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Introduction

Introduction

Le lactosérum, aussi connu sous le nom de petit-lait, est un résidu de la production de
fromage et de caséine. La production de ces produits laitiers implique la coagulation et
I'égouttage du lait (Walstra et al, 2005).

Le lactosérum est principalement constitué deau (93%), de lactose (4-5%), de
protéines solubles (0,6-1%), de matieres minérales (0,5-0,8%) et de résidus de vitamines et
de lipides (Smithers, 2008). La B-lactoglobuline et I'a-lactaloumine sont les principales
protéines présentes, représentant respectivement 50 % et 20 % des protéines totales du
lactosérum ( Philips et al, 1994).

Le lactosérum est largement utilisé dans le domaine de I'alimentation, en particulier
dans la production de laitages, de boissons, de produits de boulangerie et de préparations
pour les nourrissons.En raison de ses caractéristiques fonctionnelles (geélification,
émulsification, moussage), il est également tres couramment employé (Huffman, 1996).
Malgré ses nombreux bénéfices fonctionnels et nutritionnels, il peut également avoir des
conséquences potentiellement polluantes si il n'est pas traité ou éliminé de maniere

adéquate (Prazeres et al, 2012). Voici certains de ces conséquences éventuelles :

La pollution de I'eau entraine I'eutrophisation, l'acidification des sols et les émissions
de gaz a effet de serre. L'industrie laitiére doit mettre en ceuvre des systémes de traitement
et délimination adaptés du lactosérum, tels que le traitement biologique, I'épandage
contr6lé ou la valorisation de ce sous-produit, afin de réduire ces effets. (Vourch et al,
2008).

La capacité d'une molécule a inhiber ou a retarder I'oxydation d'autres molécules est
connue sous le nom d'activité antioxydante. Il est crucial davoir cette caractéristique afin
de préserver les cellules des effets néfastes des radicaux libres , qui peuvent endommager
les lipides, les protéines et 'ADN (Apak et al, 2008) (Prior et Schaich, 2005).

Différents mécanismes sont utilisés par les antioxydants, tels que la captation des
radicaux libres, la chélation des métaux pro-oxydants, l'inhibition des enzymes pro-
oxydantes et la stimulation de I'expression des enzymes antioxydantes endogenes
(Bouayed et Bohn, 2010).
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Leur structure chimique est a l'origine de leur activité antioxydante, notamment la
présence de groupements hydroxyles et de noyaux aromatiques qui leur permettent de
neutraliser les espéces réactives et les radicaux libres (Lobo et al, 2010).

Notre objectif dans cette étude est de connaitre les propriétés physiques et chimiques du

lactosérum et d'évaluer son activité antioxydante.
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Chapitre | Le lactosérum

I.1. Définition de lactosérum
Le lactosérum est un liquide jaune verdatre qui renferme une quantité significative de
protéines de lait, environ 20%, et qui est riche en nutriments ( Muller et al. 2003).

Le lactosérum est extrémement susceptible de fermenter et fragile. Le volume de lait utilisé
est de 85 & 90% (Guimardes et al, 2010; Lapointe-Vignola, 2002).

Il s'agit d'un produit issu de la fromagerie et de la caséinerie, avec un pH variant de 5 & 6,5.
Il constitue environ 90% du lait utilisé (Kosikowski, 1979 ; Mereo, 1980).

On obtient cela en coagulant les caséines avec de la présure (lactosérum doux). ou aprés

que le lait soit acidifié (lactosérum acide) (Morr, 1989).

De maniére traditionnelle, la prochaine étape apres la coagulation implique la séparation de
la phase coagulée du reste du lait lors d'une procédure d'égouttage. Il renferme environ 50
% des nutriments du lait de base : des protéines solubles, du lactose, des vitamines et des

minéraux. (Guimaraes et al, 2010) et( Lapointe-Vignola, 2002).

g

‘? 100 m\
West Germar™y

Figure 1: Lactosérum liquide de couleur jaune verdatre (photo originale).
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1.2. Types de lactoserum
Il est préférable de considérer le lactosérum comme un produit dérivé plutdt que
comme un sous-produit de la production de fromages ou de caséine. En fonction de son
acidité et de son pH, on peut classer le lactosérum en deux catégories : le lactosérum doux
et le lactosérum acide (Tableau 1) (Linden et Lorient, 1994).

Tableau 1: Les déférentes types du lactosérum (Adrian et al, 1991).

Degré d’acidité Type pH
<22°D Lactosérum doux 6,5+6,7
<120° D Lactosérum acide 45-55

1.2.1. Lactoserums doux

Son acidité oscille entre 15 et 22 © Dornic (pH = 6,5), principalement provenant de la
fabrication de fromages a pates pressées cuites ou non (emmental, saint-paulin, edam),
généralement utilisés a l'état déshydraté (Moletta, 2002). On obtient cela suite a la
coagulation de la I'action de la présure sur la caséine sans acidification préalable donne un
sérum doux, avec une faible quantité de sels minéraux et une grande quantité de lactose et
de protéines. Ce lactosérum, en plus des protéines solubles du lait, contient une
glycoprotéine issue de I'hydrolyse de la caseine Kappa par la présure (Sottiez, 1990 ; De
La Fuente et al, 2002). (Tableau 1).

1.2.2. Lactosérums acide

Ils atteignent une acidité de 120° Dornic (pH = 4,5) et proviennent de la fabrication de
fromages a pates fraiches et molles ou de la caséine utilisée a I'état liquide. On obtient cela
en coagulant le lait en précipitant les caseines a leurs niveaux (Moletta, 2002). pH-
isoélectrique l'acide fort ou l'acide lactique ajoutés a la quantité de 4,6 (Violeau, 1999).
L'acidification entraine la dégradation des caséines associées a des sels de calcium, ce qui
permet a une grande partie des minéraux, tels que le calcium et le phosphore, de pénétrer
dans le sérum, ce qui explique sa forte teneur en ces minéraux et en acide lactique (Sottiez,
1990).(Tableau 1).
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1.3. Composition chimique du lactosérum
La composition biochimique du lactosérum varie considérablement en fonction de la
provenance du lait utilisé (alimentation et conditions d'élevage), de la spécialité fromagére
dont il est issu et de la méthode de coagulation des caséines utilisé. La composition
moyenne de lactosérum doux et acide est illustrée dans le tableau (Boudier et al, 1976 ;
Francois, 1990 ; Jouan, 2002).

Tableau 2: Composition moyenne des deux types du lactosérum (doux et acide) (Frangois,
1990 ; Jouan, 2002).

Composition moyenne d’un lactosérum doux et d’un lactosérum acide

Lactosérum dou Lactosérum acide
Eau (%) 93,5 94
Extrait sec (%0) 6,5 6
pH 6,7 4,6

Composition en g.L-1

Lactose 76 74
Proteines 13,50 12,00
Cendres 8,00 12,00
Acide Lactique <18 >1,8
Matiére grasse 1 0,5
Calcium (%) 0,6 Jusqu’a 1,8-2
Phosphore (%0) 0,6 1,50
Chlorure de sodium (%o) 2,50 7,50

1.3.1. Eau

Le lactosérum est un matériau principalement composé d'une grande quantité d'eau
présente dans le lait (Boudier et al, 1976). En moyenne, il renferme 94 % d'eau (Morr et
Ha, 1993).

