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Résumé

Résumé

Le kéfir est un lait fermenté, produit principalement a partir des laits de vache, de brebis
ou de chevre a l'aide de « grains de kéfir ». La région d'origine de cette boisson est le Sud
du Caucase, sous des noms tres variés. La dénomination la plus fréquente est « kéfir» qui

est d'origine turque.

Les grains de kéfir sont décrits comme étant de "petites masses ridées, a consistance
gélatineuse, de grosseur variable", ou encore de "petites masses blanches élastiques, en
forme de chou-fleur". Observés en microscopie électronique, les grains de kéfir révelent la

présence de bactéries et de levures étroitement associées a une matrice spongieuse.

L’objectif de ce travail vise a étudier les parametres physicochimiques et biochimiques
des laits de différentes origines animales additionnés de grains de kéfir et apprécier 1’effet
de ces derniers sur la composition protéique du lait par électrophorese

monodimensionnelle.

Pour cela des laits de différentes origines (vache, chevre, chamelle, lait reconstitué) ont
été fermentés et analysés a 1’état frais (Oh) et aprés ensemencement (24h, 48h et 72h).
Nous avons ensuite comparés les résultats des parametres physicochimiques, biochimiques

et les profils électrophorétiques des protéines du lait avant et apres fermentation.

Les résultats des analyses physicochimiques et biochimiques du kéfir ont montré que la
composition de ce dernier dépend de la durée de fermentation et 1’origine des laits utilisés,

et que plusieurs composés présentent des variations tres importantes.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 38 bandes prot€iques de mobilité et

d’intensité différentes dans les conditions dénaturantes et réductrices.

Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines, une étude statistique a été

effectuée en calculant, I’indice de similarité.

Plusieurs variations quantitatives et qualitatives importantes ont été trouvées entre les
laits de différentes origines d’une part, et entre les laits frais et fermentés de la méme

origine d’autres part.

Mots clés : Lait, grain de kéfir, composition physicochimique, protéines, électrophorese.



Résumé

Abstract

Kefir is fermented milk, mainly produced from cow, sheep or goat milks with "kefir
seeds". This drink is originally from South Caucasus region, it has many nouns. The most

frequent denomination is "kefir" which is original from Turkish.

Kefir gains are described as "small, wrinkled, gelatinous masses of varying size” or ”
small, elastic, cauliflower-like white masses”. Observed by electron microscopy, kefir

grains reveal the presence of bacteria and yeasts closely associated with a spongy matrix.

The goal of this work aims to study physicochemical and biochemical parameters of
milks of different animal’s origin added to kefir seeds and appreciate the effect of these

seeds on protein’s composition of milk by monodimensional electrophoresis.

For this, milks of different origins (cow, goat, camel, reconstituted milk) were
fermented and analyzed in the fresh state (Oh) and after seeding (24h, 48h and 72h). We
compared after that the results of physicochemical, biochemical parameters and the

electrophoretic profiles of milks proteins before and after fermentation.

The results of physicochemical and biochemical analyzes have shown that the
composition of kefir depends on fermentation time and the origin of the milks used, and

several compounds present very important variations.

Frost analysis allowed the obtaining of clearly separated proteic profil and reproducible
milk proteome where 38 protein bands of different mobility and intensity were detected in

different denaturant and reduced conditions.

To appreciate numerically the diversity of milk protein, a statistic study was made by

calculating similarity index.

Several important variations both quantitative and qualitative were found between milks

of different origins on one side, and between fresh and fermented milks on the other side.

Key Words :Milk, kefir seeds, physicochemical composition, proteins, electrophoresis.
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Introduction

Le lait occupe une place importante dans la ration alimentaire de la population mondiale.
En effet, ce produit, irremplacable pour les nourrissons, est aussi vital pour les autres tranches
d’age, du fait de son apport important en nutriments de base (protides, lipides, et glucides) et

sa richesse en éléments minéraux, notamment le calcium et en vitamines [1].

Cette matiere alimentaire, source de protéines animales relativement bon marché et ayant
une bonne digestibilité, soit en tant que produit a I’état de lait frais ou transformé en produits

dérivés (fromages, beurre, laits fermentés, crémes glacées...etc.)[1].

C’est pour ces raisons qu’un effort consistant est déployé de part le monde pour satisfaire
des besoins et répondre aux exigences de plus en plus affinées des consommateurs. Cet effort
est surtout mené en amont de la production laitiere, en améliorant les conditions internes et
externes d’élevage, que ce soit pour la vache, qui domine la production mondiale, ou d’autres
especes laitieres, non moins importantes et surtout connues pour leur rusticité et leur
adaptation particuliere a leur milieu d’implantation telles la chevre, la brebis et la bufflonne

[1].

Les laits fermentés ont été développés dans le monde entier, afin de répondre au besoin de
prolonger le temps de conservation du lait. Il s'agit de produits traditionnels ; certains ont
évolué et de nos jours sont fabriqués a une échelle industrielle au moyen de souches
microbiennes sélectionnées et d'équipements modernes. Ce sont des fractions essentielles de

l'alimentation de divers peuples d'Europe mais également d'Asie et d'Afrique [2].

Tres tot, de nombreux chercheurs se sont prononcés tres favorablement sur les avantages
nutritionnels des produits fermentés qui jouissent d'une grande vogue, leur « image santé»
étant nettement positive. Néanmoins, la base scientifique de ces affirmations et, en particulier,
de leur influence sur la flore gastro-intestinale et la santé de 'homme, n'est pas fermement
établie [2].Parmi ces produits, le kéfir, lait fermenté d'origine caucasienne, doit sa particularité

et son gofit spécifique a une association de bactéries lactiques et de levures.

N

Dans cette optique, nous avons initié ce travail visant a étudier les parametres
physicochimiques et biochimiques des laits de différentes origines animales additionnés de
grains de kéfir et apprécier I’effet de ces derniers sur la composition protéique du lait par

électrophorese monodimensionnelle.



Introduction

Les données bibliographiques sont présentées dans le premier chapitre de ce mémoire,
avec une présentation générale du lait et du kéfir tout en mettant 1’accent sur les bienfaits du
lait fermenté « kéfir » sur notre santé. Le deuxieme chapitre décrit le matériel biologique et
I’ensemble des méthodes utilisées dans notre étude. Les étapes suivies dans I’exploitation des
résultats ainsi que leur discussion sont présentées dans le troisieme chapitre. Une conclusion

générale et des perspectives sont enfin données.
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1. Généralités sur le lait

1.1. Définition

Le lait était défini en 1908 au cours du congres international de la répression des fraudes a
Geneve comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiere bien portante, bien nourrie et nom surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement et ne

doit pas contenir du colostrum » [3].

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légerement sucrée, constituant un aliment
complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles des

mammiferes femelles pour la nutrition des jeunes [4].

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la réfrigération a la
ferme. La date limite de vente correspond au lendemain du jour de la traite. Le lait cru doit
étre porté a 1’ébullition avant consommation (car il contient des germes pathogenes). Il doit

étre conservé au réfrigérateur et consommé dans les 24h [S].

Le lait doit €tre en outre collecté dans de bonnes conditions hygiéniques et présenter toutes
les garanties sanitaires. Il peut étre commercialisé en 1’état mais le plus souvent apres avoir
subi des traitements de standardisation lipidique et d’épuration microbienne pour limiter les

risques hygiéniques et assurer en plus une longue conservation [6].
1.2. La composition du lait

La composition générale du lait varie en fonction d'une multiplicité de facteurs : la race,

I’alimentation, la période de lactation et I’état de sante de 1’animal [7].
Les laits sont les seuls aliments naturels complets qui existent [4].

Le lait est une source importante de protéines de tres bonne qualité, riches en acides aminés
essentiels, tout particulierement en lysine qui est par excellence I’acide aminé de la croissance.
Ses lipides, caractérisé€s par rapport aux autres corps gras alimentaires par une forte proportion
d’acides gras a chaine courte, sont beaucoup plus riches en acides gras saturés qu’en acides
gras insaturés. Ils véhiculent par ailleurs des quantités appréciables de cholestérol et de

vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E [4].
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Les principaux constituants du lait par ordre de présence sont [3]:

» L’eau, trés majoritaire,

» Les glucides principalement représentés par le lactose,

» Les lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras,

» Les sels minéraux a 1’état ionique et moléculaire,

» Les protéines, caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines solubles,

» Les éléments a I’état de trace mais au role biologique important, enzymes, vitamines et
oligoéléments.

1- 2- 1- L’eau

La valeur nutritive du lait est particuliecrement €levée grace a 1’équilibre entre les
nutriments qu’il contient. La quantité d’eau dans le lait reflete cet équilibre. Chez tous les

animaux, 1’eau est le nutriment requis en quantité la plus élevée (90%) [8].

La quantité d’eau dans le lait est controlée par la quantité de lactose synthétisé par les
cellules sécrétrices de la glande mammaire. L’eau nécessaire pour la formation du lait est

prélevée du sang. La production de lait diminue rapidement lorsque 1’eau n’est pas disponible

[8].
1- 2- 2- Les glucides

L’hydrate de carbone principal du lait est le lactose qu’est synthétisé dans le pis a partir du
glucose et du galactose. Malgré que le lactose soit un sucre, il n’a pas une saveur douce. Sa
concentration dans le lait ne varie que légerement (4,8-5,2 g/100g). Contrairement a la
concentration de matiere grasse dans le lait, celle du lactose ne peut pas étre modifiée

facilement par 1’alimentation [9].
1- 2 -3- Les lipides

La matiere grasse dont la quantité varie en fonction des conditions d'élevage, est présentée
dans le lait sous forme de globules gras, de 1 a 8um de diamétre, émulsionnés dans la phase
aqueuse. Le taux en matiere grasse est variable en fonction de 1’origine de lait (environ 10

milliards de globules par millilitre de lait) [9].
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La composition chimique de la matiere grasse(MG) du lait est extrémement complexe ;

cette MG comprend un mélange de triglycérides ainsi que divers composé lipidiques ou

liposolubles mineurs tels que les phospholipidiques et les stérols [10].
1- 2- 4- Les protéines

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des cellules vivantes et
elles constituent une part importante du lait et des produit laitiers, 1’analyse du lait par
minéralisation, permet d’évaluer que 95% de la quantité totale d’azote est présente dans les
protéines dont la concentration moyenne est de 3.2%. Les composés azotés non protéiques

sont principalement des protéases, des peptones et de 1’urée [9].

Différentes structures et propriétés physicochimiques distinguent les protéines du lait. On

les classe en deux catégories d’apres leur solubilité dans I’eau et leur stabilité :

» les caséines : qui sont en suspension colloidale, qui se regroupent sous forme de
micelles et qui précipitent sous 1’action de la présure ou lors de I’identification a un pH

d’environ 4.6 [11].

