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Résumé

Dans le cadre de la lutte contre les maladies dégénératives, des eétudes sont menées sur
la recherche de nouvelles sources d’antioxydants naturels. Dans notre présente étude 3types
de fromages (fromage rouge, gouda et cheddar) ont été examinés pour déterminer leur
activitéanti radicalaire vis-a-vis le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyleet leur pouvoir réducteur du
fer.

Afin d’atteindre cet objectif, trois extraits sont prépares a partir de chaque fromage en
utilisant trois solvants a savoir I’acétone, le méthanol et 1’eau.

Les résultats des analyses ont révélé que le fromage rouge (edam) a la réduction la
plus élevée dans les deux tests cependant les deux autres types de fromage ont donné
approximativement les mémes résultats de réduction (DPPH, FRAP) et qui restent moins
importants que I’edam.

Nous pouvons déduire également a travers notre étude que le méthanol est le solvant
approprié pour le fromage rouge et I’eau est plus adéquate pour le gouda et le cheddar pour la
méthode du DPPH. Concernant le FRAP D’acétone est le meilleur diluant pour les 3
fromages.

Donc cette étude montre que les 3 fromages ont un pouvoir antioxydant important
mais le fromage rouge est le meilleur.

Mots clés : Fromage rouge, Cheddar, Gouda, Activité antioxydante, DPPH, FRAP



Abstract

As part of the fight against degenerative diseases, studies are carried out on the search for new
sources of natural antioxidants. In our present study 3 types of cheeses (red cheese, gouda and
cheddar) were examined to determine their antiradicalar activity vis-a-vis the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl and their fer reducing power.

In order to achieve this goal, three extracts are prepared from each cheese using three solvents,
namely acetone, methanol and water.

The results of the analyzes revealed that red cheese (Edam) has the highest reduction in the
two tests, however the other two types of cheese have approximately gave the same reduction results
(DPPH, FRAP) and which remain less important than the 'Edam.

We can also deduce through our study that methanol is the appropriate solvent for red cheese
and water is more adequate for Gouda and cheddar for the DPPH method. Regarding the FRAP
Acetone is the best diluent for the 3 cheeses.

So this study shows that the 3 cheeses have good antioxidant power but red cheese is the best.

Key words : Red cheese, Gouda, Cheddar, activity antioxidant, DPPH, FRAP
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Introduction

La nutrition est la fonction de tout organisme. Il le fait par la nourriture. De plus en
plus de scientifiques se concentrent sur le régime optimal, le régime qui vous maintient en
bonne santé et prévient les maladies. C'est ainsi que les gens se concentrent sur la nutrition a

base d’antioxydants (Pasma, 2010).

Le stress oxydatif est causé par un déséquilibre entre les substances pro-oxydantes et
antioxydantes, qui sont produites par le phénomene des radicaux libres, omniprésents chez
tous les étres vivants. Il a été impliqué dans de nombreuses maladies, dont les maladies
cardiaques, respiratoires, neurodégénératives et gastro-intestinales, le cancer, le vieillissement
et la douleur (Durand et al., 2013 ; Taha et Blaise., 2012).

Le fromage est la plus ancienne méthode de maintien 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 role trés important dans la nutrition pour tous les ages
(Eck et Gillis, 2006). Au cours des derniéres décennies, il y a eu un intérét croissant pour

I'étude des effets du fromage sur la santé.

Afin de mieux contextualiser cette étude qui s’intéresse aux bienfaits du fromage
artisanal, une synthese bibliographique a été réalisée sur la composition du fromage, l'intérét
de consommation et la présence d'antioxydants dans le fromage ainsi que des généralités sur

les bactéries et les ferments lactiques.

La deuxiéme partie est consacrée a I’évaluation de I’activité antioxydante de trois
qualités de fromages a savoir le Cheddar, fromage rouge et gouda; ainsi deux
tests d’évaluation du pouvoir antioxydant sont réalisés, activité anti radicalaire par piégeage
du DPPH et le pouvoir réducteur du fer (méthode de FRAP).

Le présent travail a été effectué au niveau des laboratoires pédagogiques, pole Biochimie de la
faculté SNV-STU.
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Chapitre | : Géneéralités sur les fromages

1 Définition

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

d’autres agents coagulant ».

2 Intéréts de la consommation des fromages

Le fromage est un aliment extrémement digeste, cette propriété le rend indispensable
pour les personnes de tous ages. Cet aliment est riche en haute valeur nutritionnelle en
protéines, matieres grasses, calcium et phosphore pour le maintien des muscles et des os et
vitamines nécessaires a un métabolisme équilibré (Nagaoka et al., 1999).

Le calcium joue un réle clé dans la santé des os, en particulier dans le gain de taille
pendant I'enfance et l'adolescence s'accompagnant d'une minéralisation accrue de I'0s
nouvellement formé (Esterle, 2010) et prévenant le risque d'ostéoporose ainsi que modulant

I'activité plaquettaire et prévenant la carie dentaire (Eck et Gillis, 2006).

