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Introduction

Introduction

La nutrition est une fonction de chaque organisme. Elle est réadisée grace a
I’alimentation. De plus en plus I'attention des scientifiques S oriente vers la meilleure
aimentation c'est-a-dire celle qui maintiendrait en bonne santé et protegerait contre les

maladies. C'est ainsi que le souci se tourne sur la nutrition antioxydante (Pasma, 2010).

Le fromage est le plus ancien moyen de conservation de la qualité nutritionnelle du lait.
Le fromage fondu est un aliment énergétique riche en protéines et en minéraux. Cet aliment
hautement digestible, joue un réle trés important d'alimentation de tous les groupes d'age (Eck
et Gillis, 2006). Au cours des dernieres décennies, il y aun intérét croissant pour |'étude des
effets du fromage sur la santé.

Afin de mieux Situer le contexte dans lequel sinscrit cette étude, une synthese
bibliographique est présentée sur la composition de fromage, les intéréts de consommation
ainsi que les antioxydants présents dans les fromages.

La deuxieme partie est consacrée a la détermination des teneurs en protéines et en
polyphénols, substances ayant des propriétés antioxydantes, d’échantillons de fromages
fondus. L’activité antioxydante des fromages analysés a été également évaluée en utilisant
guatre tests (activité antiradicalaire, pouvoir réducteur, activité scavenger de peroxyde

d’ hydrogene et |e test au phosphomolybdate).

]
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I. Lesfromages
[.1. Définition
Selon le décret francais du 30 décembre 1988, ‘la dénomination «fromage » est
réservee au produit fermenté, affiné ou non, obtenu a partir des matieres suivantes : lait, lait
partiellement ou totalement écrémé, créme, matiére grasse, babeurre, utilisée seule ou en
mélange et coagulé en tout ou en partie avant |’ égouttage ou apres I’ élimination partielle de la
phase aqueuse ; le fromage est obtenu par coagulation du lait grace al’ action de la présure ou

d autres agents coagulant ”.

[.2. Classification
La variété des fromages dépend des paramétres technologiques au cours de la
fabrication (tableau I).

I.3. Lefromagefondu

Le fromage fondu est le produit obtenu par mélange de fromages de différentes origines
et a différents stades de maturation. Il est obtenu par broyage, mélange, fonte et
emulsification, sous |’ action de la chaleur et d' agents émulsifiants, avec ou sans adjonction de
denrées aimentaires laitieres ou non (Eck et Gillis, 2006).

[.4. Composition et valeur nutritionnelle

La composition des fromages dépend de la composition du lait d origine et de la
technol ogie employée, notamment degré d’ égouttage et conditions d’ affinage.

e Lesprotéines

Selon le mode d'éaboration, le fromage renferme 4% (fromage fondu) a 40%
(parmesan) de protéines. Il sinscrit ainsi parmi les meilleures sources alimentaires de
protéines ayant une digestibilité élevée. Lors de I’ affinage, une partie importante se trouve
dégradée et solubilisée en oligopeptides et acides aminés sous I'influence d’enzymes,
différentes selon la microflore. Outre sa teneur élevée en protéines, la haute valeur biologique
de fromage lui est conférée par sa composition en peptides et en acides aminés, intéressante

sur le plan nutritionnel (L opez-Exposito et al., 2012).

Tableau | : Voiestechnologiques et classes de fromage (st-Gelais et Tirard-Collet cités
par Vignola, 2002).
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Criteresde Classes associées a chaquecritére
classification
Coagulation Lactique Mixte Présure
Egouttage Lent Pressé | Cuit non presse Pressé
non cuit
cuit
Affinage Sans affinage
Croutefleurie
Croute lavée
Persillée
Affinage dans |la masse sans ouverture
Avec ouverture
HRED Pate fraiche Péte molle Pate semi- Pate ferme
ferme ou dure
Chevrefrais brie mozzarella brick
Exemplesde Cottage camembert Cantonnier cheddar
fromages Fromage ala pyramide de ermite emmenthal
canadiens créme chevre havarti gouda
quark féta oka fromage en
paillot de saint-paulin grains
chevre vacherin raclette
tomme suisse canadien
bleu de brebis | chevre noir

HRED : Humidité Relative Extrait Dégraissé.

e Leslipides

La matiére grasse est I'un des composants principaux des fromages (20 a 35% de la

masse seche). Les lipides du lait (triglycérides, phosphoglycérides et sphingosides) se

trouvent dans le fromage sous forme émulsionnée, ce qui les rend plus digestibles (Walther

et al., 2008).

e Lelactose
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Les fromages affinés sont pratiquement dépourvus de lactose. Une grande quantité de
lactose est éiminée au cours de |'égouttage et la quantité restante dans le caillé est

transformée en acide lactique au cours de |’ affinage (Walther et al., 2008).

e Lesvitamines
La plupart des vitamines liposolubles du lait sont conservées dans la matiere grasse du
fromage. Quant alateneur en vitamines hydrosolubles, celle-ci varie considérablement selon
les fromages; elle est le résultat de deux facteurs opposés: la perte qui survient au cours de
I’ égouttage, et I’enrichissement qui survient au cours de |’ affinage (synthétise de plusieurs
vitamines du groupe B (riboflavine, pyridoxine, acide folique, thiamine et vitamine B1,) par

lamicroflore bactérienne (L opez-Exposito et al., 2012).

e Lesminéraux
Les fromages constituent certainement les meilleures sources alimentaires en minéraux
(phosphore, zinc et magnésium) ; le minéral le plus important dans le lait et précisément dans
le fromage est le calcium dont la teneur est de 6 a 11g/kg dans le fromage a péte dure et semi-
dure (Moreno-Rojas et al., 2010).