1.3.2. Lactose
Le lactose est la principale composante du lactosérum de fromagerie( Luquet et

Francois, 1990) . Le lactose est un disaccharide qui se compose d'une molécule de glucose

et d'une autre de galactose(Gerard et Debry, 2001). .
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Ce dernier est un élément clé des cérébrosides qui constituent les tissus nerveux.ll joue
un réle dans la régulation du pH intestinal (Visser et al, 1988). Le lactosérum doux
présente une teneur plus élevée en lactose par rapport aux lactosérums acides, car une

partie du lactose a été convertie en acide lactique( Sottiez, 1990).

1.3.3. Minéraux

Le lactosérum contient une grande quantité de minéraux, en général entre 7 et 12 %
des éeléments secs du sérum composee essentiellement de calcium, de phosphore de
potassium le sodium, le magnésium, le chlore, le fer... etc. (Fick Michel, 2016).

1.3.4. Vitamines

La plupart des vitamines présentes dans le lactosérum sont des vitamines
hydrosolubles car la matiere grasse a été presque complétement éliminée, ce qui entraine
l'apparition des vitamines liposolubles. Des quantités significatives de riboflavine
(vitamine B2), d'acide pantothénique (vitamine B5); de thiamine (vitamine B1); de
pyridoxine (vitamine B6) et d'acide ascorbique (vitamine C) sont présentes parmi les
vitamines présentes.La riboflavine, qui confére sa teinte au lactosérum, constitue un
obstacle a la production du lactose qu'elle colore : ses concentrations se situent entre 200 et

300 mg par gramme de lactose (Tableau 3), (Paquin, 2004).

Tableau 3: Teneur en vitamines dans le lactoserum (Luquet et Boudier, 1984).

Vitamine Concentration (mg/ml)
Thiamine 0,38
Riboflavine 1,20
Acide nicotinique 0,85
Acide pantothénique 3,40
Pyridoxine 0,42
Cobalamine 0,03
Acide ascorbique 2,2

1.3.5. Matiéres grasses
Le lactosérum contient une quantité tres faible de matiére grasse (MG), estimée a 0,3 ¢

pour 100 g de lactosérum liquide, car la quasi-totalité de la matiére grasse du lait est
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stockée dans le caillé. Le lactosérum est pergu comme un aliment dépourvu de graisse, ce
qui en fait un choix parfait pour les individus qui pratiquent un régime de perte de poids
(Vasey, 2006).

1.3.6. Protéines du lactosérum

Les composés chimiques du lactosérum malgré la présence d'une multitude de
nutriments dans le lactosérum, ce sont les protéines sériques qui sont les plus importantes.
Le tableau 4 illustre les caractéristiques physico-chimiques des protéines présentes dans le
lactosérum. Cela est di a leurs nombreuses caractéristiques biologiques et fonctionnelles.
Les protéines de lactosérum sont considérées comme une source biologique exceptionnelle

d'acides aminés branchés et d'acides aminés essentiels(Smithers, 2008).

De plus, elles possédent une valeur biologique supérieure a celle de I'ceuf, souvent utilisé
comme référence. Des fractions et des hydrolysats spécifiques de protéines de lactosérum
pourraient également étre attribués des propriétés anticancéreuses, antimicrobiennes,

antivirales et modulatrices du systeme immunitaire humain (Madureira et al, 2007).

Tableau 4: Les propriétés et les fonctions biologiques des protéines du lactosérum
(Alimoradi Foad, 2016; Papademas et Kotsaki, 2019).

Protéines du Teneur | Concentration Point Fonction et avantages

lactosérum (%) (a/l) isoélectrique

Source d’acide aminé
B-lactoglobuline | 50-55 3,3 5,13 essentiel et a chaine
(B-LG) ramifiée. Fixation du

rétinol et des acides gras.

Source d'acides aminés
a-lactalbumine | 20-25 0,7 4,2-4.5 essentiels et a chaine
(a-LA) ramifiée, production de
lactose, transport de
calcium,
immunomodulateur ; anti

carcinogene.




Chapitre | Le lactosérum

Inhibition de la fixation
Immunoglobulin | 10-15 0,7 5,5-8,3 des agents pathogénes
es (chélate le fer),
antimicrobien, activation
de la phagocytose, anti-

inflammatoire.

Antioxydant,
Lactoferine 1-2 0,1 8,81 antibactérien, anti
carcinogene, antiviral,
antifongique, favorise la
croissance des bactéries
bénéfiques, supprime le

développement des

tumeurs .
Lactoperoxydas 0,50 0,03 7,7-9,6 Antibactérien et
e antioxydant.

Inhibe le developpement

BSA 5-10 0,3 4,7-4,9 des bactéries.
GMP 10- 1 3,08-3,58 | Antiviral, bifidogéne
15

Les protéines ne constituent pas la partie la plus importante du lactosérum, mais elles
présentent une importance économique et nutritionnelle supérieure aux protéines du blanc
d'ceuf, qui sont considérées comme des références.Leurs teneurs en acides aminés sont
extrémement élevées (Sottiez, 1990). Le tableau 5 présente les acides aminés présents dans

le lactosérum et les caséines.

Tableau 5: Acides aminés essentiels (g/100g) (Moletta, 2002).

Protéines du lactosérum Caseines
Tryptophane 1,38 1,22
Lysine 10,9 8,81
Méthionine 1,95 3,07
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Cysteéine 1,35 0,57
Leucine 7,09 9,8
Isoleucine 4,06 4.8
Phéenylalanine 3,47 5,18
Valine 5,54 3,55
Thréonine 5,03 4,7

1.4. Source industrielle du lactosérum

En général, le lactosérum est produit dans deux secteurs alimentaires distincts : la
fromagerie et la beurrerie. La premiére se concentre sur la production de fromage a partir
du lait mature, ce dernier subit une coagulation et une synérése qui font naitre deux phases
hétérogenes, l'une solide "fromage™ et l'autre liquide "lactosérum”. Dans le domaine de la
beurrerie, le "lactosérum™ est produit aprés écrémage complet du lait, puis extraction de la

caseine par précipitation (Laplanche, 2004).

1.5. Valorisation du lactosérum

Le lactosérum est I'élement le plus polluant issu de la production de fromage en raison

de son taux elevé de matiere organique, tout en offrant de nombreux avantages et intéréts.

Ainsi, sa mise en valeur revét une grande importance tant sur le plan économique que
écologique.Grace a cela, il est possible d'éviter les dommages environnementaux tout en
réduisant les codts de pollution imposés par la loi (Smithers, 2008 ; Brandelli et al,
2015).

La législation algérienne impose aux industries dont l'activité peut causer ou entrainer des

dommages a l'environnement,telles que le lactosérum,de payer les frais de toutes les
mesures de prévention et de réduction de la pollution« Le principe pollueur payeur »
(Jorad, 2003)

1.5.1. Effet polluant du lactosérum

Dans le monde entier, notamment dans certains pays, le manque de valorisation du
lactosérum, les probléemes de gestion des déchets industriels, les colts élevés des
technologies de valorisation et I'absence d'une réglementation rigoureuse font du
lactosérum un facteur de pollution croissant et un probléeme environnemental majeur
(Benaissa, 2018).
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1.5.1.1. Sa demande chimique en oxygene (DCO) et sa demande
biologique (DBO) élevé

La DCO du lactosérum est de 100 000 mg d'O/I, tandis que la DBO peut varier entre
40 000 et 60 000 mg d'O2/I (Yorgun et al, 2008). Cela entraine une réduction du taux
d'oxygene dissous et engendre des problemes de toxicité et de modification des
caracteristiques physicochimiques des écosystemes aquatiques (Valencia et al, 2009 et
Cordoba, 2013).

