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Résumé

Le fromage apporte de nombreuses vitamines a notre organisme.ll est source de
calcium, de phosphore, détient des propriétés immunostimulantes et possede d’autres effets

biologiques.

Dans cette optique, cette étude porte sur I'évaluation des propriétés antidiabétiques de
deux types de fromages a pate dure, I'Edam et le Gouda. Nous nous sommes particuliérement

intéressés a leur capacité a inhiber l'enzyme a-amylase.

Deux extraits ont été préparés a partir de ces fromages en utilisant une solution tampon
phosphate (0,02 M, pH 6,9).1ls sont testés et caractérisés. Les résultats montrent un pH de
5,49 et 5,95 pour ’Edam et le Gouda respectivement. Les protéines sont de I'ordre de

9,14+0,38 % pour ’Edam et 4,56+0,02% pour le Gouda.

Les résultats obtenus démontrent un effet inhibiteur de I'a-amylase, avec des valeurs
d'IC50 de 70,66 mg/ml pour I'Edam et de 49,29 mg/ml pour le Gouda. Cet effet inhibiteur est
considéré comme modéré par rapport a plusieurs autres inhibiteurs, y compris I'Acarbose, une
molécule de référence de cette étude ayant une IC50 de 0,16 mg/ml, qui a un effet

significativement supérieur par rapport aux extraits.

En conclusion, les résultats de cette étude révélent un effet inhibiteur modéré de l'a-

amylase par les extraits préparés a partir des fromages Edam et Gouda.

Mots clés : a-amylase, diabete, hyperglycémie postprandiale, fromage a pate dure,
Edam, Gouda



Abstract

Cheese provides many vitamins to our body. It is a source of calcium, phosphorus, has

immunostimulant properties and has other biological effects.

With this in mind, this study focuses on the evaluation of the antidiabetic properties of
two types of hard cheese, Edam and Gouda. We were particularly interested in their ability to

inhibit the a-amylase enzyme.

Two extracts were prepared from these cheeses using a phosphate buffer solution
(0.02 M, pH 6.9). They are tested and characterized. The results show a pH of 5.49 and 5.95
for Edam and Gouda respectively. The proteins are around 9.14+0.38% for Edam and
4.56+0.02% for Gouda.

The results obtained demonstrate an inhibitory effect on a-amylase, with 1C50 values
of 70.66 mg/ml for Edam and 49.29 mg/ml for Gouda. This inhibitory effect is considered
moderate compared to several other inhibitors, including Acarbose, a reference molecule in
this study with an 1C50 of 0.16 mg/ml, which has a significantly greater effect compared to

extracts.

In conclusion, the results of this study reveal a moderate inhibitory effect of a-amylase

by the extracts prepared from Edam and Gouda cheeses.

Key words:a-amylase, diabetes, postprandial hyperglycemia, hard cheese, Edam,
Gouda
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. INTRODUCTION



INTRODUCTION

Le diabete est une maladie chronique qui touche un nombre croissant de personnes dans le
monde entier. Le contr6le de la glycémie est essentiel pour prévenir les complications
associées a cette pathologie (Zimmet et Alberti, 2001). L'a-amylase, une enzyme impliquée
dans la digestion des glucides complexes, joue un rdle crucial dans la régulation des niveaux
de glucose dans le sang. Par conséquent, la recherche de nouvelles approches thérapeutiques
visant a inhiber l'activit¢é de l'a-amylase est un domaine d'étude important (Agarwal et
Gupta, 2016).

Dans ce contexte, I'utilisation de produits alimentaires tels que le fromage a péate dure
en tant qu'inhibiteurs de I'a-amylase pourrait étre une option plus abordable et accessible pour
les personnes atteintes du diabete (Zepeda-Hernandez, 2021).

Plusieurs varietés de fromages a pate dure existent dont nous nous intéressons a
I'Edam et le Gouda. Ces fromages sont reconnus pour leur composition nutritionnelle riche en
proteines et en matiéres grasses (Slamani et al., 2021), mais peu d'informations sont
disponibles sur leur potentiel inhibiteur d'a-amylase (Mitri, 2019). Ces études revétent une
grande importance clinique, car la découverte d'inhibiteurs naturels d'a-amylase dans les
aliments pourrait offrir une alternative aux traitements médicamenteux traditionnels pour le

contréle de la glycémie (Alvarez-Bueno, 2019).

Du fait, l'objectif de notre recherche est dévaluer si le fromage a pate dure,
spécifiqguement I'Edam et le Gouda, présente des propriétés inhibitrices sur l'a-amylase et ce
par la réalisation d’une série de manipulations commencent par la préparation des extraits,
leur caractérisation et en dernier lieu les tester en présence de l'a-amylase. Le présent travail
est réalisé au sein du laboratoire Antibiotiques, Antifongiques, physico-chimie, activités

biologiques et synthese de la faculté SNV-STU, université de Tlemcen.

Au cours des prochaines sections, nous présenterons une revue de la littérature sur le
diabete, l'a-amylase et les inhibiteurs naturels de cette enzyme et enfin les fromages. Nous
décrirons ensuite notre méthodologie expérimentale pour évaluer l'effet inhibiteur de I'Edam

et du Gouda sur l'activité de I'a-amylase. Enfin, nous discuterons les résultats obtenus.
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CHAPITRE | a-amylase et diabéte

l. a-amylase

1. Définition et fonctions de I'a-amylase

L’a-amylase est une enzyme qui catalyse I'hydrolyse des liaisons a-1,4-glycosidiques
dans les polysaccharides (glucides complexes), tels que lI'amidon pour produire des molécules
du sucre plus simples et plus absorbables, principalement le glucose, le maltose et d'autres
petits oligosaccharides, qui peuvent étre utilisés par l'organisme comme source d'énergie.
Cette enzyme est largement répandue dans la nature, ou se produite par divers organismes,
dont les animaux, les plantes et les micro-organismes (Chandra et al., 2021 ; Rahman et al.,
2020).

L'a-amylase est une enzyme digestive majeure qui joue un rdle crucial dans la
digestion et le métabolisme des glucides dans le corps humain et chez les animaux (Kumar et
al., 2018 ; Rajendran et al., 2018). Cette enzyme est produite par le pancreas et les glandes
salivaires en réponse a l'ingestion d'aliments, et est essentielle a la digestion des glucides dans
I'intestin gréle (Mandey et al., 2021).

Pendant la germination des graines, l'a-amylase est également synthétisée et sécrétée
par la couche d'aleurone, qui décompose I'amidon stocké en glucose, fournissant ainsi de

I'énergie a la plantule en développement (Rao et al., 2022).

2. Structure et classification de I’a-amylase

2.1. Structure moléculaire générale et composition de I'a-amylase

L'a-amylase est une protéine globulaire de forme sphérique, d'un diametre d'environ
50 A et un poids moléculaire d'environ 50 kDa. L'enzyme est composée d'une seule chaine
polypeptidique constituée de 496 résidus d'acides aminés, pliée en une structure

tridimensionnelle compacte (Wang et al., 2022 ; Qamar et al., 2021).

L’enzyme est composée de trois domaines principaux (figure 1), un grand domaine
central catalytique "A", qui est responsable de la décomposition des substrats, entouré de deux
domaines plus petits de chaque c6té. Le domaine "B" de liaison au substrat, qui les
positionnant pour la catalyse, situé a la partie N-terminal avec le domaine "A". Le domaine
"C" dautre part, qui est impliqué dans la stabilisation de la structure enzymatique et la
régulation de son activité, est situé a la partie C-terminal (Banerjee et al., 2021 ; Dijkstra et
Dijk, 2014).
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CHAPITRE | a-amylase et diabéte

\ Domain B

Domain C

Figure 1: Structure tridimensionnelle de ’a-amylase (Moreira et al., 2020).

Le domaine central "A" a un pli alpha/béta hydrolase typique, constitué d'une feuille
béta centrale a sept brins entourée de huit hélices alpha. Le site actif de l'a-amylase est situé
dans une crevasse profonde formée de deux boucles, connues sous le nom de "triade
catalytique” composée des residus Aspl97, Glu233 et Asp300, qui jouent un rdle essentiel

dans I'hydrolyse des liaisons glycosidiques (Qiao et al., 2020 ; Vanderberghe et al., 2015).

L’a-amylase peut exister sous diverses formes moléculaires telles que des monomeres,
des dimeres et des triméres, avec divers degrés de stabilité et d'activité (Kurasin et Vind,
2018).

2.2. Classification et types d'enzymes a-amylases

Les a-amylases peuvent étre classées en fonction de leurs origines en trois catégories.
La figure 2 illustre six structures d'a-amylases en fonction de leurs origines montrant leur
repliement conservé. On observe celles de a-amylase de B. subtilis (Fujimoto et al., 1998),
de B. licheniformis (Machius et al., 1998), d” Aspergillus, A. niger et A. oryzae (Vujicic-
Zagar et Dijkstra, 2006), de Sus scrofa (porc) (Maurus et al., 2008) et de Homo sapiens
(pancréatique) (Machius et al., 1996).

Les propriétés selon I'origine sont détaillées dans la suite et sont résumées sur le

tableau 1.

16



CHAPITRE I a-amylase et diabéte

¥ o
{.: y
b

- ¢
S. scrofa H. sapiens
Mo-helix W3-10 o—-helix ~ pf-sheet WCoil = Turn EMCalcium

Figure 2: Six structures d'a-amylases en fonction de leurs origines
2.2.1. a-amylases microbiennes

Les microorganismes tels que les bactéries et les champignons sont une source
courante d’o-amylases microbiennes, qui ont une large plage du pH, peuvent fonctionner dans
des conditions acides et alcalines. De plus, elles sont également thermiquement stables et
peuvent fonctionner a des températures élevées (Ali et al., 2020). En en raison de ces
propriétés, ces enzymes microbiennes sont utilisées dans diverses applications industrielles

alimentaires et biotechnologique (Gupta et al., 2019).

Les a-amylases microbiennes sont classées en deux types, en fonction de leur source:

l'a-amylase bactérienne, l'a-amylase fongique.
2.2.1.1. a-amylases bactériennes

Les a-amylases bactériennes sont produites par des bactéries telles que Bacillus,
Streptomyces et Thermus et sont principalement localisées a la fois de maniere intra et
extracellulaire (Kumar, et al., 2020). Ces enzymes présentaient une large gamme de valeurs
optimales de pH et de température, ce qui les rendait adaptées a diverses applications
industrielles, tels que la production du sirop de glucose, de maltodextrines et d'éthanol
(Guptaet al., 2019).
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2.2.1.2. a-amylases fongiques

Les a-amylases fongiques sont produites par des champignons tels qu’Aspergillus,
Rhizopus et Penicillium et sont généralement situées dans l'espace extracellulaire (Dotsenko
et al., 2020). Ces enzymes sont largement utilisées dans l'industrie de la boulangerie pour
améliorer la texture et la durée de conservation du pain. Les a-amylases fongiques sont
caractérisées par leur haute spécificité de substrat et elles ont une gamme plus large
d'optimums de pH et de température (Vihinen et al., 2019 ; Pandey et al., 2000).