[.5. Intérétsdela consommation desfromages
Le fromage est un aliment hautement digestible; cette propriété le rend indispensable a
toutes lestranches d’ &ge.

v' Le cacium joue un réle clé dans la santé osseuse, plus particulierement pendant
I’enfance et I’adolescence ou la croissance staturale s'accompagne d une minéralisation
accrue de I'os néoformé (Esterle, 2010), en prévenant le risque d’ ostéoporose ainsi que la
régulation de I’ activité plaquettaire, et empéche la décomposition dentaire (Eck et Gillis,
2006).

v' Le fromage est riche de protéines de haute valeur nutritionnelle, la matiére grasse, le
calcium et le phosphore qui maintiennent des muscles et des os et en vitamines qui sont
indispensables pour un métabolisme équilibre.

v' L'hypercholestérolémie figure parmi les facteurs de risque des maladies cardio-
vasculaires. Il a été démontré que certains peptides issus de I’ hydrolyse de protéines laitieres
peuvent réduire le taux de cholestérol sérique, contribuant ains a la réduction du risque des
maladies cardiovasculaires (Nagaoka et al., 1999).

Y
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v Les hydrolysats de protéines laitiéres (caséines, protéines sériques) ont un effet sur
le systéme immunitaire en augmentant |’ activité des cellules immunitaires, la prolifération
des lymphocytes, la synthése d’ anticorps et la régulation des cytokines (Gill et al., 2000).

1. Radicaux libres et antioxydants
[1.1. Lestressoxydatif

Le stress oxydant est un désequilibre de la balance entre la formation des especes
réactive al’ oxygenes et les antioxydants qui régulent leur production, en faveur des premiéres
(Pincemail et al., 2003). Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine
mitochondriale, d’ activation de systemes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH oxydase),
d une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices ou d’ une oxydation de certaines
molécules (glucose, hémoglobine,...). En fin, une aimentation pauvre en antioxydants
contribuera également al’ apparition d’ un stress oxydant.

De nombreux travaux indiquent que le stress oxydant est impligué dans le dével oppement
de plusieurs pathologies (maladies cardiovasculaires, cancer, diabete,...) (Pincemail et al,
2002).

[1.2.  Lesradicaux libres

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un éectron
non apparié (Afonso et al., 2007). La présence d’ un électron célibataire conféere souvent a ces
molécules une grande instabilité; elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux
composes (Amzal, 2010). Elles prouvent entrainer des lésions tissulaires en captant des
électrons d’ une molécule stable pour essayer d’ apparier leurs propres électrons, laissant ainsi

lamolécule originale dans un état instable (Filaire et Tomi, 2012).

[1.3. Lesespecesréactivesal’ oxygene
De maniére générale, toute réaction biochimique faisant intervenir de I’oxygéene

moléculaire est susceptible d’ étre al’ origine d’ une production des radicaux libres oxygenes.

[1.3.1. Leperoxyded hydrogene
Il peut générer des radicaux libres en réagissant avec des métaux de transitions, peut

diffuser atravers les membranes (Amzal, 2010).
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[1.3.2. Leradical hydroxyleHO®

L’ espece la plus réactive dans |’ attaque des molécules biologiques produite a partir de
peroxyde d’ hydrogéne dans la réaction de Fenton en présence de Fe** ou Cu®* (Wilson et
Salamatian, 2003).

[1.3.3. L’anion superoxyde (02)
Il est naturellement produit dans toutes les cellules des étres vivants. C'est la forme
réduite de I'oxygéne moléculaire; il est le premier radical formé lors du transport des électrons

au niveau de la chaine respiratoire (Gar des-Albert, 2006).

I1.4. Espécesréactivesdel’azote
[1.4.1. Peroxynitrite (OONO")

Un agent oxydant puissant qui n'est pas un radica libre. Il peut générer le radical
dioxyde de nitrogene (NO2) et capable d'oxyder les protéines et |es bases azotiques des brins
dADN par une grande similarité de I'oxydation par le radica hydroxyle (Massion et al.,
2002).

1.4.2. Monoxyded’azote (NO)
C’est une espece radicalaire produite par les systemes enzymatiques (NO synthases).
Il est responsable d’une grande diversité d’ effets sur I’organisme, lorsqu’il est engendré en

grandes quantités non régulées, il provoque le stress oxydatif (Massion et al., 2002).

[1.5. Lesciblesdesespecesreéactivesal’ oxygene

La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes des molécules
biologiques (oxydation de I'’ADN, des protéines, des lipides), mais aussi des |ésions secondaires
dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de
I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par
production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une

vague d'attague chimique (Favier, 2003).

