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Introduction

L’apparition des laits fermentés remonte a plusieurs millénaires, adoptés par des
différentes cultures a travers le monde. Leur histoire est étroitement liée au nomadisme et aux
habitudes alimentaires des différentes régions du monde, réputés par leur gout agréable,
légérement acide, ainsi qu’a leur durée de conservation plus longue par rapport au lait.

Les laits fermentés offrent depuis longtemps une grande variété de produits qui est due
a la diversité des especes laitieres, des proceés technologiques et du type de ferments utilisés.

En Algérie, les produits les plus répandus sont le yaourt, lben et le raib ; leur large
consommation est due a leurs propriétés organoleptiques, nutritionnelles et a leurs effets
bénéfiques qui résident dans le maintien de I’¢équilibre de la flore intestinale jouant ainsi un
role primordial non seulement dans la digestion, mais aussi dans I'ensemble des fonctions de
notre organisme et dans la contribution a un bon état de santé.

D’autre part, les antioxydants ont gagné un intérét important dans le mécanisme de
défense contre les radicaux libres, prévenant ainsi le stress oxydatif qui est responsable de
maladies aussi courantes que les maladies cardiovasculaires, les cancers ou encore les
affections neurodégénératives (Favier et al., 1994).

Les laits fermentés sont connus depuis toujours comme une source importante de
protéines et de calcium. Il s’est avéré qu’ils pourraient également renfermer des antioxydants
provenant de diverses origines.

L’objectif de la présente étude consiste en premier lieu a déterminer les propriétés
physico-chimiques (pH et Acidité titrable), les teneurs en substances bioactives (composés
phénoliques et flavonoides) et les activités antioxydantes (activité antiradicalaire, pouvoir
chélateur et pouvoir réducteur) des laits fermentés du commerce les plus consommés (yaourt
aromatises, yaourt brassés aux fruits et Lben). En deuxieme lieu, 1’évolution des paramétres

précédemment cités de quatre yaourts étuvés apres leur conservation pendant vingt jours.
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I. Laits fermentés

I.1. Définition
Selon la norme CODEX (CODEX STAN 243-2003), les laits fermentés sont des produits
obtenus par fermentation du lait par des microorganismes appropriés qui devraient étre
vivants, actifs et abondants dans le produit fini a la date minimum de péremption (Codex
Alimentarius Commission, 2003).
1.2. Types de laits fermentés
Il existe un grand nombre de laits fermentés qui different par leur matiere premiere, leur
flore microbienne, leur technologie, leur texture et leur godt.
1.2.1. Yaourt
D’aprés le Codex Alimentarius n° A- 11 (a) ( 1975), le yaourt est un produit laitier
coagulé obtenu par fermentation lactique grace a l'action de Lactobacillus delbrueckii
sous-espece bulgaricus (Lb.bulgaricus) et de Streptococcus salivarius sous-espece
thermophilus (St.thermophilus) a partir du lait frais ainsi que du lait pasteurisé (ou concentré,
partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec ou sans addition de substances (lait en
poudre, poudre de lait écrémé, les protéines lactosériques concentrées ou non, la caséine
alimentaire etc). Les micro-organismes du produit fini doivent étre viables et abondants.
1.2.2. Lben
C’est un lait fermenté, résultant du développement de certains microorganismes qui
dégradent le lactose en acide lactique ou dans certains cas en alcool éthylique ce qui fait de
lui un lait acidifié (Veisseyre, 1979).
1.2.3. Raib
Le Raib fait partie des produits laitiers fermentés populaires en Algérie, en plus du L’ben.
Le Raib a une tres ancienne tradition en Algérie; il est fabriqué a partir du lait cru de vache ou
de chevre. La fermentation du lait, comme de nombreux procédés traditionnels de
fermentation, est spontanée et incontrblée et pourrait étre une source précieuse des bactéries
lactiques autochtones (Mechai et Kirane, 2008).
1.3. Valeur nutritionnelle du yaourt et du Lben
La composition biochimique du Lben et du yaourt différe peu ce qui est montré dans

le tableau I.
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Tableau I : Composition biochimique du yaourt et du Lben (Favier, 1991).

yaourt nature yaourt aromatisé

Composition (mg/1009) (mg/100g) Lben (mg/100g)
Protéines 4,1-4,5 3,7-4,1 3,7
Glucides 4-6,3 12-16 2,9
Lipides 08-14 0,9-1,1 4,9
Sodium 0,04- 0,06 0,52-0,55 0,54
potassium 0,14-0,19 0,188-0,195 0,153
Magnésium 0,009-0,016 0,017 0,106
Phosphore 0,60-0,140 0,105-0,180 0,086
Calcium 0,107-0,150 0,110-0,160 0,112

1.4. Intéréts nutritionnels et thérapeutiques des laits fermentés

Au début du 20°™ siecle, Metchnikoff fut le premier & promouvoir I’idée que la flore

microbienne des laits fermentés exerce un effet bénéfique sur la santé de ceux qui en

consomme régulierement (Bourgeois et Larpent, 1996).Ces produits laitiers fermentés

ajoutent leurs propriétés propres aux qualités nutritionnelles du lait utilisé (Kasimoglu et al.,

2004).

