République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I'’enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A. MIRA - Bejaia

Département de biologie physico-chimique Tasdawit n Bgayet
Option : Biochimie Appliquée

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie @ /'Ulh) /12413

Meémoire de Fin de Cycle
En vue de I'obtention du diplome

MASTER I
Biochimie appliquée
Theme

Activité antioxydante de mucilage purifié de
Cicer arietinum et Vicia faba minor utilisé

comme prébiotique

Présenté par :

BOUDJOU Adel

Soutenu le : 15 Juin 2015
Devant le jury composé de :

M™e, Hassissene N MAA Présidente
Mr. Zaidi F Professeur  Encadreur
M™e, Bakdi MAA Examinatrice
Invité : M®"®, Ould Saadi Lynda Invité

Année universitaire : 2014 / 2015



Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az DIz Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az ANz
INZNIZIN 7N 7N 7N 7K ZNZN 7N ZN 7N 7N 7N 7N ZNZKN 7N 7N 7N 7K 7N 7N 7N 7N 7K 7N

Az
7N

Al

7N

Az
7N
Az
ry

Az
7N

Al

7N

Az
7N
Az
7N

Az
7N

Al

7N

Az
7N
Az
7N

Az
7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Az
7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Az
7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Az
7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Al

7N

Remerciements

| ouange & Dieu, le miséricordieux, sans | ui rien de tout

(_ela n'aurait pu étre.

Au terme de ce tra vai[ i nous est agréa[;/e d’adresser nos remerciements 3

fous ceux c7u/ nous ont octroyé main v{gourcusc poursa réalisation & :

Monsieurle Pro{:csscur /aidi. T
Mo Ould Saadi. |

Four Je temps et Pintention qu’//s ont bien voulu consacrer au bon

a’érou/cmcnt de ce trava/f

M Hasszisscnc‘ N

D e nous avoir fait Fhonneur de J’uger le travail et /orésfc/cr Je jury.

M BAKD/

FPour avoir acceptée de donner de son temps pour évaluer ce travail.

A toute l’équch de laboratoire de Nutrition et Alimentation

spécialcmcnt :

SOuhi]a, Rosa, hassina, Silga, Kadia, Glﬁania, Karima, Lila et Biba.

Nous tenons éga/cment a remercier toute personne aﬂant contribué de /orés
ou de loin 3 la réalisation de ce modeste travall.

Merci éga]ement a tous ceux qui, unjour ou ]’autre, nous ont offert leur amiti¢

et des moments inoubliables tout au ]ong de notre cursus universitaire.

EOVDJOU Adel

Az
7N

Al

7N
Az
7N
Az
7N

Az
7N

Al

7N
Az
7N
Az
7N

Az
7N

Az

7N
Az
7N
Az
7N

Az
7N

Al

7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az
7N
Az

7N

Az
7N

AlZ Mz Nz Nz Nz Nz Sz Nz Sz Nz Nz Nz NZ Sz NZ N2 Nz Nz Nz NZ Sz NZ Sz Nz Sz Nz Sz
INZNIZNZN 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N ZN 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N 7N



—_—— e e, e e, ea—ee—eea—eea—eeaoceeaceeceeceeaceeacTeeceeceeceeaceaeceeceaceaceeoaeoeo=

Al
7N

Al
7\
Al
7N
Az
/N
Al
7N
Al
7\
Az
7N
Alg
I\
Al
7\
Al
7\
Al
I\
Az
7N
Al
I\
Al
7\
Al
I\
Al
7\
Al
7\
Al
7\
Al
7\
Al
7\
Al
7\
Al
7\
Al
I\
Al
7\
Al
I\
Al
7\
Al
I\
Al
7\
Al
7\
Al
I\
Al
7\
Al
7\
Al
I\
Al
7\
Al
I\
Al
7\

Al
7\

Deédicaces

Je dédie ce modeste travail :
A mes chers parents
A mon frere “ Massinissa“

A mes sceurs

“Ouardia, Ouahiba et Nacljet «

Al mes cousins et cousines spécialcmcnt :

Souhila, Yazid, | amia, Narimane , Hichem, Lges et Djami!a

[T tatoute la famille Ouabba spécialcmcnt :

“Razik, Mebrouk, Samir, Bi”e], Lahlou, Athman, Massenssen, Mourad,
Melncoute et A}Jdenour“.

A mes chers amis:
“Rahmani SOFiane et Tomcik“

A tous mes amis (es) spécia[cmcnt;

“Byenmamar Salem, Remila (Ghani ,Bellir Malek, (Gheberiou Nassim,
Abdelli Jugo, Arezki Bachir et [ocine, Ouzani Samir, T ighremt
MustaPha, ]&jouadicne Farid, Belkacemi Rabah, Bou&jema Adada, Nait
Sedous [Tatima , Quiqui, Kherdinne Salima, Rachidoui Karim, Yu N,
Mokhtar et a tous les ¢tudiants de ma promotion Master 2 Piochimic
Appliquée «
EOUDJO0U Adel

Al
7N

Al
7N
Al
7\
Al
7N
Al
7N
Al
7N
Al
7\
Al
7N
Al
7N
Al
I\
Al
7\
Al
I\
Al
7N
Al
I\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
A2
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\
Al
7N
Al
ZIN\

Al
7N

—_—T—e e e e ac e ac e o e e aeaoevaeaceece e e e e ece e e e e e ec e e e s e -



Sommaire

Sommaire

Liste des Abréviations.
Liste des Figures.

Liste des Tableaux.

oo L Tox ) o R 1
Synthese bibliographique
Chapitre | : Les prébiotiques des legumineuses

I. Les prébiotiques des [EQUMINEUSES ........ccveviveiieiieiie ettt 3
L2 DEFINITION L.ttt bbbttt et e e bbb e benbenreeneas 3
I.2. Source de Prébiotiques et leur effiCacité ...........ccovvvvieii i 3
1.3. Différents types de PrébiOtIGUES .......ccoiiiiiiiicicee e 4
R TS 4o TU T | = Vo S SRRSO 6
1.5. Effets des PrébiOtiGUES ......cviieieieeee sttt eneas 7

1.5.1. Effets entre 1eS prébiotiQUES ........ccociiiieiiiiieieisee e 7

1.5.2. Effets de prébiotiques sur la flore intestinale ............cccocvvvviiiiiciciciccc e 7
1.6. Effets cliniques et mécanisme d’action de divers prebiotiques ...................... 8
1.7. Définition générale d'un ProbiotiqQUE .......ccevvveiiiiiie e eeeees 9

Chapitre Il : Le kéfir

O - - | OSSPSR 10
[1.1. Définition et origing dU KEFIF .......coveiiiiiiiiceee e 10
1.2, Grain AU KETIF ..ot reene e 10



Sommaire

11.2.1. Composition microbienne des grains de KEfir ..........ccoccvvveiieiiiiieii e 11
11.3. Les DIENTaits du KETIF ........ooiieiiiiee e 12
11.3.1. La réparation de la muqueuse INteStiNale ...........cccevveiiervere e 12
[1.3.1. INtOIErannCe au laCOSE .........ccoirieiiiiiieieiiriereees s 13
[1.4. Role Préventif de KETIT ..o 13
11.4.1. Sur €S radiCauX TIDIES........ccooiiiiiiiiiee e 13
[1.4.2. Sur les foNCtionNS NEPALIGUES  ....cvevverieiieiiieieieie e 13
[1.5. LeS SYMDIOTIQUES ....c.vveiieiie ettt 13
LS. 1. DEFINITION ... 13
11.5.2. INtErét de SYMDIOTIQUE. ... .c.eeiieieeie ettt sae e e e enae s 14

Chapitre 111 : Les composes phénoliques

L DETINITION ettt 15
11.1.1. Les acides PhENOIIQUES ........cviiiriiiiiiieieere e 15
11.1.2 LS FIAVONOIUES ...ttt 16
I11.1.3. LeS TAlAVONOIS ..o 17
T4, LS TANINS ...ttt 17

I11.2.Propriétés biologiques des composés phénoliques .........ccccceevevviiieiinennen, 18

Partie pratique

Chapitre I: Materiel et Méthodes

[. Materiel VEQETal ........cocveiiee e 20
1.1. Origine et Provenance deS GraINES ..........cceieeriiriereerieeiesee e stee et e sbeeseesneeses 20
1.1.2. Classification botanique des graiNesS..........cooeeiereereiie e e 20

1.1.3. Préparation des 6Chantillons............ccoceiiiiiiiieiece e 20



Sommaire

[.2. Extraction des MUCIHAgES ........coviiiiiiie e 21
1.2.1. Extraction des mucilages BrutS..........oooueii i e s 21
1.2.2. Purification desS MUCIHAGES ........ceivi it e e e e e 21

1.3. Dosage des compoSeS PRENOIIGUES .....v v venee it ettt e e e e e e e en e e 21
1.3.1. Dosage des ploy phénols tOtaUX ..........ueiiuiiiei i e e e e, 21
1.3.2. D0sage des flavonOTaeS ........vvue venetee et e e e e e e 22
1.3.3. Dosage des flavonols ....... ..o oo 23

1.4, ACHIVITES aNtIOXYUANTES ... vttt it e e e e e et e e e e e e ee e en e 23
1.4.1. Activités antiradicalaire en utilisant Ie DPPH..............ccciiiiiiiii e, 23
I o TU Vo] | g =T [1 o1 (=] U | VPP 24

1.5, ACHIVITE PrébIOtIQUE. ... e e et e e e e et e e e e e e e e e e 25
1.5.1. Préparations du KE&Tir...... .o e e 25
1.5.2. Analyses MiCroDIOIOGIQUES. .. ... vt e it et e e e e e 25

1.5.3. Analyses phySiCO-CRIMIQUES.........ccueiuiiiiiiicie ettt nas 26
1.6.3.1. MESUIE U PH ...t esre e 26
1.6.3.2. MeSUre de I"aCidite..........cueiiieieie ettt 26

1.7. Extraction des composes phénoliques des KETIrS........coovvviiviiiiiinisieee e 27

1.8. ANAlYSES STAtISLIQUES .....vveveeieieceie et e e 27

Chapitre 11: Résultats et Discussion

I1.1. Dosage des composes PhENOIIGUES. ... ...ovvevieie i e e e a0 28
[1.1.1.Les polyphénols totaux SOIUDIES.........c.coviiiiiiiiiii e e 28

1122, 1S FlaVONO deS. oo 029

G T =T i V0] 1 0] F 29
I1.2. Activité Antioxydante des mucilages purifiés...........oovviiiiie i e e, 30
11.2.1. L activité anti-radicalaire du DPPH...........ooiiiii e 30

[1.2.2. Le POUVOIT FEBAUCTEUN ... ... ettt e e e e e e e e e e e e enes 32



Sommaire

[1.3. DISCUSSION GENBTAIE. .. .. it ettt et e et e et e e e e e e e e e e e 33

1.4, ACtIVItE PrébDIOtIQUE ... ..v e et e e e e e e e vt e e e e e eeeneeen e 3D

141 EVOIULION dU PH ... e e e e 35
11.4.2. Evolution de I’acidité titrable.............cooo i 36
11.4.3. Croissance et viabilité des COloNIeS.........ccovieiie i e 37
11.5. Dosages des composés phénoliques des K&firs..........oovvviiiiiiiii i 38
[1.6. Discussion de I'activité prébiotiqUe...........c.vuiieiii i e e e e 39

(0] 3 Tod 11151 [ o PP - 24
References bibliographiques

Annexe



Liste des abréviations

ED : L’eau distillée

HCI : Acide chlorhydrique

Q : Quercétine

DO: Densité Optique

EAG: Equivalent Acide Gallique

UFC: Unité Formant Colonie

FOS : Les fructo-oligosaccharides

GOS : Gluco-oligosaccharides

LDL : Lipoprotéines de basse densité (mouvee cholestérol)
HDL.: Lipoprotéines de haute densité (bon cholestérol)
ANOVA : Analyse de la variance

TTA : L’acidité titrable

CP : Composeés phénoliques

PTS : Polyphenol totaux

H : heur

AOX : Antioxydants

EAA : Equivalent d’acide ascorbique

I0OS : Isomalto-oligosaccharides

XOS : Xylo-oligosaccharides

EGA : Equivalent d’acide gallique



Liste des Figures

Figure 1 : Structure de galacto-oligosaccharides (GOS) de type-p 1,4 ...ccoovveerveriennns 5
Figure 2 : Structure de I'INUIING ........ccooiiiiiii e 6

Figure 3 : Concentration des bifidobactéries et des entérobactéries dans les selles de

volontaires apres ingestion de transgalacto-oligosaccharides...........cccccvvevcveeiiieeciiee e, 7

Figure 4 : Image de grain du KEFir ........c.ooiieiii e 10
Figure 5 : lllustration des grains de kéfir en grossissement de 7000 X...................... 11
Figure 6 : Mode d’action d’un composé PhENOIIQUE ..........eoverieiiiiieiieie e 15
Figure 7 : Squelette de base des flavonoides ...........cccooereeieriieiince e 17

Figure 8 : Exemples de structures chimiques d’un tanin hydrolysable et d’un tanin
0700 [ ST 18

Figure 9 : Mécanisme de la réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides...... 22