1.5.1.2. Ses volumes élevés générés

Les grandes quantités de lactosérum sont produites, ce qui en fait un polluant
environnemental important. 10 L de lait contient 1 kg de fromage et environ 9 litres de
lactosérum (Essadaoui ,2012). Effectivement, 47 % du lactoserum produit dans les cours
d'eau et les rivieres est rejete par I'industrie fromagere (Papademas et Kotsaki, 2019). La
production de fromage en Algérie est estimee a 1540 tonnes, ce qui représente une
production d'environ 14 millions de litres de lactosérum la (FAO, 2017).

1.5.2. Intérét de valorisation du lactosérum
La mise en valeur du lactosérum offre de nombreux bénéfices et intéréts, tant sur le

plan écologique que sur le plan économique.

1.5.2.1. Intérét écologique
Le déversement du lactosérum dans la nature a un impact sur la vie aquatique et réduit
les rendements des cultures agricoles, ce qui signifie que sa récupération est bénéfique pou

r I'environnement. Parmi ces avantages, on mentionne :

e Amelioration des émissions considérables dans I'environnement.
e Minimisation de la pollution des eaux et des espaces verts.

e Préserver les ressources hydriques.

e Réduisant la consommation d'énergie.

e Diminuant l'utilisation des engrais chimiques (Banu et al, 2020).

1.5.2.2. Intérét économique
Les produits alimentaires, pharmaceutiques et agricoles utilisent le lactosérum, ce qui
diminue la demande d'importation de matiéres premiéres et crée de grandes opportunités

économiques et de nouvelles opportunités pour l'industrie laitiere (Bardy et al, 2016).
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1.5.3. Propriétés nutritionnelles et fonctionnelles du lactosérum

Les deux principaux composants du lactosérum sont le lactose et les protéines, ce qui lui ¢
nfere une valeur nutritionnelle significative et des propriétés fonctionnelles intéressantes te
lles que la gélification, I'émulsification, la stabilité thermique et I'hydratation, qui ont un im
pact sur la qualité finale des produits alimentaires (Lupin, 1998).

|.6. Domaines d’utilisation du lactosérum
Le lactosérum peut étre utilisé par I'hnomme et les animaux dans diverses applications
afin d'extraire et d'intégrer sa valeur nutritionnelle élevée dans diverses utilisations et

produits.

1.6.1. Alimentation animale
Depuis longtemps, le lactosérum est principalement utilisé dans I'alimentation animale,
ce qui permet aux éleveurs de porcs et de bovins d'engraisser ces derniers a moindre codt.

Etant donné que les prix des céréales constituent une charge significative pour lui.

Dans ce domaine, lI'emploi du lactosérum permet de mettre en valeur un sous-produit a
haute valeur nutritionnelle et énergétique, tout en diminuant la pollution organique (Fick
Michel, 2016).

1.6.2. Alimentation humaine
Le lactosérum est utilisé dans différents secteurs de l'industrie alimentaire : le lait, la
boulangerie, la biscuiterie, la confiserie, les glaces et les créemes glacées, comme substrat

de fermentation et comme complément alimentaire.

1.6.2.1. Industrie laitiére
Le lactosérum est utilisé dans la production de laits fermentés tels que le yaourt et le

Iben, sans altérer la qualité ni I'ardme de ces derniers ( Luquet et Boudier, 1984).

1.6.2.2. En boulangerie
L'utilisation croissante du lactosérum doux dans les produits de boulangerie est motivée

par de nombreux bénéfices qu'il offre :

e |l augmente la valeur nutritionnelle en fournissant une quantité significative
d'acide aminé essentiel.

e La réaction du maillard contre le rancissement permet de créer des complexes
stables.

e Elargit la saveur et I'odeur du pain (Apria, 1980).
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1.6.2.3. Dans les boissons

Le lactosérum possede également plusieurs caractéristiques qui le rendent idéal pour la
préparation de boissons aromatisées en raison de sa grande valeur nutritionnelle, ce qui
facilite sa digestion et le rend rapide. Ces boissons sont légéres, désaltérantes et trés
plaisantes a déguster ( Nelson et al, 1978).

1.6.2.4. En confiserie
Le lactosérum est employé dans le domaine de la confiserie, car il est moins colteux que le

produit laitier utilisé. Son goQt lacté sucré et sa teneur élevée en eau le distinguent
(Vrignaud, 1983).

1.6.2.5. Dans les cremes glacées
La poudre du lactosérum doux peut remplacer 25 % du lait écréemé utilisé dans la
préparation de la creme glacée, tandis que le lactosérum acide peut remplacer une partie du

sucre nécessaire a la fabrication des sorbets de grande qualité (Apria, 1973).

1.6.2.6. Substrat de fermentation

Le lactosérum est un environnement de culture favorable pour la production d'acide
lactique par les bactéries lactiques ( Poget et Ramseier, 1993). De plus, il favorise le
développement de diverses especes microbiennes, notamment les levures qui utilisent le

lactose comme source de carbone (Omar et Sabry, 1991).

Le schéma au dessous représente les différents domaines d’utilisation du lactoserum :

Alimentation
animale

Substrat de
fermentation

Industrie
laitiere

— 1

Lactosérum

Creme

Boulangeri

glacée / \ e
Les
boissons
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I1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif désigne le déséquilibre entre la production de radicaux libres et de
métabolites réactifs, connu sous le nom d'oxydants ou d'espéces réactives de I'oxygene, et
leur élimination par des mécanismes de protection, appelés antioxydants (Reuter et al,
2010). L'équilibre entre les espéces réactives de l'oxygéne et les espéces antioxydantes est
donc défini par la balance oxydative. En médecine, la notion de balance oxydative est
utilisée pour préserver la santé de l'organisme (Davies, 2000 ; Finkel et Holbrook, 2000).
Les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives sont des problemes fréquents liés a
son déséquilibre (Heim et al, 2002). Cette balance est en constante évolution et est
maintenue dans un équilibre optimal grace a des mécanismes enzymatiques ou a des

apports externes de molécules tres actives (Noguchi, 2002).

Tableau 6: Exemples des pathologies liées au stress oxydatif (Bensakhria, 2018).

Maladies ou le stress Maladies ou le stress Maladies entrainant un
oxydatif est la cause oxydatif est le facteur stress oxydatif secondaire
primordiale déclencheur
Cancers, Auto-immunité, Maladie d’ Alzheimer, Diabeéte, Insuffisance rénale,
Cataracte Stérilité masculine, Maladie de Parkinson.
Rhumatismes, athéromes,
asthmes.

11.2. Activité antioxydante

La capacité d'un composé a résister a l'oxydation est appelée activité antioxydante.
Le B-caroténe (provitamine A), l'acide ascorbique (vitamine C), le tocopherol (vitamine E)
et les composés phénoliques sont les antioxydants les plus connus. Effectivement, la
majorité des antioxydants fabriqués ou naturels contiennent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures, ce qui explique en partie leur capacité a capturer
les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH) et les superoxydes (O:) (Rice-
Evans et al, 1995 ; Bartosz, G.2003).

11.3. Radicaux libres

Les radicaux libres sont présents partout dans notre organisme et sont produits par des
mécanismes physiologiques normaux, tels que le métabolisme aérobie et les réponses
inflammatoires, afin de combattre les microorganismes pathogénes qui envahissent notre
organisme. Les radicaux libres sont des espéces extrémement réactives en raison de
I'existence d'au moins un électron libre sur leur orbitale électronique externe

(Govindarajan et al, 2005). Les radicaux libres peuvent également entrainer des
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dommages cellulaires. De nombreux moyens de défense ont été développés pour protéger

nos cellules contre ces radicaux et réparer les dommages causés par I'ADN (Hussain et al,

2003).