1.4.1.Intéréts nutritionnels

>

Les avantages nutritionnels comprennent une amélioration de la digestibilité des
protéines et de la matiere grasse, suite a la libération des acides aminés et des acides
gras par les bactéries lactiques (Feiuet, 1998).

Les produits laitiers fermentés sont reconnus comme une source importante de
protéines digestibles, vitamine A, Ca (67%), fer (6%), cuivre, zinc, magnésium (15-
20%) et de phosphore (39%) (Martin, 2003).

Le dosage du Ca et du Mg solubles dans les laits fermentés montre que quelle que soit
la souche bactérienne utilisée, I’augmentation de la solubilité de ces minéraux est
observée, donc de leur biodisponibilité. Cette biodisponibilité des sels minéraux,
permet une meilleure assimilation du Ca par rapport au lait.

L’augmentation de la teneur en vitamines hydrosolubles (B1, B, Bg et acide folique)
qui sont synthétisées par les bacteries lactiques (Feiuet, 1998).

3
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1.4.2.Intéréts thérapeutiques

> Les laits fermentés possédent des propriétés hypocholestérolémiantes qui consistent a
la capacité des ferments a dégrader les sels biliaires et par conséquent une diminution
du taux de cholestérol (Tenbrink et Huis, 1992).

» La consommation quotidienne et a long terme de laits fermentés par Lactobacillus
helveticus, diminue de maniére significative la pression artérielle des sujets
hypertendus (Tenbrink et Huis, 1992)

> Les laits fermentés modifient la flore intestinale de 1’hote, en diminuant le taux de
germes indésirables (Escherichia coli) (Chambre et Daurelles, 1997).

» Stimulation des défenses immunitaires a plusieurs niveaux. Une amélioration de la
longévité, de la croissance chez ceux qui recoivent un régime enrichi en laits
fermentés (Nakamura et al., 1995).

> Les laits fermetés réduisent la durée des diarrhées aigues chez les nourrissons (Hang et
al., 2004).

» Amélioration de la digestion du lactose chez les sujets déficients en B-galactosidase
intestinale, il est démontré que cet effet est da a ’apport de B-galactosidase exogene
produite par les bactéries lactiques des laits fermentés (Mainville et Acrand, 2004).

I1. Le stress oxydatif et radicaux libres

I1.1. Le stress oxydatif

C’est le déséquilibre entre les radicaux libres et les défenses antioxydantes ayant pour
conséquence la dégradation des composants cellulaires (lipides, protéines, glucides, ADN)
(Delattre et al., 2005).
11.2. Les radicaux libres
11.2.1.Definition

Un radical libre est une espece chimique possédant un électron célibataire sur sa
couche périphérique. Dans les phénomeénes de stress oxydant prenant place dans les milieux
biologiques, les radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir
un ¢€lectron célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci leur confere la dénomination

d’espéces réactives de I’oxygeéne (EOR ou ROS) ou de I’azote (EAR ou RNS) (Favier, 1994).
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11.2.2.0rigines

Dans le milieu intracellulaire les radicaux libres sont produits essentiellement par des
enzymes, on cite la NADPH oxydase membranaire et le complexe enzymatique mitochondrial
de la chaine respiratoire (Favier, 1994).

D’autre part le milieu extracellulaire et le mode de vie sont également responsables de
la genese et de I’accumulation des radicaux libres par le biais de divers facteurs comme
I’alimentation raffinée, riche en graisse saturée ainsi que la consommation d’alcool, mais
aussi par les facteurs environnementaux (les agents cancérigenes, les rayons UV, la pollution)
(Sumaya-Martinez, 2004).

I11. Les antioxydants des laits fermentés
Ce sont principalement soit des vitamines et oligo-éléments soit des non-nutriments
comme les flavonoides et autres polyphénols (Néve, 2002) et sont également définis comme
des molécules ou micro-constituants capables d’interférer avec les radicaux libres (Valko et
al., 2006).
I11.1. Les peptides
En plus de leurs valeurs nutritionnelles élevées, les protéines du lait sont a I’origine de
peptides a activité biologique (peptides bioactifs). Une fois libérés par hydrolyse
enzymatique, ces peptides sont susceptibles de moduler des fonctions-clés de 1’organisme par
action sur le systeme immunitaire, cardiovasculaire, digestif et nerveux avec diverse activités
(anti-hypertensive, anti-thrombotique, immunomodulatrice, et antioxydante) (Léonil, 2014).
En effet des études ont démonté que des peptides issus de la caséine-as et de la caséine
K (f 96-106) exercent une activité anti-radicalaire (Suetsuna et al., 2000), chélatrice des ions
métalliques (Fe**/Cu®") et inhibitrice de la peroxydation lipidique. (Rival et al., 2001; Zou et
al., 2016).
Divers peptides bioactifs peuvent étre synthétisés a partir du lait et ses dérivés par

différents microorganismes ce qui est illustré dans le tableau I1.
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Tableau Il: Libération de peptides bioactifs issus des protéines du lait par divers

microorganismes.

Microorganismes Protéine Séquence

Substrat utilisés précurseur peptidique Bioactivité Références

Lactobacillus

helveticus, K- caséine Val-Pro-Pro, Inhibiteur EAC, Takano (2002).
Nakamura

Saccharomyces et al.

cerevisiae [-caséine lle-Pro-Pro Antihypertensive (1995).

