10%a 1.9 x10%ab 8.8 x 10%ab
Y1 2.6 x10°b 1.2 x10%a 34 x10%a 1.7 x 10*b 34 x10%a 1.3 x10%a

1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).

Table VII. Effect of steeping NK 283 and PAN 8546 sorghum grains in different microbial cultures on the growth of coliforms during the malting
process.

8h 8h
Oh before rinse after rinse 2 days 4 days Dry malt
NK 283 Control 8.7 x 103 ba! 1.3 x10°b 1.9 x 102 bc 6.5 x 10?bc 8.2 x10*d 1.7 x 10 ¢
L5 1.3 x 10%a <10'a <10'a <10'a <10'a <10'a
L9 2.7 x103ab 2.0x10%a 2.4 x10'ab 2.0 x 10%ab 12x10'a 26x10'a
Y1 2.6 x10%ab 31x10%a 2.5 x10%cd 6.0 x 10?bc 1.8 x10%b 5.2 x10?b
PAN 8546 Control 2.6 x10%a 89x10%a 7.2 x 10 abc 2.5 x 102abc 7.2 x10%bc 6.3 x 10T ab
L5 21 x10%a <10 <10'a <10'a <10'a <10'a
L9 1.7 x 10%a <10'a <10'a <10'a <10'a <10'a
Y1 1.7 x10%a 14 x10%a 5.0 x 10'ab 1.6 x 102ab 1.0 x 10%b 8.7 x 10'ab

1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).

Table VIII. Incidence of mould species (% grains infected) and diastatic power (SDU /g) of the NK 283 and PAN 8546 malt samples made with L5 and
Y1 steeped grains.

Penicil ~ Eurotium F. chlamydo- A P.sor-  F. verticil- Diastatic

- lium sp. sporum alter- ghina lioides R. Mucor power

NK 283 Control 36cl+62 37d+7 56d+6 70d+10 62d+9 88c+ 100d + 100 e + 85a%0
L5 14b+4 2c+3 28c+4 23c+4 30c+4 40Db+ 32c+4 36d+ 90az%0

Y1 9a+3 7abx1 23bc+2 19bc*2 25bc+4 35b+ 26bct2 25c*2 86azx9

PAN 8546 Control 15b+3 18bct  25bc+1 6ab+t2 18abc+2 33bz 2b+ 21c+2 185b+
L5 6at2 10ab+ 14abz1 0a+0 8ab+2 1l4a+ 10a+3 8b+1 200b+

Y1 4azxl 7azxl 4azx2 0azx0 0ax0 6azxl 4azxl 0azx0 193b+

1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).

2+ = Standard deviation.

number of microorganisms, as the microorganisms
were washed out. The numbers increased again
during the four days of germination and then drying
the malt reduced the numbers. All the cultures
added increased APC, with the exception of the APC
in the Y1 inoculated sample of NK 283, which was
lower throughout the malting process. A possible
reason for this is that the APC were outgrown by the
inoculated yeast. None of the cultures inhibited LAB
(Table IV) or yeasts (Table V). In fact the LAB
numbers in the L5 and L9 samples were higher than
in the Y1 sam- ples at 0 h and throughout the
malting process (Table IV). This was because the
inoculation was carried out with L. plantarum (L5)
and P. pentosaceus (L9), which are them- selves LAB.
Similarly inoculation with Saccharomyces sp. (Y1)
resulted in elevated numbers of yeasts throughout
the malting process (Table V). Generally, the cultures

caused a significant reduction in moulds of one to
two log cycles (Table VI).

Steeping with cultures L5, L9 and Y1 also inhibited
coliforms (Table VII). In the NK 283 malt, where the
coli- forms were present in significant numbers, they
were in- hibited by three log cycles by the Lactobacillus
and Pedio-
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coccus cultures and two log cycles by the Saccharomyces

culture.

With both sorghum cultivars, addition of the L5
and L9 cultures reduced the pH of the steep water
from 6.0-6.4 at the beginning of steeping to 3.9-4.0
at the end, whereas the pHs of the controls were
only reduced to pH 4.5-4.8 (Fig. 1). In contrast, the
pHs of the controls were also reduced to a small
extent, from around 6.0 at the begin- ning of
steeping to 4.5-4.8 at the end of steeping, whereas
the pH of the yeast cultures (Y1) were not reduced
sub- stantially. The low pH observed with the LAB
cultures was due to the production of lactic acid by
the cultures and this was probably responsible for
the inhibition of the coliforms. Low pH inhibits
coliforms and other food- borne contaminants by
dissociating their cell mem- branes®. A study of the
P. pentosaceus strain used in this investigation
showed that it produced the bacteriocin pediocin,
and that the pediocin was responsible for its
antimicrobial activities against other bacteria,
including Lactococcus lactis, Bacillus cereus and
Listeria mono- cytogenes''. However, pediocins are
not active against Gram-negative pathogens' and
might therefore not have
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Fig. 1. Effect of steeping the NK 283 (A) and PAN 8546 (B) sorghum grain in dif- ferent
microbial cultures on the pH during the malting process. * = Control; += L5;

AN =19;x=Y1.

Table IX. Effect of steeping the NK 283 and PAN 8546 sorghum grains in the combined microbial cultures on the growth of moulds during the malting

process.
8h 8h
Oh before rinse after rinse 2 days 4 days Dry malt
NK 283 Control 2.0 x 10° bt 1.0 x 10°be 1.3 x10°b 5.0x10°b 2.0%x10%¢c 6.3 x10%a
50% L5 +50% Y1 32x10%b 7.9 x10*b 43 x10°b 4.0x10%b 13 x10°b 4.0 x10%a
65% L5 +35% Y1 32x10°b 7.9 x10*b 2.0x10°b 32x10°b 2.0x10°b 3.2x10%a
35% L5 +65% Y1 25x10%b 1x10%be 63 x10°b 32x10°b 1.6 x10°b 32x10%a
PAN 8546 Control 3.4 x10%a 1.0 x 10*b 6.0 x 10%a 1.8 x 10%a 7.9 x10%ab 12 x10%a
50% L5 +50% Y1 3.6 x10%a 5.7x10%a 3.4 x10%a 1.6 x 10%a 1.0x10°b 1.0 x 10%a
65% L5 +35% Y1 4.0 x10%a 32x10%a 43 x10%a 45 x10%a 3.0 x 10%a 1.6 x 10%a
35% L5 +65% Y1 3.8 x10%a 1.5x10%a 5.0 x 10%a 3.8 x10%a 2.5x10%a 1.5x10%a

1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).

been responsible for the inhibition of the coliforms. ~ The production by LAB of low molecular weight
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compounds (benzoic acid, 5-methyl-2,4-
imidazolidinedione,  tetra-  hydro-4-hydroxy-4-
methyl-2H-pyran-2-one and 3-(2- methylpropyl)-2,5-
piperazinedione) that are active against

Gram-negative bacteria has been reported®. It is
possible that the P. pentosaceus strain used in this
study produced such antimicrobial compounds. It is
also possible that the

P. pentosaceus  strain  produced  antifungal
compounds, as it has been shown that numerous
LAB exhibit antifungal
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the malting process.