L'hypercholestérolémie est I'un des facteurs de risque des maladies cardiaques. Il a été
démontré que certains peptides dérivés de la protéolyse du lait réduisent les taux de
cholestérol serique, contribuant ainsi a réduire le risque de maladies cardiovasculaires
(Nagaoka et al., 1999).

L'hydrolysat de protéines de lait (caséine, protéines sériques) affecte le systeme
immunitaire en augmentant [l'activité et la prolifération des cellules immunitaires

Lymphocytes, synthese d'anticorps et régulation des cytokines (Gill et al., 2000).

3 Les types de fromages
On distingue plusieurs types de fromages (Guiraud, 2003) :
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3.1 Fromages frais ou a pate fraiche

Ce sont des fromages égouttés obtenus par centrifugation ou filtration. Ils vivent
essentiellement une fermentation malolactique (mais le plus souvent avec une lIégere présure)
et n'a pas mari (pas d’affinage). lls ont une humidité élevée (70 a 75%) ; exemples : petit
swiss, fromage demi-sel, etc. (Guiraud, 2003)

3.2 Fromages a pate molle
Ce sont des fromages obtenus par l'action de la présure, aprés affinage fermentation

malolactique, mais sa pate n'est ni cuite ni pressée. L'égouttage est lent, par simple découpage
et éventuellement batonnage. Leur humidité est moyenne (50 a 55%). Leur protection est

améliorée par le froid. On distingue :

» Les fromages a pate molle « moussée », généralement a croute moisie
(camembert, brie, carré de I’Est, etc.)

» Les fromages a pate molle et a croute lavée (Munster, Livarot, Pont-
I’Evéque, etc)

» Les fromages a pate molle persillées (& moisissures internes) (Roquefort et
autres « bleus », etc.). (Guiraud, 2003)

3.3 Fromages a pate pressée
Ce sont des fromages obtenus par I'action de la présure. Apres, affinage par fermentation

malolactique, découpe du caillé et égouttage, brassage et pression. Leur humidité est moyenne
(45 a 50% pour les pates non cuites) ou faible (35 a 40% pour les pates cuites ou tres

brassées). Leur conservation est améliorée par le froid. On distingue :

» Les fromages a pate ferme non cuite (pate pressée et broyée) (cantal, etc.) ;

» Les fromages a pate pressée non cuite et a croute lavée (St Paulin, Reblochon, etc.) ;

A\

Les fromages a pate pressee non cuite et a croute moisie (St Nectaire, Tomme de
Savoie, etc.) ;

Les fromages a pate pressée non cuite et a croute artificielle (Edam, etc.) ;

Les fromages a pate pressée cuite avec ouverture (Emmenthal, Comté etc.) ;

Les fromages a pate pressée cuite sans ouverture (Beaufort, etc.) ;

vV V V V

Les fromages a pate pressée tres dure (tres brassés) (Cheddar, etc.). (Guiraud, 2003)

3.4. Fromages fondus
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Il s’agit de préparations issues de la fonte de fromages généralement a pate pressée.

(Guiraud, 2003)

4

Les fromages étudiés

Le tableau 1 résume quelques différences entre les trois de fromage, gouda, Edam
(fromage rouge) et cheddar.

Tableau 1: la différence entre les fromages utilisés (Anses - Agence nationale de sécurité
sanitaire de 1’alimentation, de 1’environnement et du travail)

Gouda Edam Cheddar
Apercu Le gouda se présente sous une | L'edam est un fromage des | Le cheddar est un fromage jaune
forme ronde, pése environ 15 kg | Pays-Bas  traditionnellement | pale fabriqué a partir de lait de
et contient un extrait sec d'au | vendu sous forme de boules de | vache avec une saveur distincte.
moins 48 % de matiéres grasses | fromage jaune pale | Il est originaire du village
(généralement environ 51 %). Il | enveloppées dans une épaisse | anglais de Cheddar dans le
y a 81% de gouda blanc, les | pellicule de paraffine jaune ou | Somerset. Il existe différentes
autres types sont jaunes, rouge | rouge. Le nom vient de la ville | variétés dans plusieurs pays :
et orange. d'Edan dans la province de la | Royaume-Uni, Irlande, Canada,
Hollande du Nord, une trés | Etats-Unis, Afriqgue du Sud,
ancienne région agricole. Nouvelle-Zélande, Australie et
Suéde.
Type a pate pressée non cuite a pate pressée non cuite et a | a pate pressée tres dure
croute artificielle
composition
2409 T 2359
2999 2829
\ 009 099 " 2559
M protéines M Glucides ™ Lipides M protéines M Glucides M Lipides B Protéines I Glucides
Apport 100 grammes représentent 363 | 100 grammes represente 351 | 100 grammes représente 403
nutritionnel | calories calories calories



https://www.anses.fr/fr
https://www.anses.fr/fr
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5 Bactéries lactiques
5.1 Définition

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes en forme de coques ou de
batonnets, Gram-positif, incapables de produire la catalase (certaines souches possedent une
pseudo-catalase) ; généralement immobiles et asporulées (Dellagioet al., 1994).En présence
d’oxygéne elles sont incapables de faire la phosphorylation oxydative. De nombreuses
bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides
aminées, facteurs de croissance, peptides, bases puriques et pyrimidiques, des vitamines B et
des acides gras. Elles ont également une activité aromatique trés importante d’ou leur

utilisation en agroalimentaire (Leveau et al., 1991).