Figure 10 : Mécanisme réactionnel de la réduction du radical DPPH.............cccccceennene. 23
Figure 11 : Teneurs en polyphénols totaux dans le mucilage purifier............cccoceveenens 28
Figure 12 : Teneur en flavonoides des extraits de mucilage purifier...........cccccoovveveennnn 29
Figure 13 : Teneur en flavonols des extraits de mucilage purifier..........ccccoocvvveviieieenns 30
Figure 14 : Activité antiradicalaire du DPPH ...........cccocoiiiiiiiie i 31
Figure 15 : Pouvoir réducteur des mucilages purifier ........ccccoccveveeiieice v 32
Figure 16 : Evolution du pH en fonction de temps de stockage a froids..................... 35

Figure 17 : Evolution de I’acidité titrable en fonction de temps de stockage a froids ....36
Figure 18 : Evolution des colonies des kéfirs en fonction de temps de stockage............37
Figure 19 : Teneurs des composée phénoliques des kéfirs en fonction de jours de

] (010 ¢ T = 39



Liste des Tableaux

Tableau I : Potentiel prébiotiques de quelques I6gUMINEUSES. .........cccvereereeieerieiiesieene 4
Tableau Il : Quelques bactéries et levures présentes dans le K&fir. ..........ccccooveveeiieennnn. 12
Tableau 111 : Exemple d’études sur I'efficacité des symbiotiques. ...........cccevvvevievneenen. 14
Tableau IV: Teneurs en acides phénoliques dans quelques Iégumineuses.............c........ 16
Tableau V: Teneur en flavonoides dans quelques [EgUMINEUSES. .........ccccveveeeveeeriernenn, 17
Tableau VI : Propriétés biologiques des composés phénoliques.............................. 19
Tableau VII: Classification systématique de Cicer arietinum et Vicia faba minor. ......... 17
Tableau VIII : Formulations différentes de kéfir et leur codage...........cccovvvvveivieriennanen, 17

Tableau IX : Coefficients de corrélations entre les Polyphénols totaux, Flavonoides,
Flavonols et I’activité anti radiCalaire. ............cccooveieiieiiesie e 32
Tableau X : Coefficients de corrélations entre les Polyphénols totaux, Flavonoides,

FIavonols et POUVOIT FEAUCTEUT. .......c.viiiiiieiiiierieesie e 33



Introduction



Introduction

Introduction

Les travaux de Metchnikoff. (1907) ont démontré que la consommation d’aliments
fermentés permet de rétablir la flore intestinale en générant des effets bénéfiques sur la santé
de I’Homme et des animaux. De nombreuses études scientifiques ont rapporté les propriétés
prophylactiques et thérapeutiques de certains microorganismes présent dans les aliments
fermentés notamment les bifidobactéries et lactobacilles (Parker, 1974 ; Gibson et Fuller,
2000 ; Varcose et al., 2003 ; Marelli et al.,2004; Lin et al., 2005).

Depuis une dizaine d’années, un intérét considérable s’est développé autour de
I’utilisation de cultures lactiques (Bifidobacterium, Lactobacillus) a effets bénéfiques pour la
santé ou «probiotique» pour des applications alimentaires, pharmaceutiques ou encore en
alimentation animale. Dans la majorité des cas, les produits laitiers tels les yaourts, laits
fermentés, fromages, laits en poudre et cremes glacées ont été choisis comme véhicules
privilégiés des cultures probiotiques (Doleyres et al., 2002 et Jones ,2002) a citer le kéfir
comme un aliment probiotique dont I’originalité est I’utilisation d’un ferment particulier (grain

de keéfir) qui est une symbiose de levures et de bactéries (Rollan, 1988).

Cependant, I’effet probiotique dépend du taux de survie de ces bactéries non seulement
dans les aliments mais également dans le tractus gastro-intestinal (Shah 2000; Marteau et al.,
2003).

Les prébiotiques peuvent étre produits industriellement par hydrolyse des
polysaccharides ou bien se retrouver naturellement dans les fruits et Iéegumes. Plusieurs études
ont prouvé le potentiel prébiotique des légumineuses : lentille (Zare et al., 2011) ; lentille, pois
chiche et soja (Zare et al., 2012) ; lentille (Agil et al., 2012) ; Féverole (Boudjou et al., 2013).

Les légumineuses sont considérées comme un trés bon composant prébiotique pour les
produits laitiers et autres aliments contenant des probiotiques (Saharan et al., 2002), offrant la
possibilité d'améliorer la formulation des laits fermentés d’un point de vue nutritionnel ainsi
gu’une perspective d'amélioration de la croissance bactérienne. Les antioxydants naturels des
legumineuses font I’objet de nombreuses recherches pour I’exploitation de leurs métabolites
secondaires, particulierement les polyphénols tant du point de vue santé vis-a-vis des maladies
pernicieuses (cancer) que dans I’industrie agro-alimentaire (Perez, 2008). L’efficacité

puissante de ces substances a stopper les réactions radicalaires en neutralisant les radicaux




Introduction

libres, est principalement attribuée a leurs structures phénoliques avec la présence des

groupements hydroxyles.

Cette étude porte sur la possibilité d’utilisation de mucilages de graines de légumineuses

(Vicia faba minor et Cicer arietinum) comme source de prébiotique.

L’ objectif de cette étude consiste dans un premiers temps a déterminer la teneur en
composés phénoliques contenus dans les mucilages purifies des deux légumineuses ainsi
qu’une évaluation de leur activité antioxydante (activité antiradicalaire et pouvoir réducteur).
La deuxieme partie consiste a évaluer le potentiel prébiotique de ces mucilages en utilisant le
kéfir comme modele fermentaire avec un suivi pendant les 28 jours du stockage a froid de la

viabilité microbienne, pH et acidité titrable et dosage des composés phénoliques.
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Synthése bibliographique Les Prébiotiques des Légumineuses

I. Les prébiotiques des légumineuses
1.1. Définition

Le terme prébiotique a été défini pour la premiere fois en 1995 par Gibson et Roberfroid
comme « ingrédient de nourriture non digestible qui affecte avantageusement I’hote en
stimulant sélectivement la croissance et/ou l'activité d'un ou un nombre limité de bactéries
ameliorant ainsi la santé du consommateur. »

Ainsi, cette définition a été mise a jour par les auteurs : « ingrédient sélectivement
fermenté qui permet des changements spécifiques, de la composition et/ou activité dans le
micro biote gastro-intestinal qui confére des avantages sur le bien-étre et la santé des

consommateurs. » (Gibson et al., 2004).

1.2. Sources de Preébiotique et leur efficacité
Les prébiotiques peuvent se retrouver naturellement dans les légumineuses telles que
la Feve, Feverole, Lentille, Pois, BIé, Pois chiche (Tableau I) dans les fruits et les Iégumes. 1ls

représentent en moyenne 2% de leur poids.

Dans les deux derniéres décennies, un bon nombre d'études ont étés consacrées a la production
d’oligosaccharides comme ingrédients favorisant un état de bien-étre, et santé des
consommateurs. Une attention particuliere est attribuée aux types spécifiques d'hydrates de
carbone diététiques, en tant que composés calorifiques non cardiogéniques, non digestibles
stimulant la croissance et le développement du micro biote gastro-intestinal, (Mussamatto et
Mancilha, 2007).

Ils peuvent étre obtenus par extraction directe a partir de sources naturelles, ou produits
par des processus chimiques (hydrolyse de polysaccharides), ou par synthese enzymatique et
chimique de disaccharides. Actuellement, les trans-galactooligosaccharides et les fructanes de
type inuline sont ceux dont les effets prébiotiques sont reconnus (Nugent, 2000; Mussamatto
et Mancilha, 2007).
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Tableau I : Potentiel prébiotiques de quelques légumineuses (Vierling, 2008).

Composant | Glucides Amidon Fibres Cellulose | Minéraux
Légumineuse (%) (%) (%) (%) (%)
Feve 60,20 60 8 7,80 2,5
Féverole 50 43 12 9 4
Lentille 60,80 42-50 10-12 3,10 3
Pois 60,10 46-48 12-16 2,7 6
Pois chiche 44.3 41.89 15.5 -

1.3. Difféerents types de prébiotiques

Du fait du métabolisme des bactéries lactiques et des différentes enzymes digestives, les
prébiotiques ne peuvent étre de nature protéinique ou lipidique mais plutdét glucidique
(Cummings et MacFarlane, 2002).Les prébiotiques les plus utilisés actuellement sont les
oligosaccharides (Delzenne, 2003). Le Tableau Il résume les principaux prébiotiques

commercialisés (annexe 1).

» Les fructo-oligosaccharides (FOS) :

Les Fructo-oligosaccharides ou les FOS se rapportent typiquement aux oligosaccharides a
chaine courte constitués de fructose et de glucose et contenant trois a cing unités de
monosaccharide. Les FOS, sont produits a I'échelle industrielle a partir du sucrose en utilisant
une enzyme fongique « fructosyltransferase ». Deux classes de (FOS) sont produites
commercialement : a base d'inuline ou bien a base de polyfructose (un polymeére de résidus de
D-fructose liés avec une liaison B (2-1) et le D-glucose liés avec une liaison o (1-2))
(Hartemink, 1999).
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» Isomalto-oligosaccharides 10S :

Les Isomalto-oligosaccharides (10) comportent un mélange d’oligomeres de glucose liés
par o-D-(l'isomaltose, le panose, l'isomaltotetraose, I'isomaltopentaose, le nigerose, le
kojibiose, I'isopanose) embranchés aux oligosaccharides. Des Isomalto-oligosaccharides sont
produits par divers processus enzymatiques. Ils stimulent la croissance des espéces de

Bifidobacterium de Lactobacille dans le grand intestin (Rousseau, 2004).

» Gluco-oligosaccharides GOS

Les GOS appartiennent a la famille des glucanes. Ces derniers sont des polymeres de
glucose (Figure 01) liés par différents types de liaisons (o ou B;1—4, 1—6, 1—2 ou 1—-3).
Ils peuvent se trouver a I’état naturel sous forme par exemple d’amidon ou de glycogéne jouant

un réle de réserve glucidique (Rousseau, 2004).

CHOH
OH
-

Figure 01 : Structure de galacto-oligosaccharides (GOS) de type-p 1,4 (Sako et al., 2011).

» Xylo-oligosaccharides XOS :

Les Xylo-oligosaccharides (XOS) sont des polyméres de xylose liés par des liaisons f3
(1—4). Leur degré de polymérisation est de deux a quatre. Les XOS sont obtenus par

I'nydrolyse enzymatique du xylane (Priebe, 2002).
» Fructans :

Les Fructans sont un groupe de nature oligosaccharidique et fructo-oligosaccharidique
trouvé en faible quantité (ordre du milligramme) dans les oignons, bananes, blé, artichauts,
ail, et autres (Munjal, 2009). IIs sont également extraits a partir de la chicorée ou bien
synthétisés industriellement. En dépit de leurs similitudes, les fructans demeurent distincts

entre eux de par l'origine, structure, et caractéristiques de fermentation (Chow, 2002).
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> Inuline

L’inuline appartient a une classe d’hydrates de carbone connus sous le nom de fructans
dérivés des racines des topinambours de chicorée (Cichorium intybus) et d’artichaut de
Jérusalem. Les inulines sont des polymeres composés principalement d'une chaine
de fructoses se terminant par une liaison (2—1) reliant un a-D-glucose a cette chaine. Les
unités de fructose de I’inuline sont reliées (figure 2) par un lien glucosique (2 — 1). Le dégré

moyen de polymérisation de I’inuline est de 10 a 12 (Brugger, 2006).

m

Figure 02: Structure de I’inuline (Sako et al, 2011).

1.4. Les mucilages :

Le mucilage est considéré comme un groupe d'hydrocolloides composés principalement
de polysaccharides et de protéines qui interagissent fortement avec I’eau (Malviya et al., 2011).
La composition des mucilages varie d’une plante a une autre ; ils sont généralement composés
de monosaccharides et de polysaccharides pouvant étre utilisés comme source de carbone par
divers bactéries telles que le Rhizobium des Iégumineuses et Pseudomonas Sp (Sun et al.,
2011).
Le mucilage est généralement localisé dans la paroi secondaire des couches externes des
graines (Daun et al., 2003). Il représente environ 8% du poids totale de la graine. Il est
facilement extrait par trempage dans I’eau. Plusieurs études ont démontré que le rendement
d’extraction, la teneur en protéines ainsi que les propriétés physico chimiques dépendent a la
fois de la procédure d’extraction et de la matiére premiere utilisée (Barbary et al., 2009).
Les mucilages peuvent étre employés dans les préparations d’aliments, produits
pharmaceutiques et cosmétiques pour plusieurs applications telles que des modificateurs de
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texture, epaississants, gélifiants, et agent de liaison (Deore et Khadabadi, 2008 ; Koocheki et
al., 2009 ; Lai et Liang, 2012).

1.5. Effets des prébiotiques

1.5.1. Effets entre les prébiotiques :

L’apport d’inuline et de FOS, chez I’adulte en raison de 10 g/jour, stimule la
prolifération des bactéries lactiques, surtout des bifidobactéries, dans I’intestin. Selon Miller
(1996) ces bactéries fermentent les fibres prébiotiques et les réduisent en acides gras a chaine
courte (acétate, butyrate, lactate et propionate). Le gradient osmotique dans le colon et donc la
teneur en eau du contenu colique en sont augmentés, ce qui élevé finalement le poids des selles
et en ramollit la consistance (Schmelzle et al., 2003).