Electrons appariés

C D = stabilité

Atome stable

Formation des radicaux libres

Perte d’un électron

Electron célibataire

(D= instabilité

Figure 2: Passage de 1’état stable au radical libre et sa stabilisation de nouveau (Penser
santé,29 Mai 2024).
Les radicaux libres (Tableau 7) sont classés en:

e Radicaux libres primaires qui sont formés par transfert d'électron a Il'atome

d'oxygéne (Favier, 2003).

e Radicaux libres secondaires qui sont formes par réaction des radicaux primaires

sur les composés biochimiques de la cellule ou par I’interaction de deux radicaux

primaires entre eux (Favier, 2003).

Tableau 7: Principaux radicaux libres (Munteanu et Apetrei, 2021 ; Rolland, 2004).

Radical Formule

Anion superoxide 30:

Hydroxyle “OH

Peroxyle ROO°
Alcoxyles(carbonyle excité) RO°

Perhydroxyle HO:

oxygene singulet "0,

peroxyde d'hydrogéne H20:

Hydroperoxyde ROOH

I1.4. Mécanisme de production et d'élimination des dans I'organisme

Les composés réactifs de l'oxygéne responsables de la perturbation de I'équilibre

cellulaire peuvent étre produits a la fois par des sources endogénes (mitochondries,
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peroxysomes, cellules inflammatoires) et par des sources exogenes (rayonnement, 0zone,
hyperoxie, xenobiotiques). 1l existe de nombreux mécanismes de défense contre la toxicité
des especes réactives de I'oxygene (Govindarajan et al, 2005) et ils sont également issus
de différentes sources. La source initiale provient de l'intérieur et est constituée de
protéines enzymatiques. Le complexe enzymatique superoxyde dismutase , la catalase et le
glutathion peroxydase jouent un rdle crucial dans cette défense(Matés et Sanchez
Jiménez, 1999).

La deuxiéme source, qui revét une grande importance, est l'alimentation et la
médecine, a travers lesquelles des molécules de petite taille sont ingérées.ll s'agit de
vitamines, de caroténoides, de flavonoides, d'acides phénols, de coumarines, de quinones
et dalcaoides. Les hydroxyles libres, les noyaux aromatiques et les doubles liaisons
éthyléniques souvent conjuguées sont les composants les plus actifs de ces molécules, ce
qui leur permet de générer des électrons et de rester stables par mémorisation (Heim et al,
2002).

11.5. Anti oxydants
Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui peut,a une concentration
relativement faible,rivaliser avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher

leur oxydation ( Berger, 2006).

Autrement dit, un antioxydant est une substance qui, en petite quantité par rapport a la
quantité des substances oxydables comme les especes oxygénéees reactives, retarde ou
prévient I'oxydation des substrats tels que les lipides, les protéines et les carbohydrates. la
surproduction d'especes réactives d'oxygene entraine des dommages cellulaires importants,
tels que l'induction de ruptures et de mutations de I'ADN, la modification des structures
protéeiques, la peroxydation des lipides, l'inactivation de différentes enzymes et I'oxydation

des sucres (Defraigne et Pincemail, 2008).

Les méthodes antiradicalaires telles que sont les plus couramment employées pour évaluer
I'activité antioxydante des molécules en laboratoire.
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\O, N0,
N=N O 4 (Rie H — NN o, + (R,
w, H
o, ‘o,

DPPH DPPH-H

Figure 3: Réaction du DPPH avec une molécule donneuse de proton.

11.5.1. Classification des antio xydants

11.5.1.1. Anti oxydants a activité enzymatique

Il existe différentes enzymes qui sont impliquées dans des réactions visant a
neutraliser les radicaux libres et les espéces réactives de l'oxygene. Des enzymes
essentielles telles que la superoxyde dismutase (SOD), le glutathion peroxydant et la
catalase (CAT) sont présentes (Zeyiroglu et Ozturk Sarikaya, 2019) . Et également des
enzymes auxiliaires : Glutathione reductase, déhydrogenase de glutathione 6-phosphate
(Flieger et al, 2021).

11.5.1.2. Anti oxydants a activité non enzymatique

Les vitamines A, C, E et les polyphénols, notamment les flavonoides, ainsi que les
caroténoides et l'ubiquinone (coenzyme Q10), sont des antioxydants présents dans
I'alimentation, qui peuvent réagir directement ou indirectement avec les ERO (Tableau 8)
(Flieger et al, 2021 ; Durand, 2013).

11.5.1.3. Anti oxydants d’origine naturelle

Les substances naturelles non synthétiques peuvent réduire I'agression de la matiere
vivante en évitant toutes les formes de dégradation pathologique et de peroxydation
lipidique, comme le B-caroténe, I'albumine, l'acide urique, les oestrogénes, les polyamines,
les flavonoides, l'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E, etc
(Zeyiroglu et Ozturk Sarikaya, 2019).

11.5.1.4. Anti oxydants d’origine synthétique
Les antioxydants tels que le BHT (Butylated hydroxytoluene), le BHA (Butylated

hydroxyanisole), Trolox et TBHQ sont couramment employés dans le domaine de
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I'industrie alimentaire et pharmaceutique. lls sont efficaces (Zeyiroglu et Ozturk
Sarikaya, 2019).

Tableau 8: Principaux antioxydants non enzymatiques et sources
alimentaires associées (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments anti oxydan Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou,
poivron

Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre,
ceufs, noix

Flavonoides Fruits, légumes, thé vert

Acides phénoliques Céréales compleétes, baies, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins, vin

Métabolisme de la cystéine, glutathion Caséine, Lactalbumine (petit-lait), produits
laitiers Brocoli, chou (Eufs, poissons,
viandes

11.5.2. Mécanisme d’action des anti oxydants
Il existe différents mécanismes d'action des antioxydants, qui sont de nature différente

et agissent en synergie. Ils peuvent se sacrifier pour capturer I'électron non apparié d'un
radical libre et le neutraliser en le délocalisant, ou bien réduire enzymatiquement les
especes réactives de l'oxygene (Favier, 2006). lls sont également capables de capter
I'oxygeéne singulier,de désactiver les radicaux par recombinaison covalente, de réduire les
radicaux ou les peroxydes, ainsi que de complexer les ions et les métaux de transition
(Diallo, 2005).Ces antioxydants naturels, en tant que composants alimentaires, semblent
jouer un role important dans la prévention de maladies comme le cancer ou les maladies

cardio-vasculaires (Diallo, 2005)

Action des antioxydants sur les radicaux libres

Electron LS
ajouté ’,'\
) O | |
\_ \

Don d'électron

Antioxydant o al lik C— Atome stable

Figure 4: Action des antioxydants sur les radicaux libres (Penser santé,29 Mai 2024).
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1. Lieu de travail

Notre travail expérimental a été réalisé au sein des laboratoires de Technologie
Alimentaire, Physiologie végétale applique aux cultures hors sol de la faculté des Sciences

de la Nature et de la Vie de "université Ibn Khaldoun de Tiaret.

2. Objectifs

Les objectives de notre travail sont énumérés comme suit :

» Caractérisation physico-chimiques du lactosérum (acide, doux).

> Evaluation de I’activité anti oxydante.

3. Materiel et produits utilisés
3.1. Matieres premiéres utilisés

3.1.1. Lactosérums

Nous avons préparé a partir d’une poudre de lait écrémé a 0% de matiére grasse deux types

de lactosérums : lactosérum doux et lactosérum acide.