8h 8h

Oh before rinse before rinse 2 days 4 days Dry malt

NK 283 Control 1.0 x 104 b! 9.5 x 10*b 6.3 x 10%ab 1.6 x10°b 1.9 x10°b 22x10°b

50% L5 +50% Y1 32x10%a 6.3 x10%a 23 x10%a 1.2x10°b 1x103¢ 1.6 x 10°b

65% L5 +35% Y1 4.0 x10%a 32x10%a 1.5 x 10° 6.0 x 10%a 3.2x10%a 1.8 x10°b

35% L5 +65% Y1 2.9 x10%a 13 x10%a 52x10%a 4.0 x10%a 2.5 x10%b 1.5 x10%b

PAN 8546 Control 6.3 x 10%a 1.0 x 10*b 1x10%b 6.3 x10°b 2.0x10%c 24 x10%b
50% L5 +50% Y1 3.8 x10%a 59 x10%a 5.0 x 10%a 2.5x10%a 1x10%a 6.0 x 10t ab
65% L5 +35% Y1 3.7 x10%a 1.7 x 10%a 1.0 x 10%a 1.0 x 10%a 25x10'a 7.0 x 10*ab
35% L5 +65% Y1 4.0 x10%a 32x10%a 2.0x10%b 1.0x10%b 1.0 x 10%c 8.7 x 10t ab

1 Mean values in the same column are significantly different from each other (p < 0.05).

Table XI. The ICsg levels and concentration of aflatoxins (B1, By, G1 and G3), fumonisins (B1 and B,), deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEA) in the

NK 283 and PAN 8546 sorghum malts made with L5 and Y1 steeped grains.

NK 283 and PAN 8546

1C5o tmg/kg)

Aflatoxins® Fumonisin? DON* ZEA*

NK 283 PAN 8546 (ng/kg) (ng/g) (ng/kg) (ng/kg)
Control 125-250 5002 <0.25° <3! <3 <3
L5 250-500 >500 <0.25 <3 <3 <3
Y1 250-500 >500 <0.25 <3 <3 <3

Lnhibitory concentration = concentration resulting in 50% inhibition of cells with the MTT assay.

2 Maximum concentration.
3 Determined using the VICAM Fumonitest™.
4 Determined using TLC.

5 Minimum detection limit.

activities and the active factors have been
identified". The inhibition of coliforms by other
bacteria can also be attrib- utable to competition for
nutrients®.

As stated, production of mould-inhibitory
compounds by  Saccharomyces spp. is not
documented. Therefore the antimicrobial effect of
the Y1 culture against moulds (Table VI) and
coliforms (Table VII) might be attributable to
microbial competition, as is the case with G.
candidum during barley malting®. Yeasts are good
biocontrol agents because they are capable of
utilizing available nutrients to proliferate rapidly,
colonize and survive for long periods of time under
different conditions and therefore limit nu- trient
availability to bacteria and moulds™. The detection
of yeasts in higher numbers (Table V) than the
moulds (Table VI) and coliforms (Table VII) in the Y1
treatment is an indication that it was able to
outcompete these other microorganisms and inhibit
their growth.

The malts where the greatest mould inhibition
had taken place, i.e. malts made with L5 and Y1
steeped grain, were further analysed to evaluate the

extent to which indi- vidual mould species were
inhibited (Table VIII). It is notable that PAN 8546 was
less contaminated with moulds than NK 283. This is
again probably related to the fact that PAN 8546 was
of a better quality than NK 283 with respect to
germinability. Poor quality grain is more susceptible
to fungal infections, due to the fact that the available
oxygen is not utilised fully by the grain and therefore
the fungi utilize it for their own growth’. All the
mould species (Penicillium sp., Eurotium sp., F. chla-
mydosporum, A. alternata, P. sorghina, F. verticillioides,

R. oryzae and Mucor sp.) were significantly reduced by
steeping with L5 and Y1. The reduction of most of the
moulds (P. sorghina, R. oryzae, Mucor sp., Eurotium sp.,
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A. alternata and Penicillium sp.) was significantly
greater with the Y1 steeped malt than in the L5
steeped malt. In fact, with the Y1 treatment, mould
contamination of the PAN 8546 malt was
negligible. Table VIII also shows that the addition
of L5 and Y1 cultures did not increase the DP of the
malts, unlike when steeping with dilute alkali’®.
However, neither did the cultures inhibit malt
amylase ac- tivity.

As shown in Table VIII, the Y1 Saccharomyces
culture was able to eliminate more mould species
than the L5 Pediococcus culture. However, the L5
culture was able to inhibit coliforms to a greater
extent than the Y1 culture (Table VII). Therefore,
the two cultures were combined in various ratios
and added during steeping with the aim of
obtaining  synergistic = antimicrobial activity.
However, there was no inhibition of moulds (Table
IX) or coliforms (Table X). The lack of inhibition
was probably the result of competition between
the combined cultures for nutri- ents, leading to
them not growing optimally, contrary to the
situation when they were inoculated individually.

Cytotoxicity and mycotoxins

The malt made from NK 283 had slightly higher
cyto- toxicity than that from PAN 8546 (Table XI).
This could have been the result of toxic products
from dead grains, since only 40% of the NK 283
was germinable. Steeping the NK283 grain in the
L5 and Y1 cultures slightly re- duced the cytotoxity
of the malt. However, the very high ICs, values
indicated that all the malts were relatively non-
toxic.

Mycotoxins (aflatoxins, fumonisin, DON and
ZEA) were not found in the controls or malts
steeped with the L5 and Y1 cultures. This is in
apparent contradiction with
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our earlier work which showed mycotoxins to be present in untreated $orghum malt"”. This

difference was probably due to the fact in that the germination temperature was not controlled and
the excess water after spraying was not removed from the grain. Moulds produce mycotoxins at
elevated moisture content and under stressful environ- mental conditions, such as fluctuations in
temperature or extreme (very cold or very hot) temperatures®.

31 CONCLUSIONS

The use of the P. pentosaceus and Saccharomyces spp. cultures during steeping has potential as a
natural micro- bial biocontrol method in sorghum malting. These cul- tures inhibit moulds and
coliforms to low levels that should not pose health hazards in the sorghum malt. The use of such
cultures could therefore be an alternative to the alkali treatment described previously'®. However,
due to the complexity of maintaining and growing up pure cultures, it is probable that this
technology would not be appropriate for sorghum maltings with poor scientific infrastructure.
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Abstract: The human gut microbiota is considered as a crucial mediator between diet and gut

homeostasis and body weight. The unique polyphenolic profile of sorghum bran may promote
gastrointestinal health by modulating the microbiota. This study evaluated gut microbiota and
modulation of short-chain fatty acids (SCFA) by sorghum bran polyphenols in in vitro batch
fermentation derived from normal weight (NW, n = 11) and overweight/obese (OO, n = 11) subjects’
fecal samples. Six separate treatments were applied on each batch fermentation: negative control
(NC), fructooligosaccharides (FOS), black sorghum bran extract (BSE), sumac sorghum bran extract
(SSE), FOS + BSE, or FOS + SSE; and samples were collected before and after 24 h. No significant
differences in total and individual SCFA production were observed between NW and OO subjects.
Differential responses to treatment according to weight class were observed in both phyla and
genera. Sorghum bran polyphenols worked with FOS to enhance Bifidobacterium and Lactobacillus,
and independently stimulated Roseburia and Prevotella (p < 0.05). Our results indicate that sorghum
bran polyphenols have differential effects on gut health and may positively impact gut ecology, with
responses varying depending on weight class.

