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Résumé

Aujourd’hui, les produits laitiers ont recu une grande attention par les chercheurs, non
seulement en tant que des nutriments, mais en raison de leur composition exceptionnelle en
molécules bioactives. En effet ces dernieres sont utilisées comme une nouvelle thérapie

naturelle dans le traitement de plusieurs maladies comme le diabéte.

Dans ce contexte nous avons réalis¢ une étude, qui a pour but de tester 1’effet
inhibiteur de deux qualités de fromages a pate pressé cuite, dont ’emmental et le gruyere sur
I’a-amylase pancréatique. Des extraits aqueux sont préparés par maceration du fromage a

10% ensuite caractérises pour se rapprocher des teneurs en protéines et la valeur du pH.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que les extraits provoquent une
inhibition de 1’a-amylase avec des valeurs d’ICsode 25,9 mg/ml et 38,5 mg/ml pour
I’emmental et le gruyére respectivement. Le pH des extraits est de I’ordre de 5,92 pour
I’emmental et 5,2 pour le gruyére. Ce dernier présente une teneur en protéine égale a 6,31

+0,170% alors que pour I’emmental elle est de I’ordre de 7,61+0.172%.

Ces résultats montrent que ces fromages ont un effet inhibiteur sur la digestion des

polysaccharides en inhibant I’a-amylase.

Mots clés : a-amylase, Inhibition, Gruyére, Emmental, Diabete sucre



Abstract

Today, dairy products have received great attention by researchers, not only as nutrients, but
because of their exceptional composition of bioactive molecules. Indeed, the latter are used as
a new natural therapy in the treatment of several diseases such as diabetes. In this context we
carried out a study, which aims to test the inhibitory effect of two qualities of cooked pressed
cheese, including Emmentaler and Gruyere on pancreatic a-amylase. Aqueous extracts are
prepared by maceration of the cheese at 10% then characterized to approximate the protein
content and the pH value. The obtained results showed that the extracts cause an inhibition of
a-amylase with 1C50 values of 25.9 mg/ml and 38.5 mg/ml for Emmental and Gruyere
respectively. The pH of the extracts is around 5.92 for Emmental and 5.2 for Gruyere. The
latter has a protein content equal to 6.31 + 0.170%, while for Emmental it is around 7.61 +
0.172%. These results show that these cheeses have an inhibitory effect on the digestion of
polysaccharides by inhibiting a-amylase.

Keywords : a-amylase, Inhibition, Gruyere, Emmental, Diabetes mellitus
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Introduction générale

Introduction

Le diabéte sucré est une perturbation metabolique chronique, qui est marqué par une
hyperglycémie permanente accompagnée d’un déréglement métabolique. Ce dernier est
devenu un probléme de santé mondiale qui entrainant, un taux de mortalité tres élevé. En effet
cette augmentation de la prévalence du diabéte est due a plusieurs facteurs notamment la

sédentarité et une mal alimentation (Antony & Vijayan, 2021).

En outre, depuis plusieurs années les inhibiteurs des a-amylases et a-glucosidases sont
considérés comme des médicaments dans le traitement et la gestion du diabéte, car ces
enzymes digestives assurent 1’hydrolyse des glucides complexes en glucose et par
conséquence I’inhibition de leur activité est considérée comme une thérapie efficace pour

réduire la glycémie (Antony et Vijayan, 2021 ; Patil et al., 2015) .

Le lait et les produits laitiers constituent une bénéfique et méme une meilleure source
de certains constituants qui se retrouvent principalement en concentration tres élevée dans ces
nutriments et qui ont une valeur particuliére pour la santé et la prévention des maladies (Sahli,
2013).

En plus, beaucoup des épreuves scientifiques ont montrés que les protéines de
lactosérum et des produits laitiers comme les fromages jouent un role efficace dans

I’inhibition des a-amylase et des a-glucosidases (Patil et al., 2015 ; Korhonen, 2009).

A cet effet, I’objectif de notre travail est de tester I’effet inhibiteur de deux qualités de
fromages a pate pressée cuite qui sont le gruyere et ’emmental sur I’a-amylase pancréatique.

Les deux fromages sont fabriqués artisanalement a partir du lait de vache.

Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire Antibiotique, Antifongiques,

physico-chimie, activité biologiques et synthese, de la faculté SNV-STU.
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1. Diabéte
1.1. Définition de diabéte

Le diabete sucré est un trouble métabolique, défini par une élévation permanente du
taux du sucre dans le sang (hyperglycémie chronique), parfois associé par des symptémes tel
que : une soif sévere, perte de poids inexpliqué, des mictions répétés et dans 1’état grave une
somnolence qui peut aboutir jusqu’au coma et a la mort en manque de traitement. Cette
pathologie est le résultat d’une défaillance de la sécrétion d’insuline ou de I’action de
I’insuline, ou de ces deux anomalies accompagnés d’une perturbation du métabolisme de

lipides, de sucres et de protéines (Wens et al., 2007 ;. Drouin et al., 1999; Genéve, 1985) .

L’hyperglycémie chronique est a ’origine de plusieurs complications organiques et
microvasculaires spécifiques affectant principalement : les vaisseaux, les nerfs, les reins, le
cceur et les yeux, ainsi qu’a un risque élevé de maladie cardiovasculaire (Goldenberg et

Punthakee, 2013 ; Drouin et al., 1999) .
1.2. Classification de diabéte

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), a montré que les différents types de
diabéte sucré sont classes en fonction de leur mécanisme physiopathologique (Pascale et al.,
2014), essentiellement en deux classes principales : le diabete de type 1 et diabete de type 2

mais peut inclure également d’autre type comme le diabéte gestationnel (Portha, 2022).
1.2.1. Diabete de type 1 (DT1)

Le diabéte sucré de type 1, est défini par une réaction auto-immune, durant laquelle le
systtme immunitaire de 1’organisme attaque les cellules  des ilots de Langerhans du
pancréas sécrétrice de ’insuline ce qui conduit a une destruction irréversible de ces cellules

(Portha, 2022 ; Jornayvaz et Vionnet, 2015 ).

Généralement les personnes ayant le diabéte de type 1 ont besoin d’un traitement

insulinique au cours de leur vie (Monnier et al., 2018 ; Durand et Beaudeux, 2011 ) .
1.2.2. Diabéte de type 2 (DT2)

Anciennement appelé diabéte non insulinodépendant ou diabéte de I’adulte, est la
conséquence d’une mauvaise utilisation de I’insuline par 1’organisme sous forme d’une

insulinorésistance (Mbaya et Amisi, 2021 ; OMS, 2016).
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Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) et I’ haute autorisé de sant¢ (HAS),
le diabéte de type 2 est marqué par une glycémie & jeun ou postprandiale ou aussi par une

hyperglycémie causé par voie oral (HGPO) dépassant les limites (David et Boinet, 2018).

Il s’agit, d’une perturbation d’insolino-sécrétion pancréatique, une insulino-résistance,
hyperinsulinisme, ensuite une insuffisance insulinique soit relative ou absolue (David et
Boinet, 2018 ; American Diabetes Association, 2015).

1.2.3. Diabete gestationnel

Le diabete gestationnel, est une affection temporaire qui se développe plus
précisément chez les femmes soit au cours de la grossesse ou bien causée par la grossesse

lorsque la glycémie est supérieure a la normale (OMS, 2016 ; Chevenne et Fonfréde, 2001) .

Au moment de la grossesse, ce type de diabéte est a I’origine de plusieurs

complications maternelles, feetales (Chevenne et Fonfréde, 2001) .
1.2.4. D’autre type de diabéte (diabete secondaire)

Il existe d’autres types de diabéte qui sont plut6t rares. Ces types de diabéte incluent le
diabete lié a des anomalies génétiques, des infections et 1’utilisation de certains traitements
qui affectent la capacité du corps a sécréter ou a répondre a I’insuline, ce qui peut entrainer

par la suite une hyperglycémie (ASPC, 2011).
1.3. Epidémiologie

Actuellement, le diabete sucré est reconnu comme une épidémie mondiale. Il
représente un lourd fardeau pour le systeme de santé ou I’OMS prévoit que d’ici 2030 le
diabete pourrait devenir la 7éme principale source de déces dans le monde entier (Mbaya et
Amisi, 2021).