» Lesproténes
Les métabolites dérivés de |’ oxygene atérent la structure des protéines par oxydation

de leurs acides aminés constitutifs. Ils provoquent la fragmentation et la modification de leur
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conformation et de leur charge éectrique. Ces différentes atérations modifient I’ activité
biologique des protéines (Inhibition des activités enzymatiques).
L’ accumulation des protéines oxydées peut étre a |’origine de nombreuses maladies
(Alzheimer, dystrophie musculaire) (Favier, 2003).
» Leslipides
Les lipides, principalement les acides gras polyinsaturés, peuvent subir une attague
radicalaire par le radical hydroxyle (*OH), capable d arracher un hydrogene sur les carbones
situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diene conjugué. En effet, |’ atteinte
des phospholipides par ces espéces entraine une modification de la fluidité membranaire,
altére les systemes de transfert d’ions, ainsi que le fonctionnement de nombreux transporteurs
(Favier, 2003).
» L’ADN
Bien que I’ADN soit |la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants,
il sagit d’une molécule trés sensible a I’ attaque par les radicaux de I’ oxygene. L’ action des
ERO sur I’ADN a mis en évidence des Iésions diverses (modifications des bases nucléiques,
apparition des sites abasiques, apparition des adduits de I’ ADN, cassure de simple ou double
brins) (Favier, 2003).

[1.6. Lesantioxydants

Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’ oxydation
d'un substrat, alors qu’elle présente une concentration trés faible dans le milieu ou elle
intervient (Berger, 2006). Ce sont des molécules capables d'interagir sans danger avec les
radicaux libres et mettre fin ala réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommageées (Pelli et Lyly, 2003).

Il existe deux grands groupes d antioxydants: les antioxydants enzymatiques et les

antioxydants non enzymatiques généralement d’ origine alimentaire.

[1.6.1. Antioxydants enzymatiques
11.6.1.1. La superoxydedismutase (SOD)

Est I’enzyme antioxydant le plus important dans la défense contre le stress oxydatif
c'est une métaloprotéine capable d éiminer |'anion superoxyde par une réaction de
dismutation (Favier, 2003).

2H'+ Oy + Oy » HO2+ O




Synthese bibliographique

La SOD transforme I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne qui est diminé par la
glutathion peroxydase ou catalase, empéchant ainsi laformation d’ ERO plus agressifs comme
la peroxynitrite ou le radical hydroxyle (Afonso et al, 2007).

11.6.1.2. Lacatalase

C’ est un enzyme responsabl e de la détoxification du peroxyde d’ hydrogene, produit par
la réaction de dismutation, en eau et en oxygene qui sont des composés stables (M andell,
2013).

Catalase
2H,0, ¥ —» HO+0;

11.6.1.3. Laglutathion peroxydase
Enzyme a sélénium présent a la fois dans le cytosol et la mitochondrie, transforme le
peroxyde d'hydrogéne mais aussi les peroxydes lipidiques. Le peroxyde d'hydrogene et les

lipoperoxydes sont réduits en présence de glutathion (Wilson et Salamatian, 2003).

[1.6.2. Antioxydants non enzymatiques
[1.6.2.1. Lesvitamines
» La vitamine E (a-tocophérol)
La vitamine E Constitue le principal antioxydant biologique de sérum lipidique, est un
important protecteur cellulaire contre des dommages oxydants, elle serait régénérée par la
vitamine C (Rontani et al., 2008).

» Vitamine A
La vitamine A dérive du carotene. Cet antioxydant protége les membranes cellulaires,
piege directement les radicaux libres en cas de pression partielle d oxygene basse. Les lipides

favorisent larésorption de lavitamine A (Sarazin et al., 2000).

11.6.2.2. Lespolyphénols:

Ce sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux. Ils sont présents dans
tous les organes de la plante. Ils sont considérés comme des substances chimiques a effets
antioxydants et anti-inflammatoires. Ce sont des piégeurs potentiels d’ espéce radicalaire, qui
sont donc capable dinhibé la peroxydation lipidique, de prévenir |’ athérosclérose
(Bonnefont-Rousselot, 2012). Les fromages ne contiennent que des petites quantités en
polyphénols (1,298ug/g) mais possedent une activité antioxydante importante (Sharma et al .,
2011).
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11.4.2.3. Lalactoferrine

Est une glycoprotéine transporteuse du fer qui appartient a la famille des transferrines,
sa principale fonction biologique est de piéger les radicaux libres et de protége I’ organisme
contre le stress oxydatif, la teneur en lactoferrine sous forme de trace dans le lactosérum
(0,009g/1) (Wal, 2011).

11.6.2.4. Lesoligo-ééments
» Séénium :

Est un élément antioxydant ; il participe a la destruction des radicaux libres. Le
sélénium a des propriétés antioxydants, une carence modérée en sélénium semble a accroitre
la sensibilité a diverses maladies (cancers, maladies cardiovasculaires) (Roussel et Favier,
2009).

» Zinc

Le zinc est important pour les mécanismes de défense de I’organisme contre les
maladies inflammatoires. Il joue un réle important dans la prévention des maladies chroniques
et dégénératives liées au vieillissement par la limitation des molécules hautement réactives.
Les principales sources aimentaires du zinc sont les céréales, les produits laitiers et les
produits carnés (Pelli et Lyly, 2003).
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Matériels et méhodes

1. Echantillons
3lots (P, T et R) de fromages fondus ont été utilisés dans |a présente étude ; chaque

lot est représenté par trois échantillons.