Keywords: sorghum bran polyphenols; gut microbiota; sumac sorghum bran; black sorghum bran;
short-chain fatty acids

1. Introduction

In the past decades, the human colon has come to light as a hub for microbial activities that impact
many aspects of human health. The gut microbiota is composed of hundreds to thousands of species
with biological activities including nutrient metabolism, vitamin synthesis, immune modulation, pro-
and anti-microbial activities, and modulation of gut homeostasis [1]. Dysbiosis, or microbial imbalance,
has been implicated in a number of chronic progressive conditions, one of which is obesity. More than
70% of adults in the United States are classified as overweight or obese; not only do these conditions
threaten quality of life, but they also increase the risk of chronic diseases such as type 2 diabetes,
heart disease, and stroke [2,3]. Evidence from animal and human studies indicates a role of the gut
microbiota in body weight maintenance and development of obesity, although exact mechanisms
remain unclear [4]. Marked differences in bacterial population have been seen in the microbiota of
overweight/obese individuals when compared to normal weight individuals [5-8]. These findings
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implicate the gut microbiota as a potential target of nutritional therapies to prevent/reduce weight
gain and obesity.

While most food consumed is digested and absorbed in the stomach and small intestine, complex
carbohydrates such as resistant starch and fiber reach the colon where they are utilized by the gut
microbiota [9]. These compounds are fermented by certain species to produce short-chain fatty acids
(SCFA) which have numerous health implications including body weight maintenance [8,10-12].
Prebiotics were previously defined as “selectively fermented ingredient(s) that result in specific
changes in the composition and/or activity of the gastrointestinal microbiota, thus conferring
benefit(s) upon host health” and the compounds that fit these criteria were limited to mainly inulin,
galactooligosaccharides (GOS), and fructooligosaccharides (FOS) [13]. In 2017 however, prebiotics
were redefined as “a substrate that is selectively utilized by host microorganisms conferring a health
benefit” [14]. This new definition may allow for inclusion of non-carbohydrate foods that do not
undergo fermentation but are utilized by beneficial species in the gut, thus enhancing their expansion
and positive health benefits. Such compounds include polyphenols.

Polyphenols are biologically active compounds produced by metabolic pathways in plants, with
numerous roles including pathogen protection, antimicrobial, and antioxidant activities [15]. Most
polyphenols consumed by humans are polymerized and/or glycosylate. These high molecular weight
compounds reach the colon where they are broken down by the gut microbiota to smaller, absorbable
compounds [16]. Grain sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) commonly called sorghum, is the
world’s fifth highly produced cereal crop, far behind the top four (rice, corn, wheat, and barley) but
commonly grown in specific areas. Sorghum contains various classes of polyphenols, which are in
the bran fraction [17]. The polyphenol composition of sorghum bran varies with its color, with sumac
varieties rich in proanthocyanidins and black varieties rich in 3-deoxyanthocyanins, which include
luteolinidin and apigeninidin [18]. Though previousstudies haveidentified positive modulatory effects
of polyphenols from polyphenol-rich foods on the human gut microbiota [19-24], to our knowledge
no research has been conducted with sorghum polyphenol extracts. The objectives of this research
were to characterize the major polyphenol components of two sorghum brans, and to evaluate the
change of gut microbiota composition and the effect on SCFA production in response to sorghum bran
polyphenols in fecal samples from normal weight (NW) and overweight/obese (OO) subjects.

2. Materials and Methods

2.1. Sorghum Brans, Standards, and Reagents

Black and sumac sorghum brans were purchased from local market and Nu Life Market
(Scott City, KS, USA) and fructooligosaccharides (FOS) from Megazyme International Ireland
Ltd. (Wicklow, Ireland). Folin-Ciocalteu’s reagent, 4-dimethylaminocinnamaldehyde (DMAC), 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), butyric acid, propionic acid, and acetic acid were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Luteolinidin and apigeninidin were from Chromadex (Irvine,
CA, USA).

2.2. Preparation of Polyphenols from Sorghum BranSamples

Polyphenol extractions were performed according to Awikaetal. [18] with modifications. Defatted
sorghum bran samples (5 g) and extracting solvent (1% HCI in 70% methanol) were mixed at a ratio
of 1:60. Mixtures were stirred at room temperature for 2 h and filtered through Whatman No. 42
filter paper (GE Healthcare, Amersham, UK). Solvent was removed using rotary evaporation at 30 °C
and the aqueous filtrate applied to a pre-activated C-18 solid phase extraction (SPE) column (Grace
Davidson Discovery Sciences, Deerfield, IL, USA). Sugars were eluted with 100 mL of water and
discarded; then the remaining polyphenols were eluted with 100 mL of methanol. After elution of
polyphenols, 50 mL of deionized water were then added to methanolic extr@&t‘l_.am’rngt_}%li%yvas
removed through rotary evaporation at 30 °C. The concentrated aqueous extract was then frozen and
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subsequently lyophilized in a VirTis Benchtop SLC freeze dryer (SP Industries, Warminster, PA, USA).
Resulting powdered polyphenol extracts, black sorghum bran extract (BSE), and sumac sorghum
bran extract (SSE), were then pooled and stored in a desiccator at —4 “C until further analysis. Dried
polyphenol extracts were used as substrates in the in vitro fecal fermentation experiment.

2.3. Analysis of Polyphenol Content and Antioxidant Activity

Total polyphenol content of sorghum bran extracts (BSE and SSE) was determined using the
Folin-Ciocalteu assay according to Singleton and Rossi [25] with minor modifications. Standards
were prepared using gallic acid in concentrations of 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 pg/g. BSE
and SSE were dissolved for a dilution of 8000-fold. In a 48-well plate, 0.1 mL sample or standard,
0.5 mL of 0.2 N Folin-Ciocalteu’s reagent, and 0.4 mL of 7.5% NapyCO3; were combined. The plate was
incubated at room temperature for 2 h and the absorbance at 760 nm was determined in a Synergy
TT microplate reader (BioTek Instruments, Winooski, VI, USA). All samples and standards were
measured in triplicate. Concentration was determined by plotting against a gallic acid standard curve
and results were thus expressed in gallic acid equivalents (GAE).

Total proanthocyanidin content was determined using the 4-dimethylaminocinnamaldehyde
(DMAC) assay [26]. Standards were prepared using catechin and ethanol (95%) at concentrations of
0.125, 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 pg/g. In a 48-well plate, 0.15 mL of sample (BSE and SSE in ethanol
for a dilution of 8000-fold) or standard and 0.75 mL of 5.7 N DMAC solution were combined, all in
at least triplicate. Plates were read immediately at 640 nm in microplate reader. Concentration was
determined by plotting against a catechin standard curve and expressed in catechin equivalents.