En 2013, la fédération internationale de diabéte (FID), a évalué le nombre de patient
adulte atteints de diabéte a 382 million (Mbaya et Amisi, 2021). Le diabéte sucré, est 1’une
des principales sources de morbidité et de mortalité dans le monde. En effet la FID a estimé
en 2019, 4,2 million de déces (Mbaya et Amisi, 2021) .

1.4. Complications du diabéte
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Les complications diabétiques, sont subdivisées en : complications chroniques qui
s’apparaissent a long terme en touchant de nombreux organes et des complications aigues qui
sont due soit a une carence ou a une mauvaise adaptation au médicament (Belhadj et al.,
2016; Chevenne et Fonfréde, 2001).

1.4.1. Complications aiguées métaboliques

Les complications métaboliques aiguées du diabéte sucré, sont un agent fréquent de

consultation aux urgences (Orban et Ichai, 2011) :

» Acidocétose, qui est une complication séveére de diabéte consécutive d’une insuffisance
absolue ou relative d’insuline, commencer habituellement par la néoglucogenése ensuite
formation puis accumulation du corps cétonique ce qui conduit a une acidose (Barlier et
Sablonniere, 2022 ; Brassier et al., 2008) .

* L’hypoglycémie, qui est défini par une valeur de glycémie inférieure a 0,7g/1, c’est une
complication secondaire due généralement au traitement (soit de insuline ou les sulfamides

qui stimulent la sécrétion de I’insuline) (Monnier et al., 2018 ;Brassier et al., 2008) .

« Acidose lactique, qui est due de la sécrétion excessive de lactate, c’est le résultat d’une

glycolyse anaérobie qui aboutissant a une situation d’anoxie tissulaire (Monnier et al., 2018).
1.4.2. Complications chroniques

Le diabéte sucré entraine plusieurs complications chroniques, qui sont principalement
divisés en des troubles microvasculaires et macrovasculaires (Yamazaki et al., 2018 ;
Daneman, 2006).

Les complications microvasculaires comprennent la rétinopathie, la neuropathie et la
néphropathie qui sont propres au diabéte, tandis que les complications macrovasculaires
aboutissent a la pathogénese des troubles cardiovasculaires comme : les maladies artérielles
périphériques. Ces derniers ne sont pas specifiques au diabete, mais les patients atteints de
diabéte de type 2 ont un risque de développer ces maladies (Yamazaki et al., 2018 ; Katsarou
etal., 2017) .

L’existence de ces troubles microvasculaires et macrovasculaires ralenti la qualité de

vie, puisque elles conduisent a la cécité, I’insuffisance cardiaque et une altération rénale

(YYamazaki et al., 2018) .
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Les principales
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Figure 01 : Les complications du diabete (FID., 2006)

1.5. Diagnostic du diabéte sucré

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS) et I’association américaine du
diabete (ADA), le diagnostic de diabete est déterminé par un simple test de glycémie a
jeun mais dans certain situation spéciale accompagnée d’un test de tolérance au glucose pour

le dépistage de diabete de grossesse (Spinas et Lehmann, 2001) .

Un taux de glycémie a jeun < 100 mg/dl (5,5mmol/l) est normal, une valeur entre 100
et 125 mg/dl (5,5 et 6,9 mmol/l) indique une glycémie a jeun anormale qui peut accélérer le
risque de développer un diabete (Wens et al., 2007) .

Un résultat de glycémie a jeun > 126 mg/dl (7,0mmol/1), peut-étre déja un indice de diabete.

Le Dépistage de diabéte est basé surtout sur le seuil d’hémoglobine glyquée (HbAlc)
(Goldenberg et Punthakee, 2013).
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1.6. Traitement du diabéte

En diabétologie, le but du tout traitement est de maintenir 1’autonomie du personne et
d’éviter les complications aigués (hyperglycémie, hypoglycémie), de prévenir les
complications chroniques, de réduire la mortalité, mais aussi d’améliorer la qualité de vie des
patients diabétiques (Pillon et al., 2014; Wens et al., 2007) .

1.6.1. Traitement non médicamenteux
v' Activité physique

Cette activité physique entraine beaucoup des bienfaits pour la santé, car elle aide les

personnes diabétiques a atteindre différents objectifs notamment :

* Réduire leur insulinorésistance.

« Améliorer leur santé cardiorespiratoire.

* mieux maitriser leur glycémie.

« accélérer leur endurance physique est maintenir une perte de poids.

« Diminuer leur tension artérielle et améliorer ainsi, leur profil lipidique (Sigal et al., 2018).

v" Traitement nutritionnel

Une nourriture hygiénique et équilibrée est nécessaire a diminuer I’absorption des sucres,
stabiliser la glycémie, controler le poids et par la suite d’éviter les complications du diabéte

sur I’organisme (Battu, 2014).

En outre, la consommation des fibres alimentaires variée comme : les légumes, les
céréales et les fruits doit étre favorisées car elle joue un role bénéfique et efficace en cas
d’obésité une alimentation pauvre en graisses est nécessaire pour obtenir un meilleur équilibre

de la glycémie (Wens et al., 2007)
1.6.2 Traitement médicamenteux
v Les antidiabétiques oraux

Le diabéte sucré de type 2 est une maladie compliqué évolutif chronique qui réduit la
qualité et la durée de vie des patients et qui est donc difficile a traite efficacement a long
terme (Philippe, 2014 ; Krentz et Bailey, 2005) .
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Les antidiabétiques oraux sont appeles également les médicaments hypoglycémiants
oraux. Ces derniers sont subdivisés en cing classes principales qui sont les Biguanides, les
sulfamides hypoglycémiants, les Glinides, les glitazones et les inhibiteurs des a- glucosidases.
La figure 2 et le tableau 1 résument le traitement du diabete de type 2 (Scheen, 2015 ; Wens
et al., 2007).

Sulfonylurées Inhibiteurs des
& glinides alpha-glucosidases
T insulinosécrétion | absorption des glucides

Glitazones
T insulinosensibilité

- A 7
CONTROLE :
GLYCEMIE -

Inhibiteurs de la DPP-
T insuline ; | glucagon

Inhibiteurs
SGLT2 "
T glucosurie Metformine

1 production de glucose

Figure 02 : Tllustration des sites et des mécanismes d’action principaux des différentes

classes d’antidiabétiques oraux (Scheen, 2015).
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Tableau 1 : principales classes des antidiabétiques oraux avec leurs modes d’action et leur effet indésirable

Classe Molécule Mode d’action Cible Effet indésirable Référence
pharmaceutique medicamenteuse moléculaire
eaugmente la sensibilité des cellules a « des troubles gastro-intestinaux. | (Foretz et Viollet,
I"insuline e des douleurs abdominales 2014? o
* Inhibition de la néoglucogenése et la (Couic-Marinier,
Biguanide Metformine glycogénolyse hépatique Foie 2009)
* ralentisse I’absorption de glucose (David et Boinet,
intestinale 2018)
Glimépiride Augmentation de la sécrétion de ’insuline | Canaux Inhibition ns de la sécrétion de | (Pillon et al., 2014)
Les sulfamides Glibenclamide Amélioration de la sensibilité des tissus . glucagon par les cellules o des
- L A potassique - . (Roussel, 2010)
hypoglycémiants Gliclazide périphérique a I’insuline ilots de pancréas et par
Glipizide Reéduction sa captation par le foie (pancréas) conséquence une hyperglycémie | (Buysschaert, 2018)
chronique (Scheen, 2015)
Glimides Répaglimide Meilleur controle de glucose post-prandial | Canaux (Chen et al., 2015)
Natéglimide Stimulation de la sécrétion de 1’insuline potassique Hypoglycémie
Mitiglimide Inhibition des canaux potassique sensible a | (pancréas) (Pillon et al., 2014)
I’ATP dans le pancréas
Améliorer la sensibilité a I’insuline et a la Des troubles vasculaires (Scheen, 2015)
Glitazones ou glycémie PPAR-y au Une prise de poids (Faure, 2011)

thiazolidinediones

Roziglitazone

Effet bénéfique sur le métabolisme
lipidique et endothélium vasculaire

niveau adipeux

Des inhibiteurs de
SGLT-2

Canagliflozine

Diminution de la réabsorption du glucose
dans le néphron

Co-transporteur
(SGLT-2) au
niveau des reins

Peu causer des infections
génitales et tres rare une
Acidocétose euglycémique

(Sciotto et
Jornayvaz, 2021).
(Scheen, 2015)
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v Les inhibiteurs des a-glucosidase

Une autre classe des antidiabétiques oraux est représentée par les inhibiteurs de 1’a-
Glucosidase. Ces médicaments jouent un réle efficace dans I’inhibition des a-glucosidases
intestinales, ce qui conduit par la suite a une réduction de I’hydrolyse des sucres en
monosaccharide (Pillon et al., 2014).