2. Déermination detaux d"humidité
29 d’ échantillon sont répartis sur la surface de la capsule du dessiccateur ; les résultats

sont affichés directement sur I appareil.

3. Dosagedesprotéines
Les teneurs en protéines sont déterminées selon la méthode classique de biuret
développée par Gornall (1949). En milieu acain (NaOH), afroid, lesions cuivriques (Cu
forment avec les liai sons peptidigues un complexe de coordination coloré en rose, qui gouté a

2+)

lateinte bleue du réactif de Gornall donne finalement une coloration pourpre (bleue-violette).
Cette réaction est positive des que la molécule possede 3 a 4 liaisons peptidiques. La réaction

impliquée est la suivante :

N NS
1
o < — o
~ -
T N
- - T
N .- N
NH= L] o B R N
| -
o < o =3 — L=
. L= ~ ~
N+ NS e N
e
o T o (= c—0

Complexe coloré en violet

2000 pl de réactif de Gornall sont gjoutés a 500 pl d'extrait ; le mélange est bien
homogénéisé puis I’incuber pendant 10 min. L’ absorbance est lue a 540 nm (Perrin, 2011).
Une courbe d’ étalonnage est utilisée pour déterminer la concentration en proténes dans

les fromages, qui sera exprimée en g/100g MS (figure 1).
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Figure 1 : Courbe d étalonnage de dosage des protéines.

4. Dosage des polyphénolstotaux
Préparation des extraits
20 ml d'acétone 80% sont ajoutés a 2g de chaque échantillon; les mélanges sont
homogeénéisés pendant 2 min puis centrifugés (5000 tr/20 min) et filtrés. Les filtrats sont

conservés a4°C.

L e dosage des polyphénols totaux est baseé sur la réaction d’ oxydoréduction. Le réactif
de Folin-Ciocalteu, acide de couleur jaune, c’est un méange d acide phosphotungstique
(H3PW12040) et de I'acide phosphomolybdique (H3PMo012O40) qui est réduit lors de
I’ oxydation des polyphénols, en un mélange d’ oxydes bleus de tungstene (WgO2s) et de
molybdéne (MosO,3). La coloration bleue produite est proportionnelle au taux de composés

phénoliques présents dans le milieu réactionnel (Gulgin et al., 2010).

La teneur en composés phénoliques a été déterminée selon la méthode rapportée par
Apostolidis et al., (2007). 500ul de filtrat sont additionnés de 750 pl de réactif de Folin-
Ciocalteu et de 600ul de carbonate de sodium (7.5%). Aprés 30 minutes d’incubation a
La concentration en composés phénoliques exprimée en mg équivaent d acide gallique par
100 g de matiere seche d’'échantillon est déterminée en se référant a la courbe d’ étalonnage
(figure 2).
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Figure 2: Courbe d’ étalonnage pour e dosage des polyphénols totaux.

5. Mesuredel’activité antioxydante
5.1. Détermination del’activité scavenger du radical DPPH

Ce test est basé sur la mesure de |’aptitude d’'un antioxydant a exercer un « effet
scavenger » sur le radical stable DPPH (2,2diphényl-1-picrylhydrazyl) Kazeem et al. (2012).
C’est un test de décoloration (violette au jaune) qui évalue la diminution de I’ absorbance de la
solution du DPPH a517 nm, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle ala
capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons (Siddhuraju et
Becker, 2007).

Le protocole rapporté par Gulcin et al. (2010) consiste a mélanger 1000 pl de la
solution DPPH avec 500 pl d extrait. Apres 30 min d'incubation al’ obscurité, |’ absorbance

est luea517 nm. L’ activité antiradicalaire est exprimée par laformule suivante :

% d’inhibition = [AC - A/AC] *100

A : absorbance de I’ extrait.
AC : absorbance de contrble.

5.2. Pouvoir réducteur

Cette activité est basée sur la réaction d oxydoréduction. C'est |'aptitude des
antioxydants présents dans I’ extrait & réduire le fer ferrique (Fe*") de complexe ferricyanure
[FeCls/K3sFe(CN)g | en fer ferreux (Fe€?*). La forme réduite donne une couleur verte dont

I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’ extrait.
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Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode rapportée par Meira et al. (2012). 250pl
de tampon phosphate (0.2 M, pH 6,6), et 250ul de ferricyanure de potassium (1%) sont
additionnés a 500ul d'extrait. Aprés agitation, le mélange est incubé dans un bain marie & 50
°C pendant 20 min. 250ul d’ acide trichloracétique (10%), 1000ul d'eau distillée et 200 ul de
chlorure ferrique (0.1%) sont additionnés au mélange. L’ absorbance a été mesurée a 700 nm
apres 10 min d’incubation al’ obscurité.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide ascorbique EAA/100g par référence a une

courbe d’ étalonnage (figure 3).

1,4
12 y = 14,712

1 R2 = 0,9886
0,8
0,6
0,4
0,2

0

*

Absorbances a 700 nm

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Acide ascorbique (mg/ml)

Figure 3: Courbe d' étalonnage du pouvoir réducteur.
5.3. Détermination |’activité scavenger de peroxyde d’hydrogene

Le principe de laréaction est de neutraliser le peroxyde d’ hydrogéne par un antioxydant

qui vafaciliter sadécomposition en molécules d’ eau.