Les casé€ines sont tres bien adaptées a la nourriture des nouveaux nés. Leurs structures
moléculaires ne leur conferent pas d’activité enzymatique. Elles constituent aussi la matiere

premiere des fromages [12].

Environ 95% des caséines dans le lait. En base séche, les micelles de caséines contiennent
94% de protéines, et 6% d’especes de faible poids moléculaire, et qui consistent en calcium,
magnésium, phosphate et citrate. Les micelles sont hautement hydratées, elles contiennent

environ 2,0 g d’H,O par g de protéine [12].
On distingue principalement 4 catégories de caséines:

Les caséines a (aS1 et aS2) (36% et 10% respectivement) ; Les caséines  (34%) ; Les
caséines K (13%) ; Les caséines v (7%) [13].

» les protéines du sérum : qui sont en solution colloidale et qui précipitent sous 1’action
de la chaleur. chez la vache, les protéines du lactosérum les plus abondantes a température

ambiante sont la B-lactoglobuline (B-Lg) et I’a-lactalbumine (a-La) [14].
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Le tableau 1 représente la composition moyenne du lait entier.

Tableau 1 : Composition moyenne du lait entier [S].

Cﬂ.ﬂﬂfﬂmui’s Teneurs (_gx’f 00g)
Eau 89.5
Dérivés azotes 3.44
Protéines 3.27
Caseine 2.71
Protéines solubles 0.56

Azote non protéique 0.17
Matiéres grasses 3.5
Lipides neutres 34
Lipides complexes <(0.05
Composés liposolubles <0.05
Glucides 4.8
Lactose 4.7

Gaz dissous 5/ du volume du lait
Extrait sec total 12.8¢
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1.3. Les phases du lait

Le lait est caractérisé par différentes phases en équilibre instables :

» Phase aqueuse: contenant en solution des molécules de sucre, des ions et des
composés azotés.

» Phases colloidales instables : constituées de deux types de colloides protéiniques.

» Phase émulsifiable : des globules gras en émulsion dans la phase aqueuse [15].

» Une phase gazeuse composée d’O,, d’azote et de CO, dissous qui représente environ 5

7. du volume du lait [5].
La composition des laits varie selon les especes. On distingue:

» Les laits albumineux qui contiennent autant d'albumine que de caséine, produit par les
femmes, les juments, les anesses...
» Les laits casiéneux qui contiennent plus de caséine, produits par les vaches, les brebis,

les chevres. Ces laits coagulent facilement et sont la matiere premiere de 1'industrie fromagere.

La qualité des protéines influe sur le coagulum et donc sur la digestibilité du lait. Le caillé

des laits albumineux, plus fin, est souvent plus digeste [16].
1.4. Les propriétés physicochimiques
1.4.1. Le pH

Le pH du lait varie habituellement entre 6,5 et 6,7 (a 20°C), avec une valeur moyenne de
6,6: il est donc tres légerement acide. Ce pH tend a décroitre quelque peu au cours d’une
lactation. Mais hormis ces variations mineures, qui restent dans les limites précitées. Le

colostrum peut avoir un pH aussi bas que 6,0 [17].
1.4.2. La densité
La densité du lait est généralement comprise entre 1,028 et 1,036.

Elle varie dans le méme sens que la richesse en matiere seche du lait, c’est a dire qu’un lait
plus riche sera a priori plus lourd, méme s’il faut considérer le fait que les lipides, dont la

présence peut augmenter la proportion de matiere seche, sont eux moins denses que 1’eau donc
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diminue la densité globale du lait [18].

1.4.3. L’acidité

Des sa sortie du pis de la vache, le lait démontre une certaine acidité. Cette acidité est due
principalement a la présence de protéines, surtout les caséines et la lactalbumine, de
substances minérale telles que les phosphates et le CO,, et d'acide organiques, le plus souvent
l'acide citrique. On appelle 1'acidité apparente ou acidité naturelle du lait. Elle varie entre 0.13

et 0.17% d'équivalent d'acide lactique [11].

Le lait frais ne contient qu'environ 0.002% d'acide lactique. En se développant, les bactéries
lactiques vont former de l'acide lactique CH;_CHOH_COOH par fermentation du lactose.
Cette nouvelle acidité se nomme acidité développée. C'est cette acidité qui conduit a la

dénaturation des protéines [11].

Le tableau 2 représente les principaux constituants et les caracteres physico-chimiques des

différents types de laits.
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Tableau 2 : Un tableau récapitulatif des principaux constituants et les caracteres

physico-chimiques des laits de diverses especes [19].

) Lait de Lait de Lait de
Constituants .
vache chevre chamelle
Extrait sec total (g/litre) 128 134 136
Protéines (g/litre) 32 34.1 35
Caséine (g/litre) 26 26 28
Lactose (g/litre) 48 44-47 50
Matieéres salines (g/litre) 9 7.7 8
Matieéres grasses (g/litre) 37 41 45
Energie (Kcal/litre) 705 600-750 800
Densité du lait entier a
1.028-1.033 1.027-1.035 1.025-1.038
20°C
pH a20°C 6.60-6.80 6.45-6.60 6.20-6.82
Acidité ("Dornic) 15-17 14-18 14 -17
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2. Le kéfir

2.1. Généralité sur le kéfir

Le kéfir est un lait fermenté, produit principalement a partir des laits de vache, de brebis ou
de chevre a l'aide de « grains de kéfir ». La région d'origine de cette boisson est le Sud du
Caucase, sous des noms tres variés. La dénomination la plus fréquente est « kéfir» qui est

d'origine turque [2].

La formation des premiers grains de kéfir et la méthode de préparation utilisée par les
anciens peuples du Caucase meélent les légendes et la réalité, des rapports scientifiques

n'existant pas [20].

La premiere publication concernant cette boisson, faite par un médecin russe, DZHOGIN
G., en 1867, dans les Travaux de la Société Médicale du Caucase, a été suivie par des dizaines
d'autres [21]. En Europe, la boisson a été introduite vers 1860. L'industrie bavaroise, en 1936,

utilisait déja les grains de kéfir pour la valorisation du lactosérum [2].
2.2. Grains de kéfir

2.2.1. Structure des grains de kéfir

Les grains de kéfir sont décrits comme étant de "petites masses ridées, a consistance
gélatineuse, de grosseur variable" [22], des "granules irréguliers gélatineux, blanchatres ou
jaunatres, de la taille d'une noix" [23], ou encore de "petites masses blanches élastiques, en
forme de chou-fleur" [24]. Si I’apparence d’un chou-fleur est souvent évoquée pour décrire
des grains de kéfir, elle n’en est pas pour autant exclusive [25]: la Figure 1 illustre des formes

variées de grains et en décrivent comme "pouvant étre déroulés en une sorte de feuille".

La dimension des grains de kéfir est variable et homogene ou hétérogene au sein d’un lot

selon qu’ils sont petits ou plus gros [26].

Observés en microscopie €lectronique, les grains de kéfir révelent la présence de bactéries
et de levures étroitement associées a une matrice spongieuse (Figure 2). Tous les grains
examinés recelent des bactéries en forme de bacille ; des bactéries en forme de coque y sont

par contre sporadiquement observables [26].

10
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IIs ont relevé de ces observations microscopiques une absence d'agencement structuré entre
les bactéries et les levures. Tous s'accordent a dire que les bactéries et les levures sont
inégalement réparties dans le grain. Toutefois, tandis que certains observent une plus grande
concentration de levures a la surface du grain et une plus grande concentration de bactéries a

l'intérieur du grain, d'autres observent le contraire [26].
2.2.2. Microflore des grains de kéfir
2.2.2.1. Composition microbienne qualitative des grains de kéfir

Les études publiées sur la composition microbienne de grains de kéfir mettent en lumiere
une microflore complexe, souvent composée de plusieurs especes de bactéries lactiques et de

levures, parfois associées a d’autres micro-organismes [26].

La microflore identifiée a partir de grains de kéfir comprend de nombreuses especes,

associées dans les grains de kéfir en diverses combinaisons [28].

Parmi les bactéries lactiques recensées, la majorité des especes appartient au genre
Lactobacillus. Elle inclut des especes homofermentaires : Lb. acidophilus, Lb. crispatus, Lb.
delbrueckii, Lb. gallinarum, Lb. gasseri, Lb. helveticus, Lb. kefiranofaciens ; et des especes
hétérofermentaires facultatives ou obligatoires : Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb.
kefiri, Lb. paracasei, Lb. parakefiri, Lb. plantarum et Lb. rhamnosus. Les autres bactéries
lactiques, représentées dans une moindre diversit€é d’especes que les lactobacilles,
appartiennent aux genres homofermentaires Lactococcus (L. lactis), Pediococcus et
Streptococcus (St. thermophilus) ainsi qu'aux genres hétérofermentaires Leuconostoc (Ln.

mesenteroides et Ln. lactis) et Weissella (W. viridescens) [28].

Les levures isolées a partir des grains comprennent de nombreuses especes incapables de
fermenter le lactose : Candida friedrichii, Candida inconspicua, Candida maris, Candida
tenuis, Kazachstania exigua, Pichia fermentans, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
unisporus, Torasporula delbrueckii, Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces sp. , et
seulement deux especes capables de fermenter le lactose : Kluyveromyces lactis et

Kluyveromyces marxianus [28].

11
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Figure 1 : Illustration de grains de kéfir [25] ; a : grain en forme de "feuille" ; b : grain en

forme de "feuille enroulée” ; ¢ & d : grain de forme non définie ; e & f : grain en forme de

"chou-fleur".
Bacténe (coque)
Levure
Bacténe (bacille)
Matrice

Figure 2 : Illustration d'un grain de kéfir en grossissement de 7000 X [27].

12
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Les autres micro-organismes, identifiés occasionnellement dans des grains de kéfir,
comprennent des bactéries d'intérét alimentaire : Acetobacter sp. et Micrococcus sp. , et des
bactéries contaminantes : Acinetobacter sp. , Bacillus sp. , Enterobacter sp. , Escherichia coli,

Pseudomonas sp. et Sphingobacterium sp. [28].
2.2.2.2. Composition microbienne quantitative des grains de kéfir

Du point de vue quantitatif, les grains de kéfir renferment un nombre variable de bactéries

lactiques et de levures [26].