En outre, le pH des selles est abaissé ce qui entraine une meilleure solubilité des minéraux et
des oligoéléments comme le calcium et le magnésium. Une étude clinique a démontré que

I’absorption du calcium en est améliorée (Van den Heuvel et al., 1999).

1.5.2. Effets de preébiotiques sur la flore intestinale :

Plusieurs évidences démontrent que I'administration des différents prébiotiques (inuline,
fructo-oligosaccharides) induit une modification significative (P<0.05) de la microflore
intestinale, en augmentant le nombre de bifidobactéries et I’acide lactique (Bruzzese et al.,
2006). Bouhnik et al., (2001) ont rapporté que I’ingestion de 10g de transgalacto-
oligosaccharides pendant 21jours stimule la croissance des bifidobactéries et augmente leur

concentration au niveau du c6lon ; elle n’a aucun effet sur les entérobactéries (Figure 03).
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Figure 03 : Concentration des bifidobacteéries et des entérobactéries dans les selles de

volontaires apres ingestion de transgalacto-oligosaccharides (Bouhnik et al., 1997).
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Les resultats indiquent que la concentration des bifidobactéries est significativement (P<0.05)
importante dans les 76™, 14°™ et 21°™ jours en comparant avec le jour 1; elle est de 8,6+0,6
log UFC/g dans le 1°" jour et de 9,7+0,6 et 9,5+£0,6 dans les autres jours. Alors que la
concentration des entérobactéries n’est pas affectée durant I’ingestion des transgalacto-
oligosaccharides.

Des études ont prouvé gu'une combinaison d'inuline et d'oligofructose empéche le
développement de la colite chez les animaux et une fois additionné avec un probiotiques, on
constate une réduction de I’activité inflammatoire en raison de la diminution des cytokines pro-

inflammatoires (Rowland, 1991).

1.6. Effets cliniques et mécanisme d’action de divers prébiotiques :

> Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne possible du prébiotique peut étre due a la stimulation de la
croissance des Bifidobactéries et des Lactobacilles. Ces bactéries peuvent renforcer la fonction
de barriere de la muqueuse intestinale, aidant dans la prévention de I'attachement des bactéries
pathogenes, essentiellement en les évingant. Ces bactéries peuvent également produire des
substances antimicrobiennes et stimuler des immuno-réactions spécifiques et non spécifiques
d'antigéne (Costalos et al., 2008).

» Activité hypolipidémie :

Le prébiotique peut abaisser le taux des triglycérides, et également les niveaux totaux de
cholestérol et de LDL-cholestérol. Le mécanisme de cet effet possible reste hypothétique. Le
propionate, un produit de la fermentation d'oligosaccharide, peut empécher la réductase de
HMG-COA, limitant la synthese du cholestérol (Hartemink, 1999).

> Prébiotiques et obésité :

Des travaux réalisés sur des souris rendues obéses par une alimentation riche en graisses ont
démontré que plus le nombre de Bifidobactéries/ g du contenu colique était élevé (effet
prébiotiques), plus faible était I’augmentation du poids corporel et du tissu adipeux induits par

le régime gras (Abrams et al., 2007).
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» L’amélioration de I’absorption des minéraux :

Les prébiotiques jouent un réle important dans l'augmentation de l'absorption des
minéraux, comme le montrent les résultats obtenus principalement dans des modeles animaux
expérimentaux. Plusieurs études ont montré que I'absorption intestinale du calcium (Ca) et du
magnésium (Mg) a été augmentée par l'utilisation de prébiotiques (Boehm et Stahl, 2003).
Les données préliminaires ont montré que les fructanes a chaine courte augmentent I'absorption

de Mg, tandis que I'effet sur I'absorption du calcium est moins prononcé (Bruzzese et al., 2006).

1.7. Définition générale d’un probiotique

Les probiotiques sont des aliments qui contiennent des micro-organismes bénéfiques
pour la santé (Salminen et al., 1998). Un probiotique est un complément alimentaire microbien
vivant utilisé dans les produits laitiers fermentés et fromages qui affecte avantageusement I'héte
en améliorant I'équilibre microbien (Garrote et al., 2001). Sur la base des dernieres avancées
dans ce domaine, une définition révisée a été proposée: «Tout microorganisme vivant, une fois
ingéré en une certaine quantité, exerce des effets bénéfiques au-dela des fonctions

nutritionnelles de base » (Salminen 1999 ; Gusils, 2002).

Le kefir est actuellement considéré comme un exemple de mélange de probiotiques de bactéries

et de levures (Rodrigues et al., 2005).




Chapitre 11
Le Réfir



Synthése bibliographiques __ Lekdfir

1. Le kéfir

11.1.Définition et origine du kéfir :

Le kéfir est un lait fermenté originaire de I’Europe de I’Est, il est considéré comme
étant le yaourt du 21éme siécle (Guzel, 2000). Les informations sur les propriétés salutaires du
kéfir et sa valeur nutritionnelle ont encouragé les consommateurs a I’accepter comme aliment
adéquat et les fabricants a accroitre sa production en raison de ses propriétés sensorielles
uniques et de sa longue histoire, associées a ses effets bénéfiques sur la santé humaine
(Marshall, 1993 et Earnworth, 1999). Le kéfir est produit a I’aide d’une microflore unique
appelé grain de kéfir, de couleur blanche ou jaune, gélatineuse et de forme irréguliere (Guzel-
Seydim et al., 2000). Les grains de kéfir renferment diverses espéces microbiennes : les
Lactobacilles représentent la plus grande portion (65-80%) de la population microbienne et les
Lactoccocus et les levures constituent le reste des microorganismes présents dans le grain de
kéfir (Assadi et al., 2000).

11.2.Grain du Kéfir :

Les grains de kéfir (Figure 4) ressemblent a de petits fleurons de chou-fleur : de 1a 3
cm de longueur, lobés, de forme irréguliére et de couleur blanc a jaune, avec une texture ferme
gluante (Hosono et al., 1990).

Ces grains doivent étre entretenus d’une fagon quotidienne pour maintenir leur viabilité en les
transférant dans du lait frais chaque 20 heures afin de leur permettre de se développer et

augmenter leur masse de 25% (Libudzisz et Piatkiewicz, 1990).

Figure 04 : Image de grain du Kéfir (Semih et al., 2003).
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11.2.1. Composition microbienne des grains de kéfir :

Les grains de kéfir ont une composition microbiologique complexe et variable
comprenant des espéces de levures et de bactéries lactiques représentées dans la figure 5, Les
différents microorganismes et polysaccharide « Kefiran » qui composent les grains de kéfir ont
été decrits comme une communauté symbiotique conférant des propriétés uniques au kéfir
(Margulis, 1996).

Bactérie (coque)

Bactérie (bacille)

Figure 05 : Illustration des grains de kéfir en grossissement de 7000 X (Gusils et al., 2002).

Les données de la bibliographie montrent que la composition microbienne des grains de
kefir differe d’un auteur a un autre, cette diversité peut étre due a la variabilité des source de
laits utilisés, I’origine des grains ainsi que la méthode de culture (Pintado et al., 1996).
Geénéralement les bactéries d'acide lactique sont plus nombreuses que les levures et les bactéries
d'acide acétique dans les grains de kéfir (Guzel et al., 2000). Le tableau I1 représente quelques

exemples de bactéries et levure isolées dans le kéfir.
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Tableau 11 : Quelques bactéries et levures présentes dans le kéfir

Le Kéfir

Bactéries

Levures

Lactobacillus brevis

Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus lactis cremoris
Lactobacillus casei subsp. casei
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
Acetobacter aceti

Lactobacillus casei subsp.
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus fructiovorans
Lactobacillus keranofaciens
Lactobacillus kefiri

Lactobacillus collinoides
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. Cremoris

Leuconostoc mesenteroides subsp.

Saccharomyces bayanus
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces florentinus
Saccharomyces pretoriensis
Zygosaccharomyces florentinus
Candida valida
Hanseniaspora yalbensis
Candida lambica

Candida colliculosa
Toruspola delbruechii
Candida inconspicua
Candida magnoliae
Candida famata

Candida kefyr
Kluyveromices lactis

D’apres Waldherr et al., (2010).

Les interactions entre les différents éléments qui composent le kéfir sont complexes et ne sont
pas encore totalement comprises par les microbiologistes qui s'y intéressent. Cependant, tous
reconnaissent I'évident pouvoir probiotique du kéfir ainsi que ses multiples bienfaits sur la santé
(Hallé et al., 1994).

11.3. Les bienfais du kéfir

11.3.1. Réparation de la Muqueuse Intestinale :

Le kéfir et les produits kéfirés jouent un réle modulateur dans la formation des villosités
(Goldman, 2000) et dans le mécanisme de communication croisee entre les bacteries
symbiotiques et les cellules épithéliales (Cebra, 1999). Ils régénérent donc rapidement la
mugqueuse intestinale et comme le kéfir posseéde un fort potentiel antioxydant (Fotouhinia et
al., 2001), la réparation ne laissera pas de dommages importants.
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11.3.2. Intolérance au lactose :

La capacité du kéfir a améliorer la digestion a été démontrée chez les sujet adultes apres
incorporation de 20g de lactose et une quantité du kéfir, ce dernier contient une souche de
bactéries probiotiques qui contribue a la décomposition du lactose présent dans le lait (Diniz et
al., 2003).

11.4. ROle préventif de kefir:
11.4.1. Sur les radicaux libres :

La production endogene de radicaux libres est un phénomeéne “physiologique” et c'est
lorsque la quantité libérée augmente et dépasse les mécanismes de protection qu'ils deviennent
pathologiques. Le Kéfir contient des substances qui ont montré leurs efficacités sur la
diminution des radicaux libres oxygénés tels que la vitamine E, vitamine A, Cuivre-Zinc,
glutathion (Bermond, 1991 ; Tison, 1992). Le Kéfir contient surtout du sélénio-méthionine qui
est un antioxydant n'existant pas sous forme libre dans les aliments et qui est synthétisé lors de

la fermentation des grains (Fotouhinia et al ., 2001).

11.4.2. Sur les fonctions hépatiques :

Le Kéfir diminue le taux de cholestérol exogene circulant en limitant la formation des
protéines de transport (Vujicic, 1992), il régule la fabrication de cholestérol endogene par
action sur I'enzyme HMG COA (Richardson, 1979) et donc diminue la cholestérolémie. Le
Kéfir améliore le cycle entéro-hepatique des sels biliaires et de ce fait limite I'obstruction de la
voie biliaire (lithiase) (Ward, 1987). Mais le phénomene le plus intéressant est la suppression
de I'hypertension portale qui a pour effet direct une meilleure circulation au niveau hépatique
(Nieper, 1985) et pour effet indirect une amélioration des problémes hémorroidaires, variqueux
et une diminution des troubles veineux (jambes lourdes, station debout prolongee) (Rollan,
1991).

11.5. Les Symbiotiques
11.5.1. Définition

Un symbiotique est un mélange de prébiotiques et de probiotiques, dans lequel le composé
prébiotique soutient la croissance des microorganismes probiotiques ou d'autres bactéries
bénéfiques pour I'hote. 1l est de plus en plus utilisé pour exprimer la relation synergique entre
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les microorganismes bénéfiques et viables et leurs substrats sélectifs (Francisco Guarner et
al ., 2008)

11.5.2. Intérét des symbiotiques

L’intérét d’utilisation d’un symbiotique est de favoriser la croissance des probiotiques par
la fourniture de substrat spécifique pour la fermentation. En absence de ce dernier, d’autres
bactéries se développeront au détriment des probiotiques en créant des conditions (pH, oxygéne,

température) défavorable a ces derniers (Francisco Guarner et al ., 2003).

Peu d'études ont été menées sur I'efficacité des symbiotiques (Tableau I11) sur la santé. Les
résultats restent limités et nécessitent de nouvelles enquétes et études sur l'alimentation

humaine.

Tableau I11: Exemple d’études sur I'efficacité des symbiotiques

Symbiotique Observations Références

Inuline e Augmentation supplémentaire du nombre | Bouhnik et al.,(1997)

+ de bifidobactéries.

Bifidobacterium Sp,

e Diminution des taux sériques de

L. acidophilus cholestérol. Kieran et al.,(2003)
* e Diminution des lipoprotéines de basse
2,5% de FOS densité (LDL).

» Amélioration significative du rapport Kieran et a.1.(2003)

L. acidophilus et B.
(LDL / HDL) cholestérol.

longum + FOS




Chapitre 111
Les Composeés

phénoliques



Synthése bibliographique Les Composés phénoliques

I11. Les Composes phénoliques

111.1. Définition :

Les composés phénoliques, également dénommés polyphénols, sont des molécules
spécifiques du régne vegétal. L’élément structural de base est un noyau benzénique auquel sont
directement liés un ou plusieurs groupements hydroxyles, libres ou engagés dans une autre

fonction (Hennebelle et al., 2004). La figure 06 montre le mode d’action d’un composé

phénolique sur un radical libre.

- N
OH o 0 0
7 H
e (J—m < O-0-0"}
A y
H
Radical Composé Radical inactif en équilibre
libre phénolique . entre trois formes y,

Figure 06: Mode d’action d’un compose phénolique (Akiayama et al., 2001 ;
Rodriguez-Vaquero et al., 2007).