Dans cette classe médicamenteuse on cite 1’acarbose, qui entraine une inhibition réversible de
la liaison des polysaccharides a 1’a-glucosidase intestinale. Le miglitol a un mécanisme

d’action similaire a 1’acarbose (Faure, 2017).
v Insuline

Le traitement insulinique permet de substituer la sécrétion naturelle d’insuline chez les
personnes, qui présentent une insuffisance de la production de cette hormone (Halimi, 2017).
L’insuline est administré par voie sous cutanée (bras, fesse, jambe ou ventre) et pour quelques
types spécifiques d’insuline par voie intraveineuse, a 1’aide d’un stylo d’injection (Wens et

al., 2007) .

L’insuline reste donc, un traitement nécessaire fréquemment utilisé¢ chez les patients
diabétiques qui améliore non uniquement le contr6le glycémique mais également la qualité de
vie, tout étant puissant pour la prévention des complications aigués et chroniques (Philippe,
2014).

Tissus périphériques

Prise

‘Iimen(aire
.

Insuling injectée

Figure 03 : distribution de I’insuline lorsque 1’insuline est d’origine exogene (Halimi, 2017)
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2. Alpha amylase
2.1. Définition

L’a-amylase (E.C.3.2.1.1) est une enzyme qui est largement présent dans les plantes,
les microorganismes et chez I’Homme. Elle catalyse 1’hydrolyse aléatoire des liaisons o-
D(1,4) glycosidiques interne dans I’amidon, glycogene etc... pour donner des simples produits
primaires comme le glucose, le maltose et le maltotriose (Shivendra et Srijit, 2018;Sindhu et
al., 2017 ; Sundarram et Murthy, 2014 ; Mobini-Dehkordi et Javan, 2012) .

On outre, les a- amylases ont une grandes variétés d’applications notamment dans :
I’alimentation, 1’industrie, la pharmacie et la détergence (Mobini-Dehkordi et Javan, 2012 ;

Sivaramakrishnan et al., 2006) .
2.2. Nomenclature
e Nom recommandé : o- amylase

* Nom systématique : o- 1,4-glucanohydrolase

* Nom codifié : E.C.3.2.1.1 (Kato et al., 2017).

eSynonyme : Taka-amylase 1-maxilase-glycogénase-endoamylase (Dauter et al., 1999 ;
Schomburg et al., 1991) .

2.3. Les différentes origines
2.3.1. Les origines microbiennes
2.3.1.1. a-amylase bactérienne

Ces a-amylases peuvent étre produits par plusieurs champignons, micro-organismes
génétiquement modifiées et des bactéries comme Bacillus, Brevibacterium, Clostridium,

Pseudomonas, Streptomyces sp (Sindhu et al., 2017 ; Sundarram et Murthy, 2014).
2.3.1.2. a-amylase fongique

Plusieurs champignons peuvent étre considérés comme source d’a-amylase, dont :
Penicillium , Thermomyces Sp, Acremonium (Sindhu et al.,, 2017), mais les souches
Aspergillus sont les souches fongiques les plus couramment employées pour la production

commercial d’a-amylase (Sundarram et Murthy, 2014) .
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2.3.2. Origine végétale

Les amylases vegétales ont une importante primordiale dans le métabolisme
glucidique, ou elle participe a I’hydrolyse des polymeres de sucre a liaison o 1-4 comme en

oligosaccharide (Franco et al., 2000).

Les a-amylases d’origine végétale sont généralement obtenus a partir de céréales :
orge, riz....etc., elle sont souvent former au moment de la germination des graines (Sundarram
et Murthy, 2014 ; Brown et Kelly, 1993) .

2.3.3. Origine animale

Les a-amylases d’origine animale sont principalement, présents dans la salive et le

pancréas des mammiferes (Sales et al., 2012).

Ces derniers sont incapables d’hydrolyser 1’amylopectine ou du glycosyl-

oligosaccharide au niveau de la liaison o (1,6).
2.4. Structure

Les a-amylases sont des glycoprotéines qui appartiennent a la famille 13 des glycosyl
hydrolases qui sont composé€s principalement d’une seul chaine oligosaccharide, qui
renferment environ 512 acides aminés avec un poids moléculaire de 57,6 kD (Hiteshi et
Gupta, 2014 ;Whitcomb et Lowe, 2007) .

Ces enzymes possédent une structure tridimensionnelle (3D) qui peut la réaction de
dégradation grace a leur site catalytique, tandis que la structure bidimensionnelle (2D) est

reparti en 3 domaines essentiels, le domaine A,B et C (Hiteshi et Gupta, 2014).

Tout d’abord, le domaine A est le plus grand domaine former un tonneau (o/f), qui
comprend 8 feuilles B placés parallelement les uns des autres comme un cylindre entouré
d’un cercle concentriques de 8 hélices o (Farooq et al., 2021 ;Hiteshi et Gupta, 2014 ;Kaur et
al., 2014). Ce dernier est considéré comme le domaine N-terminal catalytique d’enzymes, car
il possede des résidus du site actif qui sont impliqués dans la liaison de substrat( Paul et al.,
2021; Kaur et al., 2014).

Ensuite, le domaine B est le deuxiéme domaine qui est intégré particulierement dans le
milieu du domaine A, ce domaine globulaire est une structure 3 sandwich antiparalléle a 8

brins constitué de 104 a 206 résidus qui apparait comme un long boucle étendu intégré entre

11
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le troisiéme brin P et la troisiéme hélice a (Farooq et al., 2021 ; Paul et al., 2021 ;Kaur et al.,
2014).

Le Domaine B, joue un rdle important gréace a ces résidus Glu, Asp, dans I’hydrolyse

de liaison a (1-4) glycosidique a I’extrémité c-terminal de la boucle.

Et enfin, le domaine C-terminal qui forme une structure globulaire et qui posséde

exclusivement huit feuilles antiparalléles (Kaur et al., 2014 ; Whitcomb et Lowe, 2007) .

Domaine A

Domaimne B

Domaine C

Figure 04 : Structure tridimensionnelle de I’a- amylase (Payan, 2004).
2.5. Mécanisme d’action

L’a-amylase (E.C.3.2.1.1) est une enzyme clé dans la digestion, elle catalyse
I’hydrolyse de I’amidon en oligosaccharide court par la rupture des liaisons glycosidiques a-
D(1,4) en glucose, qui est ensuite transporter dans le sang( Jemaa et al., 2017 ; Sales et al.,
2012) .

Ces actions peuvent étre d’écrire en quatre étapes :

eattaque aléatoire: les a- amylases, agissent en coupant aléatoirement toutes les liaisons
glycosidiques o (1,4) aux niveaux des extrémités non réductrices tout en entrainement la

libération du glucose et de maltose( Pazur et Marchetti, 1992 ; Berry et Paterson, 1990) .

» mécanisme uni-chaine : dans laquelle I’a amylase, hydrolyse d’abord une chaine avant de

passer a la suivante (Pazur et Marchetti, 1992).
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» mécanisme multi-chaine : ce Mécanisme implique une attaque multiples a plusieurs sites
sur la chaine, ce qui entraine des raccourcissements entier des chaines au niveau des

extrémités non réductrices (Pazur et Marchetti, 1992 ; Berry et Paterson, 1990)

eattaque multiples ou répétitive: les a- amylases provoquent plusieurs dégradation au
niveau de la chaine avant que le complexe (enzyme-substrat) se dissocier (Kandra et al.,
1997).

2.6. Les caractéristiques d’a amylase
2.6.1. Poids moléculaire

Le poids moléculaire des a- amylases et variées d’une espece a une autre et d’une
source a une autre mais la masse moléculaire de la plupart de ces enzymes est situés entre 40 -
70 kDa (El-Fallal et al., 2012).