La flore bactérienne lactique des grains de kéfir est présentée comme dominante par rapport
a celle des levures [23]. La comparaison des données publiées relatives aux dénombrements
des différents groupes microbiens montre qu’effectivement la population de bactéries lactiques
domine, ou est a toute la moins présente en quantité équivalente a celle des levures, dans la
plupart des grains de kéfir [26]. Chiffrée, la représentativité de cette population est alors
variable : comprise entre 83 % et 90 % de la flore totale de grains bulgares [29], 1a population
de bactéries lactiques est 1000 fois plus élevée que celle des levures dans des grains turques
[27]. Dans certains grains toutefois, la population des levures est plus abondante que celle des

bactéries lactiques [30], [31].

La flore bactérienne des grains de kéfir est le plus souvent dominée par des lactobacilles
[26], mais peut étre dominée par des coques lactiques. Dans ce cas, les coques lactiques

représentent jusqu'a 65 % de la flore totale du grain [29].

La composition microbienne de grains de kéfir n’inclut pas nécessairement des especes
appartenant a chacun des types fermentaires de lactobacilles : certaines comprennent
exclusivement des lactobacilles hétérofermentaires et d’autres, un unique lactobacille
homofermentaire. Toutefois, lorsque des spécimens appartenant a chacun des types
fermentaires de lactobacilles sont quantifiés dans des grains, les homofermentaires sont plus

abondants que les hétérofermentaires [26].

La flore bactérienne non lactique des grains de kéfir, considérée comme contaminantes, a
rarement fait l'objet d'une approche quantitative [30], les bactéries non lactiques, toutes

especes confondues, représentent de 6,6 % a 33,3 % de la flore des grains. Parmi la flore

13
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bactérienne non lactique identifiée dans des grains de kéfir, figurent des bactéries acétiques

[26].
2.3. Préparation traditionnelle du kéfir

Traditionnellement, le lait est fermenté a partir de grains de kéfir. En production
domestique, le lait est incubé a température ambiante. La quantité de grains ajoutés au lait et la
durée d'incubation sont ajustées en fonction de la température de la piece et du produit final
souhaité : plus ou moins acide, mousseux, visqueux, cette pratique se traduit par un taux
d'ensemencement variant de 2 % a 10 % et une incubation de 18 a 24 heures a une température
comprise entre 20 °C et 25 °C [32]. Les grains de kéfir sont alors séparés du lait fermenté a

l'aide d'un tamis. Rincés a I'eau, ils peuvent étre réutilisés pour d'autres ensemencements [26].

Ce procédé simple est matériellement peu pratique a mettre en ceuvre pour une production
industrielle de kéfir. D'autant plus que, pour la préservation des grains, le matériel ne peut

contenir d'alliage métallique [33].
2.4. Composition du lait fermenté

La qualité du kéfir, tant au niveau du golit que de sa valeur nutritionnelle ou diététique,
dépend de celle du lait et des transformations résultant de l'activité des différents micro-
organismes présents dans le ferment. La diversité de la composition microbienne des ferments
et des pratiques déterminant leur développement engendre une grande diversité de kéfirs. Les
traits communs a ces kéfirs, mais développés avec des intensités variables, sont 1'acidification,
la présence d'alcool et d'un fond levuré, ainsi qu'une texture onctueuse et mousseuse. Au
niveau sensoriel, le kéfir traditionnel est décrit comme étant plus onctueux et plus crémeux

mais aussi plus acide et plus amer qu'un yaourt [26].
2.4.1. Acides organiques

L'acide lactique du kéfir est presque exclusivement sous la forme de son isomere L(+),
forme la plus assimilable par I'organisme humain. Les teneurs en acide lactique communément

citées pour le kéfir, et confirmées par les mesures de Lacrosse, sont comprises entre 6 et 10

1 )
g.1 . Il semblerait cependant qu'elles puissent étre beaucoup plus élevées : une teneur de 15 g.1

14
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1
a en effet ét€ mesurée dans un lait fermenté a partir de grains argentins. Ces teneurs sont,

dans l'ensemble, comparables a celles d'un yaourt [26].

-1
Le kéfir peut contenir des quantités relativement élevées d'acide acétique : 0,9 g.1 alors

-1
que celle d'un yaourt est de 0,2 gl . Ce composé contribue probablement a la perception

"acide" du kéfir [26].

2.4.2. Lactose

-1 -1
La quantité de lactose restant apres fermentation varie de 20 gl a 35 gl . D’autre en

-1
mesurent toutefois une quantité moindre dans un kéfir traditionnel : 14 g.1 [26].

Malgré la présence de lactose résiduel, le kéfir peut, étre consommé sans probleme par les
personnes intolérantes au lactose. A quantités égales, le lactose ingéré par I’intermédiaire de
kéfir est effectivement mieux digéré et mieux toléré par I’homme adulte que celui ingéré par la
consommation de lait [34]. Cette amélioration de la digestion et de la tolérance au lactose

proviendrait de la libération, dans le tube digestif, de B-galactosidase microbienne [26].
2.4.3. Protéines, matiere grasse et acide linoléique conjugué

Les teneurs en protéines, en MG et en acide linoléique conjugué (CLA) du kéfir sont
essentiellement déterminées par celles du lait utilisé. Du point de vue digestibilité, les

protéines du kéfir seraient équivalentes a celles des laits caillés [26].

La teneur en MG du kéfir dépend du choix du lait utilisé : entier, demi-écrémé ou écrémé.
Elle diminue toutefois apres la fermentation lactique. Du kéfir préparé a partir d'un lait a 3,5 %

de MG affiche un taux compris entre 3,0 % et 3,1 % [26].

La teneur du lait en isomeres t9, t11 du CLA est augmentée apres fermentation par des
grains de kéfir [35], car les Lactobacillus principalement Lb. acidophilus présente dans les
grains de kéfir utilise 1’acide linoléique qui est le produit de la lipolyse de la MG du lait pour
synthétiser le CLA et qui est ensuit convertie par hydrogénation et isomérisation en isomeres

[36].
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Cette composante isomérique du CLA ne représente toutefois qu'une petite fraction de

I'ensemble des isomeres du CLA [26].

2.4.4. Alcool et CO2

La teneur en éthanol du kéfir dépend du procédé de fabrication appliqué. Elle est plus
élevée dans le kéfir traditionnel que dans le kéfir industriel. Un lait acidifié a partir de grains a
une teneur en éthanol comprise entre 0,1 % et 0,3 %. La teneur en alcool dans les kéfirs

industriels atteint par contre au maximum 0,04 % [26].

De mé€me que pour la teneur en é€thanol, I'enrichissement en CO, du kéfir dépend du
procédé appliqué. Pour un lait acidifi€ a partir de grains de kéfir, le taux de CO, est compris
entre 0,08 % et 0,2 %. Il peut toutefois &tre beaucoup plus €levé : 3 % de CO, ont €t€ mesurés

dans un lait acidifié a partir de grains argentins [26].
2.5. Kéfir et santé

2.5.1. Le Kkéfir est une source incroyable de plusieurs nutriments

Les bactéries lactiques transforment le lactose contenu dans le lait en acide lactique, c’est
pourquoi le kéfir a le méme gout que le yaourt, mais une consistance plus légere.

175 ml de kéfir au lait contiennent [37]:
* Protéines : 6 g.
* Calcium : 20% des AJR.
* Phosphore : 20% des AJR.
* Vitamine B12 : 14% des AJR.
* Riboflavine (B2) : 19% des AJR.
* Magnésium : 5% des AJR.
* Une quantité décente de vitamine D.

Ceci vient avec environ 100 calories, 7-8 g de glucides et 3-6 g de matiere grasse en
fonction du type de lait utilisé [37].
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Le kéfir contient aussi une grande variété de composés bioactifs, y compris des acides

organiques et des peptides qui contribuent a ses bienfaits sur la santé [37].

Des versions de kéfir sans produits laitiers peuvent étre fabriquées avec de 1’eau de noix de
coco, du lait de noix de coco, ou d’autres liquides sucrés. Ceux-ci n’auront pas le méme profil

nutritionnel que le kéfir a base de lait [37].
2.5.2. Le kéfir est un probiotique plus puissant que le yaourt

Certains microorganismes peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé quand ils sont
ingérés. Connus sous le nom de probiotiques, ces microorganismes peuvent avoir une
influence sur la santé de plusieurs fagons, y compris la digestion et le controle du poids. Le
yaourt est I’aliment probiotique le plus connu dans 1’alimentation occidentale, mais le kéfir est

en fait une meilleure source de probiotiques [38].

Les graines de kéfir contiennent environ 30 souches de bactéries et de levures, en faisant
une source tres riche de probiotiques divers. Les autres produits laitiers fermentés sont

fabriqués avec beaucoup moins de souches, et ne contiennent pas de levures [37].

Les probiotiques tels que le kéfir peuvent aider a restaurer 1’équilibre de la flore
bactérienne dans les intestins. Ceci est la raison pour laquelle ils sont tres efficaces pour de

nombreuses formes de diarrhée [39].

Il existe également plusieurs preuves que les probiotiques et les aliments probiotiques
peuvent aider avec toutes sortes de problemes digestifs, ceci inclut le syndrome du c6lon

irritable (IBS), les ulceres causés par une infection a H. pylori, et beaucoup d’autres [39].
2.5.3. Le kéfir possede des propriétés antibactériennes puissantes

Certains probiotiques dans le kéfir sont censés protéger contre les infections.
Ceci comprend le probiotique Lactobacillus kefiri, qui est propre au kéfir. Les études montrent
que ce probiotique peut inhiber la croissance de certaines bactéries pathogenes, y compris la

Salmonelle, Helicobacter pylori et E. coli [37].

Le Kefiran, un type de polysaccharide présent dans le kéfir, possede aussi des propriétés

antibactériennes [40].
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2.5.4. Le kéfir peut améliorer la santé des os et diminuer le risque d’ostéoporose

L’ostéoporose (0s « poreux ») est caractérisée par une détérioration du tissu osseux, et c’est
un probleme majeur dans les pays occidentaux. C’est surtout commun chez les femmes agées,

et augmente dramatiquement le risque de fractures [37].

Assurer un apport adéquat en calcium est 1’un des moyens les plus efficaces pour améliorer

la santé osseuse et ralentir la progression de 1’ostéoporose [37].

Le kéfir fabriqué a partir de produits laitiers entiers est non seulement une bonne source de
calcium, mais aussi de vitamine K. Ce nutriment joue un role important dans le métabolisme
du calcium, et il a été prouvé que le prendre en supplément avec celui-ci réduit jusqu’a 81% le

risque de fractures [37].