Echantillon Blanc d' Echantillon Témoin
150 pl d extrait 150 pl d extrait 150 pl d' acétone 80%
4 4 4
1000 pl H202 1000 pl TP 1000 pl H202
4 it it
1350 pl TP 1350 pl TP 1350 pl TP
! 4 4
Absorbance a 230nm apres 15 min d’ obscurité

= H202 (40mM) préparé danslasolution TP (0.1 M, pH 7,4), TP (0.1 M, pH 7,4).

&
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Le pourcentage de I’ activité scavenger de peroxyde d’hydrogene est calculé selon la

formule suivante :

% d’activité scavenging du H202 = [(A1™ - (Ae- Age)) / A1] 100

A+": absorbance du témoin.
Agg: absorbance du blanc échantillon.

Ag: absorbance de |’ échantillon.

5.4. Test au phosphomolybdate d’ammonium

Le test de phosphomolybdate d’ammonium est aussi utilisé pour déterminer la capacité
antioxydante totale ; il est basé sur laréduction d’ions Mo®* en ions Mo™ par les antioxydants
contenus dans |’ extrait. Par conséquent, il y a formation d’un complexe phosphate-Mo®* de
couleur verdétre, en milieu acide, dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en
antioxydants.

Le protocole expérimental est celui décrit par Meot-Duros et al. (2008). 2000 ul de
réactif de molybdate (molybdate d’ammonium a 4 mM, phosphate de sodium a 28 mM et
acide sulfurique a 0,6 mM) sont ajoutés a 200 ul d’extrait. Apreés 90 min d’incubation a 95°C,
I” absorbance est mesurée a2 695 nm
Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique EAG/100g par référence a une

courbe d’ étalonnage.

0,7
0.6 y= 1,0169X

R2 =0,9962
0,5

0,4
0,3
0,2
0,1

0

Absorbance a 695nm

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Acide galligue (mg/ml)

Figure 4: Courbe d’ étalonnage de I’ activité antioxydante
«phosphomol ybdate d’ ammonium».




Matériel et méthodes

6. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats de trois essais de neuf échantillons a été réalisée a
I’aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007.

Une étude statistique a été faite par I’analyse de la variance (ANOVA/MANOVA), en
utilisant le test LSD, a un facteur pour les différents dosages avec le logiciel STATISTICA
5.5 Fr. Quant al’ analyse statistique des résultats du pouvoir réducteur, activité antiradicalaire,
et I'activité scavenger de peroxyde d'hydrogéneains que le test phosphomolybdate
d’ammonium a été réalisée a deux facteurs et cela pour la comparaison de ces résultats et la

mise en évidence des différences significatives ou non entre les échantillons.
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Résultats et discussion

1. Taux d’humidité
Les taux d humidité des fromages analysés sont présentés dans le tableau I1. D’ aprés les
résultats obtenus, les taux d’humidité varient de 46,06% a 55,54 %; les fromages du lot P ont
des taux d’humidité faible par rapport aux fromages des lots T et R. Pour les fromages du lot
T, l'analyse statistique indique |a présence de différences significatives (p< 0.05) entre Ty, T»
et T3 ; par contre cette différence est peu marquee entre les échantillonsdu lot R et du lot P.
Les résultats obtenus répondent aux normes fixées par le journal officiel des commu-

nautés européennes (minimum 43%).

Tableau |I: Taux d’humidité des fromages anal ysés.

Taux d'humidité (%) Moyenne

P1 47,18 *

P2 46,06 ° 46,61+0.56°
P3 46,59 °

T1 47,89°

T2 4750° 49,17+2.56"
T3 52,117

R1 51,41°%

R2 55,54~ 53,47+2.06°
R3 53,46

e Touteslesvaleurs présentent lamoyenne detrois s(.n=3)

o leslettresdésignéesA,B,C, A’,B’,C', A" A"’ et B’ présentent les différences significatives p< 0.05 et sont
classés par ordre croissant A > B > C (anayse statistique de méme lot).

o leslettres désignées a, b et ¢ présentent les différences significatives (p< 0.05) et les résultats sont classés par
ordre croissant a> b > ¢ (analyse statistique de trois échantillons).

2. Teneursen proténes
La teneur en protéines des échantillons des fromages a été mesurée par la méthode de
Biuret et les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 5. Les résultats montrent que les

échantillons de fromages R3 et R, ont des teneurs en protéines élevées par apport au fromage
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Ri. De méme, les fromages du lot T présentent des différences significatives (p< 0.05);
I'échantillon T, alateneur laplusfaible.

Les résultats présentés dans le tableau Il nous permettent de constater que les
échantillons de fromage du lot R présentent des teneurs en protéines élevées (6,77+1,29 g
EBSA/100g MS), comparativement aux fromages deslots T et P.

L opez-Exposito et al. (2012) ont rapporté des concentrations en proténes inférieures
(4%) acelles de présente éude.

Les teneurs en protéines établies par la commission du codex alimentarius sont 16,97%
pour le fromage fondu, 47,68% pour I’emmental et 42,19% pour le cheddar.