3.1.2 Présure

Enzyme coagulante du lait, provient de DANMARK.

3.2. Appareillage

o Agitateur magnétique de type WISD LABORATORY INSTRUMENTS.
o Balance de précision OHAUS PIONEER.

. Bain Marie: MEMMERT.

o Conductimeétre électrigue BANTE instrument.
o pH métre HANNA instruments.

o Réfractometre de type RL2.

o Réfrigérateur CONDOR.

o Spectrophotometre GENWAY .

. Viscosimetre Thermo SCIENTIFIC.

o Centrifugeuse SIGMA.

J Four HERAEUS Instruments.
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. Etuve.

3.3. Verrerie

. Béchers de 50,100.
. Burette graduée.
e Eprouvette de 5, 10,50 et 100ml.
e Entonnoir.
e Fioles Jaugées.
e Pycnométre.
e Micropipette.
e Verre de montre.
e Pipettes graduées.
e Capsule.

e Tubes a essai.

3.4. Produits utilisées

e Poudre de lait écrémé a 0% MG.

e Acétone.

e Acide chlorhydrique (HCI) concentré 37 %.
e Acide sulfurique (H,SO,) concentré 95%.

e Ethanol.

e Folin-Ciocalteu.

e Phénolphtaléine.

e Phénol 5%.

e Solution de Na2COs 2% (Sodium carbonate).
e Solution de CuSos 5% (Sulfate de cuivre(ll)).
e Solution tampon (pH=5, pH=7).

e Tartrate double de K et de Na 10% .

e Hydroxyde de sodium (NaOH); 0.1N.

e Acide ascorbique (Vitamine C).

e 1 1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH).

e Presure.
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e Meéthanol.

4. Protocole expérimental

Notre étude est basee sur le protocole expérimental suivant :

Lait reconstitué 10%

Coagulation

Chimique Enzymatique
. 1

> | Seéparation

Lactosérum acide Lactosérum doux

- Caséines acides

Caséines présure |

Caractérisation

Biologique Physique Chimique
Activité antioxydante -pH -Acidité titrable
-Activite antiradicalaire -Indice de réfraction et -Dosage des protéines
-C150 °Brix -Dosage du lactose

-Conductivité éléctrique
-Densité

-Viscosité

-Cendres

Figure 5: Protocole expérimental.
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5. Préparation du lactosérum
5.1. Lactosérum acide

e FEtalonner le pH métre a I’aide des solutions tampons .

e Préparer un lait reconstitué a 10 %.

e Homogénéiser la solution par une agitation magnétique .

e Mettre I’électrode du pH-métre dans la solution, et ajouter le HCI goutte a goultte,
agiter le mélange et arréter lorsque le pH devient 4.6.

e Recouvrir le bécher avec le papier aluminium, et le conserver a 4° C pendant 1 a
2heures.

e Séparer le lactosérum acide en appliquant une centrifugation, et récupérer ensuite,
le lactosérum acide.

e Le conserver a 4° C jusqu’a I'utilisation.

5.2. Lactosérum doux

e Préparer un lait reconstitué a 10 %.

e A l’aide d’un agitateur magnétique chauffant, chauffer le lait a 35° C.

e Ajouter 2 ml de présure préparée a 1%.

e Maintenir ’agitation a 35° C pendant 40 minutes.

e Recouvrir le bécher avec du papier aluminium, et le conserver a 4° C pendant 12 a
24heures.
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e Séparer le lactosérum doux en appliquant une centrifugeuse, et récupérer ensuite,le
lactoserum doux.

e Le conserver a 4° C jusqu’a I’utilisation.

Figure 7: Lactosérum doux.

5.3. Préparation de présure

Nous avons préparé une solution de 0,5% (0,5g présure dans 50 ml I’eau distillé).

6. Méthodes des analyses physico-chimiques
6.1. Densité

Principe

La densité du lactosérum correspond au rapport entre les masses du méme volume du
lactosérum et de l'eau a une température de 20°C (Mathieu, 1998). La masse volumique
des corps est déterminée de maniere précise a l'aide d'un pycnomeétre selon les méthodes

habituelles.
Mode opératoire

e Peser le pycnomeétre vide (po) et plein d’eau distillée (p:).
e Sécher le pycnomeétre, puis le remplir avec I’échantillon et le peser (p2).

e Les résultats sont donnés par la formule suivante :

D = P:-Po/P:1-Po
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D’ou :

D : Densité de 1’échantillon.
PO : Poids du pycnomeétre vide en g.
P1 : Poids du pycnométre rempli d’eau distillée en g.

P2 : Poids du pycnomeétre rempli de I’échantillon.

Figure 8: Pycnométre.

6.2. Viscosité

Principe

Le frottement des molécules entraine la viscosité, qui se manifeste par une resistance plus
ou moins grande des liquides a 1'écoulement. La viscosité absolue, 1, est généralement
exprimeée en centipoise. Elle est mesurée en calculant le temps de chute d'une petite boule
dans une colonne (viscosimetre d'Hoeppler), qui est fondé sur la loi de
Poiseuille(Boubezari, 2010).

Mode opératoire

e Remplir le tube avec I’échantillon.

e Fixer la température désirée.

e Lorsque I’équilibre de température est atteint, choisir une bille pour laquelle son
écoulement a travers I’échantillon dans le tube viscosimétre, doit étre aussi lent que
possible.

e Laisser ensuite la bille s’écouler librement et lorsqu’elle atteint le repére de la
partie supérieure, mettre le chronometre en marche.

e Lorsque la bille atteint le repére situé a la partie inférieure du tube viscometrique,

noter le temps de chute de la bille.
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Mode de calcul

Le calcul de la viscosité se fait selon la formule suivante :
V=t x (D0-D1) x K

D’ou :

V : Viscosité en centipoise (cP).

t: Temps de chute de la bille en secondes (s).

D1 : Densité de I’échantillon.

DO : Densité de la bille.

K : Constante d’étalonnage par gravité du tube.

6.3. Degré de Brix

Principe
La quantité de matiere seche est le produit de I'évaporation de I'eau sur le lactosérum. On

I'exprime en g/l (Mathieu, 1998).0n la détermine en utilisant un réfractometre.
Mode opératoire

e FEtalonner le réfractométre avec 1’eau distillée dont I’indice de réfraction est égal
a1,333.

e Laver les prismes du réfractometre a I’acétone et les essuyer avec un
papierhygiénique

e Déposer une goutte de produit sur le prisme du réfractometre.

e Diriger le réfractométre vers une source de lumiere et lire au niveau de

I'intersectionentre lI'ombre et la lumiére la valeur de degré Brix indiqué sur I'échelle.

6.4. Indice de réfraction

Principe

Cette mesure permet de déterminer le niveau de pureté d'un liquide. Elle est effectuée a
I'aide d'un refractometre équipé d'un thermometre dont I'échelle couvre les valeurs de 20°C
a 80°C ou plus, ainsi qu'un dispositif de circulation de liquide qui maintient lI'appareil a ces
températures. Nous avons utilisé la méthode AFNOR « NF- 60.22, (1984) ».
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Mode opératoire

e [Etalonner le réfractométre avec 1’eau distillée dont I’indice de réfraction est égal
a1,333.

e Laver les prismes du réfractométre a ’acétone et les essuyer avec un
papierhygiénique

e Verser entre le prisme 2 a 3 gouttes de 1’échantillon.

e Déplacer alors la lunette de visée pour que la ligne de séparation de la plage claire
et de plage sombre se situe a la croisée des fils de réticule.

e Enfin lire ’indice de réfraction du corps a étudier.