De récentes études sur les animaux ont démontré que le kéfir peut augmenter 1’absorption
du calcium par les cellules osseuses. Cela mene a une amélioration de la densité osseuse, ce

qui devrait aider a prévenir les fractures [37].
2.5.5. Le Kéfir peut prévenir contre le cancer

Le ~cancer est une des principales causes de mort dans le monde.
Cela se produit quand il y a une croissance anormale et incontrlée de cellules dans le corps,

comme les tumeurs [37].

Les probiotiques présents dans les produits laitiers fermentés sont censés inhiber la
croissance tumorale, en réduisant la formation des composés cancérigenes, ainsi que par la

stimulation du systéme immunitaire [37].

Ce role protecteur a été démontré dans plusieurs études dans des tubes a essais.
Une étude a démontré que ’extrait de kéfir réduit le nombre de cellules du cancer du sein
humain de 56%, contre seulement 14% pour Dextrait de yaourt [35].
Cependant, il ne faut pas prendre cela trop au sérieux vu que c’est loin d’étre prouvé sur les

humains vivants qui respirent [37].

2.5.6. Le Kéfir est généralement bien toléré par les gens qui ont une intolérance au
lactose

Les bactéries lactiques dans les produits laitiers fermentés (comme le kéfir et le yaourt)
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transforment le lactose en acide lactique, de sorte que ces aliments soient beaucoup plus

faibles en lactose que le lait [39].

Ils contiennent également des enzymes qui peuvent aider a décomposer encore plus le
lactose. Grace a ca, le kéfir est généralement bien toléré par les personnes ayant

une intolérance au lactose, du moins par rapport au lait ordinaire [39].
2.5.7. Le Kéfir peut considérablement diminuer les symptomes d’allergie et d’asthme

Les réactions allergiques sont causées par des réactions inflammatoires contre des
substances environnementales inoffensives. Les personnes ayant un systétme immunitaire plus
sensible que les autres sont plus sujettes aux allergies, qui peuvent provoquer d’autres

conditions médicales telles que 1’asthme [37].

Dans des études animales, il a été démontré que le kéfir avait des propriétés de suppression
des réponses inflammatoires liées a [Dallergie et 1’asthme. Des études humaines sont

nécessaires pour mieux explorer ces effets [37].

Cette boisson est €galement conseillée en cas d'encombrement bronchique et elle a
également la réputation d'améliorer les problemes de peau comme l'eczéma ou la dermatite

atopique [39].
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CHAPITRE II

Matériel Et Méthodes

1. Matériel biologique

Le présent travail a été réalisé grace a la collaboration de deux laboratoires :

- Laboratoire de Génétique biochimie et Biotechnologie Végétales, Département de

Biochimie Moléculaire et Cellulaire, Faculté des Sciences de la Nature et de la vie

Université des freres Mentouri Constantine.

- Laboratoire du complexe de transformation laitiecre SAFILAIT SARL de Constantine.

L’étude a porté sur 4 échantillons de laits

provenant de différentes origines animales

(chamelle, cheévre, vache et un lait reconstitué).Les échantillons sont collectés dans des

conditions hygiéniques, conditionnées dans des bouteilles stériles et congelés a -20°C afin

d’analyser leur propriétés physicochimique, biochimique et profils protéiques avant et apres

ajout des grains de Kéfir.

Les échantillons sont représentés dans le tableau 3 :

Lait Région de provenance Date de collecte
Lait de chamelle Biskra 05/03/2017

Lait de vache Skikda 07/03/2017

Lait de chevre Constantine 11/03/2017

Lait reconstitué de sachet Constantine Acheté du commerce

2. Méthodes d’analyses

2.1. La fermentation des laits avec les grains de kéfir

Nous pesons 50g des grains de Kéfir apres les avoir rincé, puis nous les mettons dans

500ml de chaque échantillon du lait (vache, chevre, chamelle, et lait reconstitué¢). Nous laissons

fermenter a une température ambiante et dans 1’obscurité pendant 24h, 48h et 72h.

Nous effectuons un prélevement de 500 ul apres 24h, 48h et 72h de chaque échantillon des

laits fermentés puis nous les mettons au congélateur.
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2.2. Analyses physico-chimiques

2.2.1. Mesure du pH

La valeur du pH a une importance exceptionnelle par I’abondance des indications qu'elle
donne sur la richesse du lait en certains de ces constituants, sur son état de fraicheur ou sur sa
stabilité [41]. Le pH des différents laits est mesuré a l'aide d'un pH metre selon la méthode

électro métrique [42].
2.2.2. Détermination de I’acidité Dornic

L’acidité titrable du lait est exprimée en « degré Dornic » c'est-a-dire en décigramme
d’acide lactique par litre de lait [43].11 s’agit du titrage de ’acidité par la soude Dornic (N/9) en

présence de phénol phtaléine comme indicateur [44].

A T’aide d’une pipette graduée, nous prélevons 10 ml de lait auxquels nous ajoutons 2 a 3
gouttes de phénol phtaléines a 1 %. Nous procédons au titrage par NaOH jusqu’a 1’apparition
d’une couleur rose claire qui indique la fin du titrage. L’acidité en degré Dornic est égale au

volume de NaOH consommé multiplié par 10 [41].
2.3. Analyses biochimiques

2.3.1. Détermination de la matiere grasse (Méthode GERBER)

Le principe de cette méthode est basé sur la dissolution de la matiere grasse a doser par
I’acide sulfurique. Sous I’influence d’une force centrifuge et grace a 1’adjonction d’une faible
quantité d’alcool iso amylique, la matiere grasse se sépare en couche claire dont les graduations

du butyrometre révelent le taux [42].

Nous introduisons dans un butyrometre 10ml d’acide sulfurique. Ensuite, a I’aide d’une
pipette graduée, nous ajoutons 11 ml de lait tout en évitant un mélange prématuré du lait avec
I’acide. Puis, nous versons sur la surface du lait d’alcool iso- amylique. En bouchant le
butyrometre, nous procédons a 1’agitation jusqu’a ce que la caséine soit enticrement dissoute.
Puis, nous placons le butyrometre dans la centrifugeuse a 1000-1200 tours pendant 5 a 6

minutes. La teneur en matiere grasse exprimée en g/L est égale a (N-N’) x 10 avec [44]:

e N : la valeur atteinte par le niveau supérieur de la phase grasse.
e N’ : la valeur atteinte par le niveau inférieur de phase grasse. Lecture directe donne le

résultat.
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2.3.2. L’humidité et la matiére seche

I1 s’agit de mesurer la perte d’eau du lait apres un séchage par un dessiccateur muni d'un

system €lectronique (Infrarouge) permettant de calculer le taux de matiere seche restante [45].

Nous prenons une coupelle et on la pese a ’aide du dessiccateur, nous tarons, nous ajoutons
3g du lait et nous I’étalons sur la coupelle. Nous Baissons le capot de l'appareil; départ
automatique de l'analyse. La fin d’évaporation se manifeste lorsque la perte du poids reste
constante. Le dessiccateur indique directement en pourcentage le taux d’humidité et la matiere

seche sur I’écran.
2.3.3. Dosage du lactose

Le lactose est dosé selon la méthode de BERTRAND(1988). Le lait est déféqué par
I’hexacyanoferrate de zinc ; une solution cupro-alcaline est réduite a chaud par le filtrat
obtenu. Le précipite d’oxyde cuivreux formé est oxydé par une solution de sulfate ferrique et le
sulfate ferreux formé est dosé par manganimétrie en présence d’orthophénantroline ferreuse

comme indicateur [46].

Prélever a la pipette, sur 1’échantillon préparé, 20ml de lait, ou peser a 1 mg prés, environ
20g de lait. Dans la fiole jaugée de 200ml, introduire successivement la prise d’essai :

¢ 2ml de solution d’hexacyanoferrate de potassium Agiter.

e 2ml de solution d’acétate de zinc, Agiter. Compléter au trait de jauge avec de I’eau
distillée tout en mélangeant. Ajouter alors a la pipette 2ml d’eau distillée (pour tenir compte du
volume du précipité). Agiter. Laisser reposer 10 a 15 minutes et filtrer.

e Dans la fiole conique, introduire :

e 10ml du filtrat obtenue apres défécation, exactement mesuré.

e 10ml d’eau distillée.

e 20ml de solution cuivrique.

e 20ml de solution tartro-alcaline.

Porter le mélange a ébullition modérée et maintenir celle-ci pendant exactement 3 minutes.
Refroidir ensuite immédiatement le contenu de la fiole sous un courant d’eau froide et laisser
déposer le précipité d’oxyde cuivreux formé. Le liquide surnageant doit demeurer de couleur

bleue. Dans le cas contraire, recommencer la détermination sur une dilution appropriée [46].
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Verser le liquide surnageant sur un filtre en amiante ou en verre fritté en activant la filtration
par aspiration. Il faut éviter d’entrainer le précipité avec le filtrat et de le laisser au contact de

I’air [46].

Laver trois fois le précipité d’oxyde cuivreux avec 20ml d’eau distillée bouillie froide,
décanter et filtrer a chaque fois le liquide sur le filtre. Rejeter ce filtrat. Dissoudre ensuite le
précipité par une quantité suffisante de solution ferrique (20 a 30ml). Filtrer la solution obtenue
sur le méme filtre en ayant soin de dissoudre complément tout le précipité et de recueillir le
filtrat dans la fiole conique a filtrer propre. Rincer la fiole et le filtre avec trois fois 20ml d’eau

distillée bouillie froide. Titrer par la solution de permanganate de potassium [46].

Le virage est obtenu lorsque la couleur passe du vert pale au rose. Soit V le nombre de

millilitres de solution de permanganate de potassium nécessaires [46].

1 ml de KMnOy correspond a 6,35 mg de cuivre dans la prise d’essai. Les tables de
G.BERTRAND donnent en fonction de KMnQOy, le lactose exprimé en lactose hydraté contenue

dans la prise d’essai (voir tableau dans I’annexe)
2.4. Analyse des profils protéique par Electrophorése monodimensionnelle

2.4.1. Principe

Les techniques électrophorétiques sont basées sur le principe de la mobilité différentielle des
molécules protéiques dans un support soumis a un courant €lectrique. Cette mobilité est en
fonction de la charge électrique, de la dimension et la forme des protéines, de 1’intensité du

champ électrique, la température de I’électrolyte [47].
2.4.2. Extraction des protéines

L’extraction des protéines a été réalisée dans des conditions dénaturantes et réductrices a
partir de lait de vache, chamelle, chevre et lait reconstitué avant et apres fermentation avec les

grains de Kéfir et sur le lait total et apres centrifugation a 10000 t/min pendant 10 min [47].