9_
—~ 8- B, A,
(n =
s 7 - B, AI1
8 61 ¢c B A T ¢C G,
59 5. 1 - T T E
Is] i
g3 4
w3
S 2 -
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P1 P2 P3 T1 T2 T3 Rl R2 R3
Fromage

Figure 5: Teneurs en protéines des fromages.

e Touteslesvaleurs présentent la moyenne de trois essais (n=3)

o leslettresdésignées A, B, C, Ay, By, Cy, Ay, B, et C, présentent les différences significatives p< 0.05 et sont
classés par ordre croissant (analyse statistique de méme lot).

o Lesbarres verticales représentent les écarts-types.

Tableau |11 : Teneurs en protéines des |ots de fromages anal ysés.
Lot P T R
Protéines 5,07+0,1° 5,92+0,71° 6,77+1,29°
(g/100g MYS)

e |eslettresdésignées a, b et ¢ présentent les différences significatives (p< 0.05), et sont classéspar  ordre
croissant a> b > ¢ (analyse statistique de troislots).

3. Teneursen polyphénolstotaux
Les teneurs en composés phénoliques des extraits des fromages anal ysés sont illustrées

danslafigure6.
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D’ apres I'analyse statistique, des différences significatives (p< 0.05) existent entre les
extraits des fromages du lot P et du lot R; I’ extrait de fromage P, a un taux plus élevé que P;
et Ps. Pour les extraits des fromages du lot T, les différences sont peu marquées.

Les extraits des fromages du lot R présentent des taux élevés en phénols totaux (tableau
V) contrairement aux extraits des fromages deslotsP et T.

Les différents extraits des fromages montrent que tous ces fromages fondus contiennent
des composés phénoliques mais en quantités variables. En effet, des résultats semblables ont
été rapportés par Apostolidis et al. (2006) dans une étude effectuée sur trois types de
fromages (cheddar, feta et roquefort) pour déterminer les phénols totaux qui varient de 100 a
250ug/g. Ces variations dépendent de la matiére premicre (fromages affinés ou non) utilisée

pour lafabrication des fromages fondus (Meira et al., 2012).
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Figure 6: Teneurs en polyphénols totaux des fromages.

o Toutesles valeurs représentent |la moyenne de trois s (n=3).

o Leslettres désignées A, B, C, A;>B;, A,, B, et C, présentent des différences significatives (p< 0.05), et sont
classés par ordre croissant A >B >C, A;>B; et A, > B,>C,

e Lesbarres verticales représentent les écarts-types.

Tableau IV : Teneur en polyphénols totaux des |lots de fromages anal yses.

Lot P T R
Polyphénols 136,60+8,94° 139,15+10,27" 166,16+11,14°
(mg EAG/100g)

e |es lettres désignées a, b présentent les différences significatives (p< 0.05), sont classés par ordre
croissant a> b (analyse statistique de troislots).
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4. Activité antioxydante des fromages
4.1. Activitéantiradicalaire

L’ activité antiradicalaire des extraits des fromages vis-avis du radica DPPH est
illustrée dans la figure 7. D’apres I'analyse statistique, aucune différence significative (p«
0.05) n’aété signalée entre les extraits des fromages du méme | ot.

Les résultats de tableau V montrent que les extraits des fromages du lot R présentent la
meilleure activité antiradicalaire (73,78+9,07%), suivis par les extraits des fromages des lots
T et P qui possedent une faible activité. En effet, les mémes résultats ont été rapportés par
Apostolidis et al. (2006) dans une étude effectuée sur trois types de fromages (cheddar, feta
et roquefort) pour déterminer I’ activité antiradicalaire de ces fromages, comprise entre 25 et
90%. Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH dans les fromages dépend du degré de
protéolyse et du type de culture bactérienne impliquée dans la maturation des fromages
(Meraet al., 2012) utilisés pour lafabrication des fromages fondus.
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Figure 7: Activité antiradicalaire des extraits de fromage.

e Touteslesvaleurs représentent par la moyenne de trois s (n=3).
o Lesbarres verticales représentent les écarts-types.

Tableau V: Activité antiradicalaire (%) des lots de fromages anal ysés

Lot P T R

Activité 27.43+0,69" 24,78+2,12° 73,78+9,07°
antiradicalaire (%)

e Leslettresdésignées a, b présentent les différences significatives (p< 0.05), et sont classés par ordre
croissant a> b (analyse statistique de troislots).
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4.2. Pouvoir réducteur

Lepouvoir réducteur des extraits des fromages est illustré dans lafigure 8.

Selon les résultats obtenus, tous les extraits de fromages ont une habilité a réduire I’ion
Fe** en Fe*" mais avec des aptitudes différentes ; I’ extrait du fromage R, présente un pouvoir
réducteur plus élevé par rapport aux extraits des fromages R; et R3. De méme, les extraits des
fromages du lot T présentent des différences significatives (p<0.05) ; I’ extrait de |’ échantillon
T, a une capacité réductrice dlevée suivi des extraits des échantillons T3 et T;. Pour les
fromages du lot P, des différences significatives existent entre les trois échantillons ; I’ extrait
de I’ échantillon P, présente |le meilleur pouvoir réducteur.

D’apres letableau VI, les résultats montrent que les extraits des fromages du lot R ont
donné une activité réductrice supérieure a celle des extraits des fromages des lots T et P ; ceci
peut étre dd ala nature et lateneur en antioxydants présents dans les échantillons.