I11.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques se divisent en deux sous-catégories : les dérivés de I’acide
benzoique (acides protocatéchique, gallique, ...etc.) qui existent fréquemment sous forme
d’esters ou de glucosides et les dérivés de I’acide cinnamique (acides coummarique, caféique
et férulique,) qui sont rarement présents a I’état libre et existent généralement sous forme
d’esters (avec le glucose, I’acide tartrique,) ou de glycosides. Les structures des acides
hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques sont représentées dans les figures 2 et 4 (annexe
2). (Benbrook, 2005 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Les teneurs en acides

phénoliques dans quelques légumineuses sont représentées dans le tableau suivant :
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Tableau 1V : Teneurs en acides phénoliques dans quelques légumineuses (Nick et al.,

2010).
Les acides phénoliques La féeve Pois chiches Lentilles Haricots
(Ug/100g poids frais)
Acide caféique 29.4 128.7 32.1 38.4
L'acide chlorogénique 16.0 87.9
L'acide cinnamique 22.8 35.3 10.3
Acide coumarique 40.0 33.6 88.1
Acide p-coumarique 32.0 90.4 70.8 86.1
L'acide férulique 44.5 125.7 36.3 229.6
Acide gallique 16.2 24.3 18.3
p-hydroxybenzoique 15.8 27.5 17.0 29.9
p-hydroxyphénylacétique 9.7 8.9 11.3
L'acide Phloretic 14.0 16.3 17.2
Acide protocatéchique 8.8 30.0 14.8
L'acide sinapique 43.2 115.7 83.4
L'acide vanillique 14.1 56.9 16.4 15.7
Somme des acides 306.5 668.1 285.7 657.2
phénoliques

111.1.2. les flavonoides

Les flavonoides sont les représentants les plus nombreux des composés phénoliques (plus
de 5 000 molécules isolées) et sont quasiment universels chez les plantes vasculaires on les
trouve dans les légumineuses. Ce sont des dérivés benzo-y-pyranne, constitués de deux noyaux
aromatiques (A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné (C) (figure 7) les principaux groupes
sont les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanidines
(Luthar, 1992 ; Skergeta et al, 2005).

16
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Figure 07 : Squelette de base des flavonoides (Ghedira, 2005).

Le tableau suivant représente les teneurs en flavonoides présents dans quelques
légumineuses.

Tableau V : Teneur en flavonoides dans quelques les Iégumineuses (Nick et al., 2010).

Les flavonoides La feve Pois chiches Lentilles Haricots
(Ug/100g poids frais)

Catéchine 76.9 152.7 745.2
Chrysin 33.8 169.7 26.1 28.9
Epicatéchine 76.2 88.3 687.2
Genistein 21.7 91.7 20.5 26.7
Kaempférol 24.2 25.2 25.4
La quercétine 101.6 24.1
Somme des flavonoides 232.8 604.0 1528.3 81.0

111.1.3.Les Flavonols

Les flavonols sont les flavonoides les plus courants dans les aliments, la quercétine et le
kaempférol étant largement les plus abondants (Manach et al., 2004). Ces polyphénols sont

presque toujours présents sous formes glycosylées.

1VV.2.3. Les Tannins

Les tannins sont des composés a poids moléculaire éleve (500 a 3000 Da) contenant des
groupes hydroxy phénoliques permettant des combinaisons stables avec les protéines, les
polysaccharides, acides nucléiques et stéroides. 1ls sont présents dans les feuilles, les fleurs et
les graines des plantes (Hedqvist, 2004). Les tannins sont classés selon leur structure en deux

groupes majeurs comme illustrés dans la figure 8 : les tannins hydrolysables et les tannins
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condensés (Ozacar et al., 2004).

HO Hy OH
O, H
\:-{ E
° “co °

a. Structure générale d’un b. Structure générale d’un
tanin condensé tanin hydrolysable

Figure 08 : Exemples de structures chimiques d’un tanin hydrolysable (b) et d’un tanin
condensé (a) (Lorenz, 2011).

I11.2. Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont été en grande partie étudiés pour leur forte capacité
antioxydante. Leur intervention se fait a différents niveaux : piégeage de radicaux libres,
chélations de métaux et inhibition de certaines enzymes (Plssa et al., 2008).

La relation entre la structure chimique des composés phénoliques et leur activité antioxydante
a recu un intérét considérable dans la recherche. Il a été observé que I’activité antioxydante
dépend essentiellement du nombre des radicaux hydroxyles et de leurs positions a I’intérieur

de la structure des composes phénoliques (Derbel et Ghedira, 2005).

De plus en plus d’études indiquent que les polyphénols pourraient diminuer le risque
de survenue d’un certain nombre de pathologies, en particulier celles liées au vieillissement et
aux lésions oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives) (Leong
et Shui, 2002 ; Derbel et Ghedira, 2005).

Les différentes propriétés biologiques des composés phénoliques sont représentées dans
le tableau VI.
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Tableau VI : Propriétés biologiques des composés phénoliques.

Composés Propriétés biologiques Références
phenoliques
-Propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires Ekoumou, (2003)
Les acides des dérivés salicylés.
phénoliques Hennebelle et al.,
-Propriétés antitumorales, activités antioxydantes et (2004)
antiradicalaires.
-Prévention des cancers, inflammations et allergies. Curtay et Robin,
-Activité chélatrice des métaux. (2000)
-Protecteurs vasculaires et veinotoniques.
Inhi 1A hAc s rAmati . Ekoumou, (2003)
Flavonoides Inhibent I’adhésion et I’agrégation plaquettaire.
- Activites antihypertensive, antibactérienne, Jiangrong et
antivirale et antihépatotoxique.
Yueming, (2007)
-Fonctions antibactérienne, antitumorales, Luthar, (1992)
antivirale et antimutagéne. .
g Derbel et Ghedira,
-Activités cardioprotectrice, anti-inflammatoire et (2005)
Tannins

anti-thrombotique.
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Partie pratique Matériel et méthodes

I. Matériel végétal
I.1. Origine et provenance des Graines
2 graines de légumineuses, récolté en juin 2013 ont été utilisés :
e Feéverole « Vicia faba minor »: provenant de la wilaya de Skikda.
e Pois chiche « Cicer arietinum»: provenant d’Amizour (wilaya de Bejaia).

I. 1.2. Classification botanique des graines

Tableau V11 : Classification systématique de Cicer arietinum et Vicia faba minor (Akroum,
2005).

Pois chiche Fevrole
Régne Plantae Plantae
Sous régne Tracheobionta Tracheobionta
Division Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida Magnoliopsida
Sous classe Rosidae Rosidae
Ordre Fabales Fabales
Famille Fabaceae Fabaceae
Genre Cicer Vicia L.
Espece Cicer arietinum Vicia faba L.

1.1.3. Préparation des échantillons

Les graines de feverole ont été triées et separées en téguments et cotylédons a I’aide
d’un moulin de pierre traditionnel. Tous les échantillons de féeverole (entiéres, cotylédons et
téguments) et pois chiche ont été broyés au moyen d’un moulin a café électrique (de marque
Moulinex), puis tamisés a I’aide d’une tamiseuse (Tap sieve shaker AS 200; Retsch Gmbh,
Haan) afin d’obtenir des particules de 500 um de diamétre. Les poudres obtenues ont été

conservées au réfrigérateur dans des sacs en plastiques hermétiques.
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|.2. Extraction des mucilages

Les mucilages ont été extraits en utilisant la méthode décrite par HadiNezhad et al., (2013).

1.2.1. Extraction des mucilages bruts
Les poudres moulues ont été extraites avec de I'eau distillée (10 : 400, poids/volume), sous
agitation pendant 3h a 60°C, les extraits ont été refroidis a température ambiante, puis
centrifugés avec une centrifugeuse (Sigma Laborzentifugen D-37520 osterode Harz-
Germany) a 4000 g pendant 20 minutes; les surnageant obtenus correspondent aux mucilages
bruts.

1.2.2. Purification des mucilages
Pour obtenir le mucilage pur, une a-amylase et une protéase (10 uL de chacune pour 50 ml
d'extrait) ont été ajoutés au mucilage brut pour éliminer I'amidon et les protéines. L'extrait a
été agités pendant 24H a 37°C, refroidi, centrifugé (Sigma Laborzentifugen D-37520 osterode
Harz-Germany) a 2500 g pendant 20 minutes a temperature ambiante. Le surnageant a été
dialysé avec une membrane (biotechnologique en ester cellulosique (EC) 3,5-5 kDa) pendant
6h avec de I’eau distillée comme solution de contre dialyse. Le mucilage pur a été rassemblé

et conserveé au réfrigérateur pour utilisation ultérieures.

1.3. Dosage des composés phénoliques des mucilages

1.3.1. Dosage des polyphénols totaux
a. Principe

Le principe de la méthode est basé sur I’oxydo-réduction. Le réactif de Folin Ciocalteu,
est un acide de couleur jaune, constitué de poly hétérocycles acides contenant du molybdéne
et du tungsténe (Gervaise, 2004).

La méthode consiste a réduire le melange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), lors de I’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (Ws023) et de molybdene (MosO23). La présence de carbonates de
sodium rend le milieu légerement alcalin. La coloration produite est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végetaux (Ribéreau-Gayon et al., 1982).
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b. Mode opératoire :

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été déterminée selon la méthode
rapportée par Hosseinian et Mazza (2009). 1 ml d’extrait a été additionné de 1,9 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10. Aprés 6 a 8 min, 1.9 ml de la solution de 60 g/l de
carbonate de sodium (Na2 CO3 a 7,5 %) ont été ajoutés, I’ensemble a été incube a
température ambiante (25C) pendant 2 heures a I’abri de la lumiére. L absorbance est ensuite
lue a 725 nm.

Les teneurs en polyphénols totaux sont estimées en se référant a la courbe d’étalonnage
réalisée avec I’acide gallique. Les résultats ont éte exprimés en mg équivalent d’acide
gallique (EAG) /g.

1.3.2. Dosage des flavonoides
a. Principe

Le chlorure d’aluminium forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygene
présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides comme le montre la figure 9 (Ribéreau-
Gayon, 1968).

+ A]3+

OH O

Figure 09 : Mécanisme de la réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides
(Ribéreau-Gayon, 1968).

b. Mode opératoire :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de Djeridane et al.
(2006).
Un volume d’extrait (1 ml) a été additionné du méme volume de chlorure d’aluminium
(AICI3 a 2 % dans le méthanol). L’absorbance du mélange a été mesurée a 410 nm
aprés 10 min d’incubation.

Les concentrations en flavonoides ont été estimées en se reférant & une courbe

d’étalonnage préparée avec la quercétine (voir annexe 3). Les résultats ont été exprimés en
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mg équivalent de quercétine (EQ) /g.

1.3.3. Dosages des flavonols

Le dosage des flavonols a été réalisé selon la méthode d’Adedapo et al., (2008). 1ml
de chlorure d’aluminium (AICl3 2 %) et 1,5 ml d’acétate de sodium (50 g / I) ont été ajoutes a
1 ml d’extrait. L’absorbance a été mesurée a 440 nm, aprés 2H 30 min d’incubation a T°
ambiante.

Les concentrations en flavonols ont été estimées en se référant a la courbe d’étalonnage

préparée avec la quercétine et les résultats exprimés en mg EQ /g.

1.4. Activités antioxydantes
1.4.1. Activité antiradicalaire en utilisant le DPPH
a. Principe

La molécule du 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre synthétique
n’existant pas dans I’organisme (Igbal et al., 2005). Il est capable de capter un proton ou un
électron (Wang et al., 2007 ; Hseu et al., 2008), afin de revenir & une molécule stable
(Giilgin et al., 2003 ; Kumaran et Karunakaran, 2007).

L activité inhibitrice du radical DPPH est déterminée par la diminution de I’absorbance
a 517 nm par sa réduction en présence d’un antioxydant (AH), responsable de la perte de la
couleur violet foncé du DPPH (Molyneux, 2004 ; Villafio et al., 2007 ; Maisuthisakul et al.,

2008), selon la réaction suivante :

Ve 20
N- + AH > I!IH + A
NO NO NO NO
: ? Antioxydant ‘ ?
NO, NO.
Radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyne

Figure 10 : Mécanisme réactionnel de la réduction du radical DPPH (Molyneux, 2004).
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b. Mode opératoire :

L’activité antiradicalaire envers le radical DPPH a été mesurée selon la méthode de
brand- william (1995). 50 pl d’extrait ont été mélangés avec1950 ul de la solution
méthanolique du DPPH (65uM/1) fraichement préparée. Agitation au Vortex puis incubation a

30 min a tempeérature ambiante, I’absorbance a été mesurée a 515 nm,

. Abs controle—Abs échantillon
% Inhibition = T p——— x 100

- Abs contrdle : correspond a I’absorbance du contréle

- Abs échantillon : correspond a I’absorbance de I’échantillon
Ainsi plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d’hydrogene est considére

comme un Antioxydant fort.