2.2.2 a-amylases végétales

Les plantes produisent également des enzymes a-amylases, qui se trouvent dans divers
tissus végetaux tels que les graines et les feuilles. Ces enzymes sont impliquées dans divers
processus physiologiques tels que la germination des graines, le métabolisme de I'amidon et

les mécanismes de défense des plantes (Kim et al., 2015).

Les a-amylases vegétales ont des profils du pH et de température différents selon les
especes et les tissus ou elles sont exprimées, mais generalement elles sont plus actives dans
des conditions du pH neutres a légerement acides, et elles sont également sensibles aux

températures élevées (Farias et al., 2021).
2.2.3. a-amylases animales

Les a-amylases animales sont également présentes chez divers animaux et les
humains. Ces enzymes participent principalement a la digestion des glucides et sont classées
en trois types, en fonction de leur localisation: la salive, le pancréas et les lysosomes (Islam et
Parvin, 2018).

2.2.3.1. L’a-amylase salivaire

L’a-amylase salivaire, est produite dans les glandes salivaires des mammiferes et est
impliguée dans les étapes initiales de la digestion et la régulation du métabolisme des glucides

dans la cavité buccale (Granger et al., 2012).
2.2.3.2. L'alpha-amylase pancréatique

L'a-amylase pancréatique, est produite dans le pancréas et est responsable de la

majorité de la digestion de I'amidon et la régulation de I'noméostasie du glucose dans l'intestin
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gréle et dont I’inhibition est considéré comme cible potentielle pour le traitement du diabete
(Carriere et al., 1997).

2.2.3.3. L’a-amylase lysosomale

L’a-amylase lysosomale, qui est une enzyme clé impliquée dans la dégradation du

glycogeéne et d'autres a-glucanes dans les lysosomes (Kishimoto et al., 2001).

Les a-amylases animales présentent des profils de pH similaires, avec une activité
optimale a un pH neutre a légérement acide et une activité réduite a des valeurs de pH
hautement acides ou alcalines. En outre, elles sont sensibles aux températures élevées (Lu et
al., 2021 ; Meléndez et al., 2020).

Tableau 1: Quelques propriétés de différents types d'a-amylase

Type a-amylase Exemples Poids Température | pH optimal Références
d’espéces moléculaire | Optimale (°C)
(kDa)
Microbienne Bacillus subtilis 45-68 50-60 6,0-7,0 (Chauhan et al.,
(Bactérienne) 2016)
Microbienne Aspergillus oryzae 25-80 55-65 4,5-5,5 (Zhang et al., 2020)
(Fongique)
Végetale Oryza sativa (Riz 40-70 30-40 4,5-6,0 (Pandey et al., 2015)
asiatique)
Zea mays (mais) 40-60 25-35 4,5-5,5 (Park et al., 2003)
Humaine Homo sapiens 55-65 37 6,7 -7,0 (Jang et al., 2018)
(Salivaire) (Humain)
Animale Bos taurus (vache) 54 37 6,7-7,5 (Gao et al., 2017)
(pancréatique)
Sus scrofa (porc) 50-70 37 6,0-7,0 (de la Hera et al.,
2019)
Humaine Homo sapiens 72-76 37 4,0-5,0 (Liu et al., 2021)
(lysosomale) (Humain)
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3. Mécanisme d’action de I'a-amylase

En général, on pense que les a-amylases sont des amylases a action endogéne qui
hydrolysent les liaisons glycosidiques a-(1-4) des polymeres du glucose en interne. Plusieurs
modeles d'action de I'amylase ont été proposés, tels que l'action aléatoire et I'action d'attaque
multiple. Ces deux modeles ont été qualifiée d'attaque unique ou dattaque multi-chaines
(Paul et al., 2021).

3.2. Attaque aléatoire

L'a-amylase peut couper de maniére aléatoire n'importe quelle liaison a-(1-4) a partir
de l'extrémité non réductrice du substrat. Cela entraine principalement la formation de

glucose, de maltose et d'a-dextrines (Scriban, 1999).
3.3. Attaque multiple ou répétitive

Lorsque l'enzyme est fixée le long de la chaine de substrat, elle peut effectuer
plusieurs hydrolyses avant de se dissocier du complexe enzyme-substrat. Cela implique un
déplacement continu de l'enzyme le long de la chaine pour cliver plusieurs liaisons

glycosidiques successivement (Kandra et al., 1997).
3.4. Mécanisme uni-chaine

Dans ce mécanisme, l'a-amylase dégrade une chaine de substrat avant de passer a une
autre chaine. L'enzyme forme un complexe actif avec le premier substrat, catalyse la réaction
et ne forme pas de nouveaux complexes actifs tant que la premiére chaine n'est pas dégradée
(Berry et Paterson, 1990).

3.5. Meécanisme multi-chaine

Les chaines de substrat sont dégradées simultanément. L'a-amylase clive les liaisons

glycosidiques de plusieurs chaines en parallele (Kandra et al., 1997).
4. Caractéristiques générales

L'activité enzymatique de l'a-amylase peut étre influencée par divers facteurs, la
température, le pH (voir tableau 1), Concentration du substrat, Concentration Enzymatique et

Molécules organique et ions métalliques.
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4.1. Température

Des températures plus basses peuvent ralentir l'activité de lI'enzyme. A mesure que la
température augmente, l'activité et la vitesse enzymatique augmente généralement jusqu'a ce
qu'elle atteigne une plage de température optimale, apres quoi l'activité commence a décliner
en raison de la dénaturation de I'enzyme (Gulzar et al., 2018 ; RizKk et al., 2015).

4.2. pH

Chaque enzyme a une plage du pH optimal selon sa source, auquel elle présente une
activité maximale. Un écart par rapport a cette plage de pH peut entrainer une diminution de
l'activité enzymatique. La dépendance au pH de l'a-amylase est attribuée aux états d'ionisation
de résidus d'acides aminés spécifiques dans le site actif de I'enzyme (Dhawan et Kaur, 2017,
Patel et al., 2017 ; Sivaramakrishnan et al., 2006).

4.3. Concentration du substrat

La concentration du substrat (amidon ou glycogene) affecte l'activité enzymatique de
I'a-amylase. Initialement, a de faibles concentrations de substrat, l'activité enzymatique peut
étre limitée en raison d'une disponibilité insuffisante du substrat (Abdel-Fattah et Soliman,
2019). L'augmentation de la concentration en substrat entraine une augmentation de l'activité
enzymatique. Cependant, a des concentrations élevées de substrat, lI'activité enzymatique peut
plafonner, indiquant que tous les sites enzymatiques actifs sont saturés de molécules de

substrat (point de saturation soit atteint) (Han et al., 2019 ; Hussain et al., 2016).
4.4. Concentration enzymatique

La concentration d'a-amylase dans le mélange réactionnel a un impact sur son
activité enzymatique. Des concentrations enzymatiques plus élevées entrainent genéralement
une augmentation des vitesses de réaction, en supposant que la concentration en substrat n'est
pas limitative (Prakash et al., 2018).

4.5. . Molécules organique et ions métalliques

L'activité de l'a-amylase peut étre affectée ou modulée par divers inhibiteurs et
activateurs spécifiques tels que des ions métalligues ou des molécules organiques. Ces
molécules peuvent se lier a l'enzyme, altérant sa conformation et affectant son activité
(tableau 2) (Shahid et al., 2020 ; Singhania et al., 2009).
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Tableau 2: Divers inhibiteurs et activateurs (organique et ions métalliques) de I'alpha-

amylase
Composé Type Effet Références
Acide Organique Inhibiteur (Johnson et al., 2019)
chlorogénique
Acétyle choline Organique Activateur (Mercier, 1985 ; Whelan
et al., 1964)
Plomb (Pb?*) lon métallique Inhibiteur (Althumiri et al., 2018)
Cuivre (Cu®") lon métallique Inhibiteur (Prakash et Bharti, 2011)
calcium (Ca?") lon metallique Activateur (Lee et al., 2018)
Magnésium lon métallique Activateur (Brown et al., 2019)
(mg*)

5. Inhibition de I’a-amylase

Les inhibiteurs de I'a-amylase sont des composés qui ont la capacité d'interagir avec
I'enzyme a-amylase et de ralentir ou bloquer son activité. Les inhibiteurs de l'a-amylase
peuvent étre d'origine naturelle telles que les plantes et les microorganismes ou synthétique, et

agir de maniére compétitive ou non compétitive (Sheng et al., 2017).

a) Les inhibiteurs compétitifs de la a-amylase ont une structure similaire a celle
de polysaccharide, qui est le substrat naturel de I'a-amylase. Ils se lient donc au site actif
de I'enzyme réversiblement, empéchant ainsi I'amidon de s'y lier et bloquent l'activité
enzymatique. Les inhibiteurs compétitifs de I'a-amylase sont l'acarbose et le miglitol.

b) Les inhibiteurs non compétitifs de 1'a-amylase se lient a un site différent de
I'enzyme par rapport au substrat. Ils modifient ainsi la structure de I'enzyme et la rendent
inactive (provoquant un changement conformationnel). Les polyphénols sont des
inhibiteurs non compétitifs de I'a-amylase (Siddiqui et al., 2012 ; Hanefeld et Schaper,
2011).

5.1. Inhibiteurs naturels

Les inhibiteurs naturels de l'a-amylase peuvent inhiber I'enzyme par différents

mécanismes tels que l'inhibition compétitive, non compétitive, tout dépend de la nature de
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I'inhibiteur et du complexe enzyme-substrat (Kulkarni et Gamanagatti, 2015 ; Bischoff,

1997).

Tableau 3: Quelques exemples d'inhibiteurs naturels de 1'a-amylase.

Famille Exemple/Type Source IC50 Références
d’inhibition
Gallate 50 pM-68,28 | (Sharma et Gupta,
) d'épigallocatéchine ) UM 2020 ; Lo Piparo et
Polyphénols | GG - Inhibition | L€ the vert al., 2008)
compétitive
Quercétine - Les oignons, | 2,1 uM - 5,6 (Martins et al.,
Inhibition compétitive | les pommes et UM 2018 ; Gupta et
le thé. Gigras, 2011)
Epicatéchine - Le cacao et le 93 uM (Furman et al., 2010)
Inhibition compétitive thé vert
Flavonoides Kaempférol - les fraises, les (Deka et al., 2017)
Inhibition compétitive | brocolis, les
poireaux, et 76 uM
les épinards.
Alcaloides | Berbérine - Inhibition | L'hydraste et (Grover et al., 2011)
compétitive I'épine-
vinette. 88 uM

Remarque : Les valeurs IC50 fournies peuvent varier en fonction des conditions

expérimentales.

5.2.