Figure 9: Réfractométre.

6.5. Cendres

Principe
La quantité de matiére minérale présente dans un volume donné de lactosérum apres
incinération est appelée cendres (Amaragilio, 1986).

Mode opératoire

e Peser une capsule vide.

e Placer 5 ml du lactosérum dans une capsule.

e Placer la capsule sur un bain marie bouillant, jusqu’a évaporation de 1’eau.
e Apres I’évaporation de I’eau on mettre la capsule dans le four pendant 4h.

e Peser la capsule et le résidu apres la dessiccation et le refroidissement.
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Tc= (M1-MO0) x (1000 /V) (g/1)

D’ou :
Tc : Teneur en cendres en g/l.
MO : Masse de la capsule vide en g.
M1 : La masse de la capsule et le résidu aprés la dessiccation et le refroidissement.

V : Le volume de la prise d’essais en ml.

Figure 10: Capsule.

6.6. pH

Principe
Le pH est mesuré en utilisant un pH meétre, un dispositif qui évalue la différence de

potentiel entre deux électrodes (Audige et al, 1979).
Mode opératoire

e Etalonner le pH-métre par des solutions tampons a (pH=7 ; pH=5), le rincage de
I’¢lectrode s’effectue par ’acétone et le nettoyage par le papier absorbant.

e Mettre I’¢lectrode du pH-meétre dans un volume suffisantde I’échantillon
(lactosérum doux ou acide).

e Lire le pH indiqué sur I’écran d’affichage du pH-métre.
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Figure 11: pH mtre.

6.7. Acidité titrable des lactosérums

Principe

Par titrimétrie de l'acide lactique a l'aide de NaOH N/9, en présence le dosage en utilisant
la phénol phtaléine comme indicateur coloré de pH (Lecoq, 1965).

Mode opératoire

e Mettre 10 ml du lactosérum dans un bécher.

e Ajouter 2 a 3 gouttes de phénophtaléine. Titrer avec la solution de NaOH (N/9)
jusqu’au virage de la couleur vers le rose.

e Lire le volume de NaOH versé.
Mode de calcul
L’acidité du lactosérum est donnée par la formule suivante :
A =10 x (V1/V0)
D’ou :
A : L’acidité titrable de I’échantillon en g/I.
VO: Volume en ml de la prise d’essai.
V1 : Volume de NaOH versé (ml).

1degre Dornic = 0,1g d’acide lactique par litre.
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6.8. Conductivité électrique

Principe

La conductivité est la mesure de la capacité d'un corps ou d'une solution a autoriser le
passage du courant électrique. Elle est mesurée a l'aide d'un conductimétre (Boudier et
Luquet, 1981).

Mode opératoire

e Etalonner I’appareil a I’aide I’eau distillée.

e Laver I’¢lectrode du conductimetre a ’acétone et essuyer avec un papier
hygiénique.

e Chauffer les echantillons a 25°C.

e Plonger I’¢électrode dans le bécher qui contient 1’échantillon et lire directement la

conductivité électrique du I’échantillon étudié a 25°C.

Figure 12: Conductimeétre.

6.9. Détermination de la teneur en lactose par la méthode de (DUBOIS et
al, 1956)

Principe
Le principe est basé sur cette réaction :

L'acide sulfurique concentré entraine une déshydratation a chaud des oses, ce qui entraine
la formation d'un hydroxy-méthyl furfural (HMF) dans le cas d'un hexaose et d'un furfural

dans le cas d'un pentose. Ces composés se combinent avec le phénol pour former des
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complexes colorés (jaune orangé). L'intensité de la coloration est liée & la concentration des
oses, et la densité optique est mesurée a 488 nm a l'aide d'un spectrophotometre.

Réactifs

e Solution mére de lactose a 100 pg/ml pour le courbe étalon du lactose.
e Solution de phénol a 5% dans I’eau distillée.

e Acide sulfurique a 95% de pureté et de densité d=1,83.
Mode opératoire

Ce dosage permet la détermination de concentration du lactose dans le lactosérum. Pour
cela a 1 ml de I’échantillon dilué, on ajoute 1 ml du phénol a 5% puis5 ml d’acide
sulfurique. Aprés agitation, on laisse le mélange réactionnel reposer 10 min a température
ambiante, puis on I’incube au bain marie a 30°C pendant 30 min. Apres la lecture des
absorbances au spectrophotometre a 488 nm, les valeurs obtenues sont traduites en

concentrations de lactose par référence ala courbe d’étalonnage préalablement établi.

6.10. Dossage des protéines par la methode de (LOWRY et al, 1951)

Principe

Le principe fondamental repose sur la réaction de deux réactions. Tout d'abord, la présence
de sulfate de cuivre dans un milieu alcalin entraine la formation d'un complexe entre I'ion
cuivrique et la liaison peptidique, ce qui entraine une coloration violette proportionnelle a
la quantité d'aminoacides présents dans le milieu (réaction de Biuret). Ensuite, la deuxiéme
réaction résulte de la réduction de la tyrosine et du tryptophane présents dans les protéines
par le composant actif du réactif de Folin-Ciocalteu, I'acide phosphomolybdotungstique, ce

qui donne naissance a un complexe bleu.
Réactif
e Solution A : 2% Na.COs anhydre dans la soude 0.1N.
e Solution B1 : 5% CuSOa..
e Solution B2 : 10% tartrate double de K et Na.
e Solution E : Folin-Ciocalteu dilué au 1 /2 de I’eau distillé.

e Réactif B : 1 ml de solution B1+1ml de solution B2 + 8 ml de ’eau distillée.

e Réactif C : 1 ml de réactif B et 50 ml de solution A.
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Mode opératoire

e 1 ml d’échantillon a doser (1ml de lactosérum).

e Ajouter 5 ml de réactif C.

e Laisser 10 mn a température ambiante.

e Ajouter 0.5ml de la solution E (la coloration devient bleue) apres agitation
rigoureuse.

e Laisser 30 mn a I’obscurité.

e Faire la lecture de 1’absorbance a 750 nm.

6.11.Détermination de la matiére seche

Principe
La matiere séche est définie comme étant le résidu d'un aliment restant apres I'élimination
de I'eau, dans des conditions expérimentales données dont la somme de la teneur en eau et

en matiére seche représente la totalité de I'aliment.
Mode opératoire
Nous avons opté la méthode de (Aoac, 1990).

e Peser2a2.5 gde I'échantillon.

e Puis les placer dans I'étuve réglée a 105°C pendant 2h.

e Retirer les creusets de I'étuve, les placer dans le dessiccateur, laisser refroidir et
peser.

e L'opération est répétée jusqu'a l'obtention d'une masse constante.
Expression des résultats
Le pourcentage de matiere seche est déterminé par la relation:
MS % = Msec/Mix 100
Mi = masse de I'échantillon initial (g).

Msec = masse de I'échantillon sec (g) apres passage dans I'étuve a 105 °C.

7. Activité antioxydante
7.1. Test de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

La présence d'un électron délocalisé dans le radical organique DPPH lui confére une

coloration violette, avec une absorbance maximale a 517 nm. L'examen repose sur :
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La concentration d'un antioxydant (AH, habituellement un composé phénolique) dans la
réduction du radical chimique DPPH° (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert
d'hydrogéne. La solution radicale, initialement violette, se transforme en un jaune péle

dans DPPH-H

. H
O,N N—N + A-H— O,N N—N + A"

]

VIOLET JAUNE

Figure 13: Structure chimique du radical libre DPPH.