Lactobacillus
delbrueckii K- caséine

subsp. bulgaricus SS1

Lactococcus lactis
subsp. p-caséine plusieurs Gobbetti et al.
cremoris FT4 séquences Inhibiteur EAC, (2000)
Ala-Arg-His-
Lactobacillus Pro-His-Pro-
delbrueckii subsp. K- caséine His-
Leu-Ser-Phe-
bulgaricus IFO13953 Met Antioxydante Kudoh et al. (2002)
[-caséine
K- caséine
Lait Lactobacillus gg asl-caséine ND immunomodulatrice | Siitas et al. (1996)
Kluyveromyces
marxianus
var. marxianus Tyr-Leu-Leu-
Lactosérum B-lg Phe Inhibiteur EAC Belem et al. (1999)

111.2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques (8000) composes connus, représentent un groupe de
métabolites secondaires complexes, exclusivement synthétisés dans le régne végétal. (Collin
et al., 2011). Le terme phénolique est utilisé pour définir des substances qui possédent au
moins un groupement hydroxyle (OH) substitué sur un cycle aromatique. Ce nom provient du
composé parent le plus simple : le phénol. Ces composés sont connus pour leurs propriétés
antioxydantes en réagissant avec les espéces réactives de I’oxygeéne (anion superoxyde Oy,
radical hydroxyle OH) pour produire des radicaux phénoxy stables. lls peuvent egalement agir

comme antioxydants en complexant les ions métalliques (Buggey, 2001).
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111.3 Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes représentant une large
gamme de composés naturels. Ils sont responsables de la couleur des fleurs et des fruits
(Pietta, 2000).

Les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres et essentiels a
I’inhibition de la peroxydation lipidique et a la chélation des métaux de transition redox-actifs
(Temple, 2000).

I11.4. Vitamine A

La vitamine A existe sous deux formes: la vitamine A proprement dite et les
caroténoides qui sont des pigments orangés qui se transforment en vitamine dans 1’organisme.
Ces deux formes sont de précieux antioxydants qui réagissent avec I’oxygéne singulet (*O,)
et sont d’excellents piégeurs de radicaux peroxyles (RO’) et alkyles (R") issus de I’oxydation
des lipides (Kinsky et al., 1989).

D’autres roles lui sont également attribués tels que la differenciation cellulaire,
I’expression du génome, la croissance et le développement mais aussi sa contribution a la
vision (The reader’s digest association, 2000).

Parmi les principales sources alimentaires de vitamine A préformée nous citons le lait
entier et enrichi (Néve, 2002).

I11.4. Vitamine B,

C’est une vitamine hydrosoluble, sensible a la lumiére, essentielle a la production des
hormones thyroidiennes, aide également 1’organisme a produire des cellules immunitaires
pour lutter contre I’infection. Les laits fermentés s’aveérent d’excellentes sources en cette
vitamine. Elle stimule I’activité des antioxydants en outre, celle de la vitamine E et protege
ainsi les cellules des dégats provoqués par les radicaux libres (The reader’s digest association,
2000).

111.5. Oligo-éléments

Selon Kim et al. (1999), les oligo-éléments (le zinc, selénium, manganése et autres)
jouent un réle de cofacteur métallique dans de nombreuses réactions enzymatiques et ils
réagissent de facon directe avec les ROS. lls protegent les protéines et peuvent stopper
I’oxydation des lipides par 1’acide ascorbique. Cependant a fortes concentrations, les oligo-

éléments ont un réle pro-oxydant.
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Tout déficit en ces oligo-éléments ainsi que la vitamine B, induit I’inactivation des
enzymes antioxydants endogeénes telles que la superoxyde dismutase, la catalase et la

glutathion oxydase (Gaté et al., 1999).

V1. Stabilité des laits fermentés durant le stockage

Préparés selon des conditions hygiéniques rigoureuses, les laits fermentés et plus
précisément les yaourts peuvent se conservés environ trois semaine jusqu’a la vente au
consommateur sous réserve d’étre maintenus au froid entre 4 a 8°C.
Si le maintien des laits fermentés au froid inhibe la multiplication bactérienne, il n’arréte pas
complétement leurs activités métaboliques, bien que lente la production de 1’acide lactique
continue, les enzymes hydrolysent les protéines avec comme conséquence la diminution de la

fermeté et de la viscosité ainsi que I’apparition de peptides responsable de I’amertume.
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Matériel & méthodes

I. Echantillonnage

Notre travail concerne 1’analyse de 10 échantillons aléatoirement choisis suivant un
plan d’échantillonnage a trois unités: quatre yaourts etuvés, deux yaourts brassés et
Lben).

Quatre types de yaourts étuvés sont conservés au réfrigérateur pendant 20 jours dans
le but d’évaluer leurs parameétres physico-chimiques, leurs teneurs en substances

bioactives et leurs activités antioxydantes.

I1. Evaluation des paramétres physico-chimiques
11.1. pH

Le pH est directement mesuré a 20°C a I’aide d’un pH métre.