50 pl du lait frais et fermenté , total et centrifugé (culot et surnageant) sont mélangés avec
100 pl de solution d’extraction contenant 35% ( V/V) de glycérol, , 22% (V/V) de tris/HC] 1M
pH 6.8, 43% (V/V) d’eau distillé, 7% (P/V) de SDS et quelques grains de bleu de bromophénol,
2.5% (V/V) de B-mercaptoéthanol sont rajoutés au mélange pour réduire les protéines du lait.
Apres agitation au vortex puis une agitation a I’aide d’un agitateur rotatif pendant 15 minutes a

une température ambiante ; les échantillons sont incubés a 65°C pendant 30 minutes puis
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centrifugés a 10000 T/ min pendant 30 secondes. Les surnageant contenant les protéines du lait

dissociés et réduites sont récupérés [47].
2.4.3. Electrophorese monodimensionnelle en gel de polyacrylamide

La technique d’électrophores utilisée est celle décrite par [48], modifiée par [49]. La
séparation se fait sur gel vertical en systeme discontinu, en présence de Sodium Dodecyl

Sulfate (SDS) [47].

Les ponts disulfures sont rompus par 1’action du 3 mercaptoéthanol et les liaisons faible sont
détruites par le SDS, ceci abouti a la formation d’un complexe SDS- protéine dénaturée, le SDS
a pour but de masquer la charge des protéines par une charge négative, il annule ainsi le
fractionnement en fonction de la charge électrique, et assure donc une séparation selon la taille,
la conformation et la masse moléculaire [47].

2.4.3.1. Préparation des gels

La technique SDS-PAGE nécessite la préparation de deux types de gels : un gel de
séparation a T=12.8 % et un gel de concentration a T=2.8 %. Ces deux gels sont préparés a
base d’acrylamide a 40% (p/v), de N, N’-méthylene bis-acrylamide a 2 % (p/v), du SDS a 10%
(p/v) et de Tris-HCI1 1M, tamponnés a pH 8.8 pour le gel de séparation, et a pH 6.8 pour le gel
de concentration. Ces deux gels sont polymérisés en présence de catalyseurs, le TEMED et de

I’APS [47].

Le gel de séparation (separating gel) permet la séparation des protéines selon leur poids
moléculaire, alors que le gel de concentration (stacking gel) permet de stocker les impuretés et

de tasser les protéines avant leur entrée dans le gel de séparation [47].

On prépare le gel de séparation en premier puis on le coule entre deux plaques de verre
verticales, en laissant un vide d’environ 4 cm pour le gel de concentration, a fin de niveler la
surface du gel de séparation et de le protéger de 1’air, on ajoute une fine couche de butanol. La
polymérisation s’effectue a une température ambiante pendant environ 45 minutes. Ensuite, le
gel de concentration est préparé, bien mélangé puis coulé au dessus du gel de séparation apres
avoir éliminé la couche de butanol, puis des peignes a 15 puits sont délicatement insérés. Le gel
de concentration prend en I’espace de 20 a 40 min, les peignes sont retirées soigneusement pour
ne pas détruire les puits formés, on verse le tampon de migration dans les puits puis on procede

au dépot des échantillons a raison de 8ul [47].

24



CHAPITRE 11 Matériel Et Méthodes

2.4.3.2. La migration

Le bac supérieur qui porte les deux plaque est remplit de tampon de migration a un niveau
qui dépasse celui des gels, on le place dans la cuve d’électrophorese ou le bac inferieur, remplit
au paravent de solution de tampon de tel sorte que les faces inférieurs des gels soient immergés.
La cuve d’électrophorese est maintenue a une température constante a 4°C grace a un systeme
de refroidissement. Le gel est soumis a une intensité constante de 20.7 mA, et une tension
variable ne dépassant jamais le maximale de 50 v dans des conditions de nuit. Les protéines
chargées négativement migrent vers 1’anode et sont séparées selon leur encombrement

moléculaire [47].
2.4.3.3. Coloration et décoloration des gels

Les gels sont recouverts de solution de coloration contenant un fixateur de protéines le TCA
a 60% et le bleu de Coomassie R250 a 1% (p/v), ils sont placés en agitation pendant 24h. Les

gels sont ensuite décolorés par 1’eau du robinet [47].
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1. Parametres physico-chimiques

Les résultats des parametres physico-chimiques des différents laits frais et fermentés sont

donnés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Caractérisation physico-chimiques des échantillons de lait de vache,

chévre, chamelle, et lait reconstitué frais et fermentés

Les échantillons pH Acidité (°D)
Chevre F 6.04 16
Chevre 24 h 3.96 87
Chevre 48 h 3.34 119
Chevre 72 h 3.17 157
Chamelle F 5.23 25
Chamelle 24h 3.58 109
Chamelle 48h 3.06 129
Chamelle 72h 291 174
Vache F 5.96 15
Vache 24h 4.44 67
Vache 48h 3.76 117
Vache 72h 3.45 117
Lait reconstitué F 6.12 12
Lait reconstitué 24h 3.45 107
Lait reconstitué 48h 3.02 122
Lait reconstitué 72h 2.83 155
F : frais
1.1. pH

La variation des valeurs du pH est due a 1’origine du lait analysé mais aussi probablement
au stade de lactation et au type d’alimentation [50]. La valeur du pH du lait de chamelle
collecté est égale a (5.23), il serait 1égerement plus acide que les laits de vache, chevre et le

lait reconstitué qui ont des pH respectifs égaux a (5.96), (6.04), (6.12) (Tableau 4).
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Le pH du lait fermenté est en diminution successive en fonction de la durée de
fermentation (24h, 48h et 72h). Le lait de chamelle et de sachet apres fermentation sont plus

acides que le lait de chevre et de vache (figure 3).

Cela s’explique par I’augmentation du taux des ions (H+) qui résultent de la fermentation
lactique d’une part et alcoolique d’autres part ; induites par les bactéries et les levures qui se

trouvent dans les grains de kéfir.
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5
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4
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: reconstitué
3
2
1
0 T r T r )
lait frais lait fermenté (24h) lait fermenté (48h) lait fermenté (72h)

Figure3 : variation du pH des différents laits (chevre, chamelle, vache et lait

reconstitué) en fonction de leurs durées de fermentation.
1.2. Acidité titrable

Les variations dans la valeur d’acidit¢é sont généralement dues a la variation de
I’alimentation des animaux, aux conditions environnementales ainsi qu’a la période de
lactation [51]. Les échantillons du lait de vache analysés (tableau 4) présentent une acidité
titrable de l'ordre de 15 °D autant que les échantillons des laits de chevre et lait reconstitué
présentent des valeurs respectivement égales a 16 °D et a 12°D alors que le lait de chamelle
présente une acidité tres élevé par rapport aux autres et qui égale a 25 °D (tableau 4).

L’acidité a montré une augmentation significative apres la fermentation des différents laits.
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Aussi, il a été remarqué que ’aspect physique des différents laits change en fonction de la

durée de fermentation (figure 4).

Apres 24h de fermentation, on obtient un lait de vache caillé ; alors que le lait de chevre,
de chamelle, et le lait reconstitué ont une consistance ferme. Apres 48h et 72h de
fermentation, tous les échantillons ; le lait de vache, de cheévre, de chamelle, et le lait

reconstitué ont une consistance ferme.

L’augmentation de 1’acidité des différents échantillons s’explique par la présence des
bactéries qui se trouvent aux grains de kéfir. Ces bactéries utilisent le lactose en le
transformant en acide lactique; et pour cela l'acidité du lait fermenté s'accroit et devient

supérieure a la valeur observée dans le lait frais.
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Figure 4 : variation de I’acidité des différents laits (vache, chevre, chamelle et lait

reconstitué) en fonction de leurs durées de fermentation.
2. Composition biochimique

Les résultats des compositions biochimiques des échantillons du lait frais et fermentés sont

donnés dans le tableau 5.
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Tableau 5: Parametres biochimiques des échantillons de lait de vache, chevre,

chamelle, et lait reconstitué frais et fermentés.

Matiere
Les éehantillons grasse Matiere Humidité Lactose
seche (%) (%) hydraté (g/1)
(/)

Chevre F 62 14.87 85.12 26.1
Chevre 24 h 60 14.58 85.42 17.6
Chevre 48 h 60 13.26 86.73 7.6
Chevre 72 h 59 7.62 92.38 23
Chamelle F 39 12.84 87.15 25.6

Chamelle 24h 28 9.64 90.36 22.8
Chamelle 48h 25 9.08 90.92 9.9
Chamelle 72h 22 8.46 91.54 2.8

Vache F 41 13.51 86.48 33.5
Vache 24h 19 6.78 93.22 13.3
Vache 48h 17 6.73 93.26 23
Vache 72h 10 5.53 94.47 0.9

Lait reconstitué F 15 9.34 90.65 15.7
lait reconstitué 24h 15 8.37 92.1 15.2
Lait reconstitué¢ 48h 14 7.90 91.62 14.7
Lait reconstitué 72h 12 7.39 92.61 13.8

F : frais
2.1. Teneur en matiere grasse

IIs ont estimé que d’autres facteurs comme la saison, le stade de lactation et le nombre de
mises bas sont susceptibles d’interférer sur les taux obtenus [54]. La teneur moyenne en
matiere grasse du lait de vache analysé est égale a (41g). Elle semble 1égerement plus faible
que celle du lait de chevre (62g) mais plus forte que celles du lait de chamelle et du lait

reconstitué (39g et 15g respectivement) (Tableau 5).
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La teneur en maticre grasse diminue au cours de la fermentation jusqu'a ce qu’elle atteint
des valeurs tres basses apres 72h, on observe une diminution significative de la matiere grasse
dans le lait de vache contrairement aux autres types de laits qui ont marqué une faible

diminution (Figure 5).

La diminution de la matiere grasse peut étre due a la sécrétion des enzymes lipolytiques
par les bactéries et les levures des grains de kéfir, et qui hydrolysent les lipides et en

particulier les triglycérides en acides gras et en glycérol.
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Figure 5 : variation du taux de la matiere grasse des différents échantillons (lait de

vache, chevre, chamelle et le lait reconstitué) en fonction de leur durée de fermentation.
2.2. Taux de matiere seche totale

La teneur en matiere seche du lait varie en fonction du stade de lactation [52]. Ainsi, elle
diminue suite a la diminution du taux de matiere grasse et azotée [53]. Le taux en matiere
seche totale de I’échantillon du lait de vache analysé est égal a (13.51 %). Celle-ci semble
plus faible par rapport a celle du lait de chevre (14.87 %). Mais elle est supérieure a celle du

lait de chamelle (12.84%) et du lait reconstitué (9.34%) (Tableau 5).