2.6.2. Température optimale

En général, la température optimale des a-amylases est entre 40° et 90°C°, mais cette

température peut étre variée selon les especes (Schomburg et al., 1991).
2.6.3. PH optimal

Généralement, le pH de ces enzymes est constant dans une gamme de 5 a 8 avec un
optimum supérieur a la neutralité de 6 a 8,5 pour les amylases d’origine bactérienne et de 4 a

5 pour les amylases fongiques.

Plusieurs auteurs ont montré que le pH optimale de I’a-amylase pancréatique et

salivaire est situé entre 6,5a 7,2 (Ishikawa et al., 1993) .
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1. Lait

Par une simple définition, le lait est un liquide de couleur blanche, opaque, produit par
les glandes mammaires des mammiferes femelles (Vilain, 2010). Dans la majorité des
civilisations humaines les laits de, vache, dromadaire, chévre, mouton sont couramment les

plus utilisés dans I’industrie laitiére (Vilain, 2010).

Cet aliment constitue la matiére premiére a base de laquelle tous les fromages sont
fabriqueés. En effet, il est trés riche en protéines, lipides, eau, minéraux et sucres (Kindstedt,
2014)

2. Définition de fromage

Depuis I’antiquité, le fromage est un produit laitier, complexe, polyvalent, tres nutritif
avec une longue histoire dans 1’alimentation humaine (LOpez-Exposito et al., 2017;Walther et
al., 2008). Le fromage est un aliment affiné ou non, fermenté ou non, de consistance fraiche,
dure ou semi-dure, molle ou extra-dure, qui peut étre enrobé et dans laquelle le rendement

protéine caséine/lactoserum ne doit pas dépasser celui du lait et qui est obtenu par :
* Des matiéres d’origine uniquement laitiére comme le lait (Bourgault., 2015 ;Codex., 2000) .

*Par coagulation spontanée ou artificielle, partielle ou totale du lait, de lait écrémé, de la
créme, du babeurre, ou de la matiére grasse, seuls ou en mélange sous 1’action de la présure

ou des facteurs coagulants appropries (Bourgault., 2015 ; Codex, 2000; Fonteneau, 1997).

*Et/ou par I’utilisation des techniques de fabrication stimulant la coagulation du lait ou des
produis dérivant du lait de maniére a obtenir un aliment fini possédant des propriétés physico-
chimiques et organoleptiques (Codex., 2000).

3. Composition de fromage

Le fromage constitue une riche source de nutriment et d’énergie qui contient
particulierement de la caséine qui est 1I’élément structurel majeur présent comme un réseau
dans la matrice fromagére dans laquelle baignent des substances gras, des minéraux, de I’eau,
des bacteéries et le lactose ( Lamichhane et al., 2018; Everett et Auty, 2008 ).

En plus de leur role alimentaire, le fromage posséde également des protéines et des
acides amines essentiels qui favorisent le développement du corps humains, des acides gras

comme 1’acide linoléique et les sphingolipides qui ont un puissant effet anti-cancérigéne et
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athérogenique, des vitamines et des minéraux tel que le magnesium, le phosphore, le zinc et
le calcium (L6pez-Expésito et al., 2017 ;Walther et al., 2008).

4. Principales étapes de fabrication de fromage

La transformation du lait en fromage nécessite plusieurs méthodes dont la coagulation,
I’égouttage du caillé, salage et ’affinage du fromage) Stanley, 1998).

4.1. Coagulation de lait

Par définition, la coagulation est une étape fondamentale et essentielle dans la

fabrication dans toutes les types des fromages (Fox et McSweeney, 2017).

C’est une transformation de 1’état liquide du lait en un gel semi-solide. 11 s’agit d’une
déstabilisation des protéines du lait (caséine et micelle) qui floculent et s’associer pour donner

un gel contenant les constituants solubles du lait (Legg et al., 2017 ; Troch et al., 2017).

Le mécanisme de coagulation des protéines du lait et surtout, la caséine peut
s’effectuer de trois maniéres, soit coagulation par acidification, coagulation enzymatique ou

par une combinaison des deux ( Farkye, 2014 ; Troch et al., 2017).
4.2.1. Coagulation enzymatique

Elle consiste a convertir le lait liquide en coagulum sous I’action des enzymes
protéolytiques (Troch et al., 2017) . En général, la présure de veau constitue 1’agent coagulant
du choix le plus utilisé pour la coagulation de lait ( Khanal et al., 2019; Troch et al.,
2017). En effet, I’ajout de cette derniére implique deux réactions cinétiques essentielles : la
premiére étape abouti a la dégradation des protéines de la caséine micellaire tandis que, la
deuxieme étape entraine la déstabilisation des micelles qui ensuite s’agregent en formant un
gel (Khanal et al., 2019). La présure joue un role efficace dans le développement de la saveur

et la texture lors de la coagulation du fromage (Khanal et al., 2019).
4.2.2. Coagulation par acidification

Ce procédé permet I’acidification progressive du lait a pH =4,6 grace a des bactéries
qui transforment directement le lactose en acide lactique. Cette technique est généralement
utilisée pour la production des fromages coagulé a ’acide tel que le fromage cottage ou les

fromages a la creme (Farkye, 2014).
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4.2. Egouttage

L’égouttage est une opération qui consiste a 1’élimination du caillé¢ de son lactosérum
par le phénoméne de synérése. Permettant ainsi, la conservation et la concentration des
composants les plus importants du lait, afin que les morceaux peuvent fusionner et constituent

une entité plus grande qui donne le fromage (Kongo et Malcata, 2016a ; Donnelly, 2014) .

Deux techniques ont été utilisées pour la séparation de lactosérum, premierement le
trempage est une méthode plus ancienne au cours de laquelle le mélange caillé-lactosérum est
placé dans un tamis et s’écoule peu a peu a travers les ouvertures, laissant derniére lui une
couche de caillé ; deuxiemes le drainage qui serve a déposer le caillé dans une cuve pour la

coagulation et le cuisson (Donnelly, 2014).
4.3. Salage

Le traitement de salage est un processus technologique important dans la formation de
fromage, le sel généralement utilisé est le chlorure de sodium (NaCl), (Velazquez-Varela et
al., 2018). Il est réalisé de différentes maniéres en frottant la surface avec du sel sec ou il se
dissout et diffuse rapidement a I’intérieur. Cette méthode est trés utilisable pour les petits
fromages car elle fournit des produits fromagers lisses de crolte imperméable dense et trés

durable.

Tandis que le salage en saumure est principalement utile dans la formation de gros
fromage, parce qu’elle permet une meilleure déshydratation de toute la surface et une grande
absorption du sel a I’intérieur en augmentant ainsi 1’humidité au centre de fromage (Donnelly,
2014).

4.4. Affinage

L’affinage est une étape complexe cruciale dans la fabrication du fromage résultant
d’une succession d’événement métabolique et microbiologique (Khattab et al., 2019).
Au cours de cette maturation le fromage acquiert sa texture, son arbme, et sa saveur qui
different en fonction de la composition du caillé (humidité, lipide, quantité en protéine et les
minéraux), du pH et les conditions de maturation (humidité relative et la température), ainsi
que les pratiques physiques comme : le grattage, le frottement, le retournement et lavage qui

sont réalisé par I’affineur ou le fromager (Bintsis et Papademas, 2017 ; Donnelly, 2014).
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Les variations biochimiques qui se produit au moment de la finition du fromage peut
étre principalement divisées en réaction primaire comme : la lipolyse, la glycolyse, et la
protéolyse qui sont responsables de la texture et la saveur du fromage. Tandis que les
réactions secondaires sont particulierement la décarboxylation, le métabolisme des acides
gras, la désamination et 1’estérification qui contribuent aux aspects les plus fins du fromage

(Murtaza et al., 2014).