Selon I’ éude réalisée par Maeira et al. (2012) sur le pouvoir réducteur varie entre 0,13

et 0,42 unités (absorbance a 700 nm) selon le fromage (feta, cheddar et roquefort).

100 - A,
9P - T
80 - B,

70 - A,
60
50
40
30
20

>
H

Pouvoire réducteur
(mg EAA/100g MS)
H
w
%
H

O T T T T T T T T T T 1
PL P2 P3 T1 T2 T3 Rl R2 RS

Fromage
Figure 8: Pouvoir réducteur des différents extraits des fromages.

» Toutes les valeurs représentent la moyenne de trois essais (n=3).

e Leslettres désignées (A, B, C, A;, By, A, et B, présentent des différences significatives (p< 0.05) et les
résultats sont classés par ordre croissant A>B>C (analyse statistique de méme lot).

o Lesbarres verticales représentent les écarts-types.

v
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Tableau VI : Pouvoir réducteur des lots de fromages anal ysés.

Lot P T R
Pouvoir réducteur 44,50+4,09° 52,69+7,98° 75,78+16,97°
(mg EAA/100gMS)

e | ettres désignées a, b présentent les différences significatives (p< 0.05) ; les résultats sont classés par
ordre croissant a> b (analyse statistique de troislots).

4.3. Activité scavenger de peroxyded’hydrogene

Les pourcentages d'activité scavenger du peroxyde d hydrogéne des extraits des
fromages sont illustrés dans la figure 9.

D’ apres I'analyse statistique, des différences significatives (p< 0.05) existent entre les
extraits des échantillons des fromages du lot T ; I’ extrait du fromage T, présente une activité
scavenger plus faible que celle des échantillons T, et T3. Par contre les extraits des
échantillons des fromages des lots P et R ne présentent aucune différence significative.

Lesrésultatsillustrés dans le tableau V11 montrent que les extraits des fromages du lot R
présentent les meilleures activités scavenger du peroxyde d hydrogene (86,10+3,04 %) par
rapport aux extraits des fromages des lots T et P qui possedent une activité scavenger moins
efficace, 67,30+11,42% et 69,62+4,29%, respectivement.
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Figure 9: Activité scavenger du peroxyde d’ hydrogene.

eToutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3)

el es lettres désignées (A, By, A; et A;) présentent des différences significatives (p< 0.05). Les résultats sont
classés par ordre croissant A > B (analyse statistique de méme lot).

oles barres verticales représentent |es écarts-types.

.
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Tableau VII : Activité scavenger de peroxyde d’ hydrogéne des |ots de fromages anal yses.

Lot P T R

Activité scavenger (%) 69,62+4,29" 67,30+11,42" 86,10+3,04°

o ettres désignées a et b présentent les différences significatives (p< 0.05), & sont classés par ordre croissant
a> b (analyse statistique de trois échantillons).

4.4. Test au phosphomolybdate d’ammonium

Les valeurs obtenues lors de la mesure des activités antioxydantes des extraits des
fromages par e test de phosphomol ybdate d’ ammonium sont illustrées dans lafigure 10.

Les résultats de la figure 10 montrent que les extraits des échantillons de fromages du
lot R présentent des différences significatives (p< 0.05), contrairement aux extraits des lots T
et P. L’ extrait de fromage R, a une activité antioxydante plus é evée que R; et Rs.

Les résultats présentent dans le tableau 1X indique clairement que les extraits de trois
lots présentent la méme capacité antioxydante qui permet de réduire les ions Mo®*en ion
Mo,
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700 | T I A I I I
600 - I

500 -

400 -
300 -

200 -
100 -

Activité antioxydante
(mg EAA/100gM S)

PL P2 P3 T1 T2 T3 Rl R2 R3

Fromage

Figure 10 : Activité antioxydante “phosphomolybdate d’ammonium® des fromages.

Lesvaleurs représentent la moyenne de trois essais (n=3) ;

Leslettres désignées présentent des différences significatives (p< 0.05).
Lesrésultats sont classés par ordre croissant A > B (analyse statistique des lots).
Les barres verticales représentent les écarts-types.

v
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Tableau VIII : Activité antioxydante (test au phosphomolybdate) des |ots de fromages.

Lot P T R
Activité 654,92+56,32° 707,09+45,07° 774,33+92,07°
antioxydante
(g EAG/100g MS)

e Lalettre désignée a représente la comparaison (p< 0.05) d’' analyse statitique de trois échantillons.

5. Effet dela concentration des extraits de fromage R sur |’activité des antioxydants
5.1. Activité antiradicalaire

Les résultats de I’ effet scavenger contre le radical DPPH des différents extraits des
fromages R en fonction des concentrations sont illustrés par lafigure 11.
Les extraits des fromages R montrent que I’ activité antiradicalaire est proportionnelle a la
concentration des extraits. Une augmentation importante de pourcentage des la plus petite
concentration testée (0,02 mg/ml) a été marquée ; ces résultats nos permettent de déduire que

|a concentration a une influence sur I’ activité antiradicalaire
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Figure 11: Effet de la concentration de I’ extrait sur I'activité antiradicalaire du fromage.

5.2. Pouvoir réducteur

Les résultats de I’effet de la concentration de I'extrait du fromage R sur le pouvoir
réducteur est présenté dans lafigure 12.