Le taux de la matiere seche diminue au fur et a mesure que la fermentation se déroule, cela
pourra étre expliqué par la diminution de la maticre grasse, le lactose et la matiere azotée

(figure 6).
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Figure 6 : variation du taux de la matiére séche des différents échantillons (lait de

vache, chevre, chamelle et le lait reconstitué) en fonction de leur durée de fermentation.

2.3. Teneur en lactose

La teneur moyenne en lactose du lait de vache analysé est égale a (33.5 g/l). Elle est
supérieure a celle du lait de chevre, chamelle, et lait reconstitué qui présentent des valeurs

respectivement égales a (26.1 g/l), (25.6 g/l) et (15.7 g/1) (Tableau 5).

Le taux du lactose diminue au cours de la fermentation jusqu’a ce qu’il touche des valeurs
presque nulles dans le lait de vache, chévre et chamelle contrairement au lait reconstitué qui

garde la méme teneur en lactose (figure 7).

On explique cela par la présence d’une enzyme qui est la B-galactosidase secrétée par les
bactéries qui se trouvent dans les grains de kéfir et qui hydrolyse le lactose en oses simples.

Sa présence pourrait expliquer le fait que le kéfir est consommé sans probléeme par les

personnes intolérantes au lactose.
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Figure 7 : variation du taux du lactose des différents échantillons (lait de vache,

chévre, chamelle et le lait reconstitué) en fonction de leur durée de fermentation.

3. Fractionnement des protéines

3.1. Analyse des profils électrophorétiques

La lecture des diagrammes consiste a révéler la mobilité de chacune des bandes protéiques

en mesurant la distance parcourue par chaque bande dans le gel de séparation.
3.1.1 Analyse des protéines dénaturées et réduites

Les diagrammes électrophorétiques des 16 échantillons du lait frais et fermenté analysés
renferment 38 bandes décelables qui se répartissent dans les deux zones des protéines du lait
de haut et de faible poids moléculaire avec des mobilités allant de 13 a 210 mm (Figures8,

9,10 et 11).

Nous avons identifié 38 bandes protéiques réparties comme suit : 19 bandes protéiques
dans la zone 1 des protéines de HPM et 19 bandes protéiques dans la zone 2 des protéines de
FPM.

L’observation du profil électrophorétique de 1’ensemble des protéines du lait frais et

fermenté, révele des variations dans la composition protéique. En effet les différences résident
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dans les deux zones contenant les bandes B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11,
B12, B13, B14, B15, B16, B17, B18, B19 et les bandes B20, B21, B24, B25, B27, B28, B29,
B30, B31, B32, B33, B34, B35, B36 respectivement, qui sont les plus variables
qualitativement et quantitativement. La variation de ces dernieres est représentée dans les

tableaux 6 et 7.

Des différences sont observées entre les types de lait utilisés (vache, chevre, chamelle et
lait reconstitué¢) mais aussi dans la composition protéique des différents laits avant et apres

leurs fermentations aux grains de kéfir.

Nous constatons que les bandes B4 (vache), B12 (chevre), apparaissent apres 24h de
fermentation, tandis que la bande B9 (vache) apparait apres 48h de fermentation (Figures 8 et

9 et tableau 6).

Nous remarquons aussi la disparition de certaines bandes protéiques a titre d’exemple les
bandes B7 (chevre) et B4 (vache) disparaissent apres 24h et 48h de fermentation
respectivement. Alors que les bandes B1, B3, B4, B5, B8, B13, B26 (vache), et BS, B8, B10,
B14, B16, B35 (chevre), disparaissent apres 72h de fermentation (Figures 8 et 9 et tableau 6)
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Figure 8 : profils électrophorétiques des protéines du lait de vache dans les conditions
dénaturantes et réductrices révélées par SDS-PAGE. 1 : VOT, 2: V24T, 3: V48T, 4:
V72T, 5: VOS, 6 : V24S, 7 :V48S, 8: V72S, 9: VOC, 10: V24C, 11 :V48C, 12 :V72C.
(V : vache).
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Figure 9 : profils électrophorétiques des protéines du lait de chevre dans les
conditions dénaturantes et réductrices révélées par SDS- PAGE. 1 : REOT, 2 : RE24T,
3: RE48T, 4: RE72T, 5: REOS, 6: RE24S, 7 : RE48S, 8: RE72S, 9: REOC, 10:
RE24C, 11 :RE48C, 12 :RE72C. (RE : chévre).
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Tableau 6 : Variation des bandes protéiques présentent dans le lait de vache et chevre

avant et apres fermentation.

Vache Chevre
bandes | Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
B1 P(traces) | P(++) P(+) A(0) P(+) P(traces) | P(traces) | P(traces)
B2 A(0) A(0) A(0) A(0) P(traces) | P(traces) | A(0) A(0)
B3 P(+) P(++) P(+) A(0) P(++) P(+) P(+) A0)
B4 A(0) P(traces) | P(traces) | A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
B5 P(traces) | P(+) P(traces) | A(0) P(traces) | P(traces) | P(traces) | A(0)

B6 A(0) A(0) A(0) A0) A0) A(0) A(0) A(0)

B7 A0) A0) A(0) A(0) P(traces) | P(traces) | A(0) A(0)

B8 P(+) P(++) P(++) A0) P(+) P(+) P(+) A(0)
B9 A(0) A(0) A(0) P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces)
B10 P(+) P(++) P(++) P(traces) | P(++) P(+) P(+) A(0)
Bl11 P(+) P(++) P(++) P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces)
B12 P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces) | A(0) P(+) P(+) P(traces)
B13 P(+) P(++) P(++) A(0) A(0) A(0) A0) A(0)
B14 P(traces) | P(+) P(+) P(traces) | P(++) P(traces) | P(traces) | A(0)
B15 P(traces) | P(traces) | P(traces) | A(0) P(++) P(++) P(+) A(0)
B16 P(traces) | A(0) A(0) A(0) P(traces) | P(traces) | P(traces) | A(0)
B17 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
B18 P(traces) | P(+) P(traces) | A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
B19 P(+++) | P(++) P(++) P(+) P(+++) | P(++) P(++) P(traces)
B20 P(++) P(+++) | P(+++) | P(+) P(+++) | P(++) P(++) P(+)
B21 A(0) A(0) A(0) A(0) P(++) P(+) P(+) P(+)
B25 P(++) P(+) P(+) P(traces) | A(0) A(0) A(0) A(0)
B26 P(+) P(++) P(++) A(0) P(+) P(++) P(++) P(traces)
B27 P(+) P(++) P(++) P(+) P(+) P(++) P(++) P(traces)

B28 A(0) A(0) A(0) A(0) P(+++) | P(++) P(++) P(+)

B29 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)

B30 P(+) P(++) P(++) A(0) P(traces) | P(++) P(+) P(traces)
B33 P(+) P(++) P(++) P(traces) | P(+++) | P(++) P(++) P(+)
B34 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
B35 P(+) P(++) P(++) P(traces) | P(+) P(++) P(+) A(0)

B36 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
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Concernant les variations quantitatives, nous constatons que dans le lait de vache les
bandes B19 et B25 sont les bandes les plus concentrés avant la fermentation du lait tandis que
les bandes B8, B11, B13, B20, B27 et B35 sont les bandes les plus concentrés apres sa

fermentation (figure 8).

Dans le lait de chevre les bandes B14, B19, B20, B28 et B33sont les bandes les plus
concentrés avant fermentation, alors que les bandes B19, B20, B26, B27, B28, B30 sont les

bandes les plus concentrés apres sa fermentation (figure 9).

En revanche, la comparaison entre les échantillons du lait de chamelle et le lait reconstitué
montre que Les bandes B9 et B13 (lait reconstitué) apparaissent apres 24h de fermentation,

tandis que la bande B25 (lait reconstitué) apparait apres 48h (figure 11 et tableau 7).

Nous remarquons aussi la disparition de la bande protéique B33 (chamelle) apres 24h de

fermentation (figure 10 et tableau 7).

Concernant les variations quantitatives, nous constatons que dans le lait de chamelle les
bandes B4, B9, B31 et B36 sont les bandes les plus concentrés avant la fermentation alors
que les bandes B10, B20 et B34 sont les bandes les plus concentrés apres fermentation (figure

10 et tableau 7).

Concernant le lait reconstitué les bandes B8, B19, B24 et les bandes B9, B10, B33 sont les

bandes les plus concentrés avant et apres fermentation respectivement (figure 11 et tableau 7).

Ces bandes sont considérées comme étant les bandes les plus variables quantitativement et
qualitativement, elles sont fortement concentrés chez certains échantillons, avec une
concentration modérée chez d’autres. Elles se trouvent également a 1’état de traces chez

certains échantillons et absentes chez d’autres (tableaux 6 et 7).
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Figure 10 : profils électrophorétiques des protéines du lait de chamelle dans les
conditions dénaturantes et réductrices révélées par SDS-PAGE. 1 : CHOT, 2 : CH24T,
3: CHA48T, 4: CH72T, 5: CHOS, 6: CH24S, 7 :CH48S, 8: CH72S, 9: CHOC, 10:
CH24C, 11 :CH48C, 12 : CH72C. (CH: chamelle)
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Figure 11 : profils électrophorétiques des protéines du lait reconstitué dans les
conditions dénaturantes et réductrices révélées par SDS- PAGE. 1 : LOT, 2: L24T, 3:
L48T,4 : L72T,5: L0S, 6 : L.24S,7 : L48S, 8 : L72S,9 : LOC, 10 : 1L.24C, 11 : L48C, 12 :
L72C. (L : lait reconstitué).
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Tableau?7 : Variation des bandes protéiques présentent dans le lait de chamelle et lait