Sur la base des -caractéristiques de fermentation, les bactéries lactiques sont
homofermentaires ou hétérofermentaires (Dortu, 2008), et tolerent des pH acides. Cette
derniere propriété est utilisée en agroalimentaire pour acidifier le milieu et empécher le

développement des bactéries pathogenes et d'altérations (Nielsen et al., 2008).

5.2 Les bactéries lactiques utilisées en fromagerie

Elles appartiennent principalement & trois genres: Lactobacillus, Lactococcus et
Streptococcus qui se different, entre autre, par leur activité acidifiante. Il existe, cependant, de
grandes différences d’activité acidifiante entre espéces d’un méme genre et entre souches de
la méme espece. Ces différences sont naturellement utilisées par le fromager pour obtenir le

degré d’acidification attendu pour chaque type de fromage.

Les lactobacilles utilisés pour leur activité acidifiante sont thermophiles. Généralement,
L. delbrueckii sub sp. Bulgaricus acidifie plus rapidement que les autres lactobacilles. Bien
que Lactococcus raffinolactis ait été proposé du fait de ses aptitudes technologiques,
Lactococcus lactis est la seule espece de lactocoque utilisée industriellement en fromagerie
(Holler et steele, 1995)

Streptococcus thermophilus est le seul streptocoque habituellement utilisé en
fromagerie. En régle générale, S.thermophilus acidifie rapidement le lait, mais il n’abaisse pas
le pH au-dessous de 4,8(Accolas et al., 1980 ; Pernoud et al., 2004)

D’emploi moins fréquent, les Leuconostocssont essentiellement utilisés pour leur

production de composés aromatiques (diacétyl, acétoine) et de CO, utile pour assurer
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I’ouverture de certains fromages cela est encoreplus vrai pour les entérocoques qui possedent
de multiples propriétés métaboliques d’intérét et sont capables de se développer dans une

large gamme de température(Giraffaet al., 1997)

Enfin, les lactobacilles hétérofermentaires facultatifs, dénommés « Non starter
lacticacidbacteria » constituent une part importante de la flore lactique secondaire comme

ferment de fromagerie (Broome et al., 1990 ; Peterson et Marshall, 1990)

5.3 Roles et propriéetés des bactéries lactiques

5.3.1 Acidification et égouttage

La croissance des bactéries lactiques dans le lait puis le caille entraine la
consommation du lactose et I’excrétion de 1’acide lactique conduisant a 1’abaissement du pH.
Cette fonction acidifiante des bactéries est déterminante dans le processus d’élaboration des

fromages (Guittonneau, 1923 ; Alais, 1984)
5.3.2 Fermentation du citrate

Elle est accompagnée de la production de CO,, surtout abondante en présence de
lactose et de galactose. Cette propriété est utilisée dans les fromages a pate persillée pour
lesquels il est recherché la formation de cavités dans le fromage qui servent d’habitat
aP.roqueforti. 1l est également possible de sélectionner des souches, voire des mutants de
lactococcuslactis produisant de forte quantité de CO,(El Attar et al., 2000). Inversement
cette production de CO; est indésirable dans les fromages a pate pressée dont le cheddar
(Mullan, 2000).

5.3.3 Production d’expolyssacharides

Cette production est notoirement instable, en particulier dans le cas des bactéries
lactiques mésophiles, car ce caractére est généralement porté par un plasmide.ll existe de
grandes différences de production de polysaccharide entre souches de la méme espéce. Ainsi,
pour S.thermophilus,il a été montré que seules quelques souches possedent cette propriété et
que la viscosité maximale de la culture sur lait varie de 1 a 8 (Bouillanne et Desmazeaud,
1980).
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5.3.4 Protéolyse

La protéolyse constitue I’un des phénoménes majeurs de 1’affinage des fromages. Elle
agit aussi bien sur la texture de la pate que sur sa saveur et son arome (Fox, 1993). La trame
protéique, obtenue aprés coagulation du lait et égouttage du caillé, surtout si elle est fortement
minéralisée, posséde un caractére ferme et élastique. Les protéases bactériennes participent a
la dégradation particlle de cette trame protéique, ce qui conduit, en fin d’affinage, a une

texture moins élastique et plus fondante (Desmazeaudet al., 1976 ; Alais, 1984)

5.3.5 Lipolyse

La lipolyse de la matiére grasse du lait libere des acides gras qui participent, soit par
eux-mémes, soit parce qu’ils sont a 1’ origine d’autres composés aromatiques, tels qu’alcools,
cétones, esters, lactones, aux caractéristiques sensorielles des fromages (Banks et al., 1989 ;
Cristianiet Monnet, 2001 ; Fensteret al., 2003). D’ailleurs, les fromages maigres sont

généralement moins aromatiques que les fromages gras (Dimoset al., 1996).