For quantitative analysis of 3-deoxyanthocyanins (3-DXA) a Beckman Coulter (Fullerton, CA,
USA) System Gold HPLC system was used. The system was equipped with a 126 pump, a 168 Detector,
and a 508 autosampler. The software used for data collection and integration was 32 Karat 8.
A 250 X 4.6 mm i.d. C18 column (YMC America Inc, Allentown, PA, USA) was used for separation
of 3-DXA in sorghum and standards. The mobile phase consisted of A: 5% formic acid in water, and
B: 100% methanol. Flow rate was 1 mL min~! and injection volume was 30 pL. The mobile phase
gradient of Cho et al. [27] was used, with minor modifications: 0-60 min: 2-60% B, 60-61 min: 60-2% B,
61-66 min: 2% B, 66-75 min: 2-0% B. Wavelengths monitored were 280, 340, and 480 nm. Apigeninidin
and luteolinidin were identified and quantified using standard curves.

Antioxidant properties were determined using the free radical 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) assay according to Brand-Williams et al. [28]. DPPH solution was prepared by dissolving in
methanol (0.15 mM) and stored at —20 °C between uses. Serial dilutions of BSE and SSE (1-140 ppm)
were prepared in methanol. DPPH solution (0.95 mL) was added to 0.05 mL extracts of varying
concentrations and shaken. Plates were read in microplate reader at 30 min at 517 nm. Effective
concentration to reduce the radical by 50% (ECsp) was determined for both bran extracts and reported
as pg gallic acid equivalents per gram. All samples and standards were plated in at least triplicate.

2.4. Human Fecal Fermentation

After approval of the study by the International Review Board (University of Arkansas; IRB
#17-02-433), 22 subjects were recruited from the North West Arkansas area: 11 normal weight (NW,
body mass index (BMI) < 25) and 11 overweight/obese (OO, BMI = 25) subjects. Exclusion criteria
included tobacco use, digestive disease, fasting blood glucose (FBG = 100mg/dL), current medications,
and antibiotic use within the past six months. Consent and screening forms as well as food frequency
questionnaires were filled out during screening sessions. FFQ (Food Frequency Questionnaire)
responses were analyzed using Axxya System Nutritionist Pro™ software version 4.3.0 (Stafford,
TX, USA) based on USDA References. No significant differences in macro- and micro-nutrient intake
were observed between weight class groups or genders. Participant characteristics are provided in Table 1.
Selected participants were given a stool collection kit and delivered samples within an hour of defecation.
Fecal samples were transferred to anaerobic chamber immediately for ferment§Hbn'dRpifinteAf0”
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Fecal fermentation medium was prepared according to Yang et al. [29]. One liter of anerobic
fermentation medium was composed of yeast extract (2 g; Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA), peptone
(2 g; Fisher Scientific, Waltham, WA, USA), bile salts (0.5 g; Oxoid, Hampshire, UK), NaHCO3 (2 g),
NaCl (0.1 g), KoHPO4 (0.08 g), MgSO4.7H,0 (0.01 g), CaCl>-6H,0O (0.01 g), L-cysteine hydrochloride
(0.5 g;Sigma, St. Louis, MO, USA), vitamin K (10 pL; Sigma, St. Louis, MO, USA), bovine hemin (50 mg;
Sigma, St. Louis, MO, USA), Tween 80 (2 mL), and 0.025% (w/v) resazurin solution. To prepare fecal
slurry, 2 g fecal sample was added to 20 mL phosphate-buffered saline, vortexed to homogenization,
and filtered through four layers of cotton gauze. After the analyses of total polyphenol content,
the amount of BSE and SSE was calculated taking into account the grape extract and black tea extract
(0.6-1 g/L). Within an anaerobic chamber, 14 mL of sterile fermentation medium were inoculated
with 1 mL of fecal slurry and treated with either no substrate (negative control, NC), FOS, BSE, SSE,
FOS + BSE, and FOS + SSE. The final concentration of FOS and grain sorghum bran extract (BSE and
SSE) was 5 g/L and 1 g/L, respectively. Test tubes were incubated at 37 °C and aliquots (~3 mL) taken
at the time points 0, 6, 12, 18, and 24 h. Aliquots were added to 0.2 mL of 2 M KOH stop solution and
stored at —80 °C until further analysis.

Table 1. Subject characteristics

Normal Weight Overweight/Obese
All (n =22
( ) Male (n=5) Female (n=6) Male (n=5) Female (n =6)
Age (years) 29.0 £ 6.7 294 +48 242 +£21 282 35 342497
BMI (kg/m?) 27.1£55 23.0+0.7 222+12 309 +2.9 322+54
FBG (mg/dL) 92.1+49 929 3.1 90.6 £ 5.0 92.6 £6.9 96.3 £3.3

Data are expressed as mean * standard deviation (SD). BMI: body mass index, FBG: fasting blood glucose.

2.5. Short-Chain Fatty Acid (SCFA) Analysis

Short-chain fatty acids (SCFA) content was determined for all samples at all time point using
the method of Bourquin et al. [30] with modification. After thawing at room temperature, 450 pL
of samples were combined with 50 YL of a prepared solution containing 50 g meta-phosphoric acid
and 1.6 g CuSO4/L, and 314.6 pL 4-methyl valeric acid (internal standard). After incubation at room
temperature for 10 min, the mixture was centrifuged at 11,500 rpm for 5 min and the supernatant
collected for analysis. SCFA analysis was performed using a Varian CP-3800 GC (Agilent, Santa Clara,
CA, USA) with a CP-8400 autosampler and a HP-FFAP (High Polarity for the analysis of Free Fatty
Acids and Phenols) modified polyethylene glycol (25 m X 32 mm) column. One YL of sample was
injected with a split of 30:1 and a flow rate of 1.3 mL/min. The gradient used was 3 °C/min from 65 °C
to 110 °C and 8 °C/min until 150 °C. Total and individual SCFA were quantified against reference
standards for butyric acid (BA), propionic acid (PA), and acetic acid (AA).