1.4.2. : Pouvoir réducteur
a. Principe

Le pouvoir réducteur est estimé par I’aptitude des antioxydants présents dans les extraits
a réduire le fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe?*). La forme
réduite de ce complexe donne une couleur verte qui est proportionnelle aux concentrations
des extraits (Ozturk et al., 2007).

b. Mode opératoire :

Le pouvoir réducteur a été estimé selon la méthode décrite par (Li et al., 2009) . 200ul
d’extrait a été additionné de 500ul de tampon phosphate a 0,2M, pH 6,6 et de 500ul de
solution aqueuse de ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s]. Apres agitation, I’ensemble a été
incubé a 50°C pendant 20 min, puis 500ul de trichloracétique (TCA 10 %) ont été ajoutés.
Centrifugation a 500 tr/min pendant 10 min. 1 ml de surnageant a été prélevé est dilué dans 1
ml d’eau distillée puis 200ul de chlorure ferrique (0,1 % P/V) ont été additionnés.
L absorbance a été mesurée a 700 nm.

Le pouvoir réducteur a été déterminé en se reférant a la courbe d’étalonnage préparée
avec l’acide ascorbique (voir annexe 3). Les résultats ont été exprimés en mg équivalent
d’acide ascorbique (EAA) /g.
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L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique I’augmentation de la

réduction de fer. L acide ascorbique a été utilisé comme contréle positif.
1.5. Activité prébiotiques

1.5.1. Préparation du kéfir

Nous avons suivi la méthode décrite par HadiNejad et al., (2013).

Du lait Tchin Lait Candia (3.5% de matiére grasse) a été pasteurisé a 85°C pendant 15
mn sur une plaque chauffante puis refroidi dans un bain marie a 42°C (Espirito Santo et al.,
2010). Une partie aliquote a été transférée dans des tubes stériles de 50 ml. La culture
lyophilisée de kéfir (kéfir-type B-héterofermentatif culture sans production de CO2,
contenant Lb. lantarum and Lb. rhamnosus, Lactoccocus lactis and L. cremoris, and
Leuconostoc cremoris, biasa Inc., Saint Hyacinthe, Québec, Canada) a été additionnées a 29/
L de poudre du kéfir. 10 ml des mucilages et d’inuline ont été additionnés a 40ml de lait
comme décrit dans le tableau VIII. Les lots de kéfirs ont été préparés en triples et incubés a

42 °C pendant 24hpuis stockés a 4 °C pendant 28 jours.

Tableau V111 : Formulations différentes de kefir et leur codage

Code Ingrédients exprimés par 1 Litre de lait

Echantillons | Poudre de kéfir Inuline (ml) | Mucilage pur | -
K+Mp Fe 2 - 10 -
K+Mp Cf. 2 - 10 -
K+Mp Tf 2 - 10 -
K+Mp PC 2 - 10 -
K+In 2 10 - -

K: Keéfir type B —hétérofermentative culture ; In : Inuline ; Fe : Féverole entiere;
Cf : Cotylédon de feverole; Tf : Tégument de féverole ; MP : Mucilage pur ; Pc : pois chiche

1.5.2. Analyses microbiologiques

Le dénombrement des colonies (détermination en triple) a été effectué au 1% 7™, 14°m¢,

21°™ et 28°™ jour pour chaque lot a différentes dilutions (quatre a cing séries de dilutions de
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1/10). 100ul de chacune des trois dernieres dilutions ont été étalés par la méthode des stries
sur des boites de Pétri contenant la gélose MRS puis incubées a 40°C pendant 48h.

Le nombre de colonies a été converti en log UFC/ml.

1.5.3. Analyses physico-chimiques des kéfirs
1.5.3.1. Mesure du pH
» Principe :
Le pH par définition est une mesure de I’activité des ions H* contenus dans une solution.

Les valeurs du pH ont été mesurées avec un pH métre 211 HANNA.

1.5.3.2. Mesure de I’acidité

» Principe

L’acidité titrable représente la somme des acides mineraux et organiques présents dans le
produit. Elle a été exprimée en fonction de I’acide dominant et titrée avec une solution

d’hydroxyde de sodium 0.1N en présence de la phénolphtaléine comme indicateur coloré.

» Mode opératoire

Dans un bécher, 1ml de kefir a été additionné de 9 ml d’eau distillée (10Y), quelques
gouttes de phénolphtaléine ont été ajoutées a I’aide d’une pipette en plastique. Suivi d’une
titration avec la solution NaOH (0,1N) jusqu'a la persistance de la couleur rose et noter le
volume du NaOH.
Le volume de I’acidité titrable est calculée chaque semaine jusqu’au 28°™ jour.

» Expressions des résultats

L’acidité titrable (TTA%) a été exprimée en pourcentage, et calculée selon la formule :

( TTA(%) = Vnaonx0,1x 100 x0,009 x10 )

Ou:
VnaoH : Volume de NaOH en ml utilisé pour la titration.
0,1 : représente la concentration du NaOH (0,1N).
10 : est le facteur de dilution (107).
100 : le pourcentage.

0.0090 : Ceefficient correspondant a I’acide lactique.
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1.6. Extraction des composés phénoliques des kéfirs

Nous avons suivi la méthode décrite par Pereira et al., (2013). 1ml de kéfir a été extrait avec
20 ml d'éthanol-eau (80 : 20 , v/v) sous agitation a 25 °C pendant 1 h suivi d’une
centrifugation (Sigma Laborzentifugen D-37520 osterode Harz-Germany) a 4000 g pendant
10 min. Apres filtration sur papier Whatman n° 2, le surnageant est récupéré puis stocké a
4°C.

1.7. Analyse statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. L analyse statistique des
résultats est effectuée avec I’application de I’analyse de la variance (ANOVA) a I’aide des
logiciels (STATISTICA 5.5 et Graph Pad prism 5.0) et la comparaison des données est prise
a la probabilité P < 0,05.
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I1. Résultats et Discussions

11.1. Dosage des composés phenoliques
11.1.1. Les polyphénols totaux :

Les résultats de dosage des composés phénoliques (PTS) révelent une variabilité de
teneur entre les différents mucilages. L’analyse de la variance des teneurs montre un effet
significatif (P<0,05). La figure 11 montre que le mucilage de féverole présente une teneur de
(19,80 mg Eq AG/g), plus élevee (P<0,05) que celle du pois chiche (1.15mg Eq AG/qg).

La répartition des PTS des mucilages entre les différents compartiments de la graine de
féverole estinégale ; le Tégument est plus riche en PTS avec 19.8mg Eq AG/ g, en comparaison
a la graine entiere (0.93 mg Eq AG/qg) et cotylédon (1.03mg Eq AG/qg).

25- - 7
[ Féverole entiére
c B Cotylédon féverole
20 Bl Tégument féverole
o Bl Pois chiche
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Des lettres différentes indiquent des résultats significativement différents (P < 0,05).

Figure 11 : Teneurs en polyphénols totaux dans le mucilage purifiés.
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11.1.2. Teneur en flavonoides

La figure 12 montre une variabilité significative (P<0.05) de la teneur en flavonoides
des différents mucilages testeés.
Le mucilage de pois chiche présente une teneur en flavonoides (0.2 mg Eq Q/g) plus élevée
que la feverole (0.1 mg Eq Q/g soit une augmentation de 2%.
La distribution des flavonoides dans les compartiments de la féverole montre que le tégument
renferme la teneur la plus élevée (1.07mg Eq Q/ g), suivi de la fraction entiere (0.12 mg Eq Q/
g) et du cotylédon (0.1mg Eq Q/ g).

197 I Féverole entiére
Bl Tégument feverole
c I Cotylédon féverole
I Pois chiche
o, 104
o
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0.0~ Mucilages purifiés
& N\ NS Q
Q NS <@ 5
& F & <
™ )
<< OO &QJ

Des lettres différentes indiquent des résultats significativement différents (P < 0,05).
Figure 12 : Teneur en flavonoides des extraits de mucilage purifiés.
11.1.3 Les flavonols

Les teneurs en flavonols des échantillons analysés varient significativement (P < 0,05) selon

le mucilage considéré (figure 13).
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Des lettres différentes indiquent des résultats significativement différents (P < 0,05).

Figure 13 : Teneur en flavonols des extraits de mucilage purifies.

Les résultats montrent que la féverole présente une teneur plus élevée en flavonols (0.19mg Eq
Q/g) que le pois chiche (0.02mgEqQ/g).

Les flavonols du mucilage de féverole sont principalement localisés dans le tégument (0.19mg
Eq Q/g), et la teneur la plus faible est relevée dans le mucilage du cotylédon (0.024mg Eq
Q/g).

11.2. Activites antioxydantes des mucilages purifiées
11.2.1. I’activité antiradicalaire DPPH

Tous les mucilages possedent une activité anti radicalaire contre le radical DPPH avec des
différences significatives (P<0.05) entre les différents échantillons (figure 14) cette activité
varie entre 97.86 et 27.74% d’inhibition du DPPH.

Le mucilage de féverole présente un taux d’inhibition (31.02%) inférieur a celui du pois chiche
(36.4%).
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A I’opposé des autres mucilages, nous notons que seul le mucilage de tégument de féverole
affiche une activité scavenger (97.86%) plus élevée que celle de I’acide ascorbique (95.34%)

pris comme standard (0.1mg/ml).

Pour la féverole decortiquée c’est le tégument qui présente le taux d’inhibition le plus élevée

(97.86%), suivie de la fraction entiére 31.27%) et du cotylédon (27.74%).

Cependant tous nos extraits présentent une activité anti radicalaire inférieure a celle de I’acide

ascorbique a I’exception du mucilage de tégument de féverole.
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Des lettres différentes indiquent des résultats significativement différents (P < 0,05).
Figure 14 : Activité antiradicalaire du DPPH des mucilages.

Nos résultats indiquent I’existence de corrélation positive entre les teneurs en nos Composés
phénoliques et I’activité anti radicalaire résumée dans le tableau IX. Les PTS contribue a
88.17%, les flavonoides 81.36% et les flavonols 89.87% a I’inhibition du radical DPPH.
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Tableau IX: Coefficients de corrélations entre les Polyphénols totaux, Flavonoides,

Flavonols et I’activité anti radicalaire.

PTS Flavonoides Flavonols

DPPH 0,939 0,902 0,948*

* . Corrélation significative, ** : Corrélation hautement significative. *** : Corrélation trés hautement
significative

11.2.2. Pouvoir réducteur

Les résultats rapportés dans la figure 15 montrent des différences significative (P<0.05) entre

les échantillons.
Tous nos échantillons présentent un pouvoir réducteur inférieur a celui de I’acide ascorbique.

Le mucilage de féverole présente un pouvoir réducteur plus élevée (0.53 mg Eq AA/g) que le
mucilage de pois chiche (0.075 mg Eq AA/g).Le mucilage de tégument de féverole affiche le
pouvoir le plus élevé (0.53 mg Eq AA/g) alors que celui de la féverole entiére (0.031 mg Eq
AA/g) manifeste la plus faible activité.

Féverole entiere
Il Tégument féverole
Cotylédon féverole
Il Pois chiche

Hl Acide ascorbique

mgeqAA/g

Mucilages purifiés

Des lettres différentes indiquent des résultats significativement différents (P < 0,05).

Figure 15 : Pouvoir réducteur des mucilages purifiés.
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L’analyse de la régression linéaire entre les différentes classes phénoliques et le pouvoir
réducteur indique I’existence de corrélations positives (tableau X). Les PTS contribuent a

99.40%, les flavonoides 99.40% et les flavonols 95.02% a la réduction du fer ferreux.

Tableau X : Coefficients de corrélations entre les Polyphénols totaux, Flavonoides,

Flavonols et pouvoir réducteur.

PTS Flavonoides Flavonols

Pouvoir 0,997* 0,997* 0,995**

réducteur

* : Corrélation significative.
** : Corrélation hautement significative.
*** . Corrélation trés hautement significative

Les graphes de corrélation sont illustrés dans I’annexe 5

11.3. Discussion générale

Notre travail traite de la comparaison des teneurs en composés phénoliques des mucilages de
Cicer arietinum et Vicia faba minor. Dans une deuxieme étape nous nous sommes intéressés

a la répartition des composés phénoliques dans la feverole décortiquée.

Les teneurs révélées lors de nos dosages varient d’un échantillon a un autre et il est
difficile de les comparer aux données de la littérature vue I’absence de données sur les
mucilages de nos deux graines et I’effet de différents autres facteurs ; la composition du végétal

lui-méme.

Les mucilages ont été obtenus par diffusion dans I’eau des polysaccharides de Iégumineuses
utilisés. Ces derniéres sont connus pour étre riches en composés phénoliques (Durazzo et al.,
2013) ainsi que leurs mucilages dans notre cas et soluble dans I’eau comme le soulignent

Chirinos et al., (2007). Ainsi il est naturel de les retrouver dans les extraits aqueux.

Nos données révelent d’une part que le mucilage de féverole est plus riche en composés
phénoliques que le mucilage du pois chiche ; de méme pour la feverole décortiquée, c’est le

mucilage de tégument qui est le plus pourvu en ces composés.

33

——
| —



Résultats et discussions

Des travaux de différents auteurs sur ces deux graines Khalil et Mansour (1995), Ghedira
(2005) et Chaieb et al., (2011), confirment la plus grande richesse de la féverole en composes
phenoliques comparé au pois chiche. Nos observations s’accordent avec les données de Wang
et al., (2009), Chaieb et al., (2011) et Oomah et al., (2011) qui notent une localisation des

composés phénoliques de la féverole essentiellement au niveau des téguments.

Les flavonoides sont diversement présents dans les quatre mucilages testés. Il est connu que la
solubilité de ces derniers dépend du nombre, du type et de la position de la liaison des glucides

avec les flavonoides (Lapronik et al., 2005).