6 Les ferments lactiques
6.1 Définition

Ce sont des cultures pures en proportions définies de différentes bactéries lactiques qui
en se multipliant dans le lait et dans les fromages assurent deux fonctions essentielles (Alais,
1975) :

e Abaisser le pH en transformant le lactose en acide lactique. Cette acidification
est un facteur de la coagulation du lait ;

e Contribuer aux caractéres organoleptiques des fromages en libérant des
systémes enzymatiques qui participent aux principaux phénomenes de I’affinage

des caillés (protéolyse en particulier).

6.2 Types de ferments lactiques

Les ferments lactiques peuvent étre classes en se basant sur leur température de

croissance (Carminatiet al., 2010) en :
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6.2.1 Ferments mésophiles

Les bactéries lactiques qui constituent ces ferments ont une température optimale de
croissance qui varie selon les souches entre 25°C et 30°C et peuvent atteindre une température
maximale de fermentation de 38°C a 40°C. Les ferments mésophiles sont habituellement
utilisés dans la fabrication de plusieurs variétés de fromages, en particulier les fromages frais,

de certains laits fermentés et du beurre (Chamba, 2008 ; Carminatiet al., 2010).

6.2.2 Ferments thermophiles

La température optimale de croissance se situe entre 40°C et 50°C. Lesferments
thermophiles sont souvent utilisés pour la fabrication des yaourts, certains laitsfermentés et
quelques fromages a pate cuite (Mayra-Méakinen et Bigret, 2004 ; Carminatiet al., 2010).

6.2.3 Role de la fermentation

La pasteurisation du lait réduit fortement la microflore indigéne. Le réle principal des
ferments est par conséquent d’initier et conduire le procédé de fermentation selon les
propriétés souhaitées dans le produit fini. Les ferments contribuent également aux
caractéristiques organoleptiques, nutritionnelles et sensorielles des produits et a leur sureté.
L’impact sur la qualité du produit est fortement dépendant de la souche utilisée et varie entre

les souches selon leurs activités et voies métaboliques (Carminatiet al., 2010).
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1  stresss oxydant

Le stress oxydant est un déséquilibre de la balance entre la formation des espéces
réactives a I’oxygeénes (ERO) et les antioxydants en faveur des premiéres (Pincemailet al.,
2003). Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale,
d’activation de systémes 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 alimentation pauvre en antioxydants

contribuera également a I’apparition d’un stress oxydant.

De nombreux travaux indiquent que le stress oxydant est impliqué dans le

développement de plusieurs pathologies (maladies cardiovasculaires, cancer, diabéte,...)

(Pincemailet al, 2002).

2 Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié (Afonso et al., 2007). La présence d’un électron célibataire confére souvent a ces
molécules une grande instabilité ; elles ont la possibilité¢ de réagir avec de nombreux
composés (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

la molécule originale dans un état instable (Filaire et Tomi,2012).
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Tableau 2: principales sources des radicaux libres (endogénes et exogeénes) (Delattre et al.,
2005).

Sources de radicaux libres

Endogenes Exogénes
— NADPHoxydase — Toxiguesenvironnementaux
— Chaine respiratoiremitochondriale — Radiationsionisantes
— Peroxysomes — RadiationsUV
— CytochromesP450 — Champélectrique
— Xanthineoxydase — Xeénobiotiquespro-oxydants

— Cyclo-oxygénases
— Lipo-oxygénases

Cytokinespro-inflammatoires

w

Les espéces réactives de ’oxygene

De maniére générale, toute réaction biochimique faisant intervenir de I’oxygene

moléculaire est susceptible d’étre a I’origine d’une production des radicaux libres oxygénés

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe?* : Cu) Glutathion peroxydase
OxvEt e Radical Peroxyde Radical Eau
YE superoxyde d’hydrogene hydroxyd
o, —— 0, ———» H, 0O, —mm—» ——F X H_O
Z + e 2 + e (+ 2HY) 22 + e o +e {(+HY) <

Réduction tétravalente

i Poxyghine O,+4e +4H" —> 2 H,0

O, " Anion superoxyde 1 0O,+1le —> 0,7
H,O0, RfeCREp e 2 O+ 05" (=2 HYD —> Hi0, + 05
d’hydrogéne

3 H,O, + Fe?” —> "OH + Fe®" + OH"~
"OH Radical hydroxyle 4 H,0, + H;0, — 2 H,0 + O,

S H,0, + 2 GSH — 2 H,O + GSSG
RO," Radical peroxyle 6 R+ O, —> RO,"
RO.H Hydroperoxyde 7 RO;" + RH—> RO;H + R~
RO" Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe? —> RO~ + Fe® + OH"

Figure 1 : Voie métabolique de I’oxygene et des espéces réactives de 1’oxygene (ERO)
(Camille et Mireille, 2011)
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3.1 Le peroxyde d’hydrogeéne
Il peut générer des radicaux libres en réagissant avec des metaux de transitions et peut
diffuser a travers les membranes (Amzal, 2010).