7.2. Protocole du test au DPPH

Une solution méthanolique a été préparee pour la solution de DPPH : On a ajouté 0,008
g de DPPH a 100 ml de méthanol. On dissout le radical DPPH dans le méthanol et on le
garde a labri de la lumiére. L'absorbance est évaluée a 517 nm a laide dun
spectrophotometre UV visible 1100.
Pour cette étude, nous avons développé une variété de dilutions pour la vitamine C (acide

ascorbique) en partant d'une concentration initiale de 1g/10ml d'eau distillée.

Figure 14: Vitamine C.
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Principe

En solution alcoolique, le radical DPPH montre une coloration violette intense a
température ambiante, qui disparait lorsqu'il entre en contact avec une substance donneuse
de protons. Le pouvoir antioxydant d'un échantillon est mis en évidence par sa capacité a
capturer le radical libre, ce qui se traduit par une réduction de l'absorbance a 517 nm
(Moon et Shibamoto, 2009).

Mode opératoire

e Meélanger 2 ml de solution DPPH avec 2 ml lactosérum.

e Laisser dans l'obscurité a température ambiante pendant 30 minutes.

e Mesurer l'absorbance & 517 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV visible1100 le
meéthanol comme un blanc.

e Les résultats sont exprimés a partir d’une courbe d’étalonnage.

e Lavitamine C (acide ascorbique) a été utilisée comme contrdle positif.

Figure 15: DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl).
Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en tant qu'activité anti-radicalaire ou l'inhibition des radicaux

libres en pourcentages (AA %) en utilisant la formule suivante :

% AA = [(Abs contrdle — Abs extrait) / Abs contrdle] x 100
AA %: Pourcentage de l'activité anti-radicalaire (AAR%).
Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon.

Abs Controdle : Absorbance du contrble négatif.
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Figure 16: Dilution du lactosérum par DPPH.
7.3. Evaluation de la concentration inhibitrice CI150
L'efficacité d'un composé particulier a inhiber une fonction biologique ou biochimique
spécifique est évaluée par sa concentration inhibitrice moyenne. La capacité antioxydante
du composeé est inversement liée a la C150. La CI50 correspond a la quantité d'antioxydant

requise pour diminuer la concentration de 50% de radicaux libres.
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Chapitre 1V Résultats et Discussion

I.Caractérisation

Les parametres physico-chimiques moyens des lactosérums analysés sont indiqués dans le

tableau :

Tableau 9: Paramétre physico-chimiques moyens des lactosérums bruts étudiés.

Parametres LSA LSD
Densité & 20°C 1,029 1,021
Viscosité (cP) 1,0820 2,6476
Acidité (°D) 52 19
pH 4,7 6,10
CE (mS/cm) 6,26 5,80
Indice de réfraction 1,344 1,345
°Brix (%) 7 7,5
Cendres (g/l) 7,80 6,65
Protéines (g/l) 5,95 7,65
Lactose (g/l) 30,78 38,75

I.1. Densité

D'apres les résultats obtenus. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus 1.0293 pour

le lactosérum doux et 1.0298 pour le lactosérum acide.

1.2. Viscosité

D'apres les résultats obtenus, la viscosité du lactosérum doux est plus élevée que celle

du lactosérum acide, la viscosité varie en fonction de différents facteurs tels que la
température, la nature du solvant, la taille, la forme, la concentration, la charge électrique

des particules dispersées et leur affinite.

1.3. Acidite

D'apres les résultats obtenus, l'acidité du lactosérum doux est en accord avec la valeur

préconisée par (Vierling et Leyral, 2003), qui établissent une plage de 9 a 13°D.
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1.4. pH

D'apres les résultats obtenus,le pH du lactosérum doux correspond a la valeur donnée a
constaté qu'il varie entre 6.1 et 6.7 pour un lactosérum doux. De plus, la valeur obtenue

pour le lactosérum acide est normale dans I'intervalle donné s'étend de 4.6 a 6.00.

1.5. Conductivité électrique

D'aprés les résultats obtenus, il la conductivité électrique du lactosérum acide est
élevée que celle remarquée pour le lactosérum doux. Il s'agit de la différence causée par la
charge minérale présente dans chaque type de sérum ; plus elle est élevée, plus la
conductivité électrique augmente. La conductivité électrique fluctue en fonction de la
puissance des électrolytes, de leur mobilité et de leur charge ionique.

1.6. Indice de réfraction

D'apres les résultats obtenus,le lactosérum acide présente un indice de réfraction a
20°C tres similaire a celui du lactosérum doux, ce qui est similaire a ceux obtenus par
(Adda, 2002) qui a obtenu 1,345 pour LSD et 1,344 pour LSA. L'indice de réfraction

fluctue en fonction de la température et de la composition du lactoserum.

1.7. Degre Brix

D'apres les résultats obtenus,la valeur de Brix du lactosérum doux est similaire a celle
a savoir 7,5 % pour le lactoserum doux et 7% pour le lactosérum acide(Lorient et Linden,
1994).

1.8. Cendres

Daprés les résultats obtenus, nous observons que la concentration en cendres du
lactosérum acide est plus élevée que celle du lactosérum doux. L'acidification entraine une
dégradation du caillé, ce qui se traduit par un pH plus bas et une teneur plus élevée en

cendres.
1.9. Protéines
D'apres les résultats obtenus, de protéines du LSD plus élevé que dans le LSA, ce qui

est a peu prés similaire a ceux obtenus qui ont observé une concentration de 0.9 a 13%

pour le lactosérum doux et de 0.7 a 10.5% pour le lactosérum acide.
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1.10. Lactose

D'aprés les résultats obtenus, de lactose observ dans le lactosérum doux et acide sont
respectivement de 38,75 et 30,78 g/l par rapport a celles fournies (53,3g/l pour LSD et
44,39/l pour LSA), plus faibles.

I1. L activité anti oxydante

L'activité antioxydante de lactosérum , casiéne , le lait et vitamine c . est évaluée par le
test de piégeage du radical DPPH. Il est bien connu que quand une solution de DPPH est
melangée avec celle d'une substance contenant des antioxydants, le radical libre stable
DPPH (couleur violet foncé) est converti en 1,1-diphenyl-2-picryle hydrazine ce qui
entraine une décoloration facilement mesurable par spectrophotométrie a 517 nm
(Molyneux, 2004). Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes du pourcentage
d'activité antiradicalaire pour lactosérum (acide et doux ), casiéne (acide et doux ) , le lait

et acide ascorbique.
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Figure 17: Activité anti oxydante du vitamine c (a) , lactosérum acide (b) , caséine acide
(c) et le lait (d).

D'apres les résultats
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Résultats et Discussion

La figure (17) illustrent les résultats d'analyse de I'activité antioxydante de lactosérum

acide et de caséine acide compareés a celle de la vitamine C).

Les résultats indiquent que la caséine acide présente le plus grand pourcentage d'activité

antioxydante pour les quatre concentrations testées, avec des valeurs de (82.78 ; 86.367 ;

88.609

; 89.237), suivie du lactosérum acide avec des valeurs de (50.228 ; 56.645 ; 60.452 ;

67.937).

On peut constater que l'activité antioxydane dépendante car elle est proportionnelle a

l'augmentation de la concentration de nos échantillons. La cinétique du pourcentage

d'activité antioxydante nous a permis de déterminer I'IC50, qui correspond a la

concentration , d'acide ascorbique nécessaire a l'inhibition de 50% du DPPH présent dans

le milieu. Notant que plus I'NC50 est faible plus l'activité antioxydante du composé est

importante. Les résultats des propriétés antioxydantes de etudiée ainsi de la vitamine C,

lactosérum (acide, doux) , caséine (acide , présure) et le lait du sont présentés dans le

tableau 10. L'activité est exprimée sous la forme de valeurs d'IC50.