Inhibiteurs synthétiques

Ces inhibiteurs sont fabriqués en laboratoire et ne se trouvent pas dans la nature. Des

exemples d'inhibiteurs synthétiques de I'a-amylase comprennent I'Acarbose, le Miglitol et le

Voglibose. lls agissent par inhibition compétitive (Bhattacharya et al., 2017).
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Tableau 4: Quelques exemples d'inhibiteurs synthétiques.

Composee Type d’inhibition IC50 Références
Acarbose Compétitive 0,8mM (Ding et Song, 2012)
Miglitol Compétitive 6,4 mM (Verspohl, 2009)
Voglibose Compétitive 29 nM (Nakano et al., 2002)

Remarque : Les valeurs 1C50 fournies peuvent varier en fonction des conditions

expérimentales.
6. Implications thérapeutiques de l'inhibition de I'a-amylase

L'inhibition de l'a-amylase présente un potentiel thérapeutique dans le traitement de

diverses affections dans différents domaines de la santé.
6.1. Contrdle de la glycémie et traitement du diabete

L'inhibition de I'a-amylase peut ralentir la digestion des glucides, réduisant ainsi la
vitesse d'absorption des sucres simples dans l'intestin, ce qui entraine une diminution de la
réponse glycémique postprandiale. Cela peut étre bénefique pour le contréle de la glycémie
chez les patients diabétiques (Gaille et al., 2019 ; Haber et al., 2008 ).

Une étude publiée dans la revue "Diabetes Care™ a montré que l'inhibition de l'a-
amylase avec un médicament (Acarbose) a entrainé une réduction significative de la glycémie

postprandiale chez les patients diabétiques de type 2 (Hanefeld et al., 2004).
6.2. Gestion du poids et prévention de I'obésité

En inhibant 'a-amylase, la digestion des glucides complexes et I'absorption des sucres
simples peuvent étre réduites, ce qui peut entrainer une réduction de I'apport calorique total
provenant des aliments (I'amidon), et donc, une perte du poids. Cela peut étre utile dans la

gestion du poids et la prévention de I'obésité (Bischoff, 2008 ; Udani et al., 2004).

Des études ont montré que l'utilisation d'inhibiteurs de l'a-amylase, tels que la
phaseolamine (une protéine présente dans les haricots blancs), peut réduire l'apport

alimentaire, augmenter la satiété et favoriser la perte de poids et diminuer l'indice de masse
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corporelle chez les personnes en surpoids ou obeses (Celleno et al., 2007; Udani et al.,
2004).

6.3. Prévention des caries dentaires

L'inhibition de I’activité a-amylasique peut ralentir la dégradation de I'amidon en
sucres simples fermentescibles pour les bactéries cariogénes dans la bouche, cela peut
contribuer & réduire la production d'acides responsables de la formation de caries dentaires
(Takahashi, 2018 ; Fisher et al., 2007).

6.4. Prévention des maladies cardiovasculaires

L'inhibition de l'a-amylase peut contribuer a la prévention des troubles
cardiovasculaires en reduisant la reponse postprandiale en glucose et en ameliorant les profils
lipidiques. Une étude a révélé que l'inhibition de I'a-amylase par I'Acarbose chez les patients
atteints de diabete de type 2 avait des effets bénéfiques sur les facteurs de risque
cardiovasculaire, notamment une réduction significative des niveaux de lipides sanguins, tels

que le cholestérol total et les triglycérides (Grundy et al., 2012 ; Hanefeld et al., 2004).
6.5. Ameélioration de la fonction pancréatique

Chez les patients atteints de pancréatite chronique, une maladie caractérisée par une
inflammation du pancréas, l'a-amylase peut étre libérée en grande quantité dans le sang.
L'inhibition de l'a-amylase peut aider a réduire les niveaux sanguins de cette enzyme et ainsi

améliorer la fonction pancréatique (Layer et al., 2002).
6.6. Controle de la maladie parodontale

L'inhibition de I'a-amylase peut étre utilisée dans la gestion de la maladie parodontale,
une condition inflammatoire affectant les tissus de soutien des dents. Des études in vitro ont
montré que l'inhibition de l'a-amylase réduisait la formation de biofilm par les bactéries

associées a la maladie parodontale (Pippi et al., 2010 ; Rosalen et al., 2005).
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1. Le diabéte sucré
1. Définition du diabete

Le diabete est un ensemble de maladies qui perturbent le métabolisme des glucides,
des lipides et des protéines dans le corps. L'un des signes les plus caractéristiques de cette
maladie est l'augmentation du taux de glucose sanguin, appelée hyperglycémie. Cette
hyperglycémie chronique est due soit & une secrétion insuffisante d'insuline (perte de la masse
des cellules B), soit a une action inadéquate de cette hormone (perte de la fonction des cellules
B), soit aux deux facteurs combinés (Petersmann et al., 2019; Roden, 2016 ; Care, 2018).

2.Symptomes

Les signes typiques dhyperglycémie incluent une augmentation de la miction
(polyurie), une augmentation de la soif (polydipsie), des probléemes de vision, une fatigue et
une baisse de la performance, une perte de poids inexpliquée souvent accompagnée d'une
augmentation de l'appétit (polyphagie). En plus de cela, une altération de la croissance et une
sensibilité accrue aux infections peuvent accompagner I'hyperglycémie chronique (Roden,
2016; ADA, 2011).

3. Classification

Le diabéte est classé en six catégories cliniques (voir tableau 5) distinctes selon une
nouvelle classification de WHO (2019), parmi lesquelles les deux types les plus courants sont
le type 1 (également appelé auto-immun, juvénile ou insulinodépendant) et le type 2

(également appelé non auto-immun, non insulinodépendant).
3.1. Diabete de type 1

Le diabéte de type 1 est une maladie caractérisée par la destruction auto-immune des
cellules béta du pancréas, responsables de la production d'insuline (ADA, 2013). Cette
destruction est géenéralement causée par des autoanticorps dirigés contre les cellules béta [le
diabete positif aux anticorps (type 1a)], ce qui conduit a une carence en insuline et finalement
a l'arrét de sa production. Bien que l'origine auto-immune soit fréquente, d'autres facteurs, tels
que des prédispositions génétiques et des déclencheurs environnementaux, peuvent contribuer
au développement du diabete de type 1 [le diabéte négatif aux anticorps (type 1b)] (Thomas
et Philipson, 2015).
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Le diabete de type 2 est une maladie complexe dont la définition n'est pas encore

clairement établie. Elle est souvent appelée hyperglycémie idiopathique car elle présente des

caracteristiques physiopathologiques tres variables et des degrés divers de dysfonctionnement

des cellules B d'une population a l'autre (Gale, 2013). Cependant, dans la plupart des cas, la

carence (insulinopénie) et la résistance (insulinorésistance) en insuline sont au cceur de la

physiopathologie du DT2 (Skyler et al., 2016). La carence en insuline résulte d'une

diminution du volume relatif des celluless Béta dans le tissu pancréatique, ce qui les rend

incapables de compenser adéquatement la résistance a l'insuline. Le DT2 est souvent associé a

l'obésité et au syndrome métabolique (Del Prato, 2009; Butler, 2003).

Tableau 5 : les quatre autres classes du diabete.

Type de diabete

Bréve description

Changement par rapport a la
classification précédente

3.3. Formes

hybrides de diabéte

Nouveau type de diabéte

Diabéte de I'adulte a
médiation immunitaire
et a évolution lente

Semblable au type 1 a
évolution lente chez I'adulte,
mais présente plus souvent
des caractéristiques du
syndrome métabolique, un
seul auto-anticorps GAD et
conserve une plus grande
fonction des cellules p.

Changement de nomenclature -
auparavant

diabéte auto-immun latent de
I'adulte

auto-immune latent de l'adulte
(LADA)

L'acidocétose diabétique

Pas de changement

3.4. Autres types spécifiques

Diabéte monogénique

- Défauts monogéniques
de la fonction des cellules

B

Causée par des mutations
génétiques spécifiques, elle
présente plusieurs
manifestations cliniques
nécessitant des traitements
différents, certaines survenant
dans la période néonatale,
d'autres au début de I'age

Nomenclature actualisée pour
les

les anomalies génétiques
spécifiques

27




CHAPITRE |

a-amylase et diabéte

- Défauts monogéniques
de l'action de l'insuline

adulte.

Causé par des mutations
génétiques spécifiques ;
présente des caractéristiques
de résistance sévere a
I'insuline sans obésité ; le
diabéte se développe lorsque
les cellules B ne compensent
pas la résistance a l'insuline.

Maladies du pancréas
exocrine

Diverses affections du
pancréas peuvent entrainer
une hyperglycémie
(traumatisme, tumeur,
inflammation, etc.).

Pas de changement

Troubles endocriniens

Apparait dans les maladies
caractérisees par une sécrétion
excessive d'hormones
antagonistes de l'insuline.

Pas de changement

Induites par des
médicaments ou des
produits chimiques

Certains médicaments et
produits chimiques alterent la
sécrétion ou l'action de
I'insuline, d'autres peuvent
détruire les cellules B.

Pas de changement

Infections

Certains virus ont été associés
a la destruction directe des
cellules B.

Pas de changement

Formes spécifiques peu
courantes de diabéte a
médiation immunitaire

Associé a des maladies rares a
médiation immunitaire.

Pas de changement

Autres syndromes
génétiques parfois
associés au diabete

De nombreuses maladies
génétiques et anomalies
chromosomiques augmentent
le risque de diabeéte.

Pas de changement

3.5. Diabeéte non
classé

Utilisé pour décrire le diabéte
qui n'entre pas clairement
dans d'autres catégories.

Nouveau type de diabéte

3.6. Hyperglycémie détectée pour la premiére fois pendant la grossesse
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Diabéte sucré pendant | Diabéte de type 1 ou de type 2 Pas de changement
la grossesse diagnostiqueé pour la premiere
fois pendant la grossesse.

Diabete sucré Hyperglycémie inférieure aux Defined by 2013 diagnostic
gestationnel seuils de diagnostic du diabéte criteria
pendant la grossesse.

4. Facteurs de risque du diabete

Plusieurs facteurs peuvent accroitre le risque de développer du diabete, notamment
l'obésité, le manque d'activité physique (Flegal et al., 2012 ; Ekelund et al., 2015)., les
antécédents familiaux de diabéte (Florez, 2008), l'origine ethnique (Zimmet et al., 2001 ;
Narayan et Boyle, 2014), I'age avancé (Klein et al., 2015) et le diabéte gestationnel (ACOG,
2018), entre autres (ADA, 2018).