3.2 Leradical hydroxyle HOe

L’espece la plus réactive dans 1’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).

3.3 L’anion superoxyde (O2.-)
I1 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 (Gardés-Albert, 2006).

-Facteur de survie, anti-apoptotique
~Transformé par catalase ou glutathion peroxidase

-Inactivation enzymatique
-Libération de Fe+++
-Peroxydation lipidique
-Facteur pro-apoptotique

Attaque ADN, lipides
et protéines
-Cytotoxique

Figure 2 :Anion superoxyde et ses dérivés (Afonso et al., 2007).
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4  Espéces réactives de ’azote
4.1 Peroxynitrite (OONO-)

Un agent oxydant puissant qui n’est pas un radical libre. Il peut générer le radical
dioxyde de nitrogéne (NO) et capable d'oxyder les protéines et les bases azotiques des brins
d'’ADN (Massionet al., 2002).

4.2 Monoxyde d’azote (NO.)
C’est une espéce radicalaire produite par les systémes enzymatiques (NO synthases).

I1 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 (Massionet al.,2002).

5 Les antioxydants
Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement 1’oxydation d’un

substrat, alors qu’elle présente en 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 a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient

endommagées (Pelli et Lyly, 2003).

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

antioxydants non enzymatiques généralement d’origine alimentaire.

5.1 Antioxydants enzymatiques

5.1.1 Lasuperoxyde dismutase(SOD)

Est I’enzyme antioxydant le plus important dans la défense contre le stress oxydatif.
C’est une métalloprotéine capable d’éliminer 1’anion superoxyde par une réaction de

dismutation (Favier,2003).

2H" + 0, +0y < H,0; +O;

La SOD transforme I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene qui est éliminé par
la glutathion peroxydase ou catalase, empéchant ainsi la formation d’ERO plus agressives

comme la peroxynitrite ou le radical hydroxyle (Afonso et al., 2007).
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5.1.2 Lacatalase
C’est un enzyme responsable de la détoxification du peroxyde d’hydrogene, produit

par la réaction de dismutation, en eau et en oxygeéne qui sont des composés stables (Mandell,
2013).

Catalase
h 4 >
2H,0, " H,O +0,

5.1.3 La glutathionperoxydase
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'hydrogéne et les

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

5.2 Antioxydants non enzymatiques

5.2.1 Les vitamines
e Lavitamine E(a-tocophérol)

La vitamine E Constitue le principal antioxydant biologique de sérum lipidique. C’est
un important protecteur cellulaire contre des dommages oxydants ; elle serait régénérée par la
vitamine C (Rontaniet al., 2008).

e Lavitamine A

La vitamine A dérive du caroténe. Cet antioxydant protége les membranes cellulaires,
piege directement les radicaux libres. Les lipides favorisent la résorption de la vitamine A
(Sarazin et al., 2000).

5.2.2 Les polyphénols
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 d’inhiber la peroxydation lipidique, de prévenir 1’athérosclérose
(Bonnefont-Rousselot, 2012). Les fromages ne contiennent que des petites quantités en
polyphénols (1,298ug/g) mais posseédent une activité antioxydante importante (Sharma et al.,
2011).
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5.2.3 Lesoligo-éléments
e Seélénium

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

e Zinc

Le zinc est important pour les mécanismes de défense de 1’organisme contre les
maladies inflammatoires. 1l 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 alimentaires du zinc sont les céréales, les produits laitiers et les
produits carnés (Pelli et Lyly,2003).
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Matériel et méthodes

1 Lieu et objectif du travail
Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de biochimie, Faculté

des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de 1’Univers, Université Abou
BakrBelkaid - Tlemcen.

Notre travail réalisé sur trois qualités de fromages, Cheddar, fromage rouge et gouda, a deux
objectifs:

e Evaluer le pouvoir antioxydant des trois fromages
e Choisir le meilleur solvant d’extraction des molécules antioxydantes a partir du
fromage

2 Echantillons

Trois types des fromages artisanaux ont été utilisés dans la présente étude (Gouda ; cheddar ;

fromage rouge) chaque type est représente par 3 échantillons.

Fromage Gouda Fromage rouge Cheddar

Apercu

Figure 3 : Echantillons des fromages

3 Préparation des extraits
L’extraction a été effectuée par extirpation de 1gramme de chaque fromage. 10 ml des

solvants (acétone ; méthanol ; H,O) ont été ajoutes séparément aux échantillons. Les

mélanges ont subit une incubation dans 1’obscurité pendant 24 heures a température ambiante.
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Figure 4 :Préparation des neuf extraits

4  Estimation de P’activité antioxydant
4.1. Piégeage du radical DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est généralement le substrat le plus
largement utilisé pour évaluer l'activité antioxydante et est un radical libre stable qui absorbe
la lumiére visible a des longueurs d'onde de 515 a 520 nm (Bozinet al., 2008). La méthode

DPPHe présente plusieurs avantages car elle est simple et rapide.