Nos données analytiques montrent que nos mucilages possédent une activité anti radicalaire
contre le radical DPPH et une bonne capacité a réduire le fer ferreux. Boudjou et al., (2013)
et Dazzou et al., (2013) ont rapportés que les graines de féverole et pois chiche pressentent

une forte activité antioxydante respectivement.

Le test DPPH est incontestablement la principal méthode utilisée pour évaluer I’activité anti
radicalaire des polysaccharides naturels (Elaboutachfaiti et al., 2011; Delattre et al., 2015 )
En regle générale il a été rapporté que I’activité anti radicalaire DPPH des antioxydants des
polysaccharides est clairement corrélée a leur capacité a donner de I’hydrogéne (Delattre et
al., 2015).

Le pouvoir reducteur est la capacité que posséde un extrait a donner un électron et a réduire le
fer. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur

significatif de son pouvoir antioxydant (Tepe et al., 2005).

Le pouvoir réducteur des différents extraits peut étre attribué principalement aux composés
bioactifs associés a I’activité antioxydante tels que les composés phénoliques totaux, les
flavonoides et autres antioxydants hydrophiles qui sont de bons donneurs d’électrons et
peuvent terminer la chaine de réaction de radicaux libres par conversion de ces derniers en
produits plus stables (Yen et al., 2008).

Les différences d’activités entre les mucilages testés traduisent des différences quantitatives et

qualitatives des composés phénoliques solubilises dans les mucilages (Chew et al., 2011).
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Les polyphénols totaux, flavonoides et flavonols présents dans les mucilages semblent
contribués d’une fagon hautement significative (P<0.01) a I’activité antioxydante (activité anti
radicalaire et pouvoir réducteur). Nos reésultats indiquent également I’existence d’une

corrélation significative r=0,896 ; 0,01 <P<0,05 entre les deux activités.

11.4. Activité prébiotique :
11.4.1. Evolution du pH

La figure 16 illustre 1’évolution des pH des kéfirs au cours des 28 jours de stockage a froid.
L’analyse statistique des résultats obtenus montre un effet significatif (p<0,05) des facteurs

mis en jeu dans notre essai.

L’addition des mucilages s’accompagne d’une baisse de pH dés le 1°" jour. Les baisses les

plus importantes sont notées pour les kéfirs a I’inuline et au mucilage du tégument de

feverole.
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Figure 16: Evolution du pH en fonction du temps de stockage a froid.

Au cours du stockage le pH des différents échantillons diminue d’une semaine a une autre.

L’analyse de nos données décrit 3 phases :

» Une premiére phase au cours de laquelle le pH accuse une forte baisse (0.78 a 7.75%)

et qui s’établit pendant les deux premiéres semaines.
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> La deuxiéme phase se caractérise par une augmentation variable du pH : forte
augmentation pour les kéfirs a mucilage de graines entiére (féverole entiére et pois
chiche) et trés faibles pour les autres kéfirs.

> Latroisieme phase se caractérise par une forte baisse du pH varient de (0.17 a 4.39

%) durant la derniere semaine au stockage a froid.

La comparaison multiples de moyennes enregistrées montre des différences significatives entre

échantillons et détermine des groupes homogenes (Annexe 4).
11.4.2. Evolution de I’acidite titrable

La figure 17 montre I’évolution de I’acidité titrable des kéfirs pendant la période de stockage
a froid. Tous les kéfirs montrent des différences significatives (p < 0.05) en fonction des jours.

1.0
— Control
0.9+ — Inuline
o Féverole entiére
A . .
SE = — Cotylédon féverole
|: 0.8+ — Tégument féverole
Pois chiche
0.7+
Vi 4
Jours de stockage
1 | | 1 1 1
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Figure 17: Evolution de I’acidité titrable totale en fonction de temps de stockage a froid.

L’incorporation de mucilage de légumineuses s’accompagne dans le 1°" jour d’une évolution

de I’acidité. Cette évolution se produit a deux temps :

Dans un premier temps, nous observons une forte augmentation allant de 3.77 a 36.59%
Pendant cette phase, les échantillons avec mucilages et inuline manifestent des augmentations
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variables par rapport au control. Les valeurs maximales de I’acidité sont atteintes au 21°™ jour

de stockage avec des augmentations de 18.75 a 25.53%.

Nous notons dans la deuxiéme étape une diminution de I’acidité du jour 21 au jour 28 qui varie
de 3.85 a 16.07%. Au cours de cette phase, le ttmoin manifeste une plus faible diminution

comparativement aux échantillons avec mucilages et inuline.

Le pois chiche et I’inuline affichent les plus fortes diminutions des concentrations en acide

lactique : 3.85 et 16.07% respectivement, durant le temps de stockage.

L’analyse comparative des moyennes révele des différences significatives entre elles (p<0,05).

Les groupes homogenes sont résumés dans I’annexe 4.

11.4.3. Croissance et viabilité des colonies :
Les différents résultats de dénombrement bactérien totale (log ufc / ml) dans des échantillons

de keéfir sont résumés par la Figure 18.

9.25=
— Controle
— Inuline
= 850 Féverole entiére
§ ' — Cotylédon féverole
8 — Tégument féverole
g Pois chiche
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4
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Figure 18 : Evolution des colonies des kéfirs purs en fonction de temps de stockage.
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L’analyse statistique des résultats obtenus montre un effet significatif (p<0,05) des facteurs
mis en jeu dans notre essai aux cours des jours 1, 7, 14, 21 et 28. Les groupes homogénes sont
résumeés dans I’annexe 4.

Au jour 1, le nombre de bactéries varie entre 8,3 et 8,6log ufc/ml pour tous les
échantillons. Tous les échantillons de kéfir supplémentés en prébiotique (mucilage ou inuline)
ont montré une augmentation progressive (0.06 a 2.8%), au cours de la premiére semaine ; le

contréle affiche par contre une forte augmentation (5.37%).

Au cours de la deuxieme semaine, nous notons des différences de comportement des différents
kéfirs. Le contrdle se caractérise par une diminution du nombre de colonie alors que les kéfirs
supplémentés en pois chiche, inuline et mucilage de cotylédon de féverole voient diminuer le
nombre de colonie. Les kéfirs renfermant les mucilages de féverole entiére et de tégument de

féverole affichent en revanche une augmentation (0.06 a .037%) de nombre de colonies.

Pendant la troisieme semaine, a I’exception du kéfir contréle, tous les kéfirs supplémentés en

prébiotiques présentent une teneur notable de la viabilité des probiotiques.

L’optimum de croissance des bactéries probiotiques est ainsi attient a 21°™jour de stockage.
En effet de 21 & 28°™ jours, la viabilité des bactéries diminue de 19.9 & 22.31%.

11.5. Dosages des composeés phénoliques des kéfirs

L’analyse statistique des résultats obtenus montre un effet significatif (p<0,05) des
facteurs mis en jeu dans notre essai aux cours des jours 1, 7, 14,21 et 28. Les groupes

homogenes sont résumés dans I’annexe 4.

Les résultats de dosage des composés phénoliques dans les extraits phénoliques de nos
kéfirs montrent une variabilité de teneurs entre les différents échantillons aux cours des jours

de stockage figure 19.
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Figure 19: Teneurs des composés phénoliques des kéfirs purs en fonction de jours de

stockage.

L’incorporation de mucilage de Iégumineuses s’accompagne dans le 1* jour d’une évolution

des teneurs en composes phénoliques. Cette évolution se produit en deux temps :

Dans un premier temps, nous observons une légére augmentation allant de 3.77 a 36.59%
Pendant cette phase, I’échantillon avec inuline manifeste une forte augmentation du jour 14™
au 21™ jour avec un taux de 69.14%. Les valeurs maximales en composés phénoliques sont

atteintes au 21°™ jour de stockage avec des augmentations de 18.75 & 25.53%.

Nous notons dans la deuxiéme étape une diminution de la teneur en CP du jour 21 au jour 28
qui varie de 3.85 a 16.07%.

Les résultats expérimentaux classent I’efficacité des extraits phénoliques des kéfirs au jour 21
par ordre croissant : contr6le< pois chiche< féverole entiére< cotylédon de féverole<inuline<

tégument de feverole.
11.6. Discussion de I’activité prébiotique

L’utilisation des différents mucilages dans le kéfir a induit des effets notables sur la viabilite
au cours du stockage des souches probiotiques et les caractéristiques du milieu.
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Nos données analytiques ont révélé une baisse du pH accompagnée d’une augmentation de
I’acidité. Ces deux parameétres traduisent I’activité des microorganismes présents dans le
milieu. En présence des différents mucilages de nos legumineuses et d’inuline, les bactéries
sont plus actives comme en témoigne la production d’acide lactique. En effet les bactéries
probiotiques produisent des acides tels que l'acide butyrique, propionique et surtout l'acide
lactique, qui est I’acide le plus produit (Shah, 2000). Les produits finaux du métabolisme des
glucides (acide gras a courte chaine) exercent un effet positif sur les probiotiques en leurs
servant de source d’énergie (Kaplan et Hutkins, 2000).

Les baisses de pH au cours de stockage s’accordent avec I’augmentation de I’acidité titrable.
Nos résultats pour les variations du pH et de I’acidité s’accordent avec les données de
Hadinzhand et al., (2013) et Boudjou et al., (2013).

La croissance bactérienne est plus importante dans les kéfirs avec mucilage et inuline en
comparaison au kéfir control. Cette meilleure croissance des microorganismes s’explique selon
Koplan et Hutkins, (2000) par un apport élevé en hydrates de carbone par les mucilages
utilisés et les différents micronutriments contenus dans ces prébiotiques. Les fibres
alimentaires telles que galacto-oligosaccharides améliorent la croissance des probiotiques sans
diminution significative du pH (Mei, Carey, Tosh, et Kostrzynska, 2011). Bomba et al.,
(2002) rapportent que certaines éléments chimiques tels que le fer et le magnésium permettent

I’augmentation de la viabilité des probiotiques.

Du 21°M au 28°™ jour, nous notons une diminution du nombre de colonies pour tous les
échantillons de kéfir. Des observations similaires sont rapportées par Esperito et al., (2010) et
Hadinzhand et al., (2013).

Des études antérieures ont montré que les facteurs contributifs les plus importants pour la
perte de la viabilité cellulaire sont les baisses de pH pendant le stockage du produit (post-
acidification) et I'accumulation d'acides organiques en raison de la croissance bactérienne et de
la fermentation (Shah, 2000).

Une gamme de 6-8 log ufc / ml est le niveau recommandé pour les bactéries probiotiques a la
fin de la période du stockage a froid (Vasiljevic et Shah, 2008). Nos résultats ont montré qu’a
I’issue de la période de conservation, la croissance bactérienne de nos échantillons s’établit

dans une gamme comprise entre 7.26 log CFU/ml et 8.16 CFU/ml. Confirment ainsi la
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capacité de nos mucilages a maintenir un niveau acceptable de bactéries tout au long de la

période de stockage.

Les différences de teneur en composés phénoliques des différents kéfirs sont a I’origine des

teneurs en CP des mucilages utilises.

Les teneurs en composés phénoliques totaux des kéfirs supplémentes sont inférieurs a celles

obtenues par Priera et al., (2013) pour le yaourt agrémenté en fruits naturels.

Du jour 1 au jour 21, nous notons une faible augmentation des teneurs en CP suivie d’une
diminution du jour 21 au jour 28. Des observations similaires sont rapportées par Shori (2013)

dans le yaourt supplémenté de soja.

La différence des teneurs des CP dans les extraits des kéfirs en présence et en absence de
supplémentation pourrait étre expliquée par la dégradation des protéines du lait pendant la
réfrigération, cette dégradation peut aboutir a la libération d’acides aminés et composés non
phénoliques (sucres et protéines) qui peuvent interférer lors de I'évaluation de composés

phénoliques totaux (Shori, 2013).

La diminution des CP dans les extraits des kéfirs au 28°™ jour peut étre due a I’interaction

des composés phénoliques des kéfirs et des mucilages avec les protéines du lait.
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Conclusion et perspectives

La présente etude a permis de mettre en évidence I’effet prébiotique et les teneurs en
quelques antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides et flavonols) et détermination de
I’activité antioxydante (pouvoir réducteur et activité anti radicalaire) des mucilages purs
extraits de nos graines.

Les resultats obtenus montrent que le mucilage de féverole est plus riche en
polyphénols totaux, flavonoides et flavonols, que le pois chiche.

Pour cette méme graine (féverole), ce sont les téguments qui donnent les mucilages les
plus riches en divers composés phénoliques.

Le mucilage de tégument présente I’activité antioxydante la plus élevée avec un taux
d’inhibition de 97,87% contre le radical DPPH et un pouvoir réducteur de 0,54mg
AAC/100g.

Des corrélations positives ont été observées entre I’activité antioxydante (pouvoir
réducteur et activité anti radicalaire) et les teneurs en CP (polyphénols totaux, flavonoides et
en flavonols).

En effet I’incorporation des mucilages dans les kéfirs s’accompagne d’une
augmentation de I’acidité et une diminution du pH pendant le stockage a froid. En présence
des différents mucilages dans le kéfir, les bactéries sont potentiellement plus actives et
produisent plus d’acide lactique.