5. Critére de diagnostic du diabéte

Les criteres de diagnostic du diabete ont été mis a jour au fil du temps par diverses
organisations. L'ADA et L'OMS recommandent les critéres diagnostiques suivants pour le
diabete (ADA, 2021 ; OMS, 2006) :

5.1. Un taux d'hémoglobine glyquée ou glycosylée (HbAlc) de 6,5 % ou
plus

Ce test mesure la glycémie moyenne sur les 2 ou 3 derniers mois. Un taux d'HbAlc de

6,5 % ou plus indique la présence d'un diabéte.
5.2. Glycémie a jeun (GPA) de 126 mg/dL ou plus

Ce test mesure la glycémie aprés un jene d'au moins 8 heures. Un taux de glycémie a

jeun égal ou supérieur a 126 mg/dl indique la présence d'un diabéte.
5.3. L'épreuve d'hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO)

Ce test mesure la glycémie deux heures apres la consommation d'une boisson sucrée.
Un taux de glucose plasmatique de 200 mg/dl ou plus au cours des deux heures suivant la

consommation d'une boisson sucrée est un signe de diabéte.
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5.4. Glycémie aléatoire (GPA) de 200 mg/dL ou plus avec les symptomes
classiques de I'hyperglycémie

Ce test mesure la glycémie a tout moment de la journée, sans tenir compte du dernier
repas. Une glycémie de 200 mg/dL ou plus accompagnée des symptomes classiques de
I'nyperglycémie (tels que polyurie, polydipsie et perte de poids inexpliquée) est révélatrice
d'un diabéte.

6. Complications

L'hyperglycémie, qui se caractérise par des niveaux élevés de glucose dans le sang,
peut provoquer des lésions graves au niveau des petits et grands vaisseaux sanguins, connus
respectivement sous le nom de systeme microvasculaire et systéme macrovasculaire au fil du
temps (Cole et Florez, 2020). Cette détérioration peut entrainer des troubles dans plusieurs
organes et tissus vitaux, notamment le systeme nerveux (neuropathie), le systeme rénal
(néphropathie), le systéeme oculaire (rétinopathie) et le systéme cardiovasculaire. Les
conséquences a long terme de ces dommages peuvent étre trés graves (figure 4) (Harreiter et
Roden, 2019).
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Figure 3: Les complications du diabete (Skyler et al., 2016).

6.1. Complications microvasculaire

Les complications microvasculaires du diabete se réferent a une série de lésions qui se

produisent dans les petits vaisseaux sanguins de divers organes du corps. Ces complications

ont tendance a se manifester principalement dans les yeux, les reins et les nerfs.

6.1.1. Rétinopathie diabétique

La rétinopathie diabétique survient lorsque I'hyperglycémie endommage les vaisseaux

sanguins de la rétine de l'ceil. Dans les cas les plus graves, la rétinopathie diabétique peut

mener a la cécité (Klein et al., 2014 ; Yau et al., 2012).

6.1.2. Néphropathie diabétique

La néphropathie diabétique est une maladie caractérisée par une détérioration des

petits vaisseaux sanguins des reins, ce qui entraine une accumulation de déchets dans le sang

(ADA, 2021). Cette affection est considérée comme l'une des complications microvasculaires
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majeures et les plus séveres du diabéte, car elle peut causer des dommages irréversibles aux

reins et est I'une des principales causes d'insuffisance rénale (Singh et Kumar, 2014).
6.1.3. Neuropathie diabétique

La neuropathie diabétique est une maladie qui se produit lorsque les vaisseaux
sanguins qui alimentent les nerfs du corps en oxygene et en nutriments sont endommagés en
raison d'une hyperglycémie (Dyck et al., 2017 ; Callaghan et al., 2012 ; Tesfaye et al.,
2005).

6.2. Complications macrovasculaire

Le diabete est associé a un risque accru a long terme de complications

macrovasculaires, qui affectent les gros vaisseaux sanguins de I'organisme (Mao et al., 2020).
6.2.1. Maladies cardiovasculaires (CVD)

Les affections cardiovasculaires liées au diabéte se caractérisent par une sténose ou
une obstruction des vaisseaux sanguins, qui peuvent causer des crises cardiaques, des
douleurs thoraciques (angine de poitrine). En effet, les personnes atteintes de diabéte ont un
risque deux a quatre fois plus élevé de développer une maladie cardiovasculaire (CVD) que

les non-diabétiques (Gregg et al., 2014).
6.2.2. Maladies artérielles périphériques (PAD)

La maladie artérielle périphérique (PAD) est une pathologie qui affecte les vaisseaux
sanguins situés en dehors du cceur et du cerveau, principalement dans les membres inférieurs,
entrainant souvent des douleurs et des difficultés a la marche. La PAD est une complication
vasculaire fréquente chez les personnes atteintes de diabete, entrainant une augmentation

significative de la morbidite et de la mortalité (Bunte et al., 2019).
6.2.3. Accidents vasculaires cérébraux (AVC)

Une accident vasculaire cérébrale se produit lorsque lirrigation sanguine du cerveau
est obstruée ou réduite, ce qui peut endommager le cerveau ou entrainer la mort. Les
personnes atteintes de diabete présentent un risque d'AVC de 1,5 a 2 fois supérieures a celui

des personnes non-diabétiques (Liu et al., 2021).
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7. Traitement

Le traitement du diabéte sucré vise a contréler la glycémie et a prévenir les
complications a long terme. Plusieurs options de pharmacothérapie sont disponibles,
notamment les médicaments oraux, les injections d'insuline. L'insuline est généralement
utilisée pour les patients atteints de diabete de typel, tandis que, les hypoglycémiants oraux
sont souvent le premier choix de traitement pour la plupart des patients atteints de diabéte de
type 2 (ADA, 2020). Le tableau 6 résume le traitement préscrit pour un diabétique.

Des interventions non pharmacologiques telles que la perte de poids, l'exercice
physique régulier et I'adoption d'un régime alimentaire sain peuvent également contribuer a

contrdler la glycémie chez les personnes atteintes de diabéte (Inzucchi e al., 2012).

Tableau 6: Quelque antidiabétiques oraux ou injectables non insuliniques.

Molécule Cible Mécanisme d’action Références

% moléculaire
O

Metformine Protéine L’activation de la protéine kinase | (Bailey, 2017 ;

kinase activée | activée par 'AMP (AMPK), qui Inzucchi,
par 'AMP inhibe les enzymes impliquées 2012)
2 (AMPK) (le dans la production hépatique du
.'g foie) glucose (la gluconéogenése) et
& améliore I'absorption du glucose
-f.—g’ par les tissus périphériques (dans
les cellules musculaires
squelettiques) et augmente la
sensibilité & I'insuline.

Glipizide, Canaux Les sulfonylurées stimulent la | (Schernthaner

Gliclazide, potassiques | sécrétion d'insuline par les cellules | et Mogensen,

Glyburide, sensibles a béta du pancréas en se liant aux 2009)
§ Glimépiride. I'ATP canaux potassiques sensibles a
5 (KATP) des | I'ATP de la membrane cellulaire et
g cellules béta | enles inhibant. 1l en résulte une
S o
S du pancréas | dépolarisation de la cellule et une
@ libération ultérieure d'insuline.
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\ Sitagliptine, | Enzyme DPP-| Ces médicaments augmentent la (Drucker et
% Saxagliptine, | 4, qui dégrade | sécrétion d'insuline et diminuent la | Nauck, 2006 ;
o Linagliptine, | les hormones sécrétion de glucagon en Drucker,
@ Alogliptine. incrétines. augmentant les niveaux 2006)
g d'hormones incrétines telles que le
=3 GLP-1 et le GIP en inhibant la
i: DPP-4, une enzyme qui
S __ décompose les hormones
% & incrétines telles que le glucagon-
= like peptide-1 (GLP-1) et le
< glucose-dependent insulinotropic
§ polypeptide (GIP). Le GLP-1 et le
5 GIP augmentent la sécrétion
% d'insuline dépendante du glucose et
% ont d'autres effets anti-
- hyperglycémiques.
P Exenatide, | Récepteur du | Augmente la sécrétion d'insuline et | (Nielsen et al.,
23 % n_l'_ Liraglutide, GLP-1 diminue la sécrétion de glucagon 2004)
85 5 o Dulaglutide, par l'activation des récepteurs
2 23 S Semaglutide. GLP-1 sur les cellules béta du
% g % § pancréas.
25
S5 = @ Canagliflozin | SGLT2 dans Inhibant le SGLT2, réduisant la (Inzucchi et
> é § = e, le tubule réabsorption rénale du glucose, ce al., 2018 ;
§ =) 'j Dapagliflozin | proximal du | qui entraine une augmentation de | Bonner et al.,
5 % g 8/ e, rein I'excrétion urinaire du glucose et 2016)
< E '-g o~ Empagliflozin une amélioration de la glycémie.
I e.
= —~ | Acarbose, | L’enzyme a- | Inhibant I’enzyme, peut ralentir la | (Scheen, 2005)
% ; % 3 % Miglitol, glucosidases | digestion des glucides, réduisant
'_g g z_g.,; g g Voglibose. (L’intestin) ainsi la vitesse d'absorption des

sucres simples dans I'intestin.
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1. Histoire du fromage et de son évolution

Le fromage est un aliment qui a une riche histoire, remontant a des milliers d'années. Son
origine remonte a la domestication d'animaux producteurs de lait tels que les chévres, les
brebis et les vaches (Salque et al., 2013). Il est probable que le fromage ait été l'un des
premiers produits laitiers que I'Homme ait fabriqués et il est resté un élément crucial de

I'alimentation humaine jusqu'a nos jours (Smit et al., 2005).

Les origines exactes du fromage sont inconnues, mais on pense qu'il a été découvert par
accident lorsque le lait a été stocké dans des récipients fabriqués a partir des peaux ou
d'estomacs d'animaux. Les enzymes naturellement présentes dans les parois des récipients ont

fait cailler le lait, créant ainsi une premiere forme de fromage (Kindstedt, 2012).

Au fil du temps, les étres humains ont appris a coaguler le lait intentionnellement pour
produire du fromage, les techniques de fabrication du fromage se sont améliorées, permettant
la création d'une grande variéte de fromages dans differentes régions du monde. Cette
amélioration continue des techniques de fabrication a permis de rendre le processus plus

sophistiqué, favorisant ainsi la production de fromage (Holland et al., 2019).

Au XIXe et au XXe siecle, les progrés technologiques et les améliorations dans les
transports ont favorisé la production et la distribution a grande échelle de fromage. L'aspect
technologique a permis un contrdle précis du processus de fabrication du fromage, tandis que
la recherche a approfondi notre compréhension du réle des microbes dans le développement

de la saveur (Loureiro et Gomes da Costa, 2015 ; Leroy et al., 2011).

Par simple définition, le fromage est une forme concentrée de lait, dont I'eau et les solides
non gras ont été retirés, pour obtenir un produit riche en protéines, matiéres grasses, minéraux

et vitamines (Lawrence et Cheese, 2016).