Dans ce test, l'antioxydant réduit le DPPH™ (diphénylpicrylhydrazyl), qui a une
couleur violette, en un composé jaune, le DPPH-H (diphénylpicrylhydrazine) (Figure 3), dont

le pouvoir colorant est inversement proportionnel a I’activité de 1’antioxydants présents dans
le milieu.

N N:,.g o MQE%

Figure 5 : Forme réduite du radical DPPHe
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Le protocole expérimental suivi est rapporté par (Gulcinet al., 2010) :

A 1 mL de chaque extrait est ajouté 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH" a

6.34*10° M (0,006 g dans 50 ml de méthanol) ; le blanc contient le méthanol.

Un contrble négatif est préparé en parallele, en mélangeant 1 mL du méthanol avec 1
ml d’une solution méthanolique de DPPH" a la méme concentration utilisée. Aprés incubation
a D’obscurité pendant 40 min et a température ambiante, la lecture des absorbances a été
effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible. Les résultats sont exprimés
en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du

mélange, selon la formule :
Pl = (Acontr6le — Aextrait / Acontréle) x 100

Pl : pourcentage d’inhibition, Acontrole : absorbance du contrble négatif, Aextrait : absorbance de
I’extrait.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme contrdle positif de ce test.

4.2  Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
L’activité réductrice d’un extrait est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre

I’extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer (Huang et al., 2005). Le
pouvoir réducteur estbasée sur la réaction chimique de réduction du Fe®* présent dans le
ferricyanure de potassium KsFe(CN)g enFe?*.

Cette méthode rapportée par Meiraet al., (2012) consisteamélanger 1ml de I’extrait
avec 2,5 ml de tampon phosphate a pH 6,6 et 2,5 ml d’une solution de KsFe(CN)g a 1% (m/v).

Le mélange obtenu est incubé pendant 20 mn a 50°C.

Apres I’incubation 2,5ml d'acide trichloracétique sont ajoutés et on procede a une
centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes (remarque : cette derniére étape peut ne pas

étre nécessaire).

2,5ml de surnageant sont mélangés avec 2,5ml d'eau distillée et 0,5ml de Chlorure
ferrique. La lecture de 1'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm a I’aide d’un
spectrophotometre UV-VIS avec un blanc préparé semblablement en remplacgant

I’extrait par l'eau distillée.

L’extrait dont 1’absorbance est élevée est considéré comme meilleur.
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Résultats et interpreétations

1 Piégeage du radical DPPH

Les résultats de la réduction de DPPH par les extraits des différents fromages sont

illustrés sur les figures ci-dessous.

1.1 Fromage rouge
La figure 6montre les pourcentages de réduction de DPPH par les extraits de fromage

rouge préparés par macération dans trois solvants, I’eau, 1’acétone et le méthanol.

Fromage rouge

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Pourcentage de réduction du DPPH

H20 Acétone Méthanol

m fromage rouge 34,4 47,95 69,1

Figure 6 : Variation des pourcentages de réduction de DPPH par les trois extraits du fromage
rouge

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

Les valeurs montrent que I’extrait méthanoique provoque la réduction la plus
importante a la concentration de 10%, suivi par I’extrait acétonique et aqueux. NOus pouvons
déduire que le méthanol est le meilleur solvant pour I’extraction des molécules bioactives a

partir du fromage rouge.

1.2 Gouda
La figure 7 montre le pourcentage de réduction du DPPH d'un extrait de gouda préparé

dans trois solvants : eau, acétone et méthanol.
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Gouda

40
35
30
25
20
15
10

H20 Acétone Méthanol
® Gouda 35,726 9,465 28,493

Pourcentage de réduction du DPPH

Figure 7 : Variation des pourcentages de réduction de DPPH par les trois extraits du Gouda

Les valeurs montrent que I'extrait a I'eau a provoqué la plus grande réduction a une
concentration de 10 %, suivi des extraits au méthanol et a I'acétone. D’aprés cela nous
pouvons dire que l'eau est le meilleur solvant pour extraire les molécules antioxydant du
fromage Gouda.

1.3 Cheddar
La figure 8 montres le pourcentage de réduction du DPPH pour des extraits de

fromage cheddar préparés dans les trois solvants utilisés dans cette étude.

Cheddar

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

H20 Acétone Méthanol
= Cheddar 44,68 13,365 17,32

Pourcentage de réduction du DPPH

Figure 8 : Variation des pourcentages de réduction de DPPH par les trois extraits du Cheddar
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Ces valeurs concernant le gouda montrent qu'a une concentration de 10%, l'extrait
aqueux provoquait la plus grande réduction, suivi des extraits de méthanol et d'acétone. De
cela, nous pouvons dire que l'eau est le solvant le plus adéquat pour découvrir 1’effet
antioxydant du cheddar.