11.2. Acidité titrable
o Principe
La mesure de I’acidité titrable, exprimée en degré Dornic (°D) est la quantité d’acide
lactique contenue dans un litre de lait fermenté. Son principe se base sur un titrage
potentiométrique a I’aide d’une solution normalisée d’hydroxyde de sodium N/9, jusqu’au
virage de la couleur vers le rose péle aprés ajout de I’indicateur coloré.
o Mode opératoire
Dans un erlenmeyer, on introduit 10g d’échantillon avec 3 a 4 gouttes de
phénolphtaléine a 0,1%, puis on titre avec I’hydroxyde de sodium N/9 (AFNOR, 1985).

L’acidité est exprimée comme suit :

Acidité (°D) = V.10

V : est le volume de la chute de burette en ml.

I11. Dosage des antioxydants

I11.1. Préparation des extraits
La préparation des extraits consiste @ mélanger 1g d’échantillon avec 15 ml d’eau
distillée, apres 15 minutes d’agitation le mélange est centrifugé a 2500 rpm pendant 10

minutes puis filtré sur papier filtre.
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111.2.Composés phénoliques totaux
o Principe
La réaction se base sur le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de coloration
jaune. Il est réduit lors de 1’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe
et de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration bleue produite possede une absorption
maximale aux environs de 760 nm. Elle est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présents dans les extraits.
o Mode opératoire
La teneur en composes phénoliques totaux est dosée selon la méthode de Rababah et
al. (2011) ; 200ul d’extrait sont mélangés avec 700ul de réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 5
minute le mélange est additionné de 800l de carbonate de sodium a 7,5% puis incubé 30
minutes a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 730nm. La teneur en composés phénoliques
est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par 100g de produit frais par référence a la

courbe d’étalonnage (Figure 1, Annexe I).

I11.2. Flavonoides
o Principe
Les flavonoides possédent un groupement OH libre qui leur permet de chélater les
cations AI** du chlorure d’aluminium. La formation de ce complexe induit une coloration
jaune dont I’intensité est proportionnelle a la teneur de flavonoides présents dans 1’extrait.
o Mode opératoire
Deux volumes égaux de I’extrait et du réactif de chlorure d’aluminium a 2% dissout
dans le méthanol sont mélangés puis incuber & I’obscurité et & la température ambiante
pendant 15minutes. L’absorbance est mesurée a 410nm (Djeridane et al., 2006).
La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de quércetine par 100g de

produit frais par référence a la courbe d’étalonnage (Figure 2, Annexe 1).

IVV. Mesure de ’activité antioxydante
IV.1. Activite anti-radicalaire
o Principe
L’activité antiradicalaire est déterminée par une méthode basée sur la réduction du
radical diphényl-picryl-hydrazyl (DPPH) par don d’atomes d’hydrogéne ou d’électrons
(Molyneux, 2004).
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Le DPPH est un radical stable qui présente en solution une absorption caractéristique
a517nm, et une coloration violette qui disparait rapidement lorsqu’il est réduit par un capteur
de radicaux libres (Hennebelle, 2006).

o Mode opératoire

L’activité anti-radicalaire des extraits est déterminée en utilisant la méthode décrite par
Brand-Williams et al. (1995). 1ml de DPPH méthanolique (60mM) est additionné a 100ul
d’extrait, aprés 30 min d’incubation, I’absorbance est mesurée a 517nm.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH, par rapport a

un témoin ne contenant que le solvant d’extraction selon la formule suivante :

% inhibition DPPH = (Abs ¢ - Abs ¢ /Abs t)* 100

Abs t: absorbance du témoin contenant 1’eau distillée.

ADbs e : absorbance de la solution contenant 1’échantillon.

IV.2. Activité chélatrice du fer
o Principe
La capacité chélatrice des extraits est mesurée en suivant 1’inhibition de la formation
du complexe ion ferreux avec un compose ligand : 3-(2-pyridyl)-5, 6-diphényl-1, 2, 4 triazine-
4’ 4>’-disulfonate de sodium (ferrozine) de couleur violette qui présente un maximum
d’absorption a 562 nm.
o Mode opératoire
Le pouvoir chélateur des extraits est déterminé selon la méthode décrite par Decker et
Welch (1990). Un volume de 250 pl d’extrait est additionné de 25 ul de FeCl, (2mM) et 800
ul d’eau distillée. Aprés 5 minutes, 50 ul de ferrozine (SmM) sont ajoutées au mélange.
L’absorbance est mesurée a 562 nm aprés 5 min de réaction. Les résultats sont exprimés en

pourcentage, selon la formule suivante :

% chélation du Fer = (Abs - Abs ¢ /Abs t)* 100

Abs t: absorbance du témoin contenant 1’eau distillée.

Abs e : absorbance de la solution contenant 1’échantillon.

11
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IVV.3. Pouvoir reducteur
o Principe

Le pouvoir réducteur se base sur la réaction d’oxydoréduction d’ou un composé
dit antioxydant permet de donner un électron et/ou un atome d’hydrogéne (Dorman et al.,
2003).