Les études ont mis en évidence que certains types de fromages contiennent des peptides
bioactifs aux propriétés anti-inflammatoires (Priyadarshani et al., 2019). Par ailleurs,
d'autres études ont suggéré que la consommation de fromage pourrait étre liée a une réduction

des risques de maladies et a d'autres effets sur la santé (Brouwer-Brolsma et al., 2019).
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2. Production de fromage et procédés de fabrication

La production de fromage est un processus complexe qui implique la coagulation et la
fermentation du lait avec l'aide de micro-organismes tels que des bactéries et des
champignons ainsi que des enzymes qui transforment le lait en fromage. Ce processus
comprend plusieurs étapes, depuis la collecte et la pasteurisation du lait jusqu'au caillage, a
I'affinage et au développement de la saveur (Fox et McSweeney, 2017).

La méthode de production et le type de lait utilisé, ainsi que les conditions d'affinage et de
maturation, sont des facteurs déterminants pour le type de fromage produit, permettant ainsi
une large gamme de textures et de saveurs (ADSA, 2018 ; IDF, 2011).

2.1. Transformation du lait

La transformation du lait comprend le traitement, la standardisation, la pasteurisation et
I'inoculation (Walstra et al., 2006).

2.1.1. Traitement du lait

Le traitement du lait est la premiére et la plus importante étape de la production fromageére,
car la qualité du fromage dépend largement de la qualité du lait utilisé (Rashidinejad et al.,
2018).

2.1.2. La standardisation du lait

La standardisation du lait consiste a ajuster la teneur en matiéres grasses et en protéines du

lait pour garantir une qualité constante du fromage (Fox et al., 2017).
2.1.3. Pasteurisation

Le lait est pasteurisé pour éliminer les bactéries nocives et garantir la sécurité du produit
fromager (McMahon et al., 2021).

2.1.4. Ensemencement

L'inoculation consiste a ajouter des cultures de bactéries ou de moisissures au lait pour

lancer le processus de fermentation (Buchin et al., 2019).
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2.2. Coagulation

La coagulation est une étape cruciale de la production fromagere, car elle transforme le lait
liquide en caillé solide. Ce résultat est obtenu gréce a l'utilisation d'enzymes telles que la

présure, ou l'acide, qui clivent la caséine (Chandan et al., 2017).
2.3. Manipulation du caillé

Apres la coagulation du lait, le caillé subit plusieurs étapes. Tout d'abord, il est découpé,
puis égoutté. Ensuite, le caillé est chauffé et pressé. Le fromage est ensuite salé et faconné
selon les besoins pour obtenir la texture et la saveur souhaitées (Walstra et al., 2006).

2.3.1. Découpage du caillé

Le découpage du caillé est le processus qui consiste a couper le lait coagulé (le caillé) en
petits morceaux pour faciliter I'expulsion du lactosérum et le raffermissement de la masse de
caillé (Buchin et al., 2019).

2.3.2. Egouttage du lactosérum

L'égouttage du lactosérum consiste a séparer I'exces de lactosérum liquide du caillé solide
(Sharma et al., 2017).

2.3.3. Pressage du caillé

Le pressage est une étape essentielle de la production de fromage, car il permet d'éliminer
I'exces de lactosérum et de comprimer le caillé de fromage pour lui donner une forme solide
(Pappa et al., 2017).

2.3.4. Cuisson du caillé

L'étape de la cuisson du caillé consiste a chauffer le caillé a une température et une durée
spécifiques, ce qui contribue a déterminer la texture et la saveur du produit fromager final
(Mansour et al., 2018).

2.3.5. Salage

Le salage est une étape importante de la production fromagere, car il est utilisé pour
améliorer la saveur, la formation d'une crolte et inhiber la croissance bactérienne pour

garantir la sécurité microbiologique du fromage (McMahon et al., 2021). Le sel peut étre

37



CHAPITRE II Le monde du fromage

directement ajouté au caillé, ou bien le fromage peut étre saumuré aprés le fagonnage
(McSweeney et al., 2017).

2.3.6. Fagonnage

Le caillé est faconné en utilisant des formes ou des moules spécifiques, ce qui peut

influencer la texture et I'aspect du fromage (Buchin et al., 2019).
2.4. Affinage

Pendant la période d'affinage, le fromage est conservé dans des conditions particuliéres de
température et d'humidité. Ce processus complexe implique une série de changements
biochimiques et microbiologiques qui surviennent au fil du temps, ce qui permet d'obtenir des
saveurs, des arOmes et des textures uniques pour chaque type de fromage. La durée de
l'affinage peut varier considérablement, allant de quelques jours a plusieurs années, en
fonction des caractéristiques propres a chaque type de fromage (Fox et al., 2017 ; Walstra et
al., 2006).

3. Classification du fromage (Types de fromages et leurs caractéristiques)

Les fromages peuvent étre classés en plusieurs grandes familles en fonction de leurs
caractéristiques, notamment la teneur en eau, la texture, la saveur, la méthode de production,

I’aspect.

38



Le monde du fromage

CHAPITRE II

8'09°0 G'0-2'0 10 wniggey %

GG-0S 05-S¥ 0€-6Z :SPIIOS |BjoL %
A A A
. B, A0 e, ‘B~ i T & N
‘l f— ~‘Z.l -
v - . ~ W ‘
~ A\‘ Ve - - —
—
ow W owo mom
E B § EB BE g3 GBI OBE gaE  Bpid
b ) S5 A7 3FC Re7E S5 A B 2Zra SALLIINVA
T z m oz oZ T O Qr t- & T W B ” =
i > 23 mm Q¥ Fdl 3 R m z
2 E m w9 EEe as ) - A > fo
25 Ec =z 8 = PR c m
puu pui puu o) M . = “ =
paseows fip pasesws puy m spjow -
sBujuado sBuiuado poysem  spjow pun pul [BWIRU]  spjow Bujuady ONINIdIN
noym :.«_3 aoeuns PoysSeEm paysem aseuns ou
a3%no009 03%00ONN 03ISSIHd GINOOONN  ,03SSIHAINN QINOOINN $3833H0 $3S33HO
QuvH QYYH JAOSINES ¥ L408 1408 HS3N4 40 S3dAl
Buissesd Buipuub
Bunyeay Buissaud Bujssaid
Bupups Bupups Bupaps
Bumno Bumna Bugna ROV 70
:Aq Bumno Kjuo yum NOILYONARILNID Aq ONINIV¥Q
OFUOAV4 ONINIVHA ONINIVY¥A MOTS ONINIVYa
| : | _
(uonoe
(uoneayIpIoe onoe] Yim) youuas noyym Jo yym) | NOLLYINOVOD
NOILOVY L3NNI NOLLVOIHIQIDY JLLOVT
_ AN _

Figure 4 : Classification et caractéristique des fromages (Lenoir et al., 1985).
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3.1. Fromage frais

Les fromages frais sont généralement non affines et sont consommés dans les jours
qui suivent leur production, fabriqués a partir de lait pasteurisé a forte teneur en eau, ce qui se
traduit par une texture molle et tartinable, cremeux et une saveur douce et acidulée (Sodini et
al., 2017). Les exemples incluent le fromage cottage, la ricotta et le fromage a la creme
(Ozturkoglu-Budak et al., 2018).

3.2. Fromage a péate molle

Les fromages a pate molle sont affinés pendant une courte période, se caractérisent
par un intérieur doux et crémeux, avec des notes de champignon ou de levure, entouré d'une
crolte blanche et fleurie, fine et comestible. Leur saveur varie de douce et beurrée a riche et
terreuse. Le brie et le camembert en sont des exemples (Kouassi et al., 2021; Ma et al.,
2016).

3.3. Fromages a pate pressée

Le fromage pressé est un fromage fabriqué en pressant le caillé aprés l'avoir égoutté,
pour expulser le lactosérum supplémentaire, ce qui permet d'enlever I'excés d'humidité et
d'obtenir une texture plus ferme. La durée de l'affinage de ces fromages peut varier de
quelques mois a plusieurs années selon le profil de saveur souhaité (Chakraborty et al.,
2021).

Les fromages a pate pressée sont classés en fromages a pate pressee cuite et

fromages a pate pressée non cuite, chacun ayant ses propres caractéristiques.
3.3.1. Fromages a pate pressée cuite

Les fromages a pate pressée cuite sont produits en chauffant et en pressant le caillé
pour éliminer l'excés de lactosérum et réduire I'humidité, ce qui crée une texture plus dense et
ferme. lls sont ensuite affinés pendant plusieurs mois, voire des années. Les fromages a pate
pressée cuite sont connus pour leur gamme de saveurs, allant d'une douceur subtile a un goQt
piquant. Parmi les exemples de fromages a pate pressée cuite, on peut citer le suisse,

I'emmental, le gruyére et le comté (Wendorff et al., 2021 ; Schmidt et al., 2020).
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3.3.2. Fromages a pate pressée non cuite

Les fromages a pate pressée non cuite sont produits en laissant le caillé fermenter
naturellement, sans étre chauffé. lls sont ensuite pressés pour éliminer I'exces d'’humidité, ce
qui donne une texture semi-ferme avec des petits trous ou des yeux. Ces fromages peuvent
étre affinés pendant des périodes variables, allant de quelques semaines a plusieurs années. Le
cheddar et I'edam sont des exemples de fromages a péate pressée non cuite. lls sont connus
pour leur saveur plus vive et plus acidulée que les fromages a pate pressée cuite (Mundt et
al., 2021 ; Tong et al., 2020).

3.3.3. Autre classification

Les fromages a pate pressée cuite et a pate pressée non cuite sont deux grandes
catégories de fromages souvent associees respectivement aux fromages a pate dure et aux
fromages a pate demi-ferme en relation avec la méthode de préparation du caillé (Fox et al.,
2020 ; Durland et al., 2019).

3.3.3.1. Fromage a pate dure

Les fromages a pate dure sont caractérisés par leur longue période d'affinage,
généralement d'un an ou plus, ce qui leur confére une texture dense, granuleuse, séche et
friable, ainsi qu'une saveur intense et piquante souvent décrite comme noisette, fruitée ou
salée. Le cheddar, le parmesan et le gruyere sont quelques exemples de fromages a pate dure
(Pinto et al., 2019 ; Lopetcharat et al., 2017).

3.3.3.2. Fromage a pate demi-dure

Les fromages a pate semi-dure (également appelés pate demi-ferme) se caractérisent
par une texture légérement plus ferme que les fromages a pate molle, mais tout de méme assez
souple grace a un taux d'humidité modéré. Ils peuvent présenter une cro(te naturelle ou lavée
et leur saveur varie généralement de douce a forte selon le type de fromage. Parmi les
exemples de fromages a pate semi-dure, on peut citer le Havarti, le Gouda, lI'edam et le Colby
(O'Mahony et al., 2020 ; Sorrentino et al., 2018).

41



CHAPITRE II Le monde du fromage

3.4. Fromage bleu

Les fromages bleus se caractérisent par les veines bleues qui les traversent, résultent
de I’inoculation avec des spores de moisissures bleu-vert au cours du processus de production
du fromage. lIs présentent une texture crémeuse et une saveur a la fois acidulée et piquante,
accompagnée d'un ardbme prononcé et caractéristique. Parmi les fromages bleus les plus
connus, on peut citer le Roquefort, le Gorgonzola et le Stilton (Gobbetti et al., 2018 ; Wolfe
et al., 2018).