Les résultats de cette étude ont montré que les mucilages de nos légumineuses
constituent une excellente source de différents antioxydants qui piegent les radicaux libres,
afin de lutter contre le stress oxydatif et suggerent que ces derniers peuvent servir de
nouveau prébiotiques dans la formulation d’aliments fonctionnels et  applications

neutraceutiques.

Ce travail mérite d’étre poursuivi et approfondi pour une meilleure connaissance des

mucilages des graines utilisées :

» D’approfondir I’étude des mucilages : la structure des mucilages comme le degré de
pureté, composition des monosaccharides, degré de polymérisation et le poids
moléculaire.

» De réaliser une évaluation sensorielle pour les échantillons de kéfir.
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» Etudes in vivo sur des modeles animaux et essais cliniques pour évaluer la relation
santé kefir enrichis en ces extraits des légumineuses.

> De tester I’activité de nos extraits sur des especes bactériennes pathogeénes et
phytopathogenes tels que ; Staphylococcus aureus, Pectobacterium carotovorum

atrosepticum, Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas eruginosa........ etc.
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Tableau I : le potentiel nutritionnel et effets thérapeutiques de certains prébiotiques.

Substrats Type de I’étude Effets thérapeutique

FOS, inuline et/ | Invitro Inhibition des pathogénes humains et animaux.

ouen

symbiotique au

prébiotique

Inuline Etude expérimentale L’amélioration de rat colite distale.
Stimulation de I’absorption du Ca et Mg
intestinales.

Sur des modéles L’amélioration de I’adsorption du calcium et les
animaux minéraux 0SSeux.

Inuline enrichie Sur des modéles Immuno-modulation.

en oligo- humains et animaux

fructose Prévention du cancer.

Concentration en lipides plasmatiques.

Rechute de Clostridium difficile diarrhée

En double insu, les associée
essais controlés Effets du cholestérol total et LDL-cholestérol
randomisés chez I’enfant

Augmentation des proportions des
bifidobactéries.

FOS/ GOS
Sur des modeles rats Simule lactobacillus et bifidobactéries
Augmente les acides gras a courte chaine dans
le gros intestin.

Réduire les ulcérations coliques.

Xylo- Des volontaires Effet bifidogene et augmentation des acides
oligosaccharides | humains, des modeles gras a courte chaine dans les féces.
(X0S) de rats et souris

Adapté par (Saad et al., 2012)
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Tableau 11 : Principales classes des composés phénoliques (Harbone, 1989).

Nombre de Squelette Origine
Classe
carbones carbone (exemples)

6 Cs Phénols simples Thé
Bénzoquinones

7 Ce—C1 Acides phénoliques Epices, fraise

8 Ce.C2 Acides phénilacetiques Agrumes

9 Cs - Cs Acides hydroxycinnamiques | Pomme de terre, pomme,
Polypropenes citrus

10 Ce- Cs Naphtoquinones Noix

13 Cs— C1- Cs Xanthones Aubergines

14 Cs-C2-Cs Stilbénes Vigne
Anthrachinones

15 Ce-Cs3 -Ces Flavonoides Fruits (graine /peau de
Isoflavonoides raisin), légumes, fleurs,

18 (Ce - Ca)2 Lignanes Pin
Neolignanes

30 (Ce - Cs - Cg)2 | Biflavonoides Raisins

n (Ce- C3)n Lignines Bois, fruits a noyau,

(Ce)n Catecholmelanine raisin, kaki
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Annexes des figures

HC AscH, Ho AscH HO Asc?
T o T E o] (0]
HO\/\SIO pK = 4.1 HO\/\ﬁfo pK =118 HO\/\S:\{
HO OH "o OH Ke o

Qj Ho AscH’

HO— A O 0 -H

— +H*
o oy PK=-0.86

RH

Figure 1 : Diverses formes de I'acide ascorbique et sa réaction avec les radicaux (R")
(Valko et al., 2006).

Acides hydroxybenziques Acides hydroxycinnamiques
R2. R R P
; /
R3 R2 Al
OH

R4 R3
R1=R2=R3=R4=H Acide benzoique (non phénolique) ~ R1=R2=R3=H Acide cinnamique (non phénolique)
R1=R4=H, R2=R3=0H Acide protocatéchique R1=R3=H, R2=0OH Acide p-coumarique
R1=H, R2=R3=R4=0H  Acide gallique R1=R2=0H, R3=H Acide caféique
R1=0H, R2=R3=R4=H Acide salicylique R1=0CH,, R2=0H, R3=H Acide férulique
R1=R4=0H, R2=R3=H Acide gentisique R1=R3=0CH,, R2=OH  Acide sinapique

Figure 2 : Structure des acides phénoliques (Laguerre et al., 2007).
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Les Tanins
HO OH
BO OH -
HO lto ud OH
O, i
A “co
“co
HO
Tanins condensés Tanins hydrolysables

Figure 3 : Exemples de structures chimiques d’un tanin hydrolysable et d’un tanin condensé
(Lorenz, 2011).

Les Acides phénoliques :

COOH cOoH COOH
CH
OCHy
i HO OH
. i OH
Acide protocatechique Acide vanillique URUNS SV

Figure 4 : Exemples de structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (Chvéatalova et al., 2008).




Annexes Annexe 2

R4

R3 C*cn/

Acide coummarique : R1=R,=Rs=H, R 3=0H.
Acide caféique : R1=R,=H, R 3= Rs=OH.
Acide férulique . R1:R2:H, R3: OH, R4:OCH3.

Figure 5 : Exemples de structures chimiques des acides hydroxycinnamiques (Nave et al., 2007).

Les Flavonoides

Rutine Quercétine

Figure 6: Exemples de structures chimiques des flavonoides (Lapornik et al., 2005).
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Annexe des préparations des solutions
Solutions

éthanol 80%

Solution de folin-ciocalteu(0,1)

Solution de carbonate de sodium (7,5)

Na,CO3

Solution de chlorure d’aluminium
hydrate a 2%(AICl36H,0)

HCI (IN)

FeCls (0,01M dans Hcl 0,01M)

Solution DPPH (65uM/I)

Tampon phosphate (0,2M, pH®6,6) :

Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)e
1%
Acide trichloracétique (TCA) 10%

Chlorure ferrique (FeClI3) a 0,1 %(p/v)

Réactifs

80ml de I’éthanol pure ajuste jusque a 100ml

d’eau distillée

10 ml de folin coicalteau + ajouste jusqu’a
100ml d’eau distillée

7,59 de la poudre de Na2COs dissout dans
100ml I’eau distillée.

21,87g de la poudre d’AlCIs hydrate dissout
dans 250ml de I’eau distillée.

8.26ml d’HCL 37% est ajuste a 1 litre I’eau

distillée.

Dissoudre 1,62 g de FeCls dans un litre de Hcl a
0,01M
0.0024g DPPH dans 100ml de méthanol pur

2,72 g de KH2PO4 (acide) dans 100 ml d’eau
distillée

3,48g de K2HPO4 (basique) dans 100ml d’eau
distillée

La solution acide est ajoutée avec la solution

basique jusqu’a I’obtention d’un pH6,6

1g de KsFe(CN)s dans 100ml d’eau distillée

10g de TCA dans 100ml d’eau distillée.

0,1g de FeCI3 dans 100ml d’eau distillée
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Tampon phosphate (0,1M, pH7,4) :

1,36g de KH2PO4 dans 100ml d’eau distillée

1,74g de K2HPO4 dans 100ml d’eau distillée.

La solution de KH20Ps est ajuste avec la
solutionK2HPO4 jusqu’a I’obtention d’un
pH7,4.

0,123g ferrosines dans 50ml d’eau distillée

FeCl, a2mM 0,025g de FeCl22H2O dans 100ml d’eau
distillée.
Inuline 3% 1.5 g d’inuline dans 50ml d’eau distillée
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Annexe des Tables d’analyse statistiques avec GraphPad (ANOVA 1 WAY)

One-way analysis of variance

P value = 0.0001
P value summary il
Are means signif. different? (P = 0.05Yes
Mumber of groups 4
F 2962
R square 0.9991

ANOVA Table 55 df MS
Treatment (between columns) 7918 3 2639
Residual (within columns) 0.7128 8 0.08910
Total 7926 11

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Signfficant? P = 0.057 Summary 95% Cl of diff
Féverole entiére vs Cotylédon féverd-0.1080 0.6267 No ns -0.8885to 0.6725
Féverole entiére vs Tégument féverd-18.87 109.5 Yes i -19.65t0-18.09
Féverole entiére vs Pois chiche -0.2220 1.288 Mo ns -1.003 to 0.5585
Cotylédon féverale vs Tégument féve-18.76 108.9 Yes il -19.54 to -17.98
Cotylédon féverale vs Pois chiche  |-0.1140 0.6615 No ns -0.8945 to 0.6665
Tégument féverole vs Pois chiche |18.65 108.2 Yes i 17.87 to 19.43

Table 1 : Résultats d’analyse de la variance par 1 way ANOVA pour dosage des composés
phénoliques en poly phénol totaux dans les mucilages purs.

One-way analysis of variance
P value = (0.0001
P value summary HE
Are means signif. different? (P < 0.09Yes
Number of groups 4
F 997.0
R square 0.9973

ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 1.754 3 0.5845
Residual (within columns) 0.004690 8 0.0005863
Total 1.758 11

Tukey's Multiple Comparison Test  |Mean Dif. | Significant? P = 0.057 Summary  [95% Cl of diff
Féverole entiére vs Cotylédon féverd0.01020 0.7297 No ns -0.05311 t0 0.07352
Féverole entiére vs Téqument feverd-0.9061  [64.82 Yes ™ -0.9694 10 -0.8428
Féverole entiére vs Pois chiche  |-0.09541 16825 Yes b -0.1587 to -0.03210
Cotylédon féverale vs Tégument fevg-0.9163 65.54 Yes i -0.9796 to -0.8530
Cotylédon féverole vs Pois chiche  |-0.1056 7.555 Yes * -0.1689 to -0.04230
Tégument feverole vs Pois chiche  |0.8107 57.99 Yes bl 07474 to0 0 8740

Table 2 : Résultats d’analyse de la variance par 1 way ANOVA pour les teneurs en
flavonoides dans les mucilages purs.
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One-way analysis of variance
P value < (0.0001
P value summary R
Are means signif. different? (P = 0.08Yes
MNumber of groups 4
F 7511
R square 0.9965

ANOVA Table S5 df
Treatment (between columns) 0.02115 3 0.007048
Residual (within columns) 7607e-005 |8 9 384e-006
Total 0.02122 11

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff.  |qg Significant? P = 0.057 Summary  |95% CI of diff
Féverole entiére vs Cotylédon féverd 0.002700 1.527 No ns -0.005310to 0.01071
Féverole entiére vs Téguments féve(-0.09511 53.78 Yes b -0.1031 t0 -0.08710
Féverale entiére vs Pois chiche 0.002700 1.627 No ns -0.006310t0 0.01071
Cotylédon féverole vs Téguments féy-0.09781 55.30 Yes i -0.1058 to -0.08980
Cotylédon féverole vs Pois chiche [0.0 0.0 No ns -0.008010 to 0.008010
Téguments féverole vs Pois chiche |0.09781 55.30 Yes b 0.08980 to 0.1058

Table 3 : Résultats d’analyse de la variance par 1 way ANOVA pour les teneurs en flavonols
dans les mucilages purs

P value

= 0.0001

P value summary i

Are means signif. different? (P < 0.05)  |Yes

Number of groups 5
F 4816
R square 0.9995

ANOVA Table 55 df MS
Treatment (between columns) 15278 4 3820
Residual (within columns) 7.930 10 0.7930
Total 15286 14

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff.  |q Significant? P = 0.057 Summary  |95% Cl of diff
Féverole entiére vs Cotylédon féverole | 3.280 6.380 Yes ** 0.8872t0 5.673
Féverole entiére vs Tégument féverole |-66.84 130.0 Yes i -69.23 to -64.45
Féverole entiére vs Pois chiche -5.380 10.46 Yes i -1.773 to -2.987
Féverole entiére vs Acide ascorbigue  |-64.32 1251 Yes o -66.71t0 61.93
Cotylédon féverole vs Tégument féverale |-70.12 136.4 Yes i -12.511to 67.73
Cotylédon féverole vs Pois chiche -8.660 16.84 Yes i -11.05to -6.267
Cotylédon féverole vs Acide ascorbique |-67.60 1315 Yes i -59.99 to -65.21
Tégument féverole vs Pois chiche 61.46 119.5 Yes o 59.07 to 63.85
Tégument féverole vs Acide ascorbigue |2.520 4.900 Yes * 0.1267 to 4.912
Pois chiche vs Acide ascorbique -58.94 1146 Yes A -61.33 to -56.55

Table 4 : Test de la variance 1 way ANOVA de I’activité antiradicalaire du DPPH entre les
extraits du mucilage pur
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One-way analysis of variance

P value = 0.0001
P value summary i
Are means signif. different? (P =< 0.08Yes
Number of groups 5
F 4816
R square 0.9995

ANOVA Table 35 df M3
Treatment (between columns) 15278 4 3620
Residual (within columns) 7.930 10 0.7930
Total 15286 14

Dunnett's Multiple Comparison Test  |Mean Diff.  |g Significant? P < 0.057 Summary  |95% Cl of diff
Acide ascorbique vs Féverole entiére 64.32 68.46 Yes e 62.22 10 66.42
Acide ascorbique vs Cotylédon féver{67.60 92 .97 Yes i 65.50t0 69.70
Acide ascorbique vs Tégument féver -2.520 3.465 Yes ¥ -4.62110-0.4178
Acide ascorbique vs Pois chiche  |58.94 81.06 Yes e 56.84 10 61.04

Table 5 : Test de la variance 1 way ANOVA de I’activité antiradicalaire du DPPH entre les
extraits du mucilage pur par apport aux standard (acide ascorbique).