reconstitué avant et apres fermentation

Résultats et discussion

Chamelle Lait reconstitué
Bandes | Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
B4 P(++) P(+) P(+) P(++) A(0) A(0) A(0) A(0)
B5 A(0) A(0) A(0) A(0) P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces)
B6 P(traces) | P(traces) | P(traces) | A(0) A0) A0) A0) A0)
B7 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
B8 P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(++) P(+) P(++) P(++)
B9 P(++) P(+) P(+) P(+) A(0) P(+) P(+) P(+)
B10 P(+) P(++) P(+) P(traces) | P(++) P(+++) | P(+++) | P(+++)
B11 P(traces) | P(+) P(++) P(++) A(0) A(0) A(0) A(0)
B12 A(0) A(0) A0) A0) P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces)
B13 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) P(+) P(++) P(++)
B15 P(+) P(+) P(+) P(traces) | A(0) A(0) A(0) A(0)
Bl16 A(0) A(0) A0) A0) P(traces) | P(traces) | P(traces) | P(traces)
B17 P(traces) | P(traces) | P(+) P(traces) | A(0) A0) A0) A0)
B18 P(+) P(+) P(++) P(traces) | P(++) P(traces) | P(traces) | P(traces)
BI19 P(+) P(++) P(++) P(+++) | P(+++) | P(++) P(+++) | P(+++)
B20 P(+) P(++) P(++) P(+++) | A(O) A(0) A(0) A(0)
B21 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0)
B24 P(+) P(+) P(+) P(+) P(++) P(+) P(++) P(++)
B25 A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) A(0) P(traces) | P(traces)
B28 P(++) P(+) P(++) P(+++) | A(O) A(0) A(0) A(0)
B29 P(traces) | P(traces) | P(+) P(+) A(0) A(0) A(0) A(0)
B31 P(++) P(+) P(traces) | P(++) A(0) A(0) A(0) A(0)
B32 P(traces) | P(+) P(+) P(+) A(0) A(0) A(0) A(0)
B33 P(traces) | A(0) A(0) A(0) P(++) P(+) P(++) P(++)
B34 P(+) P(traces) | P(traces) | P(+) A(0) A(0) A(0) A(0)
B35 A(0) A(0) A(0) A(0) P(+) P(traces) | P(++) P(+)
B36 P(++) P(+) P(traces) | P(traces) | A(0) A(0) A(0) A(0)
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On peut également trouver des variabilités qualitatives en comparant la composition
protéique des différents types de lait ol on distingue quelques bandes protéiques qui sont
présentes dans un type de lait et absentes dans un autre. A titre d’exemple les bandes B25,
B13, se trouvent seulement dans le lait de vache et le lait reconstitué. Les bandes protéiques
B2, B7, B21 se trouvent que dans le lait de chevre mais absentes dans les autres types de lait.
On distingue d’autres bandes protéiques spécifiques au lait de chamelle qui sont les bandes

B6, B17, B29, B32, B34 et B36 (tableaux 6 et 7).
3.2. Etablissement des diagrammes type

L’analyse des diagrammes électrophorétiques montre que ces derniers présentent de nettes
différences en composition protéique a la fois qualitative et quantitative pour les différents
échantillons du lait frais et fermenté. Un tel ensemble de résultats peut €tre alors exploité en
estimant le degré de différence (ou d’analogie) entre les diagrammes des échantillons
considérés deux a deux. Cette représentation nous permet donc de conserver une image réelle
des gels pouvant servir comme base de données pour I’analyse de I’effet des grains de kéfir
sur la composition protéique du lait. Nous reportons dans les tableaux ci-dessous des
diagrammes types des protéines du lait des échantillons frais et fermentés. (1 : Présence de la

bande, O : Absence de la bande, M : mobilité, E : échantillon, h : heure.).

L’analyse de la composition protéique du culot et surnageant des différents types de lait

avant et apres fermentation nous a permis de distinguer que :

e Les bandes B2 est absente dans le culot des différents types du lait (tableau 4
annexe).
e Les bandes B6, B14, B38 sont absentes dans le surnageant des différents types du

lait (tableau 3 annexe).

D’autres bandes protéiques se trouvent dans les deux fractions du lait (culot et surnageant)

tel que les bandes B23 et B33 (tableaux 3,4 annexe).

Toutes ces différences observées dans la composition protéique des différents laits avant et
apres leurs fermentations aux grains de Kéfir sont considérés comme étant des différences

qualitatives.
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3.3. Indice de similarité des diagrammes protéiques

Pour quantifier 1’analogie ou la dissemblance des diagrammes, on calcule un indice de
similarité ou de dis-similarité [S5]. L’indice de similarité (IRS) est calculé en rapportant I’'TAS
(indice de similarité absolue) au nombre total (N) des composants présents dans 1’un au moins
des diagrammes des échantillons comparés. L’IAS présente I’ensemble des bandes qui ne sont
pas significativement différentes entre les deux diagrammes. On considere qu’une bande n’est
pas significativement différente d’une autre lorsqu’elles sont de méme mobilité et/ou qu’elles

ne se distinguent pas par au moins deux classes de concentration.
IRS = IAS/N x 100
Les valeurs de I’IRS sont rassemblées dans les tableaux 11, 12 et 13.

Des valeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses dissemblances

et inversement, lorsque les diagrammes apparaissent tres voisins.

La plupart des échantillons restent différenciables car leurs diagrammes présentent au

moins une différence significative.

3.3.1. Indice de similarité des protéines du lait dénaturées et réduites cas

du lait total :

Les indices de similarités ont été effectués pour les 16 échantillons. Ils sont représentés
sous forme de matrice (tableaull). Il en ressort que 1’indice de similarité se situe entre 35 et
100%.

La valeur d’IRS la plus élevée de cette condition est de 100%, cette derniere se présente entre
les échantillons V48 et V24, Ch72 et Ch24, L72 et L48... (Ces deux présentent des

diagrammes identiques avec la méme composition protéique).

Les valeurs des IRS entre les échantillons L24 et V72 (IRS= 50%), V72 et VO (IRS=
58%), ChO et VO (IRS= 57%) sont considérées comme valeurs moyennes.
Des valeurs moins élevées sont observées entre les échantillons Re72, V72 (IRS=43%), LO et
ChO (OJRS= 39%), LO et Ch24 ((IRS= 36%), cela signifie que les diagrammes présentent de
nombreuses dissemblances, donc ces échantillons présentent une composition en protéines

différente qui peut étre dans certains cas le résultat de 1’effet des grains de kéfir.
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Tableau 8 : Indice de similarité des protéines du lait dénaturées et réduites cas du lait

total.

VO V24 V48 V72 Re0 Re24 Re48 Re72 ChO Ch24 Ch48 Ch72 LO 124 148 L72

10092 92 58 62 71 76 38 57 54 54 54 65 70 74 74 NO
100 100 55 62 66 70 38 62 59 59 59 59 64 68 68 V24
100 55 62 66 70 38 62 59 59 59 59 64 68 68 V48

100 39 43 46 43 41 37 37 37 43 50 54 54 N72

10093 8 46 60 57 57 57 52 57 55 55 Re0
100 92 52 55 53 53 53 57 62 60 60 Re24
100 56 59 56 56 56 61 67 64 64 Red8
100 39 35 35 35 48 48 46 46 Re72

10096 96 96 39 44 43 43  ChO
100 100 100 36 41 40 40 Ch24
100 100 36 41 40 40 Ch48
100 36 41 40 40 Ch72

100 85 81 81 LO

100 95 95 L24

100 100 LA48

100 L72

3.3.2. Indice de similarité des protéines du lait dénaturées et réduites dans le cas de

surnageant :

Les indices de similarité réalisés pour les 16 échantillons sont représentés dans le tableau
12. L’indice de similarité se situe entre 0% et 94%. Les valeurs des IRS entre L’échantillon
L72 et les échantillons Ch24, Ch48, Ch72 (IRS= 0%), L24 et Ch24 (IRS= 4%), LO et L24
(IRS= 37%)... sont considérées comme valeurs faibles, cela signifie que les diagrammes
présentent de nombreuses dissemblances, donc ces laits sujets présentent une composition en

protéines tres dissemblables.

Des valeurs moyennes d’indice de similarité ont été€ observées entre les échantillons V24 et
V72 (IRS= 65%), Re0 et VO (IRS= 55%), Re48 et V48 (IRS= 50%), Re0 et Re72 ((IRS=
46%)...

La valeur d’IRS la plus élevée de cette condition est de 94%, cette derniere se présente

entre les échantillons Ch48 et Ch72. (les deux échantillons se retrouvent compatibles).
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Tableau9 : Indice de similarité des protéines du lait dénaturées et réduites dans le cas

de surnageant.

VO V24 V48 V72 ReORe24 Re48 Re72 ChO Ch24 Ch48 Ch72 LO L24 148 L72
10085 91 78 55 57 46 44 46 40 37 33 56 21 25 9 VO
100 77 65 57 53 43 41 48 37 30 31 52 24 28 8 V24
100 86 48 55 50 48 39 33 30 27 54 23 27 9 V48
100 43 44 50 48 38 32 33 30 48 26 25 11 V72
10072 54 46 48 41 38 39 41 17 21 9 Re0
100 71 62 39 38 30 31 42 23 27 9 Re24
100 87 32 26 27 28 41 31 37 13 Re48
100 29 23 24 25 45 36 43 15 Re72
100 68 56 59 36 9 4 5 ChO
100 8 89 25 4 4 0 Ch24
100 94 21 4 4 0 Ch48
100 18 4 4 0 Ch72
100 37 44 12 LO
100 86 22 L24
100 28 L48
100L72

3.3.3. Indice de similarité des protéines du lait dénaturées et réduites cas

de culot :

Les indices de similarités ont été effectués pour les 16 échantillons, 1’indice de similarité

se situe entre 38 et 100 %.

D’apres le tableau 13: La valeur la plus faible est retrouvée entre 1’échantillon LO et ChO,
Ch24, Ch72 (IRS=38%), ce qui signifie que les diagrammes présentent des dissemblances.
Les valeurs moyennes d’indice de similarité ont ét€ trouvées entre les échantillons ChO et Re0

(IRS=55%), Ch72 et V72 (IRS=47%)...

La valeur d’IRS maximale est estimée a 100%, entre les trois échantillons V24 et V48,

ChO et Ch24, 148 et L72.
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Tableaul( : Indice de similarité des protéines du lait dénaturées et réduites dans le

cas de culot.

VO V24 V48 V72 Re0 Re24 Re48 Re72 ChO Ch24 Ch48 Ch72 LO

10096 96 67 61 64
100 100 64 59 62
100 64 59 62

100 46 50

100 96

100

67
64
64
52
92
96
100

48
47
47
54
62
67
69
100

56 56
59 59
59 59
52 52
55 55
61 61
63 63
55 55
100 100
100

57
60
60
48
59
62
64
52
93
93
100

56
59
59
47
53
59
58
45
79
79
86
100

78
75
75
50
57
55
57
42
38
38
40
38
100

L24 148 L72

85
82
82
58
59
62
64
44
44
44
46
41
91
100

81
78
78
54
55
59
61
41
41
41
43
45
87
96
100

81
78
78
54
55
59
61
41
41
41
43
45
87
96

VO
V24
V48
V72
Re0
Re24
Re48
Re72
ChO
Ch24
Ch48
Ch72
LO
L24

100 L48
100 L72

Il existe une relation entre 1’hétérogénéité électrophorétique des protéines du lait et les

différentes origines du lait ainsi que leurs durées de fermentation aux grains de kéfir. Les

échantillons dont les diagrammes sont treés proches ont généralement une composition

protéique voisine et présentent naturellement des ressemblances protéiques proches et des

indices de similarités €élevés témoignant de 1’effet des grains de kéfir. A 1’inverse, ceux dont

les diagrammes sont tres différents, présentent des ressemblances protéiques €loignées et des

IRS faibles, témoignant également de 1’effet des grains de kéfir.
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Conclusion Et Perspectives

Ce travail a été effectué pour étudier les parametres physicochimiques et biochimiques
des laits de différentes origines animales additionnés de grains de kéfir, et apprécier 1’effet
de ces derniers sur la composition protéique du lait par application de la

techniqued’électrophorése monodimensionnelle ‘SDS-PAGE’.