4.Valeur nutritionnelle du fromage

Le fromage est un aliment hautement nutritif, offrant une source importante de
proteines de qualité supérieure contenant tous les acides aminés essentiels, y compris d'acides
amines a chaine ramifiée, nécessaires a la synthése des protéines essentielles a la croissance, a
I'entretien et a la réparation des tissus de dans le corps (Gunn et al., 2018 ; Haug et al.,
2007). 1l contient également un éventail de vitamines, notamment A, D, B12 et riboflavine,
ainsi que des minéraux comme le calcium et le phosphore, tous étant cruciaux pour la santé

osseuse et dentaires (Weaver et al., 2018 ; Thorning et al., 2016).

De plus, le fromage est une source de probiotiques bénéfiques, améliorant la santé
intestinale et renforcant le systeme immunitaire, et les peptides bioactifs (Pimentel et al.,
2018), ainsi que d'acides gras bénefiques tels que I'acide linoléique conjugué (CLA) avec des
propriétés anti-inflammatoires et anticancéreuses, anti-obésité, de plus une amélioration des

taux de lipides sanguins (Hjerpsted et al., 2018 ; Delgado-Andrade et al., 2007).

Toutefois, le fromage est également riche en graisses saturées et en sodium, ce qui
peut avoir des effets néfastes sur la santé s'il est consomme en exces (Praagman et al., 2012).
Une consommation excessive de fromage, en particulier de fromage gras, a été liée a un
risque accru de maladies cardiovasculaires, de diabete de type 2 et d'autres problemes de santé
(Thorning et al., 2017).

Dans l'ensemble, le contenu nutritionnel du fromage dépend du type et de la méthode
de production, mais il peut étre un ajout sain et nutritif a un régime alimentaire équilibré
lorsqu'il est consommé de maniere modérée et dans le cadre d'un mode de vie sain (Huth et
Park, 2012).
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Le monde du fromage

4.1. La valeur nutritionnelle d’Edam

L'Edam est un type de fromage hollandais a pate semi-dure connu pour sa couleur

jaune péle, sa saveur douce et noisetée et sa texture onctueuse. Il constitue une bonne source

de nutriments, notamment de protéines, de graisses, de vitamines, de minéraux et de

probiotiques.

Tableau 7: Valeurs nutritionnelles dans 100g d’Edam.

Nutriment/composé Quantité par 100g Références
Protéines 24,09-28,0g (Verruck et al., 2021 ; Mensink et
al., 2003)
Graisses 27,09-29,0g (Le et al., 2021 ; Cirillo et al., 2019)
Vitamines
Vitamine A 370,0-470,0 pg (Hartman et al., 2019)
Vitamine B12 1,84 ug (Hartman et al., 2019)
Minéraux
Calcium 721,0mg (Pimentel et al., 2021)
Phosphore 420,0mg (Pimentel et al., 2021)
Sodium 516,0mg (Hernandez et al., 2020)

Autres composants

Probiotiques

Lactobacillus paracasei:
2,7 x 10"6 CFU/g
Lactobacillus rhamnosus:

(Ozturkoglu-Budak et al., 2021 ;
Sanchez-Muros et al., 2020)

6,9 x 10" CFU/g
Acide linoléique conjugué 6,78mg-0,47g (Choi et al., 2019)
(CLA)
Sel 1,89 (Cirillo et al., 2019)

Note :

Les valeurs présentées dans le tableau sont approximatives et peuvent varier en

fonction de facteurs tels que la méthode de production et la période d'affinage

4.1.1. Protéines

Le fromage Edam est une bonne source de protéines de haute qualité, qui contiennent tous les
acides aminés essentiels en quantités adéquates dont I'homme a besoin (El-Abbassy et al.,
2017). La teneur en protéines du fromage d'Edam est d'environ 22 a 28% du poids total selon

le type et I'dge du fromage (Kunachowicz et al., 2019 ; Shori et Baba, 2015).
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4.1.2. Matieres grasses

Le fromage Edam est une bonne source de graisses de haute qualité, cependant
relativement pauvre par rapport a d'autres variétés, avec une teneur en graisses variant de 20 a
40% du poids total en fonction de I'age et du type de fromage, Il n'en reste pas moins un
aliment riche en calories en raison de sa teneur élevée en matiéres grasses (Shori et Baba,
2015). La composition en acides gras du fromage Edam est dominée par les acides gras
saturés, qui représentent environ 70% des acides gras totaux (Ribeiro et al., 2018) avec des
graisses insaturées saines, notamment des acides gras monoinsaturés et polyinsaturés
(Osorio-Diaz et al., 2014).

4.1.3. Vitamines

Le fromage d'Edam est une bonne source de diverses vitamines, dont la
vitamine A, la vitamine B2 (riboflavine), la vitamine D, la vitamine B12 et La vitamine K2
(Chauhan et al., 2015). La vitamine A est importante pour la vision, la santé de la peau et la
fonction immunitaire, tandis que la vitamine B12 est essentielle pour la fonction nerveuse et
la synthése de I'ADN. La vitamine K2 joue un rdle clé dans la santé des os et peut également
jouer un role dans la santé cardiovasculaire (Tapsell et al., 2019). Une portion de 100
grammes de fromage d'Edam fournit environ 33% de l'apport quotidien recommandé en
vitamine A, 11% de vitamine D et 45% de vitamine B12 (USDA, 2021).

4.1.4. Minéraux

Le fromage Edam est une bonne source de plusieurs minéraux, en particulier
de calcium et de phosphore. Il contient également des quantités importantes du potassium, du
magnésium, du zinc et du sodium (Shori et Baba, 2015). Le calcium est essentiel pour la
santé des os et des dents, tandis que le phosphore est important pour le métabolisme
énergétique et la fonction cellulaire, tandis que le zinc est important pour la fonction
immunitaire et la cicatrisation des plaies (Gostner et Fuchs, 2013). Une portion (1 0z ou 28
g) de fromage d'Edam fournit environ 20 % de l'apport quotidien recommandé en calcium, 15
% de phosphore et 6 % de sodium (USDA, 2023).
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4.1.5. Autres composants

Le fromage Edam contient plusieurs composants bioactifs bénéfiques, dont les
probiotiques. 1l contient, comme d'autres produits laitiers fermentés, diverses souches de
bactéries lactiques, dont Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum et Streptococcus
thermophilus (Binod et al., 2015). Il contient également de I'acide linoléique conjugué (CLA)

(Parvez et al., 2006).
4.2. Valeur nutritionnel du Gouba

Le gouda est un fromage néerlandais populaire, largement consommé dans le
monde entier. 1l s'agit d'un fromage a pate semi-dure qui peut étre affiné pendant différentes
périodes, ce qui entraine des variations de saveur et de contenu nutritionnel. Le fromage de
Gouda est riche en plusieurs nutriments, notamment en protéines, en graisses, en vitamines et

en minéraux, ainsi qu'en probiotiques et autres composés.

Tableau 8: Valeurs nutritionnelles du Gouda par portion de 100g.

Nutriment/composé Quantité par 100g Références
Protéines 25,09 (Fardet et al., 2016)
Graisses 33,09 (Foegeding et al., 2004)

Vitamines
Vitamine A 337,01U (Trumbo et al., 2001)
Vitamine B12 1,4ug (Rizzo et al., 2019)
Minéeraux
Calcium 800,0mg (Fardet et al., 2016)
Phosphore 600,0mg (Foegeding et al., 2004)
Sodium 620,0mg (Fardet et al., 2016)

Autres composants

Probiotiques

Varie en fonction du
fabricant et des méthodes de
production

(Katsanos et al., 2019)

Acide linoléique conjugué (CLA)

Varie en fonction du
processus de fabrication

(Decker et al., 2011)

Sel

1,8-1,92g

(Van der Sterre et al.,
2018 ; De Vries et al.,
2015)

Note : Les valeurs présentées dans le tableau 8 sont approximatives et peuvent varier en fonction de

facteurs tels que la méthode de production et la période d'affinage
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4.2.1. Protéines

Le fromage Gouda est une bonne source de protéines de haute qualité et contiennent
tous les acides aminés essentiels nécessaires a la santé humaine (Addeo et al., 2016), avec
une teneur moyenne varie de 22,1 % a 30% de la matiére séche (Singh et al., 2016 ; Van der
Poel, 2002).

4.2.2. Matieres grasses

Le fromage Gouda est un fromage riche en matiéres grasses, représentant environ 20
% a 40 % de son poids. Cependant, les graisses du Gouda sont principalement saturées, mais
elles contiennent également des acides gras insaturés (monoinsaturées), tels que l'acide
oléique, qui sont considérés comme plus sains que les acides gras trans et les acides gras

polyinsaturés (Kim et al., 2017 ; Thorning et al., 2016).
4.2.3. Vitamines

Le fromage Gouda constitue une source importante de plusieurs vitamines, notamment
la vitamine A, la vitamine B12, la vitamine D, ainsi que des quantités limitées de vitamine E,
de vitamine B2 (riboflavine), de vitamine K et de vitamine K2. En effet, une portion de 100 g
de fromage Gouda peut fournir environ 33 % de l'apport journalier recommandé en vitamine
B12, 11 % en vitamine A et 9 % en vitamine D (Pereira et al., 2018 ; Van Hulst et al.,
2018).

4.2.4. Minéraux

Le fromage Gouda est une excellente source de plusieurs minéraux importants, tels
que le calcium, le phosphore et le sodium. De plus, il contient également de faibles quantités

de zinc et de magnésium (Pereira et al., 2018).
4.2.5. Autres composants

Le fromage gouda contient également plusieurs composés bioactifs, tels que plusieurs
souches bactériennes bénéfiques (probiotiques), notamment Lactobacillus acidophilus et
Bifidobacterium bifidum (Duar et al., 2017), l'acide linoléique conjugué (CLA) et et des
sphingolipides, qui ont été associés a I'amélioration des fonctions cérébrales et a la réduction

du risque de maladie cardiaque (Oliveira et al., 2019 ; Addeo et al., 2016).
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Le fromage Gouda contient de petites quantités d'autres nutriments, notamment du
lactose, ce qui peut poser probléme aux personnes souffrant d'intolérance au lactose, des
acides aminés, du cholestérol. Toutefois, la composition spécifique du fromage Gouda peut
varier en fonction de facteurs tels que le type de lait utilisé, la méthode de production et I'age
du fromage (Singh et al., 2016).

5. Microbiologie du fromage

La production de fromage est un processus complexe qui repose en grande partie sur
les micro-organismes, qui jouent un rdle essentiel, en contribuant au développement de la
saveur, de la texture et de lI'ardme du fromage, en intervenant a chaque étape de la production
de fromage, depuis la coagulation du lait jusqu'a I'affinage final (Elizaquivel et al., 2020).