2.6. Microbial Analysis

Changes of microbiota profiles in response to treatments were determined by analyzing bacterial
DNA of samples from time point 0 and 24 h following protocols previously described [31]. DNA
was extracted using the QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Gaithersburg, MD, USA). The V4
region of the bacterial 165-rRNA gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) in Eppendorf
Mastercycler Pro S (Eppendorf, Hamburg, Germany) using AccuPrime Pfx SYgerMa« ¥Rd2vA%Hdex
primers [32]. After confirming the amplification through agarose gel electrophoresis, DNA samples
were normalized with SequalPrep Normalization Plate Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA,
USA). The concentration of final pooled library of the V4 region of 165-rRNA gene of bacteria was
sequenced utilizing the Illumina MiSeq platform [32]. Fastq files generated through Illumina were
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2.7. Experimental Design and Statistical Analysis

Each of the 22 subjects received all six treatments (NC, FOS, BSE, SSE, FOS + BSE, FOS + SSE).
Therefore, the statistical analysis was performed for the randomized complete block design (RCB),
in which the effect of six treatments was tested with subjects as blocks. We note that the analysis
of variance (ANOVA) approach for RCB seriously violated the assumptions of normality and
equal variance in our diagnostic procedures. Alternatively, Friedman test was used, known as a
distribution-free rank sum test for RCB, followed by pairwise comparisons among six treatments
at different time points: 6, 12, 18, 24 h for SCFA data and 0, 24 h for microbiota data, respectively.
The time effect (0 vs. 24 h) was tested using a Wilcoxon signed rank sum test, as an alternative to
a paired f-test, if there was a significant increase/decrease in relative abundance among 22 subjects.
The effect of weight class (NW vs. OO with 11 subjects each) was tested using a Mann-Whitney test, as
an alternative to two-sample #-test, under different treatments. All tests were nonparametric to avoid
any controversial assumption for small sample size. The false discovery rate adjustment for the p-value
was conducted as appropriate. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) was utilized to analyze
similarities in bacterial communities between treatments. PAST 3.15 was used for NMDS and analysis
of similarities (ANOSIM) according to the Bray-Curtis index. The statistical results were reported at
0.05 or 0.01 levels of significance. All data analyses were conducted using statistical software SPSS
(IBM, Armonk, NY, USA) and R version 3.3.3 (R core Team, Vienna, Austria).

3.Results

3.1. Polyphenol Profile and Antioxidant Properties of Sorghum Bran Extracts

Total polyphenols and proanthocyanidins were significantly higher in sumac sorghum bran
extract (SSE), and 3-deoxyanthocyanins in black sorghum bran extract (p < 0.01) (Table 2). Radical
scavenging capability was assessed using the DPPH radical, and both black (BSE, 274.0 + 20.3 pg
gallic acid equivalent (GAE)/g) and sumac (SSE, 269.5 = 21.0 ug GAE/g) sorghum bran extracts
demonstrated antioxidant capabilities with no significant differences between the two.

Table 2. Major polyphenol profile of black and sumac sorghum bran extracts.

BSE SSE
Polyphenols (mg gallic acid equiv/g extract) 3215 +2.7 571.7 £ 6.0*
Proanthocyanidins (mg catechin equiv/g extract) 84*14 869+ 1.1*
3-Deoxyanthocyanins (mg/g extract) 10.1 £03* 2004
Luteolinidin 93+04*% 20%+04
Apigeninidin + 09£01* ND
Data are expressed as mean standard deviation (SD). * Indicates significant difference between black and suman bran

extracts. p <0.01. n = 8. BSE: black sorghum bran extract, SSE: sumac sorghum bran extract, ND: not detected.

3.2. Short-Chain Fatty Acid Production

No significant differences in total and individual SCFA production was observed between NW
and OO. Total SCFA concentration was significantly increased by FOS and FOS + SSE compared to
the NC, BSE, and SSE at 6 h (p < 0.05) (Figure 1). SSE resulted in lower levels of total SCFA from time
points 12 h to 24 h (Figure 1). VOL. 113, NO. 2, 2007

FOS alone increased acetic acid (AA) compared to NC, BSE, SSE, and FOS + BSE at 6 h, and
SSE displayed lower concentrations compared to FOS at 12 h (p < 0.05) (Figure 1). BSE increased AA
concentration compared to SSE and FOS + SSE at time points of 18 h and 24 h (p < 0.05).

Incremental propionic acid (PA) concentration was generally higher in NW than OO, though not
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significantly. SSE caused lower concentrations of PA at 12, 18, and 24 h compared to NC (p < 0.05)

(Figure 1).

VOL. 113, NO. 2, 2007
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Incremental butyric acid (BA) concentrations in FOS and FOS + SSE treatments were significantly
higher than NC, BSE, and SSE at 6 hand 12 h (p < 0.05) (Figure 1). FOS increased BA compared to NC,
BSE, and SSE at all time points (p < 0.05). Sorghum extracts alone did not alter BA concentrations.
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Figure 1. Total and individual SCFA during fermentation by treatment in both normal weight (NW, n=11) and
overweight/obese (OO, n = 11) samples. Different letters indicate significant differences between treatments,

achieved by the Friedman test and its post hoc multiple comparisons at 0.05 level of significance. The medians

are marked with red triangles. The weight classes (NW vs. OO) are labeled by green circles and blue squares,
respectively. NC: negative control, FOS: fructooligosaccharides, BSE: black sorghum bra\gcv;t(.trf\fg,’ %?5.3{@667 8
sorghum bran extract; SCFA: short-chain fatty acids.
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3.3. General Changes in the Microbiota

After DNA extraction and sequencing of 264 samples, a total of 5,062,231 high quality reads were
obtained for analysis of microbial populations. Overall distribution of microbiota, the comparison
between NW and OO, and a change between time point 0 h and 24 h are shown in Figure 2. At the
phylum level, the fermentation was dominated by Bacteroidetes, in which we observed a significant
drop over the past 24 h, a significant difference between NW and OO at 24 h, and an insignificant
difference between NW and OO at 0 h under no treatment (negative control, bottom left panel).
A similar interpretation is possible for all microbiota in both phylum and genera. This analysis narrows
down our focus on certain microbiota, and shows how we stratified the situations for weight class and
time effect to be tested. The results for all microbiota are summarized in Tables 3 and 4.

Non-metric multidimensional scaling (NMDS) plots revealed no differences in bacterial
communities between treatments at time point 0 (Figure 3A), however after 24 h a clear separation was
seen between the NC and FOS-containing treatments (p < 0.05) (Figure 3B). Sorghum extracts alone
did not significantly impact bacterial communities compared to the negative control.
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Figure 2. Dynamics of microbiota (phylum and genera level) in in vitro fermentation. In (a,b), the distribution
of microbiota is depicted in the boxplot sorted by largest variance. In (c,d), the time effect, 0 h vs. 24 h, is
shown and tested by a Wilcoxon signed test, and the group difference between NW and OO is tested by a

Mann-Whitney test under the negative control (n = 22) for two selected microbiota.
VOL. 113, NO. 2, 2007
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Table 3. The effects of time and weight class in dominant phyla.