Le pouvoir réducteur est un test qui mesure la capacité des extraits a réduire le
chlorure ferrique (FeCls) en chlorure ferreux (FeCl;) en présence d’un agent
chromogeéne : le ferricyanure de potassium en milieu acidifié par 1’acide trichloracétique
(Ribeiro et al., 2008).

o Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu (1986).
Un volume de 1ml d’extrait est ajouté¢ a 2,5 ml de tampon phosphate (pH 6,6 ; 0,2M),
suivit de 2,5ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)g) a 1%. Aprés agitation le
mélange est soumis a I’incubation a 50°C au bain marie pendant 30 min. 2,5ml d’acide
trichloracétique a 10% sont additionnés au mélange qui est centrifugé a 1700 rpm
pendant 10min. Un volume de 2,5ml d’eau distillée est ajouté a 2,5ml du surnageant, puis
0,5ml de chlorure ferrique 0,1% est ajouté au mélange. Apres agitation, 1’absorbance est
lue a 700nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalant d’acide ascorbique par 100g

de produit frais par référence a la courbe d’étalonnage (Figure 3, Annexe 1).

V. Analyse statistique

Une analyse descriptive (moyennes et écarts types) des résultats de trois essais a été
réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007.
La comparaison des moyennes des résultats est faite par une analyse de la variance
(ANOVA/MANOVA, Test LSD, Least Significant Difference) en utilisant le logiciel
STATISTICA 5.5 et le niveau de signification est pris a p<0,05. La comparaison des données
des yaourts conservés est effectuée avec le test de Student a un niveau de signification de

0,05. L’étude des corrélations est réalisée a 1’aide de Microsoft office Excel.
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I. Caractéristiques physico-chimiques des laits fermentes frais
1.1. pH

Le pH est un paramétre important qui renseigne sur 1’activité métabolique de la microflore
et qui détermine la durée de fermentation (Ould El Hadj et al., 2001). Certaines normes
imposent un pH inférieur a 4,6 pour le yaourt.

La figure 1 représente les valeurs de pH obtenues, la plus élevée est notée pour
I’échantillon M citron R avec 4,5 alors qu’elle est moins élevée pour le yaourt citron S avec
un pH de 4. Ces différences peuvent étre attribuées au type de yaourt car le premier est étuvé
et que le deuxieme est brassé.

Les résultats de la présente étude sont proches de ceux obtenus par Najgebauer-Lejko et
al. (2011) et Vijayalakshmi et al. (2014) pour deux types de yaourts a base de thé et d’épices

respectivement.
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Figure 1: pH des laits fermentés.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des
lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b>c>d>e.

1.2. Acidité titrable

L’aciditée des laits fermentés correspond a I’ensemble des acides organiques dont
I’acide lactique est le majoritaire. Ce dernier provient de la fermentation lactique. Selon la
norme FAO/OMS (1985), I’acidité titrable des yaourts étuvés est comprise entre 75 a 100 °D.
Pour les yaourts brassés elle est de 100 a 120°D et elle est comprise entre 65 a 85°D pour
Lben.
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L’acidité titrable des yaourts étuvés analysés est comprise entre 101,5 et 119°D. L’acidité la
plus élevée est attribuée au yaourt aromatise Nature S, par contre la moins élevée est celle du
Lben.

Les analyses révelent des différences significatives entre 1’ensemble des échantillons.
Nous observons des variations d’acidité au sein d’un méme type d’échantillon (Citron R ; M
Citron R) I’acidité est respectivement 119 ; 104,5°D produit dans deux industries différentes.
Cela pourrait étre d0 au type de souches de bactéries lactiques utilisées, ou a la rupture de la

chaine du froid.
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Figure 2 : Acidité titrable des laits fermentés.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des
lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b>c>d>e>f>g.

I1. Antioxydants

11.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes. Ces
polyphénols sont dotés d’un fort pouvoir antioxydant: pouvoir antiradicalaire, chélateur des
métaux, donateur d’électrons et d’hydrogéne et préviennent aussi la peroxydation des lipides
(Williamson et Manach, 2005)

La figure 3 montre les teneurs en composés phénoliques obtenues pour les différents laits
fermentés analysés. Des différences non significatives sont notées pour deux échantillons
(Fraise S et Citron R) avec des teneurs maximales respectives de 10 et 11mg EAG/100g PF

alors que pour les échantillons Lben et le yaourt Fraise T nous notons des valeurs minimales
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de 5 et 5,5 mg EAG/100g PF non significativement différentes aussi. La teneur en composés
phénoliques présente dans les échantillons analysés est attribuée a leur présence dans le lait
dont la majorité dérive de I’alimentation animale (Besle et al., 2010) ainsi que d'autres
substances comme des protéines laitieres. Nos résultats sont supérieurs a ceux obtenus par

Chouchouli et al. (2013) pour le yaourt.
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Figure 3 : Teneurs en composés phénoliques des laits fermentés.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b>c>d>e.

11.2. Flavonoides

Les flavonoides sont considérés comme des micronutriments importants puisqu’ils
peuvent jouer des roles antioxydants ou posséder des propriétés biologiques diverses (Milane,
2004). L’activité antioxydante des flavonoides est principalement due a leur propriété oxydo-
réductrice, qui leur permet d’agir comme des agents donneurs d’¢électrons et de protons,
chélateurs de métaux et piégeurs de 1I’oxygéene singulet (Rice-Evans et al., 1995).