Les résultats des analyses physicochimiques et biochimiques du kéfir ont montré que la
composition de ce dernier dépend de la durée de fermentation et I’origine des laits utilisés,

et que plusieurs composés présentent des variations tres importantes.

La méthode de séparation des protéines utilisée est celle de [48], modifiée par [49]. Le
choix de cette méthode était dans le but d’avoir une meilleure expression des protéines.
Pour cela, la technique d’électrophorese sur gel de polyacrylamide a été réalisée dans des
conditions dénaturantes et réductrices. L’ utilisation de ces criteres pour le fractionnement

des protéines du lait nous a fourni des diagrammes satisfaisants et nous a permis de :

e  Comparer les profils électrophorétiques des échantillons du lait frais avec ceux qui
sont fermentés et de remarquer que chacun d’eux possede un profil protéique qui lui est
propre est qui peut ressembler ou pas a celui d’un autre échantillon par 1’apparition ou la
disparition d’une ou plusieurs protéines.

e Comparer les profils électrophorétiques des échantillons de différentes origines
(vache, chevre, chamelle, et lait reconstitué) et de remarquer également que chacun d’eux
possede un profil protéique qui lui est propre est qui peut ressembler ou pas a celui d’un
autre échantillon par I’absence ou la présence d’une ou plusieurs protéines.

e Comparer les profils électrophorétiques du culot et surnageant de chaque
échantillon et d’apprécier la composition protéique de chaque fraction.

e Révéler les mobilités relatives de chacune des bandes protéiques de haut et de
faible poids moléculaire.

e Dénombrer des bandes protéiques communes entre les différents échantillons.

e Distinguer les différences dans la composition protéiques des laits de différentes

origines d’une part et des laits frais et fermentés d’autrepart.

En outre, I’analyse statistique effectuée en calculant 1’indice de similarité, a permis
d’apprécier numériquement la diversité des protéines du lait dans les conditions

dénaturantes et réductrices.
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L’analyse des gels a permis de déceler 38 bandes protéiques de mobilités différentes
(19 bandes protéiques de HPM et 19 bandes protéiques de FPM).Une nette différence est
observée entre le profil des échantillons frais et ceux qui sont fermentés, également entre
les échantillons des laits de différentes origines et aussi entre les échantillons du culot et de

surnageant.

L’application de la technique d’électrophorése monodimensionnelle nous a fourni des
résultats satisfaisants mais elle reste insuffisante pour identifier les différences dans la

composition protéique des laits fermentés qui est induite par les grains de kéfir.

En perspectives, une amélioration de 1’étude sur les protéines du lait fermenté aux
grains de kéfir est envisagée par 1’utilisation d’une technologie permettant une séparation
bidimensionnelle de haute résolution. Cela consiste en la séparation des protéines sur des
strips préfabriqués lors d’une premiere dimension en fonction du point isoélectrique, puis
lors d’une deuxieéme dimension en fonction du poids moléculaire dans le but d’obtenir un
grand nombre de spots bien résolus. Ce travail sera poursuivie par la caractérisation de ces
spots par spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines qui apparaissent et/ ou

disparaissent apres la fermentation du lait.
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Annexe

Tableaul : la correspondance entre la quantité de lactose hydraté, exprimée en gramme, et le
volume de la solutionde permanganate de potassium 0,1 N.

KMnOs 01N Lactose hydraté KMn0s 0 1N Lactose hydraté KMnQs 01N Lactose hydraté

2,0 23,8 8.9 43,0 12,8 63,1
5,1 241 8.0 43,5 12,9 63,6
5,2 24,6 9.1 44.0 13.0 64,1
53 251 9.2 44 5 13,1 64,7
5.4 25,6 9.3 45,0 13,2 65,2
5.9 26,1 894 45,5 13.3 65,7
2.6 26,6 9.9 46,0 13.4 66,2
2.7 271 9.6 46,5 13.5 66,8
5.8 27,6 9.7 471 13.6 67,3
2.9 28,0 9.8 47.6 13.7 67,8
6.0 28,9 9.5 48,1 13.8 68,4
6,1 29,0 10,0 48,6 13.9 68,9
6.2 29,9 10,1 49.1 14,0 69,4
6,3 30,0 10,2 49,6 14,1 69,9
6.4 30,9 10,3 20,1 14,2 70,5
B,D 31,0 10.4 20,6 14,3 71,0
5,6 31,5 10,5 51,2 14,4 715
6,7 32,0 10,6 81,7 14,5 72,0
5,8 325 10,7 52,2 14,6 726
5.9 33,0 10,8 827 14,7 73,1
7.0 33,5 10,9 53,2 14,8 73,6
7.1 34,0 11,0 83.7 14,9 74,1
7.2 34,5 11,1 54,2 15,0 74,7
7.3 35,0 11,2 54,8
74 39,5 11,3 35,3
7.9 36,0 114 55,8
7.6 36,5 11,5 96,3
7.7 37,0 11,6 96,8
7.8 37,9 11,7 a7.4
7.9 38,0 11,8 al.9
8,0 38,9 119 38,4
8,1 39,0 12,0 28,9
8,2 39,9 12,1 29,9
8,3 40,0 12.2 60,0
5.4 40,5 12,3 60,5
8.5 41,0 12,4 51,0
8,6 41,5 125 61,5
8,7 42,0 12,6 62,1

5.8 42,5 12,7 62,6




Composition des gels d’électrophorese

Gel de séparation : T : 12.8 % C : 0.97%
e Acrylamide 40% 12.4ml

e Bis acrylamide 2% 2.4ml

e Eau permutée 8.6ml

e Tampon Tris-HCL pH 8.8 ,15.2ml

e SDS 10% 0.40ml

e APS 1% 1ml

e TEMED 0.020ml

Gel de concentration T : 2.8 % C : 1.42%
e Acrylamide 40% 1ml 1ml
eBisacrylamide 2% 0.3 ml

e Eau permutée 10.2 ml

e Tampon tris-HCL pH 6.8 , 1.7ml

¢ SDS 10% 0.14ml

e APS 1% 0.70ml

e TEMED 0.014



Tableau 2 : diagrammes types des protéines du lait frais et fermenté dans des conditions

dénaturantes et réductrices pour le cas du lait total.

Vache Chévre Chamelle Lait reconstitué
bandes | M/E | Oh | 24h | 48h | 72h | Oh | 24h | 48h | 72h Oh | 24h 48h | 72h | Oh | 24h | 48h | 72h
1 13 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 16 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 21 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
4 24 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
5 29 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
6 32 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
7 35 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 42 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
9 46 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 | 1
10 50 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 | 1
11 51 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0
12 55 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1
13 60 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
14 66 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1
15 71 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0
16 76 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
17 84 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
18 90 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1
19 103 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 110 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
21 114 |0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
22 118 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 123 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 130 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 136 |1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
26 141 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 147 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 152 |0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
29 155 |0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
30 158 | 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 163 | 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
32 168 | 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
33 172 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1
34 182 |0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
35 187 | 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
36 189 | 0O 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
37 198 |1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0
38 210 |1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0




diagrammes types des protéines du lait frais et fermenté dans des conditions

Tableau 3

dénaturantes et réductrices pour le cas du surnageant.
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Tableau 4 : diagrammes types des protéines du lait frais et fermenté dans des conditions

dénaturantes et réductrices pour le cas du culot.

Vache Chévre Chamelle Lait reconstitué
Bandes | M/E | Oh | 24h | 48h | 72h | Oh | 24h | 48h | 72h | Oh | 24h | 48h | 72h | Oh | 24h | 48h | 72h
1 13 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
2 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 21 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 24 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
5 29 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
6 32 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
7 35 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 42 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
9 46 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
10 50 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 |
11 51 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
12 55 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
13 60 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
14 66 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1
15 71 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
16 76 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
17 84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
18 90 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
19 103 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 110 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
21 114 |0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
22 118 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 123 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 130 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 136 |1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
26 141 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 147 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 152 {0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
29 155 {0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
30 158 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0
31 163 |1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
32 168 |0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
33 172 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 182 | 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
35 187 | 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
36 189 | 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
37 198 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38 210 |1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
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Theme : Etude des parametres physicochimiques et biochimiques et analyse des profils protéiques de laits
additionnés de grains de kéfir.

Résumé
Le kéfir est un lait fermenté, produit principalement a partir des laits de vache, de brebis ou de chevre a

l'aide de « grains de kéfir ». La région d'origine de cette boisson est le Sud du Caucase, sous des noms tres
variés. La dénomination la plus fréquente est « kéfir» qui est d'origine turque.

Les grains de kéfir sont décrits comme étant de "petites masses ridées, a consistance gélatineuse, de
grosseur variable", ou encore de "petites masses blanches élastiques, en forme de chou-fleur". Observés en
microscopie électronique, les grains de kéfir révelent la présence de bactéries et de levures étroitement
associées a une matrice spongieuse.

L’objectif de ce travail vise a étudier les parametres physicochimiques et biochimiques des laits de
différentes origines animales additionnés de grains de kéfir et apprécier 1’effet de ces derniers sur la
composition protéique du lait par électrophorese monodimensionnelle.

Pour cela des laits de différentes origines (vache, chevre, chamelle, lait reconstitué) ont été fermentés et
analysés a 1’état frais (Oh) et apres ensemencement (24h, 48h et 72h). Nous avons ensuite comparés les
résultats des parametres physicochimiques, biochimiques et les profils électrophorétiques des protéines du
lait avant et apres fermentation.

Les résultats des analyses physicochimiques et biochimiques du kéfir ont montré que la composition de
ce dernier dépend de la durée de fermentation et I’origine des laits utilisés, et que plusieurs composés
présentent des variations tres importantes.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 38 bandes protéiques de mobilité et d’intensité différentes
dans les conditions dénaturantes et réductrices.

Afin d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines, une étude statistique a été effectuée en
calculant, 1’indice de similarité.

Plusieurs variations quantitatives et qualitatives importantes ont été trouvées entre les laits de différentes

origines d’une part, et entre les laits frais et fermentés de la méme origine d’autres part.
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