5.1. Role des micro-organismes dans la production de fromage
5.1.1. Bactéries lactiques (LAB)

Ce sont les bactéries les plus répandues dans la production de fromage. Elles sont
responsables de la fermentation du lactose en acide lactique, qui abaisse le pH du lait et
favorise la coagulation des protéines et des graisses grace a leurs enzymes. Parmi les LAB
couramment utilisées dans la production de fromage, on peut citer Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus (Pogacié et al., 2021 ; Salama et al.,
2019 ; Hugenholtz et Smid, 2011).

5.1.2. Champignions

Les champignons ont un r6le clé dans l'affinage et le développement des saveurs de
certains fromages, en particulier ceux dotés d'une crolte naturelle (Duboc et Molimard,
2019).

5.1.2.1. Les levures

Les levures sont également impliquées dans la production de fromage, mais dans une
moindre mesure que les bactéries. Elles sont responsables de créer un environnement
favorable a la croissance des bactéries (Corsetti et al., 2001), et de la production de composés
aromatiques comme agent de fermentation secondaire, tels que les esters et les alcools, par la
fermentation du lactose en acide lactique et en éthanol, qui contribuent au go(t et a I'aréme du

fromage (Mounir et al., 2018).
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Des espéces de levures telles que Kluyveromyces lactis, Candida zeylanoides et
Debaryomyces hansenii sont couramment présentes dans les fromages artisanaux et jouent un

role important dans le développement de I'ardéme du fromage (Fernandez et al., 2016).
5.1.2.2. Les moisissures

Les moisissures jouent un role important dans la production de certains types de
fromage, tels que le fromage bleu et le camembert (Kurosawa et al., 2018). Penicillium
roqueforti est utilisé dans la production de fromages bleus, comme le Roquefort, elle est
responsable des veines bleus-verts, tandis que Penicillium camemberti est responsable de la
croQte blanche caractéristique du camembert et du brie (Addis et al., 2016 ; Leclercg-Perlat
et al., 2004).

5.1.3. Autres micro-organismes

D'autres micro-organismes, tels que les propionibactéries, sont également utilisés dans
la production de fromage. Un exemple de propionibactérie utilisée dans la production de
fromage est Propionibacterium freudenreichii, qui est responsable de la formation des trous

dans le fromage suisse (Cattaneo et al., 2017).

5.2. Microbiologie des deux fromages sélectionnés : Edam et Gouda
5.2.1. Edam

La production d'Edam, comme celle de tous les fromages, implique un processus
complexe de fermentation microbienne, qui conduit a la formation d'une communauté

microbienne diversifiée composée de bactéries, de levures et de moisissures.

La composition microbienne du fromage Edam est hautement variable en fonction des
différents stades d'affinage. La population bactérienne du fromage Edam est composée des
genres Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Staphylococcus tout au long du processus
d'affinage (Hultman et al., 2018 ; Wolfe et al., 2014), avec une domination de Lactococcus
lactis au début de l'affinage, suivie de Leuconostoc mesenteroides, puis de Lactobacillus casei
a des stades ultérieurs (de Jong et al., 2018). En outre, les communautés fongiques se
divisent en deux catégories : les levures, telles que Debaryomyces hansenii et Kluyveromyces
marxianus, qui sont présentes en grand nombre pendant les premiers stades de la maturation,
et les moisissures, telles que Penicillium roqueforti et Geotrichum candidum, qui prédominent

pendant les derniers stades de la maturation (Pérez et al., 2020 ; Smid et al., 2013).
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5.2.2. Gouda

Des études ont été menées pour analyser les communautés microbiennes présentes
dans le fromage Gouda a différents stades de maturation ont montré que les phyla les plus
prédominants étaient les Firmicutes, les Actinobacteria et les Proteobacteria. Les genres les
plus abondants étaient les bactéries lactiques (LAB) fermentaires, en particulier les
Lactococcus, les Enterococcus, les Lactobacillus, les Streptococcus et les Staphylococcus
(Bokulich et al., 2016 ; Quigley et al., 2013), tandis que les genres fongiques les plus
courants étaient les levures, tels que Debaryomyces et Kluyveromyces, ainsi que les
moisissures telles que Penicillium (Taminiau et al., 2016 ; Smid et al., 2005).

6. Biochimie du fromage

La biochimie maturation du fromage implique de nombreuses réactions biochimiques,
dont la protéolyse, la lipolyse et la glycolyse. La protéolyse genére des peptides et des acides
amines, la lipolyse produit des acides gras libres, et la glycolyse, le métabolisme du lactose
par les bactéries lactiques, génere de l'acide lactique (Bintsis et al., 2004), la biochimie de
maturation implique également la formation de divers composés volatils, tels que les esters,

les aldéhydes et les cétones (Belloque et al., 2004).
6.1. Protéines et matieres grasses

La caséine, une protéine presente dans le lait, est cruciale pour la formation du caillé.
L'ajout de présure ou dacide perturbe les micelles de caséine, ce qui provoque leur
coagulation et la séparation du caillé et du lactoserum. Les propriétés des micelles de caséine,
telles que leur taille, leur forme et leur stabilité, déterminent la texture finale du fromage
(Lucey et Singh, 2004), outre les caséines, la fraction grasse du lait joue également un role

important dans la biochimie du fromage (Walstra et al., 2006).
6.2. Lesenzymes et les micro-organismes

Les enzymes, principalement d'origine microbienne, ont un r6le important dans la
biochimie du fromage. Elles dégradent les protéines et les graisses du lait en molécules plus
petites, ce qui favorise la maturation du fromage et le développement de textures et d'ardmes

spécifiques (Fox et al., 2017).
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Matériel et méthodes

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 rechercher d’éventuel effet inhibiteur de deux fromages artisanaux,
I’Edam et le Gouda sur I’a-amylase pancréatique. Cette derniere est une enzyme clé dans le

traitement du diabéte sucré.

2. Fromage

Nous avons utilisés dans notre étude un fromage a pate dure a base du lait de vache de
type Edam et Gouda (Figure 5). Ces deux produits sont des préparations artisanales et ils ont
été achetés aupres 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 fromages.

Figure 5 : Les fromages qui ont été étudiés (a gauche : Gouda ; a droite : Edam)

3. Préparation des extraits des fromages (Edam et Gouda)

Pour les extraits, nous avons pris 2g du fromage Edam ou Gouda. Ils ont été découpés
en petits morceaux et mis chacun dans un tube et melangés avec 10 ml de solution tampon
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phosphate (0,02M, pH 6,9). L’ensemble est bien agiter afin d’extraire le maximum des
molécules.

Le tube a été recouvert avec du papier aluminium et laissé pendant 24H & température
ambiante. Apres, le mélange a été centrifugé pendant 10 mn a 4000 rpm. Le surnageant dans
le tube contient la majorité des molécules solubles et donc, nous 1’avons utilisé pour évaluer

I’effet inhibiteur du fromage (Edam et Gouda) sur I’a-amylase.

4. Caractérisation des fromages
4.1. Mise en évidence des acides aminés par l'utilisation de la ninhydrine

La ninhydrine (2,2-dihydroxyindan-1,3-dione), est un réactif chimique couramment
utilisé pour détecter et visualiser la présence d'acides aminés, de peptides et de protéines.
Nous avons mis 1 ml de I’extrait (Edam et Gouda) dans un tube a essai, puis y ajouter 1 ml
de la solution de ninhydrine (1% dans I’acétone). Nous l'exposons a la chaleur en utilisant le
bain-Marie. Si la coloration obtenue est violette-bleue, cela indique un résultat positif, ce qui

confirme la présence d'acides aminés.
4.2. Mesure de pH

Le pH a été déterminé a I’aide d’un pH-métre de type "Inolab”, en introduisant

directement la sonde dans 1’échantillon a analyser a une température de 20°C.

Figure 6 : les valeurs obtenues lors de ’utilisation du pH-métre.
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4.3. Détermination de la concentration massique

1ml 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 I’étuve. Aprés séchage complet le tube est de

nouveau pesé afin de déterminer P1. Cette opération est répétée trois fois.

La concentration massique des extraits est calculée en suivant 1’équation ci-dessous ;
C = (P1-Po)/V

C : concentration massique en g/l.
V : volume de I’extrait a sécher en L.
Po : poids initial du tube (vide) en g.

P1 : poids du tube contenant I’extrait sec en g.

5. Dosage des proteines

5.1. Principe

La méthode de Biuret, développée par Henry et al. en 1974, est utilisee pour doser
les protéines. Lorsqu'elles sont en solution alcaline, les protéines réagissent avec les ions
cuivriques pour former un complexe coloré dont l'absorbance peut étre mesurée a 540 nm.
Afin de déterminer les différentes concentrations de protéines, on se réfere a une courbe

d'étalonnage établie avec du sérum albumine bovine (SAB).
5.2. Dosage
Etape 1 : Préparation du réactif de Biuret pour 250 ml d'eau distillée

o Dissoudre 11,5 g de NaOH dans 150 ml d'eau distillée.
o Ajouter ensuite, dans l'ordre, 0,28 g de CuSO4, 0,25 g de Kl et 1,48 g

de tartrate double sodium/potassium (Na;K), au mélange précédent.

o Compléter le volume jusqu'a 250 ml en ajoutant de I'eau distillée.

Etape 2 : Préparation de la SAB

o Dissoudre 0,2 g de SAB dans 20 ml d'eau distillée.
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° Réaliser des dilutions en cascade.

Etape 3 : Préparation des extraits

Etape 4 : Dosage

o Préparer une série de tubes comprenant les extraits, le blanc et la SAB.

Prévoir 3 tubes (essais) pour chaque extrait ou pour la SAB.

Ajouter 100 pl de la solution & doser (extrait ou SAB) et 1 ml du réactif de Biuret

dans chaque tube.

Utiliser le réactif de Biuret comme blanc de référence pour calibrer le

spectrophotometre.

Incuber les tubes dans I’obscurité pendant 30 minutes, puis mesurer l'absorbance a

540 nm.

5.3. Expression des résultats

Pourcentage (%) = [(C x V)/P] x100

Dans les équations ci-dessus :

C représente la concentration en protéines de I'extrait, exprimée en g/l (grammes par

litre) et déterminée graphiquement.
V représente le volume de I'eau distillée utilisée, exprimé en litres.

P représente la prise d'essais, c'est-a-dire la quantité d'échantillon prélevée, exprimée

en grammes.
Le pourcentage indique le taux de protéine.

La Figure 7 représente la relation linéaire entre l'absorbance a 540 nm et la
concentration de BSA en mg/ml, obtenue a l'aide de la méthode de Biuret. Cette courbe de
corrélation démontre une proportionnalité directe entre I'absorbance et la concentration de
BSA utilisée.
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovine.