P value < 0.0001
P value summary E
Are means signif. different? (P < 0.05Yes
Number of groups 5
F 8005
R square 0.9997

ANOVA Table 85 df MS
Treatment (between columns) 6.030 4 1.508
Residual {within columns) 0.001883 10 0.0001883
Total 6.032 14

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P = 0.057 Summary 95% Cl of diff
Féverole entiére vs Cotylédon féverol-0.0230 2.903 No ns -0.05987 to 0.01387
Féverole entiére vs Tégument févero|-0.4993 63.02 Yes b -0.5362 to -0.4625
Féverole entiére vs Pois chiche -0.04433 5595 Yes * -0.08121 to -0.007458
Féverole entiére vs Acide ascorbique -1.658 209.2 Yes il -1.695to -1.621
Cotylédon féverole vs Tégument féve -0.4763 60.12 Yes b -0.5132 to -0.4395
Cotylédon féverale vs Pois chiche  |-0.02133 2.692 No ns -0.05821 to 0.01554
Cotylédon féverole vs Acide ascorbig-1.635 206.3 Yes il -1.672to -1.608
Tégument féverole vs Pois chiche |0.4550 5743 Yes A 0.4181 to 0.4919
Téqument féverole vs Acide ascorbi(-1.158 146.2 Yes E -1.195t0 -1.121
Pois chiche vs Acide ascorbique -1.613 20386 Yes i -1.6560to -1.576

Table 6: Test de la variance 1 way ANOVA de pouvoir réducteur entre les extraits du
mucilage pur
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One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary E
Are means signif. different? (P <0.05) |Yes
MNumber of groups 5
F 8005
R square 0.9997
ANOVA Table S5 df MS
Treatment (between columns) 6.030 4 1.508
Residual {within columns) 0.001883 10 0.0001883
Total 6.032 14
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. g Significant? P = 0.057 Summary  95% Cl of diff
Acide ascorbigue vs Féverole entiére 1.658 147.9 Yes o 1.625t0 1.690
Acide ascorbigue vs Cotylédon féverole |1.635 145.9 Yes i 1.602 to 1.667
Acide ascorbigue vs Tégument féverale |1.158 103.4 Yes i 1.126 10 1.191
Acide ascorbigue vs Pois chiche 1.613 144.0 Yes b 1.581 to 1.646

Table 7 : Test de la variance 1 way ANOVA de pouvoir réducteur entre les extraits du
mucilage pur par apport aux standard (acide ascorbique).
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Annexes des corrélations
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Corrélation entre I’activité antiradicalaire et les teneurs en polyphénols totaux (A), flavonols
(B) et flavonoides (C).
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Annexe des courbes d’étalonnages
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Figurel : courbe d’étalonnage des polyphénols totaux
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Figure2 : courbe d’étalonnage des flavonoides et flavonols



Annexes Annexe 6

y =7,6709x
0,9 - R?=0,9824

~~

(5]
c
CUO'3 n

502 -
(72)

0 T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Concentration dacide ascorbique (0.1mg/ml)

Figure3 : courbe d’étalonnage de pouvoir réducteur
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Annexe des groupements homogénes des parametres fermentaire pH, TTA et UFC

PH

LSD test; variable PH_J1 (kefir

stat.sta)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 12,556, df =

12,000

PH_J1
TRETEM Mean 1 2 3

1 K 107 | ****

2 K+in 104 % 3k 3k 3k % %k k %k

6 K+CP 110,666667 Hokxk

5 K+TF 113 Hok A

LSD test; variable PH_J7 (kefir stat.sta)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 2812,7, df =

12,000

PH_J7
TRETEM Mean 1

3 K+Femp 41,3333333 | ¥***

4 K+Fcmp 41,6666667 | ****

5 K+Ftmp 78,6666667 | ****

6 K+Pcmp 79,3333333 | ¥***

1 K 114,666667 | ****

2 K+in 115,666667 | ****

LSD test; variable PH_J14 (kefir

stat.sta)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 2850,9, df =

12,000

TRETEM Mean 1

5 K+Ftmp 41,6666667 | ****

1 K 41,6666667 | ****

2 K+in 4 | ¥*xx*

4 K+Fcmp 79,3333333 | ¥**x*

3 K+Femp 117,666667 | ****

6 K+Pcmp 118 | ****




Annexes

Annexe 7

LSD test; variable PH_J21 (new.sta)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 1168,4, df =
12,000

PH_J21
TREATMIN | Mean 1
4 K+Fcmp 71,6666667 | ****
5 K+Ftmp 73 | *rE*
1 K 1071 | *¥***
3 K+Femp 103 | ****
2 K+in 103 | ****
6 K+Pcmp 109,333333 | ****
LSD test; variable PH_J28 (new.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 629,44, df =
12,000
PH_J28
TREATMN | Mean 1
4 K+Fcmp 74,3333333 | ¥***
1 K 107 | ****
2 K+in 104 | *Fx**
5 K+Ftmp 106,666667 | ****
3 K+Femp 107 | ***x*
6 K+Pcmp 109 | ****
TTA
LSD test; variable TTA_J1 (ttable stat
ph.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 2,1111, df =
12,000
TTA_J1
TREATMIN | Mean 1
1 K 105,333333 | #***
5 K+Ftmp 105,666667 | *¥***
3 K+Femp 106,333333 | ****
4 K+Fcmp 107 | ***x*
2 K+in 107,333333 | ****
6 K+Pcmp 107,666667 | ****
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LSD test; variable TTA J7 (ttable stat
ph.sta)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 1208,8, df =
12,000

TTA_J7

TREATMIN | Mean 1 2
2 K+in 35,6666667 | ****
5 K+Ftmp 70,6666667 | **** oAk
1 K 104,666667 HAE K
3 K+Femp 105,333333 Hokkx
4 K+Fcmp 105,333333 roAkk
6 K+Pcmp 105,666667 | **** oAk
LSD test; variable TTA_J14 (ttable stat
ph.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 1,3333, df =
12,000

TTA_J14

TREATMIN | Mean 1
6 K+Pcmp 104,333333 | ****
4 K+Fcmp 104,666667 | ****
3 K+Femp 105 | ****
1 K 105 | ****
5 K+Ftmp 106 | *¥***
2 K+in 106,333333 | ****
LSD test; variable TTA J21 (ttable stat
ph.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 3,2222, df =
12,000

TTA_J21

TREATMN | Mean 1
3 K+Femp 111,333333 | ****
1 K 112 | ****
2 K+in 113,666667 | ****
6 K+Pcmp 114 | ***x*
5 K+Ftmp 114,333333 | ¥***
4 K+Fcmp 114,333333 | ****
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LSD test; variable TTA J28 (ttable stat
ph.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 710,22, df =
12,000
TTA_J28
TREATMN | Mean 1 2
2 K+in 38,6666667 | ¥***
5 K+Ftmp 114 ok
1 K 114,333333 Hok Ak
3 K+Femp 115,666667 Hokkx
4 K+Fcmp 117 ok
6 K+Pcmp 117,666667 Hokkx
UFC :
LSD test; variable CFU_J1 (ttable
stat tta.sta)
Homogenous Groups, alpha =
,05000
Error: Between MS = 4,0000, df =
12,000
CFU_J1
TREATMN | Mean 1 2 3 4
1 K 129 | **x*
2 K+in 132 Kk kk Kk kk
3 K+Femp 135 %k %k %k ok %k %k %k ok 3k %k %k k
4 K+chp 138 Kk kk kK kok Kk kok
6 K+Pcmp 141 Hokk ok Hokk ok
LSD test; variable CFU_J7 (ttable
stat tta.sta)
Homogenous Groups, alpha =
,05000
Error: Between MS = 5,8889, df =
12,000
CFU_J7
TREATMN | Mean 1 2 3 4
K+in 126 %k %k %k k 3k %k kk
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6 K+Pcmp |130,666667 *AkK
K+chp 132 %k %k kk %k %k kk %k kk
5 K+Ftmp 135 okokok
LSD test; variable CFU_J14 (ttable stat
tta.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 1,0000, df =
12,000
CFU_J14
TREATMN | Mean 1 2 3 4 5
1 K 126 | **x*
2 K+in 129 ok
3 K+Femp 132 3k %k %k %k 3k %k %k %k
4 K+Fcmp 135 | 8,8723E-06 | **** HokEx
5 K+Ftmp 138 | 1,2386E-07 oAk el
6 K+Pcmp 141 | 4,9071E-09 ok x
LSD test; variable CFU_J21 (ttable
stat tta.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 1,0000, df =
12,000
CFU_J21
TREATMN | Mean 1 2 3 4 5
1 K 133 | *H**
2 K+in 136 ok Ak
3 K+Femp 139 | ok HoA A
4 K+chp 142 % %k kk % %k k ok
6 K+Pcmp 148 ok kK
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LSD test; variable CFU_J28 (ttable stat
tta.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 1,0000, df =
12,000
CFU_J28
TREATMN | Mean 1 2 3 4 5
1 K 138 | ****
2 K+in 141 ok k
3 K+Femp 143 ok Kk
4 K+Fcmp 146 ok
6 K+Pcmp 152 kA




Résumé

Les légumineuses dont la féverole et le pois chiche contiennent des glucides complexes (fibres, amidon et
oligosaccharides résistants) protéines, vitamines et minéraux ainsi que des antioxydants importants.

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante ainsi que le potentiel prébiotique des mucilages de
féverole (Vicia faba L.) et du pois chiche (Cicer arietinum) en utilisant le kéfir comme model fermentaire. Les
mucilages sont extraits a I’eau distillée sous agitation pendant 3h a 60°C suivi d’un traitement enzymatique et
d’une purification par dialyse. 10 ml des mucilages de féveroles décortiquées, pois chiche et inuline sont
incorporée dans le kéfir. Nous avons suivi pendant les 28 jours de stockage a froid la viabilité microbienne, pH
et I’acidite titrable totale (TTA).

Le dosage des polyphénols totaux, flavonoides et flavonols ont été utilisés pour la détermination des teneurs en
composés phénoliques ainsi que la détermination de I’activité antioxydante (pouvoir réducteur et activité
inhibitrice du DPPH) de tous les mucilages. Les résultats de cette étude montrent que le nombre de bactéries
pendant les 28 jours de stockage est significativement plus élevé (P < 0.05) dans le kéfir supplémenté de
mucilage et inuline par rapport au control (kéfir sans poudre), a chaque semaine nous enregistrons une
augmentation de I’acide lactique (0.55% a 1.05) dans les kéfirs et une diminution global du pH. Les résultats
obtenus montrent que le mucilage de féverole est plus riche en polyphénols totaux, flavonoides et flavonols, que
le pois chiche. Le mucilage de tégument présente I’activité antioxydante la plus élevé avec un taux d’inhibition
de 97,87% % contre le radical DPPH et un pouvoir réducteur de 0,51mg AAC/g. De ceci on tir que les
mucilages de nos graines sont une bonne source d’antioxydants et de Prébiotique capable d'améliorer la
formulation du kéfir d’un point de vue nutritionnel.

Mots clés : Kéfir, Vicia faba L, Cicer arietinum, mucilages, activité Antioxydante, composés phénoliques, kéfir.

Abstract

Legumes including faba beans and chickpeas contain complex carbohydrates (fiber, resistant starch and
oligosaccharides) protein, vitamins and minerals and important antioxidants.

The objective of this study is to evaluate the antioxidant activity and the prebiotic potential of mucilage faba
bean (Vicia faba L.) and chickpea (Cicer arietinum) using the model as kefir fermentation. Mucilage are
extracted with distilled water with stirring for 3 h at 60 ° C followed by enzymatic treatment and purification by
dialysis. 10 ml shelled beans of mucilage, chickpea and inulin are incorporated in kefir. We followed during 28
days of cold storage microbial viability, pH and total titrable acidity (TTA).

The determination of total polyphenols, flavonoids and flavonoid were used for the determination of levels of
phenolic compounds and the determination of antioxidant activity (inhibitory activity reducing power and
DPPH) of all mucilage. The results of this study showing that the number of bacteria during the 28 days of
storage was significantly higher (P <0.05) in kefir supplemented with inulin and mucilage compared to control
(powder-free kefir), every week we record increases in lactic acid (0.55% to 1.05) in the kefir and a global
decrease in pH. The results obtained show that the mucilage faba bean is richer in total polyphenols, flavonoids
and flavonols, then chickpea. The seed coat mucilage present in the highest antioxidant activity with an
inhibition rate of 97.87%% against the radical DPPH and reducing power of AAC 0,51mg / g. From this we shot
the mucilage of our seeds are a good source of antioxidants and Prebiotic able to improve the formulation of
kefir from a nutritional point of view.

Keywords: Kefir, Vicia faba L, Cicer arietinum, mucilage, Antioxidant activity, phenolic compounds, kefir.
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