La période de I’affinage peut durer des semaines, des mois ou plusieurs années, elle

varie généeralement selon le type du fromage (Donnelly, 2014; Feeney et al., 2021).
5. Classification des fromages

Il n’est pas facile de diviser par grande famille les fromages puisque, il n’existe pas de

liste finale de leurs variétés (Fonteneau, 1997)

Plusieurs systemes de classification, ont été montrés pour les différents catégories de
fromages basés essentiellement sur le lait utilisé (chévre, vache, mouton), les méthodes de
fabrication, le mode de coagulation de la matiere premiere (soit coagulation par acidification
ou par la présure), le type de surface (moisissure, dure, doux ,semi-dure) et enfin la texture
qui est couramment définit par la teneur en matiére grasse et I’humidité (Walther et al.,

2008 ;McSweeney, 2007).
5.1. Fromage frais

Ces fromages sont couramment reconnaissables par leur couleur blanche, et leur
aspect luisant avec une saveur laiteuse. Il ont couramment une texture variante, souple,

crémeuse tel que le mozzarella ou ferme comme halloumi (Juliet Harbutt, 2010).
5.2. Fromage a pate molle

Ce sont tous les fromages a texture molle fermentés, avec une crolte comestible qui ne
sont ni cuits ni pressés (Leto et Bode, 2006 ; Fonteneau, 1997). Spécialement, ils sont souples

et certains d’entre eux sont tartinables, et coagulés soit avec la présure ou 1’acide.

Ils sont caractériseés généralement par une longue période d’affinage avec une teneur
d’humidité supérieur a 55% (Bintsis, 2021a)
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Les fromages a pate molle ont une saveur et une odeur tres forte et sont habituellement
consommeés soit frais ou maris durant 5 a 60 jours. Dans ce groupe de fromage on trouve le
camembert ( Leto et Bode, 2006).

5.3. Fromage a pate persillé

Les fromages a pate persillé, appartient & la famille des fromages bleus dont le non
provient des champignons bleu gris ressemblant a des feuilles de persil. Ces fromages sont
caractérises par des veines bleus causées par le développement et la croissance de la
moisissure Penicillium roqueforti a I’intéricur de la pate ou cours d’une période de maturation

variant entre 6 a 12 mois( Bintsis, 2021b ; Dunoyer, 2019) .

Leurs structures sont généralement trés hétérogenes avec des crodtes, jaune/blanche
contenant des gradients de pH, de sel, et d’eau, ainsi que des acides aminés comme : la valine,
la lysine, 1’acide glutamique et la leucine qui contribuent surtout a une saveur de fond dans les

fromages a moisissure.

En plus de ces composants, plusieurs constituants aromatiques volatils et non volatils
produits spécialement par Penicillium roguefort pendant la période d’affinage jouent un réle

efficace dans 1’ardme et la saveur du fromage final ( Ardo”, 2016).
5.4. Fromage a pate pressé

Les fromages a pate pressé appelés également les fromages a pate dure peuvent avoir
des aspects différents les unes des autres dans plusieurs pays traditionnelles ( Harbutt, 2010).

Généralement ils ont une teneur en humidité comprise entre 30 et 45% qui est trés
faible par rapport aux autres types de fromage (Kongo et Malcata, 2016 b ; McSweeney,
2007b) avec une longue période d’affinage qui peut aller de quelques mois a 2 ans ou plus
(McSweeney, 2007 a).

Leur fabrication nécessite habituellement 1’emprésurage a 30°C, ensuite le coupage de
coagulum en petite morceaux puis la cuisson du caillé a 39°/40°C pour augmenter la
libération de lactosérum, ainsi pendant cette fabrication ces fromage doivent étre soumis a une
pression tres élevée pour donner une texture uniforme, serrée et plus dure ( McSweeney,
2007b) .
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Plusieurs études récentes, ont montré que sur le plan nutritionnelle ces fromages dures
sont trés riche en acide linoléique conjugué, en protéines et en graisses avec un taux tres
faible ou presque absent de lactose ce qui donne un avantage pour les personnes intolérants

au lactose (Kongo et Malcata, 2016b).

5.4.1. Fromage a pate pressee cuite

Les Fromages a pate pressée cuite ou pate dure sont des fromages de trés grandes

dimensions, tres fermes et qui contiennent environ 40% d’humidité (Majdi, 2009).

Pour ces fromages, le caillé est chauffé a 65°C apres le pressage pour subir un affinage
prolongé ce qui entraine une destruction d’une partie de la flore. Dans ce groupe de fromage

en trouve le gruyére, le comté, I’emmental et le beaufort (Fonteneau, 1997) .
5.4.2. Fromage a pate presseé non cuite

Ce sont des fromages avec une texture ferme qui ne posseédent que 45% d’humidité et
se conservent a une plus longue période que les fromages a pate molle. Leur fabrication
nécessite le chauffage du mélange caillé-lactosérum a une température inférieure a 50 °C (
Fonteneau, 1997), I’égouttage est effectué¢ par le pressage du caillé qui se fait généralement

apres le moulage .

Ces fromages sont ensuite, introduit dans un bain saumure durant quelque heures ou

salé a sec dans la masse (Andréré et Claude, 2006 ; Tremolier et al, 1984).
6. Fromages sélectionnés

6.1. Emmental

6.1.1. Définition

L’emmental est un fromage affiné a pate dure cuite, d’origine suisse, son nom dérive
de la vallée d’Emme, prés de Brenne. Actuellement ce fromage est produit dans plusieurs
pays comme la France et I’Europe mais surtout en Savoie (Fox et al., 2017 ;Carroll et
Lasceve, 2012 ; Codex Stan ,1967) .

Ce fromage a I’intérieure a I’image typique d’un fromage suisse qui possede des trous de gaz

régulier de la taille d’une noix résultant de la consommation d’acide lactique et sa libération
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en gaz carbonique ce qui entraine la formation des bulles qui font des trous (Kongo et
Malcata, 2016b)

Figure 05 : Le fromage d’emmental (Bachmann et al., 2011).
6.1.2. Composition d’emmental

L’emmental est un fromage caractérisé par un gout doux et sucré et une saveur
noisette. 1l contient généralement une valeur trés faible en sel environ 0,5a 0,7 %, de 27,7 %

de protéines et de 35,5 % de matiere graisse (McSweeney, 2003) .
6.1.3. Fabrication de I’emmental

Ce fromage est fabriqué a partir de lait cru de vache acidifié avec des bactéries
thermophiles mixtes constituent de Streptococcus thermophilus et d’une Lactobacillus sp
(Fox et al , 2017)

Premierement, le lait est chauffé a 30 °C ensuite coagulé avec la présure de veau afin
que le coagulum soit découpé en petite morceaux puis cuit a 55 °C. Ensuite, le caillé et le
lactosérum sont déplacés dans des moules ou le lactosérum est éliminé. Une fois le caillé
refroidit, la fabrication d’acide par les micro-organismes qui sont en sommeil au moment de
cuisson recommence, en complétant ainsi la fermentation du lactose et des monosaccharides

constitutifs dans le fromage.

Les moules sont salés a sec et conservés dans des chambres froides (10- 15 °C) durant
10 a 14 jours jusqu’a la formation d’une crofite lisse pour étre déplacés dans des chambres
chaudes (20 a 24 °C) pendant 3 & 6 semaines jusqu’a la formation adéquate des yeux. Enfin

I’emmental est affiné a environ 7 °C durant encore 1 ou 2 mois ( Fox et al , 2017).
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6.2. Gruyere
6.2.1. Définition du Gruyeére

Le gruyere est un fromage a pate ferme pressée cuite de type suisse qui est

probablement le plus connu et le plus consommé dans le monde (Hartmann et al., 2017).

Ce fromage est traditionnellement fabriqué a partir de lait cru de vache, qui présente
un faible gonflement avec un talon convexe et une saveur plus forte. Généralement le gruyere
a une crodte dure, frotté, grenée et seche de couleur jaune dorée a brun avec une texture lisse
plus compacte et dense (Hartmann et al., 2017 ; Kongo et Malcata, 2016b;Réference a la

publication du cahier des charges, article 5, paragraphe 7, du régalement (CE), 2006) .

Figure 06 : fromage de gruyére (Hartmann et al., 2017).

6.2.2. Composition du gruyére

Selon Fox et al., (2017), le fromage gruyére a pate pressé cuite est trés riche en
plusieurs composants notamment : les protéines environ 30 %, les graisses 30% et de sel
1,1%

6.2.3. Fabrication du gruyeére
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Le gruyere est fabriqué a partir de lait de vache non pasteurisé acidifié avec des
levains constitués de bactéries lactiques thermophiles de I’espece S.thermophilus, Lb
.dealbrueckii.ssp et Lb.helveticus (Hartmann et al., 2017 ; Foxet al, 2017) .