) Mann-Whitney Test
Relative Abundance (%) wch,l(’ot,} & 'nz:d 'trlzgst (NWvs. 00) at24 h

Microbiota Treatment Changein 24 h q-Value t g-Value
Bacteroidetes NC —41.10 <0.001 0.136
Bacteroidetes FOS —43.50 <0.001 0.085
Bacteroidetes BSE —23.60 <0.001 0.085
Bacteroidetes SSE —31.00 <0.001 0.085
Bacteroidetes FOS + BSE —35.10 <0.001 0.177
Bacteroidetes FOS + SSE —32.10 <0.001 0.246
Firmicutes NC 22.40 0.001 0.491
Firmicutes FOS 32.00 <0.001 0.489
Firmicutes BSE 14.00 0.006 0.107
Firmicutes SSE 19.70 <0.001 0.180
Firmicutes FOS + BSE 2410 <0.001 0.491
Firmicutes FOS + SSE 23.80 0.002 0.974
Proteobacteria NC 17.40 <0.001 0.640
Proteobacteria FOS 1.00 1.000 0.489
Proteobacteria BSE 7.70 <0.001 0.491
Proteobacteria SSE 10.00 <0.001 0.491
Proteobacteria FOS + BSE —1.40 0.034 0.180
Proteobacteria FOS + SSE —-1.20 0.058 0.190
Actinobacteria NC 0.30 0.003 0.825
Actinobacteria FOS 10.30 <0.001 0.491
Actinobacteria BSE 0.70 <0.001 0.061
Actinobacteria SSE 0.60 <0.001 0.180
Actinobacteria FOS + BSE 11.80 <0.001 0.280
Actinobacteria FOS + SSE 9.20 <0.001 0.180
Verrucomicrobia NC —-0.10 0.867 0.926
Verrucomicrobia FOS —0.10 0.076 0.636
Verrucomicrobia BSE 0.60 0.079 0.489
Verrucomicrobia SSE 0.00 0.463 0.926
Verrucomicrobia FOS + BSE —-0.10 0.949 0.378
Verrucomicrobia FOS + SSE 0.10 0.215 0.491

t adjusted p-value by false discovery rate. A change in relative abundance over 24 h was tested using a Wilcoxon signed
test. A Mann—Whitney test was used to test the difference between NW (normal weight) vs. 0O (overweight/obesity) at 24
h under each treatment. NC: negative control, FOS: fructooligosaccharides, BSE: black sorghum bran extract, SSE: sumac
sorghum bran extract.

Table 4. The effects of time and weight class at the genus level.

Mann-Whitney Test

Relative Abundance (%) wich)t(Jolr} ‘s’.snze‘ld %st (NWvs. 00) at 24 h
Microbiota Treatment Changein 24 h g-Value t q-Value t
Prevotella NC —14.50 0.022 0.557
Prevotella FOS —8.00 0.010 0.557
Prevotella BSE -7.10 0.145 0.557
Prevotella SSE —11.90 0.017 0.557
Prevotella FOS + BSE —7.60 0.087 0.639
Prevotella FOS + SSE —7.00 0.057 0.639
Bacteroides NC —23.90 0.001 0.779
Bacteroides FOS —27.90 <0.001 0.727
Bacteroides BSE —14.60 0.019 0.800
Bacteroides SSE —14.40 0.028 0.755
Bacteroides FOS + BSE —22.50 0.001 0.721
Bacteroides FOS + SSE —21.40 0.003 0.719
Bifidobacterium NC 0.10 0.059 0.875
Bifidobacterium FOS 3.50 0.001 0.579
Bifidobacterium BSE 0.10 0.018 0.755
Bifidobacterium SSE 0.20 0.016 0.589
Bifidobacterium FOS + BSE 5.30 <0.001 0.638
Bifidobacterium FOS + SSE 4.30 <0.001 0.557
Lactobacillus NC 0.00 0.919 0.721
Lactobacillus FOS 0.20 0.300 0.957
Lactobacillus BSE 0.10 0.059 .7
Lactobacillus SSE 0.10 0.025 voL. g;%; NO. 2, 2007 10
Lactobacillus FOS + BSE 0.30 0.011 0.755

Lactobacillus FOS + SSE 0.30 0.004 1
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Table 4. Cont.
Mann-Whitney Test
Relative Abundance (%) w.|co(,l(,°t,: X.S nZ:d -trlz,st (NWvs. 00) at24 h
Microbiota Treatment Changein 24 q-Value t q-Value
Faecalibacterium NC —0.40 0.314 0.579
Faecalibacterium FOS —-2.10 0.007 0.721
Faecalibacterium BSE —=3.90 0.001 0.579
Faecalibacterium SSE —3.10 0.017 0.684
Faecalibacterium FOS + BSE —3.50 <0.001 0.557
Faecalibacterium FOS + SSE —2.90 0.145 0.651
Roseburia NC —0.40 0.251 0.876
Roseburia FOS 1.00 0.991 0.930
Roseburia BSE 0.10 0.893 0.755
Roseburia SSE 1.20 0.278 0.649
Roseburia FOS + BSE 1.40 0.341 0.972
Roseburia FOS + SSE 2.10 0.327 0.800
Anaerostipes NC 0.30 0.047 0.755
Anaerostipes FOSs 3.80 0.001 0.972
Anaerostipes BSE 0.40 0.077 0.755
Anaerostipes SSE 0.70 0.057 0.779
Anaerostipes FOS + BSE 3.40 <0.001 0.957
Anaerostipes FOS + SSE 4.10 <0.001 1

t adjusted p-value by false discovery rate. A change in relative abundance over 24 h was tested using a Wilcoxon signed
test. A Mann—Whitney test was used to test the difference between NW (normal weight) vs. OO (overweight/obesity) at 24
h under each treatment. NC: negative control, FOS: fructooligosaccharides, BSE: black sorghum bran extract, SSE: sumac
sorghum bran extract.
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VOL. 113, NO. 2, 2007
Figure 3. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) plot comparing bacterial communities between

treatments in both groups combined (p < 0.05). (A) O h and (B) 24 h. e: negative control (NC), X:
fructooligosaccharides (FOS), e: black sorghum bran extract (BSE), ®: sumac sorghum bran extract (SSE), x
FOS + BSE, x: FOS + SSE.
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3.4. Specific Changes in Microbial Population

After 24 h of in vitro fermentation, the OO group displayed higher abundance of Bacteroidetes
than the NW group (Figure 4). We observed relative decrease in Bacteroidetes in all treatments (Table 3).
In all subjects BSE resulted in significantly higher abundance of Bacteroidetes at 24 h than NC and all
other treatments (p < 0.05) (Figure4).
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Figure 4. Relative abundance at phylum level (n = 22). (a) Bacteroidetes, (b) Firmicutes,

(c) Proteobacteria, (d) Actinobacteria, (e) Verrucomicrobia. Letters indicate significant differences between
treatments at 24 h, achieved by the Friedman test and its post hoc multiple comparisons  at the 0.05 level of
significance. The medians are marked with red triangles. The weight classes (NW vs. OO) are labeled by
green circles and blue squares, respectively. NC: negative control, FOS: fructoollgosagygirlq%sg’%IS&: 2?'38‘67
sorghum bran extract, SSE: sumac sorghum bran extract.
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Asrelative abundance of Bacteroidetes decreased there was a corresponding increase in Firmicutes
(Table 3). BSE had significantly lower abundance of Firmicutes at 24 h compared to FOS and FOS + SSE
(p < 0.05) (Figure 4).

FOS, FOS + BSE, and FOS + SSE had significantly lower abundance of Proteobacteria after 24 h
compared to NC, BSE, and SSE (p < 0.05) (Figure 4).

NW tended to display a greater response of Actinobacteria than OO in FOS, FOS + BSE and
FOS + SSE (Figure 4). While NC, BSE, and SSE showed negligible increases of Actinobacteria after
24 h, FOS, FOS + BSE and FOS + SSE increased at significantly higher magnitudes of 10%, 12%, and
9%, respectively (p < 0.05) (Table 3).