La figure 4 montre des différences significatives entre les échantillons, la teneur en
flavonoides varie de 0,3 a 2,99 mg équivalent de quércetine /100g PF, nous notons des teneurs
plus importantes en flavonoides au niveau des yaourts aromatisés, cela peut étre attribué a la

présence des arémes.

15



Résultats & discussion

~ 5 4

S a

SR

(@)

= ab ab

2 % ab

S bc

E a def

e

Sl - W il N
0 1 T !%Il T ||_-—|| T 1 1 T 1 T T 1 1 T 1
R e et s *

0@\\%6 \»“’e(i @ wa\se @‘»S ﬁ‘b“‘( ﬁ‘b‘“‘ C\“o“ C‘“og\ e

Echantillons

Figure 4 : Teneur en flavonoides des laits fermentés.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b>c>d>e>f

I11. Activités antioxydantes

I11.1. Activité anti-radicalaire

Le pouvoir anti-radicalaire est trés utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante dans les
aliments et dans les systemes biologiques. Le radical DPPH est réduit en présence
d’antioxydants qui lui transférent des électrons ou des protons (Popovici et al., 2009).

Les résultats de I’analyse statistique représentés par la figure 5, montrent des
différences significatives concernant 1’activité anti-radicalaire des échantillons. Le I’activité
antiradicalaire est nulle dans le yaourt Citron S tandis qu’elle est maximale pour lben
(6,40%). Cette activité peut étre attribuée aux peptides bioactifs a propriétés antioxydantes.
En effet des études ont démonté que des peptides issus de la caséine-as et de la caséine « (f 96-

106) exercent une activité antiradicalaire (Suetsuna et al., 2000).
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Figure 5: Activité antiradicalaire des laits fermentés.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b>c>d>e>f>g.

111.2. Pouvoir chélateur du fer

Le fer est un élément essentiel a la vie, car il est nécessaire pour le transport de I'oxygene,
la respiration, et l'activité de nombreuses enzymes. Cependant, il peut fonctionner comme un
catalyseur pour la production des espéces réactives de l'oxygene dans des conditions
pathologiques. La forme réduite du fer provoque une toxicité a I'oxygeéne, par la réaction de
Fenton, qui convertie le peroxyde d’hydrogene qui est peu réactif en especes oxygenees tres
réactives ; le radical hydroxyle et I’ion ferryl. De ce fait, minimiser la concentration en Fe®*
lors de la réaction de Fenton réduit les dommages oxydatifs (Karadag et al., 2009).
D’apres la figure 6, nous notons des différences significatives entre les échantillons analyses,
I’activité chélatrice est maximale dans le yaourt aromatise Fraise S (89,5), tandis qu’elle est
nulle dans Lben. Ces variations sont peut-étre liées directement a la teneur en composes
phénoliques de ces échantillons, ou a leur richesse ou non en protéines sériques lesquelles
selon Meucci et al. (1991) exerceraient un pouvoir chélateur de fer par le biais de peptides
bioactifs ou par quelques acides aminés. En comparant les résultats de la présente étude a

ceux obtenus par Unal et Akalin (2012) nous constatons qu’ils sont pratiquement similaires.
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Figure 6 : Pouvoir chélateur des laits fermentés.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b>c>d>e>f>g.

111.3. Pouvoir réducteur

Cette méthode est connue par Iaptitude des extraits & réduire le fer ferrique (Fe**) en
fer ferreux (Fe?"), mécanisme connu comme étant un indicateur de I’activité donatrice
d’électrons, caractéristique de I’action antioxydante des polyphénols (Yildirim et al., 2001).

La figure 7 montre le pouvoir réducteur des différents échantillons. Les yaourts
aromatisés (orange R, citron R et M citron R) ne présentent pas de différences significatives
avec des valeurs respectives de 16,3, 17,2 et 18,8 mg équivalent d’acide ascorbique par 100g
de produit frais. Pour ce qui est du lben une teneur minimale de 1,05 mg EAA/100g PF est
notée. Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Chouchouli et al. (2013.
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Figure 7 : Pouvoir reducteur des laits fermentés.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b>c.

IVV. Analyse des corrélations:

Les corrélations ont été réalisées avec le logiciel Microsoft Excel 2007.
Aucune corrélation n’est constatée entre les composés phénoliques et le pouvoir
antiradicalaire (r = 0,045). Les composés phénoliques sont faiblement corrélées avec le
pouvoir réducteur (r = 0,3178). Le pouvoir chélateur présente une meilleur corrélation avec

les composés phénoliques (r =0,6178).
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Figure 8 : Corrélation entre les teneurs en composes phénoliques et le pouvoir

réducteur.
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Figure 9 : Corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et le pouvoir anti-

radicalaire.
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Figure 10 : Corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et le pouvoir

chélateur.

V. Effets de la conservation sur les caractéristiques des yaourts
Parmi les dix échantillons analysés, quatre yaourts ont été conserves au
réfrigérateur ; 1’évolution du pH ainsi que des teneurs en antioxydants et des activités

antioxydantes ont été analysées apres 20 jours de stockage.
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V.1. pH

La figurell présente 1’évolution du pH au cours de la conservation. Nous remarquons
une diminution significative des échantillons durant le stockage, nous notons une valeur de
pH minimal de 3,8 pour le yaourt Nature, tandis qu’elle est de 4 pour le yaourt aromatisé
Orange.