Tout d’abord, le lait est chauffé a 31 °C puis coagulé avec la présure de veau pendant
30 a 50 minutes ; une fois la coagulation terminée, ce dernier est découpé sous forme d’un
grain de blé puis ébouilli & une température entre 54 et 59 °C. Ensuite ce caillé est transfére

dans des moules et pressés au moins 16 heures afin d’assurer une bonne cohésion des grains.

Aprés le démoulage, les fromages sont salés immeédiatement soit a sec soit par

immersion dans une saumure a une température de 12 a 20 °C.

Enfin, le gruyére est stockée dans des caves d’affinages a une température de 12 a 18

°C pendant au moins 5 mois (Hartmann et al, 2017)
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1. Objectif

Notre étude expérimentale est effectuée au niveau du laboratoire de recherche antibiotique,
antifongique : physico-chimie, synthése et activité biologique LAPSAB de la faculté des
sciences de la nature et de la vie, université Abou Bekr-Bekaid-Tlemcen. Le but de ce travail
pratique est de tester d’éventuel effet inhibiteur de deux fromages artisanaux, le gruyere et
I’emmental, sur 1’o-amylase pancréatique. Cette derniére est une enzyme clé dans le

traitement du diabéte sucré.

2. Fromage

Nous avons utilisé dans notre étude deux
fromages a base de lait de vache de type gruyére et
emmental. Ces deux produits sont des préparations
artisanales et ils ont été achetés auprés du magasin
« Les délices de Grand-Mere » situé a Tlemcen en
Mars 2023. Le magasin est spécialisé dans la

préparation artisanale d’une grande variété de

-2 ' b i
;—g. —— >

fromages. n - T
Figure 7: fromages étudiés

(@) gruyere, (b) emmental

3. Préparation des extraits de fromages

3.1. Extrait de gruyere

Pour le I’extrait de gruyeére, 2g de fromage sont coupés en petits morceaux et melanges
dans un tube avec 10ml de solution tampon phosphate (0,02M, pH 6,9). L’ensemble est bien

agité afin d’extraire le maximum de molécules.

Le tube est recouvert de papier aluminium et laissé reposer pendant 24H a température
ambiante. Apres, le mélange est centrifugé pendant 10mn a 4000rpm. Le surnageant contient
la majorité des molécules solubles et il est, donc, utilisé pour évaluer I’effet inhibiteur du

Camembert sur I’a-amylase.

3.2. Extrait d’emmental
Pour le I’extrait d’emmental, 2g de fromage sont coupés en petits morceaux et mélanges
dans un tube avec 10ml de solution tampon phosphate (0,02M, pH 6.,9). L’ensemble est bien

agité afin d’extraire le maximum de molécules.
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Le tube est recouvert de papier aluminium et laissé reposer pendant 24H a tempeérature
ambiante. Apres, le mélange est centrifugé pendant 10mn a 4000rpm. Le surnageant contient
la majorité des molécules solubles et il est, donc, utilisé pour évaluer I’effet inhibiteur de

I’emmental sur I’a-amylase.

4. Caractérisations des fromages

4.1. Mise en évidence des acides aminés a la ninhydrine

La ninhydrine (2,2- dihydroxyindan-1,3-dione) est un composé aromatique utilisé

comme révélateur des acides aminés.

Mettre 1 ml de I’extrait (1 ou 2) dans un tube a essai, puis y ajouter 1 ml de la solution de
ninhydrine (1% dans I’acétone). Chauffer ensuite au bain marine. Si une coloration violette-

bleue apparait le test est positif et confirme la présence d’acides aminés (Ninhydrine, 2009).

4.2. Mesure de pH
Le pH est déterminé a 1’aide d’un pH-métre de type "Inolab”, en introduisant directement

la sonde dans I’échantillon a analyser a une température de 20°C.

4.3. Détermination de la concentration massique
Iml d’extrait du fromage (1 et 2) est mis séparément dans un tube de poids initial connu
(Po). Le contenu du tube est séché a 1’étuve. Apres séchage complet le tube est de nouveau

pesé afin de déterminer P,. Cette opération est répétée trois fois.
La concentration massique des extraits est calculée en suivant 1’équation ci-dessous ;
C= (Pl-Po)/V

C : concentration massique en g/l (mg/ml)
V : volume de I’extrait a sécher en 1
Po : poids initial du tube (vide) en g
P1 : poids du tube contenant I’extrait sec en g
44. Dosage des protéines
4.4.1.Principe
Le dosage des protéines se fait par la méthode de Biuret selon Henry et al., (1974). En

solution alcaline les protéines forment avec les ions cuivriques un complexe coloré
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d’absorbance mesurable 4 540 nm. La détermination des différentes concentrations se fait en

se basant sur une droite d’étalonnage du sérum albumine bovine (SAB).
4.4.2. Dosage

Etape 1 : préparation du réactif de Biuret pour 250 ml d’eau distillée.

* Solubiliser 11,5g de NaOH dans 150 ml d’cau distillée.

* Ajouter les réactifs suivants successivement au mélange précédent : 0,28 g de CuS0O4, 0,259

de Kl et 1,489 de tartrate double sodium potassium.

* Ajuster le volume a 250 ml par I’eau distillée.

Etape 2 : préparation de la SAB.

* Peser 0,2 g de la SAB dans 20ml d’eau distillée.

* Réaliser des dilutions en cascades.

Etape 3 : préparation des extraits

* Solubiliser I’extrait (total ; acétone) dans I’eau distillée.

Etape 4 : dosage

* Préparation une série de tubes, extraits, blanc et SAB. Prévoir 3 tubes (essais) pour chaque

extrait ou pour la SAB.

e Dans les tubes, mettre 100 ul de la solution a doser (extrait ou SAB) et 1 ml du réactif de

Biuret.
* Le réactif de Biuret est utilisé comme blanc pour calibrer le spectrophotometre.

* Les tubes sont incubés a I’ombre pendant 30 minutes, puis I’absorbance est lue a 540nm.
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4.4.3. Expression des résultats

Pourcentage (%) = [(C x V) / p] x 100

C : concentration en protéines de I’extrait en « g/l » (déterminée graphiquement).
V : volume de I’eau distillée en « | ».
P : la prise d’essais « g ».
Pourcentage : taux de protéine.
La figure 8 représente la courbe de corrélation entre 1’absorbance et la concentration

en BSA par la méthode au réactif de Biuret. Le graphe montre une linéarité entre 1’absorbance

a 540 nm et la concentration utilisée de BSA mg /ml.
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R*=0,9995
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o
N
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovine

5. Evaluation de I’effet inhibiteur des extraits du fromage sur I’a-amylase

5.1. Réactifs utilisés

5.1.1. Solution tampon phosphate (0,02M ; pH=6,9)

29



Matériels et méthodes

La solution tampon se prépare en mélangeant deux solutions, acide (A) et base (B), La
solution A est monobasique (NaH,PO,) (M=119,98g/mol) et B dibasique (Na;HPO4)
(M=141,96 g/mol) a 0,02 M et pH final de 6,9.

2,40g du composé A ajuster a I’eau distillée jusqu’a 1 litre.
2,84g du composé B ajuster avec a I’eau distillée jusqu’a 1 litre.
5.1.2. Solution d’a-amylase

L’enzyme utilisée est a-amylase (E.C.3.2.1.1) du pancréas du porc (PPA) sous forme
lyophilisée (Fluka), son poids moléculaire est de 13000 Da, avec une activité spécifique de 13
Ul/mg, conservée a + 4°C. 6 mg de PPA sont solubilisés dans 20 ml de solution tampon
phosphate (0,02 M ; pH= 6,9), la solution obtenue contient une activité a- amylasique de 3,9
Ul/ml, L’optimum de [’activité a-amylasique d’origine porcine est a pH= 6,9 pour une

température de 37C°.
5.1.3. Solution de substrat

Le substrat de cette catalyse est I’amidon soluble. 1 g d’amidon est solubilisé dans
100ml de Tampon phosphate additionné de NaCl a 6mM. Le tout est chauffé jusqu’a
ébullition sur plaque chauffante agitatrice. Aprés 10 min, la solution est refroidie et le volume

est de nouveau ajusté a 100ml.
5.1.4. Réactif de DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)

1g de DNSA est dispersé dans 40 ml d’eau distillée, a cette solution 30g de tartrate
double de sodium et potassium sont ajouter sous agitation. La solution obtenue est de couleur
jaune opaque. L’addition de 20 ml d’une solution de NaOH 2 N rend le réactif limpide avec
une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée. Le réactif

obtenu est conservé a 1’abri de la lumiére et a 4C°.
5.1.5. Solution de ’acarbose
L’acarbose « Glucobay®50 » est utilisé dans cette expérience comme molécule de

référence, afin de comparer son activité vis-a-vis d’a-amylase par rapport a celle des extraits.