Compared to FOS, relative abundance of Verrucomicrobia increased in BSE, SSE and FOS + SSE
after 24 h of in vitro fermentation (p < 0.05) (Figure 4).

Prevotella was present at higher levels in OO than NW in all treatments after 24 h (Figure 5).
Relative abundance of Prevotella decreased about 15% in the NC but to a lesser extent in all treatments
(Table 4). At 24 h, abundance was significantly higher than the NC for BSE, SSE, FOS + BSE and
FOS + SSE (p < 0.05) but not for FOS alone (Figure 5). Additionally, BSE and FOS + SSE had significant
higher levels than FOS (p < 0.05) (Figure5).
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Figure 5. Relative abundance of select genera (n = 22). (a) Prevotella, (b) Bacteroides, (c) Bifidobacterium,

(d) Lactobacillus. Letters indicate significant differences between treatments at 24 h, achieved by the
Friedman test and its post hoc multiple comparisons at 0.05 level of significance. The medians are marked
with red triangles. The weight classes (NW vs. OO) are labeled by green circles and bluegguares, 3espectivelpo7
NC: negative control, FOS: fructooligosaccharides, BSE: black sorghum bran extract, SSE: sumac sorghum
bran extract.
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Though Bacteroides tended to be higher in NW samples, no significant differences were observed
between the two groups after 24 h of in vitro fermentation. Both BSE and SSE resulted in higher
abundance of Bacteroides than FOS (p < 0.05) (Figure5).

Samples from NW subjects tended to have higher levels of Bifidobacterium after 24 h than OO
samples when treated with FOS and FOS plus sorghum polyphenols (Figure 5). Bifidobacterium relative
abundance in FOS, FOS + BSE, and FOS + SSE was significantly higher than the NC, BSE, and SSE
after 24 h (p < 0.05) (Figure 5). Sorghum polyphenols alone had no effect.

There were no significant differences between weight class groups for Lactobacillus. While
Lactobacillus relative abundance was stable in the NC after 24 h, increases of this genus, though
small, were seen in all treatments (Table 4). While FOS alone did not significantly increase abundance
at 24 h compared to the NC, FOS + BSE and FOS + SSE had significantly higher levels compared to the
NC (p <0.05) (Figure 5). Sorghum polyphenols alone did not significantly affect Lactobacillus.

Abundance of Faecalibacterium tended to be higher at 24 h in NW than OO (Figure 6). There
was little change in Faecalibacterium over 24 h in the NC (Table 4), however abundance decreased in
response to all treatments and was significantly lower in FOS, BSE, and FOS + BSE at 24 h compared to
NC, SSE, and FOS + SSE (p < 0.05) (Figure6).

Roseburiawas stimulated by sumac sorghum polyphenols, with SSE resulting in higher abundance
than NC and FOS at 24 h (p < 0.05) (Figureo6).
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Figure 6. Relative abundance of butyric acid-producing bacteria (n = 22). (a) Faecalibacterium,

(b) Roseburia, (c) Anaerostipes. Letters indicate significant differences between treatments at 24 h, achieved
by the Friedman test and its post hoc multiple comparisons at the 0.05 level of significance. The medians are
marked with red triangles. The weight classes (NW vs. O0) are labeled by green circles and blue squares,
respectively. NC: negative control, FOS: fructooligosaccharides, BSE: black sorghum bran extract, SSE: sumac

sorghum bran extract. VOL. 113, NO. 2, 2007 12
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No significant differences were seen in Anaerostipes between the two weight groups. Relative
abundance of Anaerostipes was higher in FOS, FOS + BSE, and FOS + SSE compared to NC at 24 h
(p < 0.05) (Figure 6). FOS + BSE and FOS + SSE significantly increased Anaerostipes compared to NC,
BSE and SSE (p < 0.05) (Figure6).

4.Discussion

As metabolic conditions such as obesity continue to burden large proportions of the U.S.
population, the topic of gut health, and more specifically the gut microbiota, has gained increasing
attention in the realms of health and nutrition. For this reason, a recent focus of nutrition research has
been identifying whole foods as well as bioactive components with the potential to positively shift
dysregulated bacterial populations towards more desirable profiles [34]. Of particular allure are plant
polyphenols, as they are widely spread in nature and have been credited with the ability to positively
modulate the gut microbiota. Not only is grain sorghum bran is a source of polyphenols, but it is also
cost effectively and efficiently produced in the United States, making it an attractive candidate for
nutraceutical applications.

Our current study found both black and sumac sorghum brans to contain various classes of
polyphenols. In sorghum bran analysis, our findings of 27.5 £ 1.5 mg/ g for black and 43.0 £ 2.0 mg/g
for sumac are consistent with previous reports of total phenolics ranging from 7.6-35.6 mg/g and
22.5-88.5 mg/g for black and sumac sorghum bran, respectively [17,18,35]. The two varieties had
strikingly distinct phenolic profiles, with higher concentrations of 3-Deoxyanthocyanins (3-DXA)
in black bran, and higher concentrations of proanthocyanidins in sumac bran. These results are in
agreement with multiple previous analyses of black and sumac sorghum, in which black sorghum is
established as enriched in 3-DXA, and sumac in proanthocyanidins [17,18,36,37].

It has been well established that grain sorghum bran has significant antioxidant
capabilities [17,18,36-39], and our currentanalyses sought to compare the radical scavenging properties
of the two different varieties of sorghum bran extract. Despite lower levels of total polyphenols in
black sorghum bran extract (BSE), both BSE and sumac sorghum bran extract (SSE) showed similar
radical scavenging capabilities.

Fermentation with the wine/grape and black tea polyphenols resulted in significantly increased
acetate concentrations compared to blank in a study by Gross et al. [40]. However, in the present study,
the levels of acetate and butyrate did not change during the fermentations with BSE and SSE compared
to NC. Propionate production was lower in SSE compared to the NC, which is not in agreement with
the report of Gross et al. [40] who found no change of propionate production with the wine/ grape and
tea polyphenols. FOS-containing treatments in this study increased butyrate production over 24 h.
Lactobacillus and Bifidobacterium are both known to utilize FOS to produce lactic acid [41], which can
be further metabolized to butyrate by genera such at Anaerostipes and Eubacterium [42]. We found
increases in Bifidobacterium, Lactobacillus, and Anaerostipes in response to FOS-containing treatments,
so it is plausible that the increases in butyrate were due to these cross-feeding pathways. This is one of
the first studies to examine the impact of sorghum bran polyphenols on SCFA production and further
work is needed to corroborate thesefindings.

Although NMDS did not reveal a significant impact of sorghum polyphenols on the overall
microbial communities, the sorghum extracts modulated the gut microbiota at both phyla and genus
levels, and combined sorghum polyphenols and FOS worked to enhance specific beneficial genera.
Our data showed relative shifts in the two major phyla, Firmicutes increasing in abundance and
Bacteroidetes decreasing. This is not surprising, as many carbohydrate utilizers, including the probiotic
Lactobacillus, are within Firmicutes, and the conditions of the experiment promote utilization of these
substrates, including those already present in the fecal samples.