1.4 Représentation récapitulative
La figure 9 représente un histogramme récapitulatif qui montre les pourcentages des 3

fromages que nous avons utilises en fonction des solvants.

80
o
& 70
[a)
3 60
c
o
B 50
3
~8 40 4 | H20
3
Y 30 —— m Acétone
&
t 20 — m Méthanol
g
3 10 | . B
a. -

0 d  ESSSSissssssassssse  =samssssssassssa =

Fromage rouge Gouda Cheddar
Fromages

Figure 9 : résultats de la réduction du DPPH

Nous avons remarqué a partir de cette présentation que le fromage gouda et le cheddar

ont presque les méme résultats concernat le pourcentage d’inhibition vis a vis les 3 solvants.

Nous pouvons voir que le meilleur est I’eau contrairement au fromage rouge ou ce

qu’on appelle Edam, 1’eau a eu le pouvoir le plus faible et le méthanol est le solvant approprié
pour ce dernier.

2 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Les graphiques ci-dessous montrent les résultats de réduction du fer par la méthode du

FRAP pour les extraits des différents fromages.

2.1 Fromage rouge
La figure 10 montre I’absorbance a 700 nm de 3 extraits du fromage rouge préparés

par macération dans les 3 solvants : 1’eau, 1’acétone et le méthanol.
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Fromage rouge

1,6
£ 1,4
<
§ 1,2
O 1
] 0,8
s 0,6
] 0,4
2
i —

0
Acétone Méthanol

| = fromage rouge 1,098 1,448 0,374

Figure 10: Modifications de I'inhibition de la réduction du fer par trois extraits de fromage

rouge

Les valeurs montrent que 1’extrait acétonique provoque la réduction la plus élevée ce
qui nous permet de déduire que I’acétone est le meilleur solvant pour I’extraction des

molécules bioactives a partir du fromage rouge.

2.2 Gouda
Le graphique 11 montre les résultats de 1’absorbance a 700 nm de maceération des

extraits de gouda dans les 3 solvants utilisés.

Gouda

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

03 —

0,2
0,1
0

Absorbance a 700 nm

H20 Acétone Méthanol
® Gouda 0,536 0,834 0,596

Figure 11 : Modifications de I'inhibition de la réduction du fer par trois types d'extraits de
gouda

Pareil pour ce fromage, le graphique de I’extrait du gouda montre que 1’acétone a un

pouvoir réducteur important par apport a I’eau et le méthanol
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2.3 Cheddar
La figure 12 montre ’absorbance a 700 nm de 3 extraits du Cheddar préparé par

macération dans les 3 solvants : I’eau, 1’acétone et le méthanol.

Cheddar

Acetone Methanol

m Cheddar 0,792 0,85 0,631

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Absorbance a 700 nm

Figure 12: Changements dans l'inhibition de la réduction du fer par trois extraits de fromage
cheddar

Nous pouvons déduire que pour ’extraction des molécules antioxydants a partir du

cheddar 1’acétone est le meilleur solvant.

2.4 Repreésentation récapitulatif

La figure 13 représente un histogramme récapitulatif qui montre les résultats de

I’absorbance & 700 nm des 3 fromages que nous avons utilisés en fonction des 3 solvants.
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Fromage rouge Gouda Cheddar
Fromages

Figure 13: résultats de réduction du fer "FRAP"

Nous avons deduit que le gouda et le cheddar ont particulierement le méme pouvoir.
Ce qui est remarquable que 1’extrait méthanolique a un pouvoir beaucoup moins faible dans le

fromage rouge par rapport aux autres types.

Nous pouvons retenir a partir de la figure 13 que le meilleur solvant pour les 3

fromages dans la méthode de FRAP est 1’acétone suivi par 1’H,0O.
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Discussion

Tous les aliments contiennent des nutriments dont chacun joue un rdle précis et qui
contribuent a la prévention des pathologies liées au vieillissement parce gqu’ils possédent la
propriété d’empécher les réactions d’oxydation en chalnes provoquées par les ERO ou sont

capables de les piéger (Walther et al.,2008).

Notre objectif a travers cette étude est d’estimer le pouvoir antioxydant de 3 types de
fromages artisanaux (fromage rouge, Gouda et Cheddar) et la meilleure adoption du solvant

pour en extraire les molécules bioactives.

Afin d’atteindre notre objectif, deux tests ont été concu FRAP et DPPH sur3
échantillons de fromage. Trois extraits sont préparés a partir de chaque fromage en utilisant

trois solvants a savoir 1’acétone, le méthanol et 1’eau.
Pour les neufs extraits préparés, nous avons obtenu les résultats suivants :

Concernant I’edam (fromage rouge), a partir de la méthode du DPPH les valeurs
montrent que 1’extrait méthanolique provoque la réduction la plus importante bien que pour le

résultat du FRAP I’acétone a incité la réduction la plus élevée.