30



Matériels et méthodes

Un comprimé de 50 mg est solubilis¢ dans le tampon phosphate, afin d’avoir une

concentration de 1 mg /ml d’acarbose.
5.2. Mode opératoire
Cette méthode est réalisée selon le protocole de Thalapaneni et al., 2008 avec modification :

On prépare une gamme de concentration (dilution en cascade), et on teste 1’effet de chaque

concentration de I’extrait sur ’activité d’a-amylase.

» Tube blanc (pour le contrdle) : 1 ml solution tampon +0,5ml solution d’amidon

» Tube blanc (pour les extraits) :0,5 ml solution tampon +0,5ml solution d’extrait +0,5 ml

solution d’amidon.

* Tube contrdle : 0,5 ml solution tampon
+0,5 ml d’amidon + 0,5 ml de solution

enzymatique.

e Tube essai : 0,5 ml solution d’amidon
+0,5 ml solution d’extrait +0,5 solution ==

enzymatique.

+ Agier les tubes et incuber pencint I

15 minutes & 37C°. Figure 09 : Coloration des tubes aprés 1’ajout du
DNSA.

» Apres incubation, on ajoute 1 ml de
DNSA et on place les tubes dans un bain marie bouillant pendant 8 minute a 100 C°, pour

stopper les réactions enzymatiques.

« Afin de stopper la réaction entre le produit et DNSA on posséde a un choc thermique en

déposant les tubes dans un bain d’eau glacée.
» Mesure les densités optiques au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 540 nm.

*Le calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration d’extrait ou d’acarbose par

rapport au contréle (sans inhibition) se fait selon la forme suivante :

% d’inhibition d’a-amylase = [(A contrdle-A échantillon) /A controle] x 100 31
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» A controle : absorbance contréle ; A échantillon : absorbance échantillon

« |C50: la concentration inhibant 50% de [D’activit¢ enzymatique. Elle est calculée

graphiquement.
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1. Caractérisation des extraits

Notre étude expérimentale est basée sur des mesures, Les résultats de cette étude ont été

regroupés dans un tableau qui porte les points suivants :

v’ Lateneur en protéine.
v' Le paramétre physico-chimique (pH).
v' La concentration massique.

v" La mise en évidence des acides aminés

Tableau 2 : quelques caractéristiques des extraits

Gruyere Emmental
La teneur en protéine % 6,31 £0,170 7,61+0,172
pH 5,2 5,92
La concentration massique mg/ml 42,33+27,39 51,3+26,95
Acides aminées Présent Présent

1.1. La teneur en protéine

Les résultats de tableau (2) indiquent, la teneur en protéine des deux types de fromages

le gruyere et I’emmental.

En outre, La teneur en protéine du gruyére est de 6,31 + 0,170%. De méme, la teneur

en protéine de I’emmental est de 7,61 £ 0,172%.

En comparant les deux résultats, nous pouvons conclue que la teneur en protéine de

I’emmental est plus élevée que celle du gruyeére.

La teneur en protéine des fromages peut varier en grande partie, de type de lait utilisé,
généralement le lait de vache est le lait le plus habituellement utilisé dans la fabrication de
fromage et est compose a la moyenne de 32 g/kg de protéine (guinée et al., 2018), tandis que
le lait de chevre contient environ 30,8g/kg de protéine. Cela indique que les fromages de
chévre possedent une teneur en protéine, faiblement plus élevé que les fromages de vache

(Guinée et al.,2018 ; Sanchez-Macias et al., 2018). Cette teneur peut aussi varier selon les
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races, 1’espéce animale, la saison et 1’alimentation (Guinée et al., 2018 ; Bidot Fernandez,
2017).

De méme, la méthode de production peut aussi influencer la teneur en protéine de
fromage (guinée et al., 2018). Par exemple : le fromage frais de chevre possede environ 11%
de protéine, alors que le fromage de chévre affiné contient environ 20% a 25% de protéine.
Cela est di au fait que les fromages frais subissent des procedés de maturation et de

dégradation de protéine moins que les fromages affinés (Masweeney et Sousa., 2000).

D’autre part, le cottage est un fromage qui posseéde environ 12% de protéine, et qui est
fabriqué en coagulant le lait avec un acide préférablement qu’avec la présure. Cette technique
de fabrication permet de garder une quantité en protéines trés élevée que les autres fromages
frais (Guinée et al., 2018).

En effet, plusieurs auteurs ont confirmé que les techniques de fabrication des fromages
dures peuvent aussi affecter leur teneur en protéine ou certains fromages dures subissent un
moment de pressage plus long, ce qui élimine une partie de I’humidité et par conséquence,
peut entrainer une concentration tres élevée en protéine. D’autre part, d’autres fromages sont
soumis a des lavages ou une quantité de protéine peut étre éliminée, ce qui peut provoquer

une teneur relativement plus faible en protéine (Fox et al., 2017).

Finalement les variations régionales qui peuvent étre également, un facteur important

qui peut influencer la teneur en protéine des fromages a pate pressé (Monségur et al., 2015).
1.2. pH

Les résultats sur le tableau 2, montrent, que le pH d’emmental est élevé que celui du

gruyere. Il est égal a 5,92 pour le premier et 5,2 pour le deuxiéme.

Le pH est une propriété essentielle des fromages, qui affectent principalement leur
godt, leur duré de conservation, mais ainsi leur texture. En effet, les fromages peuvent avoir
des pH variables en fonctions de leur type, leur technique de fabrication et leur duré
d’affinage (Fox et al., 2020).

D’une part, les fromages a pate pressee comme: le gouda ou le cheddar ont
généralement, un pH situé entre 5,2 et 5,5. leur acidité plus élevé aide a augmenter leur

période de conservation et leur donner une saveur trés prononcée (Fox et al., 2020).
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En outre, le pH des fromages varie en fonction de leur durés d’affinage comme le
comté qui a un pH de 5,2 quand il est jeune et qui peut diminuer a 4,5 suite a un affinage de
plusieurs mois (Fox et al., 2020).

En conclusion, le pH n’est pas toujours le seul facteur qui affecte le goQt et la texture
des fromages, mais plusieurs facteurs comme la qualité du lait utilisé, les conditions
d’affinages et la méthode de production, peuvent aussi avoir une tres grande influence
(Montel et al., 2014).

1.3. Concentration massique

Les résultats de cette étude montrent que, la concentration massique de 1’emmental
(53,33 mg/ml) est plus élevée que celle du gruyere (42,33 mg/ml). Cela veut dire que les
constituants de I’emmental sont plus solubles dans la phase aqueuse en comparaison avec le

gruyere. Ici, la composition est le premier responsable de cette solubilité.

Les variations de la concentration massique des fromages, peuvent étre influencées par
plusieurs facteurs notamment : la qualité de lait utilisé (Kanakis et al., 2016). En outre, les
¢tapes de processus de fabrication du fromage comme la coagulation du lait, 1’égouttage, le
pressage et I’affinage peuvent également affecter la concentration massique des constituants

du fromage comme la période d’affinage (Mucchetti et al .,2019) .

La période d’affinage du fromage peut influencer ainsi sa concentration, au fur et a
mesure que le fromage vieillit, quelques constituants se dégradent, ce qui peut provoquer des
changements dans la qualité en matiére grasse, en protéines et en eau, par exemple les
fromages a péte dure tel que le parmesan ont une concentration massique tres élevee en

graisse et en protéines aprés une longue période d’affinage (Mcsweeney et al., 2017).
2. Effet antidiabétique des extraits de fromage
2.1. Acarbose

Le graphe ci-dessous (figure 10), représente le pourcentage d’inhibition d’a-amylase

par I’acarbose, la molécule de référence.
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Figure 10 : Représentation graphique de I’effet inhibiteur de I’acarbose sur I’a- amylase.