Selon Kailasapathy (2006), la post-acidification est due a la B-galactosidase encore
active a basse température (0-5°C). D’autres auteurs supposent que la baisse du pH durant le
stockage peut étre attribuée aux enzymes résiduels produits par les ferments lors de la
fermentation (Christopher et al., 2009). Les résultats obtenus par Yilmaz-Ersan et Kurdal
(2014) lors de la conservation du yaourt sont a T; et & Ty respectivement de 4,45 et 4,16,
tandis que Parmijit et al. (2011) ont obtenu des pH de 4,04 et 3,91.

4,6 - a
a +
4,4 - = oTo
; :
42 - T | @T20
b b
S 4 b
b =
3,8 -
3,6 -
3,4 T T T 1
Nature Citron M Citron Orange
Echantillons

Figure 11 : Evolution du pH des yaourts au cours de la conservation.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b.

V.2. Antioxydants
V.2.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont connus pour leurs affinités pour les protéines, ce qui induit la
formation de complexes polyphénols/protéines solubles ou insolubles (Rawel et al., 2001 )
Ces interactions prennent place particulierement avec les protéines riches en proline telle que

la caseine (Luck et al., 1994 ). Nous supposons donc que si la protéolyse continue au cours
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de la conservation, il y aurait libération d’acides aminés spécialement la proline, ce dernier se
complexe avec les composés phénoliques et explique ainsi la diminution de leurs teneurs.

La figure 12 représente les teneurs en composés phénoliques de yaourts. Tous les
échantillons sont significativement différents tandis que le yaourt Nature ne présente aucune
différence significative.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenu par Chouchouli et al. (2013) pour un yaourt
entier & 21 jours de conservation (6,23 mg EAG/100g PF).
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Figure 12 : Evolution des teneurs en composés phénolique des yaourts au cours de la
conservation.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b.

V.2.2 Flavonoides

Les résultats de ’analyse statistique montrent des differences significatives durant la
conservation pour la plus part des échantillons ; en effet, la différence des teneurs en
flavonoides se situe pour le yaourt aromatisé Orange, le yaourt aromatisé Citron et le yaourt
aromatisé M Citron, pour le yaourt Nature aucune différence significative n’est affichée.

La diminution de la teneur en flavonoides peut étre due a leur dégradation au cours de
la conservation (Del Caro et al., 2004 ) comme elle peut étre attribuée a leurs liaisons avec

des oses tel que le galactose.
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Figure 13 : Evolution des teneurs en flavonoides des yaourts au cours de la conservation.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des
lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b.

V.3. Activités antioxydantes
V.3.1. Activité anti-radicalaire

L’étude statistique montre une augmentation de [’activité anti-radicalaire apres
conservation des eéchantillons; nous notons des différences significatives de trois
yaourts (Nature, Citron et Orange) contrairement au yaourt M Citron aucune différence n’est
constatée.

L’augmentation de 1’activité anti-radicalaire peut étre attribuée a 1’élévation de la

teneur des peptides bioactifs due a la protéolyse au cours de la conservation.
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Figure 14 : Evolution de I’activité antiradicalaire des yaourts au cours de la
conservation.
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Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des
lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b.

V.3.2. Pouvoir chélateur du fer

Les résultats de I’analyse statistique montrent des différences significatives entre
I’ensemble des échantillons analysés ; nous constatons une réduction du pouvoir chélateur
apres 20 jours de conservation, cette diminution peut étre attribuée a la réduction de la teneur

en polyphénols.
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Figure 15 : Evolution du pouvoir chélateur des yaourts au cours de la conservation.
Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des
lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b.

V.3.3. Pouvoir réducteur

Les résultats du pouvoir réducteur sont rapportés dans la figure 14. Des différences
significatives ont été notées pour tous les échantillons a 1’exception du yaourt Nature, qui au
début de la conservation présentait une valeur de 4,2 mg EAA/100g PF puis diminuait jusqu’a
une valeur de 1,3 mg EAA/100g PF. Concernant les autres échantillons, aucune activité n’est
observée apres vingt jours de stockage. Ces variations peuvent étre liées aux différences des
échantillons quant a leur teneur en composés phénoliques. D’ailleurs le yaourt Nature
présente une stabilité dans les composes phénoliques aprés conservation, cette stabilite est
également notée dans son pouvoir réducteur.

Les résultats de la présente étude sont inférieurs a ceux obtenus par Chouchouli et al. (2013).
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Figure 16 : Evolution du pouvoir réducteur des yaourts au cours de la conservation.

Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats des échantillons portant des

lettres différentes sont significativement différents : LSD, p<0,05, avec a>b.
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Conclusion

Le présent travail avait pour but, en premier lieu 1’étude de I’activité antioxydante de
quelques laits fermentés du commerce. En second lieu, I’évaluation de cette activité est
effectuée apres conservation a basse température durant vingt jours.

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que les laits fermentés analysés contiennent
des teneurs représentatives en composés phénoliques et en flavonoides tout de méme
majoritaires dans les yaourts comparativement au Lben, et que les activités antioxydantes sont
présentes avec des variations significatives d’un échantillon a un autre.