Tableau 10: Valeurs de concentration inhibitrice médiane Cl 50 des solutions étudiés.

Les solutions

Valeurs de concentration inhibitrice

médiane CI 50
Vitamine c 1,755
Lactosérum acide 0,610
Caseine acide 0,448
Lactosérum doux 0,280
Caséine présure 0,831
Le lait 0,213
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Chapitre 1V Résultats et Discussion

Selon les valeurs suivantes, le caseine présure est supérieur au lait en termes de valeur
: (74,529 ; 69,865 ; 56,771 ; 38,654 ) ; (67,982 ; 58,654 ; 54,708 ; 41,255 ).

Les résultats du lactosérum sont plus faibles que ceux du lait et du caséine (55,067 ;
34,08 ; 24,663 ; 15,246).

En comparaison avec l’antioxydant standard (I'Acide ascorbique) qui démontre un
CI50%= 1.755%, les résultats sont cohérents et au contraire pour les résultats du

lactosérum doux , caséine doux et le lait.

I11. Evaluation de concentration inhibitrice médiane

La régression linéaire des taux d'inhibition calculés en fonction des différentes
concentrations des solutions préparées a permis de calculer les concentrations des
échantillons essentiels inhibés a 50% par le radical DPPH. Selon la figure24, les résultats
de l'activité anti-radicalaire des solutions de lait, de lactosérum acide et doux, ainsi que de

caséine acide et doux, démontrent une activité anti-radicalaire avec CI50.
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Figure 19: Valeurs de concentration inhibitrice médiane CI 50.
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Chapitre 1V Résultats et Discussion

La caséine présure a la concentration inhibitrice médiane la plus élevée, avec une valeur de
0,831%, suivie de lactosérum acide a 0,610%, puis de caséine acide a 0,448%, avant
dernierement de lactosérum doux a 0,280%, et récemment, le lait a la concentration

inhibitrice la plus faible, avec une valeur de 0,213%.

En comparant avec l'antioxydant classique (l'acide ascorbique) qui présente un CI50% =
1,755 %, il est évident que toutes les solutions présentent une faible activité antioxydante
par rapport au standard.
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Conclusion

Conclusion

Le lactosérum, sous-produit de la production fromagére, s'est révelé posseder des
propriétés antioxydantes intéressantes ces derniéres années. Plusieurs études ont en effet
démontré que le lactosérum contient des composés capables de neutraliser les radicaux

libres et de protéger les cellules contre les dommages oxydatifs.

Cette activité antioxydante du lactosérum provient principalement de la présence de
certaines protéines comme la lactoferrine, la lactoperoxydase et les immunoglobulines. Ces
composés ont la capacité de chélater les ions métalliques pro-oxydants et de piéger les
especes réactives de l'oxygene. Certains peptides issus de I'hydrolyse des protéines du

lactosérum ont également montré des propriétés antioxydantes.

En plus des protéines, le lactoserum contient aussi du lactose, des minéraux et des
vitamines qui contribuent a son activité antioxydante globale. Le profil de ces nutriments

varie selon le type de lactosérum (acide ou doux) et les procédés de transformation utilises.

Cette activité antioxydante du lactosérum presente un grand intérét dans de nombreux
domaines, notamment dans l'alimentation fonctionnelle, la cosmétique et la santé. Le
lactosérum pourrait ainsi étre valorise comme un ingredient actif capable de lutter contre le

stress oxydatif et les effets néfastes des radicaux libres.

Cependant, des recherches complémentaires sont encore nécessaires pour mieux
comprendre et optimiser cette propriété antioxydante, en fonction des différentes sources et

méthodes de transformation du lactosérum.
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Annexes

Annexe 01 :

Tableau la: paramétres physico-chimiques du lactosérum brut.

Lactosérum brut
Parametres

LSD LSA
Densité a 20°C 1,0289 1,0296
Viscosité (cP) 2,1118 1,0552
Acidité (°D) 13 53
pH 6,5 4,6
CE (mS/cm) 5,6 8,64
Indice de réfraction (nD 1,3445 1,344
20)
°Brix (%) 7,2 6,5
Cendres (g/l) 6,12 7,82
Protéines (g/l) 8,53 6
Lactose (g/l) 38,35 30,52

Annexes 02: Expression des résultats pour le dosage du lactose par la méthode de (Dubois
et al, 1956) :

Préparation de la courbe d’étalonnage

La gamme-étalon de la courbe a été établie a partir de solution meére de lactose a des
concentrations comprises entre 0 et 100 pg/ml, la gamme-étalon est donnée dans le tableau
suivant :

Annexe 2a: gamme d’étalonnage de la courbe de dosage de lactose :

Concentration de lactose (ug/ml) 0 20 40 60 80 100
Solution mere (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Phénol a 5% (ml) 1 1 1 1 1 1
Acide sulfurique (ml) 5 5 5 5 5 5

La figure représente la courbe d’étalonnage de lactose.

55




Annexes

- 7
2

— —
-—

e = N9

a 488 nm

“‘l"ﬂ(\ 3

|

) ) H o) S 1{H)

‘oncentration de lactose en pg'l

Annexe 2b: Courbe d’étalonnage du lactose.

Annexe 03: Expression des résultats pour le dosage des protéines par la méthode de
(Lowry et al ,1951)

La gamme-étalon est établie a partir d’une solution mere de BSA dont les concentrations
sont comprises entre 0 et 100 pg//ml. Le melange réactionnel de différentes concentrations
est préparé selon le tableau.

Annexe 3a: Gamme d’étalonnage de la courbe de dosage des protéines.

Concentration de BSA (ug 0 10 20 40 60 80 100
/ml)

Solution BSA (ml) 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8

Eau distillée (ml) 1 0,9 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Réactif C (ml) 5 5 5 5 5 5 5
Solution E (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

La figure représente la courbe d’étalonnage des protéines.
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Annexe 3b: Courbe d’étalonnage des protéines.
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Annexe 04: Prise des photos pour les lactosérums ( acide , doux ).
Lactosérum

Lactosérum acide Lactosérum doux
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Annexe 05 :Des photos pour des caséines (acide , présure).

Caséine acide Caséine présure
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Résumé

Notre objectif dans ce travail repose sur la connaissance des propriétés
physicochimiques du lactosérum acide-doux et sur I'évaluation de Il'activité antioxydante
du lactosérum ainsi que des molécules de caséine. Le lactoserum est un sous-produit de la
fabrication du fromage et de la caséine, le liquide restant aprés coagulation et séparation du
caillé dans la production fromageére. Il est important pour ’industrie laitiere et peut étre
évalué de différentes manieres. Ces propriétés physicochimiques déterminent différentes
possibilités d’utilisation du lactosérum et de sa valorisation dans de nombreux produits
alimentaires.

Le lactosérum posséde en effet des propriétés antioxydantes, grace a la présence de
certaines protéines qui lui conférent un potentiel antioxydant intéressant pour le
développement de produits pharmaceutiques alimentaires ou nutraceutiques dotés de
propriétés antioxydantes (protection contre le stress oxydatif, amélioration de la stabilité
des aliments, effets bénéfiques sur la santé).

Mots clés :

Lactosérum , Activité anti oxydaante , Protéine , Valorisation , Caséine
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