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur augmente en fonction de la

concentration de I’ extrait de fromage.
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Figure 12:Effet de la concentration de I'extrait de fromage sur le pouvoir réducteur.

6. Corréation entrelesteneursen polyphénolset les activités antioxydantes
L’ activité antioxydante des extraits des fromages augmente de maniere significative
avec laconcentration en composés phénoliques.

Les résultats de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et I activité
antiradicalaire des extraits des fromages analyses sont présentés dans la figurel3 ; une bonne
corrélation (R=0,688) existe entre ces deux parametres. L’ activité antiradicalaire des extraits
des fromages serait due a leur richesse en phénols totaux. En effet, les mémes résultats ont été
rapportés par Apostolidis et al. (2006).

D’ apres les résultats illustrés dans la figure 14, une corrélation positive existe également
entre les concentrations de fromages en composes phénoliques et leur capacité réductrice,
avec un coefficient de corrélation de 0.644 ; le pouvoir réducteur dépend de la teneur en
composés phénoliques des extraits des fromages.

La corréation entre les teneurs en composés phénoliques des fromages analysés et
I” activité scavenger du peroxyde d hydrogene (figurel5) est positive mais faible (R=0,486) ;
ces résultats indiquent que I’ activité scavenger du peroxyde d' hydrogéne dépend aussi de la

teneur en composes phénoliques des extraits des fromages.
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Figure 13:Corréation entre lateneur en polyphénols et I'activité antiradicalaire des fromages.
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Figure 14: Corrélation entre lateneur en polyphénols et le pouvoir réducteur des fromages.
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Figure 15: corrélation entre les teneurs en polyphénols et I’ activité scavenger H,0..
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Les résultats de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et I activité

antioxydante (phosphomolybdate d’ammonium) sont présentés dans la figure 16. Une

corrélation positive est démontrée (R=0,564) entre I’ activité antioxydante et la teneur en

phénols totaux des extraits des fromages ; ces résultats indiquent que I’ activité antioxydante

dépend de la teneur en composé phénolique des extraits.
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Figure 16:Corrélation entre lateneur en polyphénols des fromages et |e test au

phosphomolybdate d’ ammonium.
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Conclusion

La présente étude est consacrée aux dosages des protéines et des composes phénoliques
et ains qu’ aladétermination du pouvoir antioxydant de trois lots de fromages fondus.

Les teneurs en composés phénoliques des fromages anal ysés different selon le lot. Elles
varient entre 136,60 +8,94 et 166,16+11,14 mg/100g de matiere séche.

Les différentes méthodes utilisées ont permis d’ établir que, les molécules bioactives de
ces fromages peuvent protéger I’organisme et lutter contre le stress oxydatif, de plusieurs
fagons : soit par un effet de piégeage de radicaux libres, soit par un effet réducteur. Les
extraits des fromages analysés sont tous capables d'inhiber ou de retarder significativement le
phénomene d’ oxydation.

L es fromages étudiés constituent de ce fait, une source potentielle d’ antioxydants. Leur
consommation réguliére est donc bénéfique pour I’ organisme du fait d’ un effet protecteur
contre les mal adies dégénératives, métaboliques ou cardiovasculaires.

Cette étude n’a pas exploré toutes | es propriétés des ces fromages fondus. Il serait
intéressant de compl éter notre analyse par :

- Un contrdle qualitatif et quantitatif des extraits afin d'identifier les molécules bioactives de
ces fromages;

- Une mesure de la biodisponibilité des mol écul es responsables de I’ activité antioxydante.
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Résumeé

Dans le cadre de la lutte contre les maladies dégénératives, des études sont menées
depuis quelques années, sur la recherche de nouvelles sources d' antioxydants naturels. Notre
étude a été menée sur trois marques de fromage fondu. L’ activité antioxydante des extraits a
été déterminée par |’ évaluation: de leur activité antiradicalaire : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH); de leur teneur en polyphénols a I’aide du réactif de Folin-ciocalteu, de leur effet
piégeur du peroxyde d hydrogene “H,O." ; leur pouvoir réducteur de I'ion ferrique, et de

6+ »

leurs pouvoir réducteur de I'ion molybdéne “ Mo™"”. Les résultats des analyses ont révélé
gue, les teneurs en polyphénols de fromage R a été les plus élevé, de méme que leur effet
piégeur sur le peroxyde d hydrogene “H,O,* et le radical libre DPPH et leur activité
réductrice vis-a-vis de I'ion ferrique et molybdéne. Ces observations démontrent que le

fromage R est capable de manifester une activité protectrice vis-a-vis des radicaux libres.

Abstract

In the context of the fight against degenerative diseases, studies are carried out in recent
years on finding new sources of natural antioxidants. Our study was conducted on three
brands of processed cheese. The antioxidant activity of the extracts was determined by
evauating: their anti-radical activity: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) their polyphenol
content using the Folin-Ciocalteu reagent, their scavenging effect of hydrogen "H,0O."
peroxide, their reducing power of the ferric ion, and their reducing power of the molybdenum
ion "Mo®" The analysis results showed that the levels of polyphenols R cheese was the
highest, as well as their scavenging effect on hydrogen peroxide "H,O," and the free radical
DPPH and reducing activity vis-avis ferric ion and molybdenum. These observations
demonstrate that the R cheese is able to demonstrate a protective activity vis-avis the free
radicals.
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