Pour ce qui est de la conservation, une diminution significative est notée pour les
teneurs en composés bioactifs concernant tous les échantillons a 1’exception du yaourt Nature
qui présente une meilleur stabilité.

En ce qui concerne les activités antioxydantes, une augmentation significative est
constatée pour D’activité anti-radicalaire tandis que le pouvoir chélateur et le pouvoir
réducteur diminuent significativement.

Les laits fermentés sont donc une source non néegligeable en antioxydants, leur
consommation est préconisée a 1’état frais afin de tirer profit d’un meilleur apport en
antioxydants.

Dans le but de compléter cette étude, il serait intéressant de :

*Déterminer I’ensemble des antioxydants présents dans les laits fermentés.

*Déterminer les peptides bioactifs éventuellement présents.

*Démontrer I’impact des souches de bactéries lactiques utilisées sur la teneur en antioxydants.
*D’¢étudier ’effet des ardmes ajoutés sur I’activité antioxydante.

*Démontrer le potentiel antioxydant des laits fermentés in vivo.

*D’¢élargir cette étude a d’autres produits laitiers.
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Annexes | : Courbes d’étalonnage.
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Figure 1: Courbe d’étalonnage des composés phénoliques.
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Figure 2: Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Figure 3: Courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur.
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Annexes Il : Matériels et réactifs utilisés

Tableau 111 : Réactifs.
Réactifs Marque Provenance
Méthanol SIGMA-ALDRICH Allemagne

Chlorure ferreux

Carbonate de Sodium

Trichlorure d’aluminium

PROLABO chemopharm

Montréal, Québec

Montréal, Québec

Georgia-USA

2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH)

Acide Trichloracétique
(TCA)

BIOCHEM chemopharm

Montréal, Québec

ferricyanure de potassium

Ferrozine
Chlorure ferrique PROLABO chemopharm Comité Européen
Le réactif Folin-Ciocalteu
Tampon phosphate Allemagne
(NazH,Po4 NayHPo,) Fluka
acide ascorbique
acide gallique
Quercétine
Tableau IV : Matériels.
Matériels La marque Le pays producteur
Spectrophotométre (Vis) VIS-7220G Royaume Uni
Balance RADWAG Pologne
Plaque d’agitation VELP Scientifica Italie
Centrifugeuse NF 200 Turquie
Bain-marie Memment Allemagne
Vortex VELP Scientifica Europe
Etuve WTE binder Allemagne
Balance analytique RADWAG Pologne
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Distillateur GFL Allemagne
pH métre pH 211-HANNA instruments Romanie
Micropipette 100pl GASY 40 Finlande
Micropipette 50 pl Soul Finnpipette Step Finlande
Micropipette 1000 pl
Réfrigérateur Condor Algérie




Résumé

Les laits fermentés sont des produits laitiers obtenus par fermentation du lait, dont les levains sont
vivants, actifs et abondants, distingués par leurs apports nutritionnels capital et leurs effets bénéfiques
sur la santé, ces derniers font 1’objectif de ce travail qui consiste en premier lieu a déterminer les
propriétés physico-chimiques, les teneurs en substances bioactives et les activités antioxydantes des
laits fermentés commercialisés composés de dix échantillons (Yaourts étuvés / brassés et Lben ) . En
second lieu I’évolution des paramétres précédemment cités de quatre yaourts étuvés aléatoirement
choisis durant vingt jours de conservation. Les résultats indiquent une diminution de 9,5% pour le pH,
de 35,64% pour les composes phénoliques, 48,93% pour ce qui est des flavonoides, 63,52% pour le
pouvoir chélateur et enfin le pouvoir réducteur quant a lui a diminué de 97,7%. Concernant I’acidité
et lactivité anti-radicale DPPH sont les seuls paramétres qui présentent des augmentations
respectives de 5,05% et de 130,43%.

Les résultats de la présente étude confirment que les laits fermentés et précisément les yaourts
sont des sources importantes en antioxydants, et que leur consommation est souhaitable lors des
premiers jours de leur fabrication afin de minimiser leurs pertes et de renforcer ainsi le statut

antioxydant de 1’individu.

Mots-clés : laits fermentés, antioxydants, Activités antioxydantes, conservation.

Fermented milks are dairy products obtained by fermentation of milk, the starters are alive, active

and abundant, distinguished by their capital nutrient intakes and their beneficial effects on health,
these are the objective of this work which consists in first place to determine the physico-chemical
properties, the contents of bioactive substances and antioxidant activities of marketed fermented milk
compounds ten samples (steamed / brewed Yogurts and Lben). Secondly evolutions of the previews
parameters quote of four yoghurts randomly taken during twenty days of storage.
. The results indicate a decrease of 9.5% for pH, 35.64% for phenolic compounds, 48,93% in
flavonoids, and 63.52% for the chelating power and finally the reducing power decreased 97.7%. For
acidity and anti-radical activity (DPPH) are the only parameters that have shown increases of 5.05%
and 130.43%.

The results of this study confirm that the fermented milks and specifically yogurt are an
important source of antioxidants, and their in take is indicate in the first days of their manufacture in
order to minimize their losses and thus increase the antioxidant status of individual.

Keywords: fermented milks, antioxidants, antioxidant activities, storage.