Pour le fromage Gouda les résultats ont dévoilé que I’eau est le meilleur solvant pour
I’extraction des molécules bioactives pour la technique de DPPH. Cependant pour le FRAP

I’extrait acétonique est celui qui a une réduction importante.

A propos du cheddar, les graphiques ont indiqué que 1’extrait aqueux provoque la plus
grande réduction du DPPH alors que pour le FRAP I’acétone est le meilleur solvant pour

I’extraction des molécules antioxydants.

En effet, les mémes résultats ont été rapportés par Apostolidiset al., (2007) dans une
étude effectuée sur trois types de fromages (cheddar, feta et roquefort) pour déterminer

I’activité antiradicalaire de ces fromages qui est 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

utilisés pour la fabrication des fromages (Meiraet al., 2012).

Selon 1’étude réalisée par Maeiraet al., (2012) sur le pouvoir réducteur du fer par

certains types de fromages montre que la réduction varie entre 0,13 et 0,42 unites (absorbance
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a 700 nm) selon le fromage (feta, cheddar et roquefort). En comparant ces valeurs avec les

ndtres sachant que les deux études sont réalisées dans les mémes conditions d’extraction, nous
pouvons constater que nos échantillons de fromages ont une réduction plus importante pour la
méthode de FRAP et qui varie entre 0,4 et 1,4 unités (absorbance a 700 nm).

Donc cette étude montre que le fromage rouge a le meilleur potentiel antioxydant qui
peut étre liées a la présence des herbes de Provence.
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Conclusion

Cette étude vise a déterminer la capacité antioxydante de trois qualités de fromage

artisanal.

Les différentes méthodes utilisées ont permis de déterminer que les molécules
bioactives de ces fromages peuvent protéger I'organisme et lutter contre le stress oxydatif de
plusieurs manieres : par piégeage des radicaux libres ou par réduction. Tous les extraits de
fromage analysés semblent capables d'inhiber ou de retarder le phénoméne d'oxydation. Le

fromage rouge a donné les meilleurs pouvoirs, piégeage du DPPH et réduction du fer.

Les fromages étudiés constituent donc une source potentielle d'antioxydants. Par
conséquent, leur consommation réguliére est bénéfique pour I'organisme en raison de leurs

effets protecteurs contre les maladies dégénératives, métaboliques ou cardiovasculaires.

Cette etude n'a pas exploré toutes les propriétés de ces fromages. Il serait intéressant de

compléter notre analyse par :

- Un controle qualitatif et quantitatif des extraits afin d’identifier les molécules
bioactives de ces fromages;
- Une mesure de la biodisponibilit¢ des molécules responsables de [’activité

antioxydante.
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Résumé :

Dans le cadre de la lutte contre les maladies dégénératives, des études sont menées sur la recherche de nouvelles
sources d’antioxydants naturels. Dans notre présente étude 3types de fromages (fromage rouge, gouda et cheddar) ont été
examinés pour déterminer leur activitéanti radicalaire vis-a-vis le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyleet leur pouvoir réducteur du
fer.

Afin d’atteindre cet objectif, trois extraits sont préparés a partir de chaque fromage en utilisant trois solvants a
savoir 1’acétone, le méthanol et I’eau.

Les résultats des analyses ont révélé que le fromage rouge (edam) a la réduction la plus élevée dans les deux tests
cependant les deux autres types de fromage ont donné approximativement les mémes résultats de réduction (DPPH, FRAP) et
qui restent moins importants que ’edam.

Nous pouvons déduire également a travers notre étude que le méthanol est le solvant approprié pour le fromage
rouge et 1’eau est plus adéquate pour le gouda et le cheddar pour la méthode du DPPH. Concernant le FRAP 1’acétone est le
meilleur diluant pour les 3 fromages.

Donc cette étude montre que les 3 fromages ont un pouvoir antioxydant important mais le fromage rouge est le
meilleur.

Mots clés : Fromage rouge, Cheddar, Gouda, Activité antioxydante, DPPH, FRAP

Abstract

As part of the fight against degenerative diseases, studies are carried out on the search for new sources of natural
antioxidants. In our present study 3 types of cheeses (red cheese, gouda and cheddar) were examined to determine their
antiradicalar activity vis-a-vis the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl and their fer reducing power.

In order to achieve this goal, three extracts are prepared from each cheese using three solvents, namely acetone,
methanol and water.

The results of the analyzes revealed that red cheese (Edam) has the highest reduction in the two tests, however the
other two types of cheese have approximately gave the same reduction results (DPPH, FRAP) and which remain less
important than the 'Edam.

We can also deduce through our study that methanol is the appropriate solvent for red cheese and water is more
adequate for Gouda and cheddar for the DPPH method. Regarding the FRAP Acetone is the best diluent for the 3 cheeses.

So this study shows that the 3 cheeses have good antioxidant power but red cheese is the best.

Key words : Red cheese, Gouda, Cheddar, activity antioxidant, DPPH, FRAP