Dans cette étude, nous remarquons que 1’acarbose présente un, pourcentage

d’inhibition relativement trés élevé avec une ICso de 0,16 mg/ml.

L’acarbose posséde un puissant effet inhibiteur contre 1’a-amylase, car I’acarbose est une
molécule dont I’efficacité est déja prouvée. C’est le principe actif d’un médicament qui est
utilisé dans le traitement du diabéte et qui inhibe de maniere réversible les a-glycosidases et
a-amylases intestinales (Faure, 2017; Scheen, 2015). Ce effet, peut retarder I’absorption des
sucres complexes de maniére que les pics d’hyperglycémie post prandiale se réduisent et

s’étalent dans le temps (Khalfa et al., 1998).
2.2. Gruyere et emmental

Les deux graphes ci-dessous (figure 11 et 12) représentent le pourcentage d’inhibition

d’a-amylase en fonction des concentrations des extraits de fromage, gruyere et emmental.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré un pouvoir d’inhibition avec des

valeurs d’ICsp de 25,9 mg/ml, et 38,5 mg/ml respectivement,
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Tableau 03 : Valeurs des IC50 des extraits de fromage et 1’acarbose

Gruyeére Emmental Acarbose

ICs0 en mg/ml 38,5 25,9 0,16

Martini et al., (2021) ont étudié I’effet inhibiteur des peptides du fromage du parmesan
sur I’activité enzymatique des amylases, des glucosidases et ainsi les dipeptidyl-peptidase-4
(DPP-4) avec une valeur d’ICso d’ordre de 49,5+0,5 umol/L , qui est relativement elevé par
rapport au gruyere et I’emmental étudiés dans ce travail. De méme, Patil et al., (2015) ont
souligné un effet inhibiteur des extraits des protéines du lait sur les a-glucosidases avec une

valeur d’ICsg de 3,5, 4,5 mg/ml qui est généralement tres faible par rapport a nos résultats.
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Figure 11 : Représentation graphique de I’effet inhibiteur de 1’extrait de gruyére sur ’a-
amylase

Le diabete sucré est une maladie métabolique chronique, qui est defini par une
production défectueuse d’hormone d’insuline et par conséquence une élévation de taux de
sucre dans le sang. Cette maladie est devenue actuellement 1’une des principales problémes de

santé humaine dans le monde entier (Patil et al., 2015). En effet plusieurs études confirment
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que I’inhibition des a- amylases et a-glucosidases jouent un role efficaces dans le traitement
de cette maladie (Patil et al., 2015) .

L'emmental
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Figure 11 : Représentation graphique de 1’effet inhibiteur de ’extrait d'emmental sur I’a-

amylase.

En outre, beaucoup des médicaments comme : ’acarbose, le miglitol et le miglitate
sont considérés comme des traitements thérapeutiques chez les patients diabétiques, mais
’utilisation chronique de ces médicaments entraine beaucoup des effets secondaires tel que :
les nausées et les diarrhées, les crampes abdominales, la prise de poids et un risque élevé de
pancréatite ; alors que la plupart des personnes peuvent méme ne pas les tolérées (EI-Sayed et
Awad, 2019).

Pour ces raisons une approche thérapeutique naturelle dans la prévention et la prise en
charge de diabéte sans effets est devenue aujourd’hui, 1’objet de recherche de la thérapie
naturelle de cette maladie (Patil et al., 2015 ; Korhonen, 2009).

Depuis I’antiquité, le lait est une molécule naturelle produite par les mammiferes
femelles qui est consommée grace a sa valeur nutritionnelle. En plus de sa richesse en lipides,
glucides, et protéines. Ce dernier, contient une grande variété de peptides bioactifs qui offrent
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beaucoup des bienfaits pour la santé (EI-Sayed et Awad, 2019; Pougheon & Goursaud, 2001;
Genéve, 2008) .

Par définition, ces peptides bioactifs sont des fragments spécifiques de protéines qui
sont inactifs au sien de la protéine mére, et qui sont présentés dans les protéines de toutes les
especes laitieres comme : les vaches, les chevres etc... mais aussi dans plusieurs produits
laitiers fermentés tel que : le yaourt, le lait caillé et le fromage (El-Sayed et Awad, 2019;
Poth et al., 2008). Ces derniers pouvant étre libérés des protéines de lait par voie gastro-
intestinale, digestion du lait ou par maturation ou fermentation de lait avec des ferments
protéolytiques (El-Sayed et Awad, 2019; Korhonen, 2009) , et une fois que se sont libérés et
absorbés dans le corps, ces peptides peuvent exercer de multiples activités physiologiques
comme antioxydant, antimicrobienne, antihypertenseur, mais également la régulation de la
glycémie poste prandiale et la sécrétion d’insuline (El-Sayed et Awad, 2019; Patil et al.,
2015).

En effet, DI’activité biologique de ces peptides bioactifs du fromage résident
principalement dans leur longueur de la séquence et sa composition inhérente en acides
aminés. La taille de ces séquences est généralement variable de 2 a 20 résidus d’acides aminés
(Patil et al., 2015 ; Korhonen, 2009). En outre plusieurs études récentes suggeérent que ces
peptides jouent un réle essentiel dans le contréle et la réduction du risque de syndrome
métabolique lié au diabete a travers plusieurs mécanismes (El-Sayed et Awad, 2019;
Korhonen, 2009).

De plus, ces peptides bioactifs du fromage peuvent inhiber 1’activité de la DPP-4, qui
est une enzyme intervenant dans la dégradation des incrétines (GIP et GLP-1), hormones qui
favorisent la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas. Cependant I’inhibition de
cette enzyme augmente la demi-vie d’incrétines, ce qui favorise les activité hypoglycémiantes
de ces deux enzymes (Patil et al., 2015 ; Réhrborn et al., 2015 ; Opinto et al., 2013).

Plusieurs études scientifiques confirment que les peptides bioactifs dérivés de
protéines du lait possedent un puissant effet dans I’inhibition des a- glucosidase car ces
dernier agissent comme des inhibiteurs competitifs qui peuvent se lier au site actif de cette
enzyme par des liaisons hydrophobes, en provoquent ainsi I’inhibition de cette enzyme au
niveau de tube digestif (EI-Sayed & Awad, 2019 ; Patil et al., 2015). Nous pensons que les
extraits étudiés dans ce travail pourraient agir d’une facon similaire en inhibant 1’a-amylase

c'est-a-dire par inhibition compétitive.
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A la lumiére du présent travail, I’effet inhibiteur des extraits de fromages a pate cuite

reste  non négligeable et mérite d’étre reconduit par d’autres travaux.
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Conclusion générale

Le gruyére et I’emmental sont deux fromages a pate pressee cuite de type suisse qui
sont aujourd’hui trés populaire et appréciés a 1I’échelle mondial non seulement pour leur godt
mais également pour leur valeur nutritionnelle. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre
¢tude qui a pour le but de tester d’éventuel effet inhibiteur de ces deux fromages sur I’a-

amylase pancréatique porcine.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que ces fromages ont un pouvoir
inhibiteur sur I’a-amylase avec des valeurs d’IC50 de 1’ordre IC= 25,9 mg/ml et 38,5 mg/ml.
Le pH des extraits est de I’ordre de 5,92 pour I’emmental et 5,2 pour le gruyére. Ce dernier
présente une teneur en protéine égale a 6,31 £0,170% alors que pour I’emmental elle est de

I’ordre de 7,61+0.172%.

Les recherches sur ces produits laitiers notamment les molécules bioactives qui se

retrouvent dans les fromages méritent d’étre approfondies par d’autres études :

e FEtudes des autres effets biologiques de ces fromages comme antioxydant,
antimicrobien ...et leurs mécanismes d’action ;

o ldentification des principes actifs présents dans les extraits de fromages et
responsables des effets biologiques ;

e Evaluation des effets antidiabétiques de peptides bioactifs de ces fromages in vivo ;

e Evaluer les effets biologiques d’autres qualités de fromages.
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