Proteobacteria contains several potentially pathogenic bacteria [43] avoiding the overgrowth of
this phylum may be a positive outcome of nutrition strategies. Lower abundggge;95 Ryptepbageria
likely reflect the increases in groups that utilize FOS. Though not statistically significant, BSE and
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SSE caused a marked decrease in Proteobacteria compared to the NC, suggesting they may act
antagonistically against some pathogenic species. These results are similar to those of Pham et al. [44],
who found that during in vitro fecal fermentation Proteobacteria was decreased by FOS, feruloylated
arabinoxylans (FAXO), proanthocyanidin-rich rice bran polyphenols, and FAXO and rice bran
polyphenols combined.

Prevotellais often associated with long-term high carbohydrate diets [45]. Prevotella was stimulated
but there were no significant differences between sorghum polyphenols with and without FOS. A study
with 62 obese subjects found that individuals with a high Prevotella:Bacteroides ratio lost significantly
more weight in response to a high-fiber diet than individuals with lower levels of Prevotella [46].
Although further research is required to reach a deeper understanding of this interaction, enhancing
the ratio of Prevotella:Bacteroides may assist in weight-loss strategies that are based on increased fiber
intake. In the present study, OO samples resulted in increased Prevotella:Bacteroides with higher levels
of Prevotella after 24 h.

Though health-promoting bacterial genera in the colon are not limited to Lactobacillus and
Bifidobacterium, they are the traditional targets of prebiotic supplementation [14]. Bifidobacterium
proliferation was enhanced by FOS-containing treatments. Compared to the NC, FOS + BSE and
FOS + SSE tended to increase abundance of Bifidobacterium in OO. This data suggests utilization of
FOS by Bifidobacterium is altered in OO microbiota, and that sorghum polyphenols may enhance
fermentation of FOS by this species in OO subjects. As decreased proportions of Bifidobacterium
have been seen previously in overweight/obese subjects [6,7], nutritional therapies to increase this
genus may be extremely beneficial to individuals combatting excessive body weight gain. Past
in vitro fermentation studies have observed stimulation of Bifidobacterium by polyphenols such as the
anthocyanin malvidin-3-glucoside [47], tart cherries [31], and grape and red wine polyphenols [23,48].
In our experiment, however, this genus was not apparently impacted by sorghum polyphenols alone.
In the present study, FOS and sorghum polyphenols worked synergistically to enhance Lactobacillus.
As Lactobacillus was present at low abundance, further studies are needed to corroborate these effects.
Success of prebiotic research in stimulating growth of Lactobacillus has been markedly lower than
with Bifidobacterium [14], and the ability of polyphenols to enhance oligosaccharide utilization
by Lactobacillus would provide a new avenue of prebiotic supplementation. As human clinical trials
have attributed several strains of Lactobacillus with anti-obesogenic actions [49], this mode of
supplementation may be especially beneficial in body weight maintenance. In addition, previous
studies have observed stimulation of Lactobacillus by red wine polyphenols, grape seed

extract monomers, and anthocyanin malvidin-3-glucoside [19,47,48].

Additional targets of prebiotic supplementation include butyrate-producing bacteria. Butyrate
is not only the main energy source of colonocytes, but research has purported numerous roles in
colon-cancer antagonism, inflammation suppression, and colonic barrier function [50]. In our study,
FOS-containing treatments increased butyrate production and this trend was paralleled by increased
abundance of Anaerostipes. Anaerostipes produces butyrate by metabolizing lactate produced by other
species or utilizing acetate through the butyryl CoA: acetate CoA transferase pathway [51], and
our results suggest that this genus was responsible for much of the butyrate production during this
in vitro fermentation.

Roseburia is a genus with the ability to produce butyrate through the butyryl CoA: acetate CoA
transferase pathway [52]. Though little research has been done with this genus, reduced abundance
of Roseburia has been a marker of dysbiosis in both ulcerative colitis [53] and colorectal cancer [54].
Previous studies have identified stimulation of Roseburia by various carbohydrate sources [55,56], but
this was not significantly impacted by FOS-containing treatments in the present study. SSE, on the
other hand, caused significant increases compared to both NC and FOS, indicating utilization of sumac
sorghum polyphenols by Roseburia. This is not the first report of Roseburia stimulation by polyphenols,

as this genus also increased in response to red rice bran polyphenols [44].
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5.Conclusions

Black and sumac sorghum brans are significant sources of polyphenols with diverse polyphenol
profiles. Although sorghum extracts did not significantly influence SCFA production from FOS, they
enhanced proliferation of Prevotella and the butyrate-producing genus Roseburia. Combined sorghum
polyphenols and FOS worked to enhance Bifidobacterium and especially Lactobacillus, a probiotic genus
that has been difficult to stimulate through prebiotic supplementation. We observed differential
responses to treatment in NW and OO microbiota for Prevotella, Bifidobacterium, and Roseburia,
supporting the theory that gut microbial metabolism is altered in OO. Our results indicate that
sorghum bran polyphenols may help modulate gut microbial populations, especially in concert with
other prebiotic substances such as FOS. Further research is needed to determine which individual
polyphenol compound is responsible for beneficial effects on the gut microbiota and to understand the
mechanism by which the microbial strains respond to polyphenols.
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Résumé

Le sorgho est une des plus anciennes plantes cultivées, qu’il est originaire d’Afrique. Le sorgho cultivé
présente une tres grande diversité de formes qui se déclinent en cing races, cette variabilité génétique et
phénotypique se traduit par une grande variabilité d’aspect et d’utilisation.

Notre travail est basé sur une étude qui vise a estimer 1’activité antimicrobienne des grains de sorgho
en function de leurs caractéristiques morphologiques et phytochimiques par une analyse d’article.

Les résultas obtenus de 1’analyse des articles affirment dans le premier travail la présence de I’activité
antimicrobienne in vitro exhalées par les feuilles de Sorghum bicolor.L en raison de la présence
d’ingrédients bioactifs. Le secnd travail a révélé que les polyphénols de son de sorgho peuvent aider a
moduler les populations microbiennes intestinales. Les résultats du derinier article sur le controle de la
criossance de coliforme et moules dans le maltage du sorgho par les bactéries et culture de levure, ont
montré une inhibition de miosissures et des coliforms.

Mots clés: activité antimicrobienne, coliforme ,moisissures, polyphénols, sorgho.
Abstract

Sorghum is one of the oldest cultivated plants, originating in Africa. Cultivated sorghum has a very
wide variety of forms that come in five races, this genetic and phenotypic variability translates into a
great variability in appearance and use.

Our work is based on a study that aims to estimate the antimicrobial activity of sorghum grains based
on their morphological and phytochemical characteristics by article analysis.

The results obtained from the analysis of the articles affirm in the first work the presence of the in vitro
antimicrobial activity exhaled by the leaves of Sorghum bicolor.L due to the presence of bioactive
ingredients. The second work revealed that sorghum bran polyphenols can help modulate gut microbial
populations. The results of the last article on the control of coliform and mussel growth in sorghum
malting by bacteria and yeast culture, showed inhibition of crumbs and coliforms.

Key words: antimicrobial activity, coliform, molds, polyphenols, sorghum.