6. Evaluation de I’effet inhibiteur des extraits fromagére sur I’a-amylase
6.1. Préparation des solutions

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

La solution tampon se prépare en mélangeant deux solutions, acide (A) et base (B), La
solution A est monobasique (NaH2POs) (M=119,98g/mol) et B dibasique (Na:HPO4)
(M=141,96 g/mol) a 0,02 M et pH final de 6,9.

2,409 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.
6.1.2. Solution d’a-amylase

Nous utilisons l'enzyme a-amylase pancréatique du porc (PPA), qui est disponible
sous forme lyophilisée de la marque Fluka. Cette enzyme a un poids moléculaire de 13 kDa et

une activité spécifique de 13 Ul/mg. Elle doit étre conservée a une température de +4°C.

Pour préparer la solution enzymatique, nous solubilisons 6 mg de PPA dans 20 mi
d'une solution tampon phosphate ayant une concentration de 0,02 M et un pH de 6,9. La

solution obtenue présente une activité a-amylasique de 3,9 Ul/ml.
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Il est important de noter que l'activité a-amylasique d'origine porcine atteint son

optimum a un pH de 6,9 et a une température de 37°C.
6.1.3. Solution de substrat

Le substrat utilisé pour cette réaction catalytique est I'amidon soluble. Pour préparer la
solution de substrat, nous solubilisons 1 g d'amidon dans 100 ml d'une solution tampon
phosphate contenant également 6 mM de NaCl. Ensuite, nous chauffons la solution a
ébullition sur une plaque chauffante agitatrice pendant 10 minutes. Apres cette étape, la

solution est refroidie et le volume est ajusté a nouveau a 100 ml.
6.1.4. Réactif de DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)

Pour préparer le réactif, nous dissolvons 1 g de DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)
dans 40 ml d'eau distillée en agitant la solution. Ensuite, nous ajoutons 30 g de tartrate double
sodium/potassium a la solution et continuons d'agiter. A ce stade, la solution prend une
couleur jaune. Nous ajoutons ensuite 20 ml de NaOH (2N) a la solution tout en continuant
I'agitation. La solution change alors de couleur pour devenir orange. Enfin, nous complétons

le volume total a 100 ml en ajoutant de I'eau distillée.

Le réactif ainsi obtenu est conservé a une temperature de 4°C et a I'abri de la lumiere

pour assurer sa stabilité.
6.1.5. Solution de I’Acarbose

Dans cette expérience, nous avons utilisé I'Acarbose, commercialisée sous le hom
de «Glucobay®50», en tant que molécule de référence pour évaluer son effet par rapport
aux extraits en ce qui concerne l'activité de l'a-amylase. Pour cela, un comprimé de 50 mg
est dissous dans un tampon phosphate afin d'obtenir une concentration de 1 mg/ml

d'Acarbose.
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6.2. Mode opératoire

Cette méthode est réalisée selon le protocole de Thalapaneni et al., 2008 avec

modification :

On prépare une gamme des concentrations (dilution en cascade), et on teste I’effet de

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

Tableau 9 : La gamme de tubes et leurs contenus ce qui nous avons utiliseé.

Tube du blanc Tube du controle Tube du blanc Tube d’extrait
(pour le controle) (pour les extraits)
1 ml solution tampon | 0,5 ml solution tampon 0,5 ml solution 0,5 ml solution
+ 0,5 ml solution + 0,5 ml d’amidon + tampon + 0,5 ml d’amidon + 0,5 ml
d’amidon 0,5 ml de solution solution d’extrait + | solution d’extrait + 0,5
0,5 ml solution | solution enzymatique.
d’amidon.

1. Nous agitons les tubes et les incubons pendant 15 minutes a une température de 37°C.

2. Apreés l'incubation, nous ajoutons 1 ml de DNSA aux tubes.

3. Nous plongeons les tubes dans un bain-marie bouillant maintenu a une température de
100°C pendant 8 minutes.

4. Nous dégazons les tubes pour éliminer les bulles dair.
Nous placons le portoir de tubes dans un bain glacé afin de stopper la réaction
chimique.

6. Nous mesurons les densités optiques des échantillons au spectrophotométre, en

utilisant une longueur d'onde de 540 nm.

%d’inhibition d’a-amylase = [(A contrble-A échantillon)/A contrble] x 100

A controle : absorbance controle ; A échantillon : absorbance échantillon

Remarque : la variation des pourcentages en fonction des concentractions est
représentée ghraphiquement par une droite dont I’équation permet de déduire la valeur d’ICsq.
Cette valeur est la concentration de I’extrait qui induit une inhibition de [Iactivité

enzymatique de 50%.
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Figure 8 : La coloration des tubes aprés 1’ajout du DNSA.
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Resultats et discussion

1. Caractéristiques des extraits (Edam et Gouda)

Tableau 10 : composition physico-chimique des extraits, d’Edam et de Gouda.

Edam Gouda
Teneur protéine (%) 9,14+0,38 4,56+0,02
pH 5,49 5,92
Concentration massique (mg/ml) 77,66+48,38 50,66+28,02
Acides aminés Présent Présent

1.1. Interprétation

Le tableau 10 présente quelques caractéristiques des extraits de fromages différents,
I'Edam et le Gouda, en fonction de leur teneur en protéines, de leur pH, de leur concentration

massique et de la présence d'acides aminés.

Il existe plusieurs différences entre le fromage 1 (Edam) et le fromage 2 (Gouda) dont
il est évident que le fromage Edam a une teneur moyenne en protéines significativement plus
élevée que le fromage Gouda (p=0,002) (9,14+0.38% contre 4,56+0,02%). Cela implique que
le fromage Edam peut étre une meilleure source de protéines alimentaires que le fromage
Gouda. Cependant, le pH du fromage Gouda est plus éleve, et ce qui est légerement neutre

que celui du fromage Edam, a 5,92 contre 5,49.

La concentration massique du fromage Edam (77,66+48,38 mg/ml) est supérieure a
celle du fromage Gouda (50,66+28,02 mg/ml), ce qui signifie que le fromage Edam peut étre
plus dense et plus concentré en termes de composition globale. La concentration massique
peut nous renseigner sur la solubilité des constituants du fromage dans 1’eau. Nous constatons

donc que I’Edam est plus soluble dans I’eau que le Gouda.

Enfin, le tableau mentionne que I'Edam et le Gouda contiennent tous deux des acides
aminés dans leur composition. Cependant, les acides aminés spécifiques et leurs
concentrations peuvent différer entre les deux types de fromages, ce qui peut avoir un impact

sur leur valeur nutritionnelle et leur profil gustatif.
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1.2. Discussion
1.2.1. Lateneur en protéines

La teneur moyenne en protéines du fromage Edam (9,14+0,38%) s'est avérée plus
faible que les valeurs rapportées dans certaines études. Par exemple, une étude menée par
Kondyli et al. (2016) a indiqué que la teneur moyenne en protéines d’Edam était de 16,73 +
0,61%. Il existe également d'autres études qui ont rapporté des valeurs plus élevées pour la
teneur en protéines du fromage Edam. Par exemple, Selon une étude publiée dans le Journal
of Food Science and Technology en 2021 par Kaya et al., (2021), indique que la teneur

moyenne en protéines du fromage Edam est de 23,35 + 0,15%,

Dautre part, la teneur moyenne en protéines du fromage Gouda dans le tableau
(4,56+0,02%) aussi faible par rapport aux valeurs rapportées dans certaines études. Par
exemple, une étude menée par Kalantzopoulos et al. (2004) a indiquée que la teneur moyenne
en protéines du Gouda était de 10,4+0,3%. Egalement d'autres études ont rapporté des valeurs
élevées différentes pour la teneur en protéines du fromage Gouda. Par exemple, Selon une
étude publiée dans le Journal of Dairy Science en 2011 (Wijesinha-Bettoni et al., 2011), la

teneur moyenne en protéines du fromage Gouda est de 27,0 £ 0,5 %.

Les valeurs de la litérature sont plus élevées que celles obtenues avec nos échantillons.
Cela pourrait étre expliqué par la qualité du lait utilisé pour la préparation du fromage et qui
pourrait étre moins riche en protéines ; ou par le fait que le dosage que nous avons effectué

concerne seulement la partie soluble des échantillons de fromages et non pas la totalité.
1.2.2. LepH

Les valeurs de pH pour les fromages Edam et Gouda dans le tableau se situent dans la
fourchette rapportée par différentes études. Une étude menée par Lucey et al. (2003) a
indiqué que le pH du fromage Edam était compris entre 5,1 et 5,9, alors qu'une autre étude

réalisée par Tavaf et al. (2019) indique que le pH du fromage Edam est varié entre 5,5 et 5,8.

Pour le fromage Gouda, une étude de Karp et al. (2005) a indiqué que le pH était
compris entre 5,2 et 6,3. Cependant une autre étude réalisée par Gao et al. (2020) indique un

pH inferieur a celle du tableau est compris entre 5,2 et 5,7.
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1.2.3. La concentration massique

La concentration massique du fromage Edam (77,66+48,38 mg/ml) dans le tableau est
beaucoup plus élevée que les valeurs rapportées par différentes études. Une étude de Tavaf et
al. (2019) a rapporté que la concentration en masse du fromage Edam était de 33+2 mg/ml.
Une autre étude de Kim et Lee (2015) a indiqué que la concentration massique du fromage
Edam était de 40,43+6,77 mg/ml. Cependant, peu d'études ont rapporté la concentration

massique du fromage Edam.

De méme, la concentration massique du fromage Gouda (50,66+28,02 mg/ml) dans le
tableau est plus élevée que les valeurs rapportées par certaines études. Par exemple, une étude
de Kandemir et al. (2012) a rapporté une concentration massique de 19,0+0,8 mg/ml pour le
fromage Gouda. Une autre étude de Kim et Lee (2015) a indiqué que la concentration en
masse etait de 35,64+5,97 mg/ml. Cependant, certaines études ont également rapporté des
valeurs plus élevees pour la concentration massique dans le fromage Gouda. Par exemple, une
étude réalisée par Ozturkoglu-Budak et al. (2018) a indiqué que la concentration massique

du fromage Gouda était de 87,67+1,49 mg/ml.
1.2.4. Les acides amines

Une étude de Guzel-Seydim et al. (2018) a rapporté la présence d'acides aminés
essentiels dans le fromage Edam, notamment I'histidine, I'isoleucine, la leucine, la lysine, la
méthionine, la phénylalanine, la thréonine, le tryptophane et la valine. Une étude réalisée par
Adesulu-Dahunsi et al. (2021) a révélé la présence d'acides aminés essentiels et non
essentiels dans le fromage Gouda, notamment l'alanine, l'arginine, l'acide aspartique, la
cysteine, l'acide glutamique, la glycine, lhistidine, l'isoleucine, la leucine, la lysine, la

méthionine, la phénylalanine, la proline, la sérine, la thréonine, la tyrosine et la valine.

Les auteurs attribuent les variations de teneur en protéine, de concentration massique
et des acides aminés aux types des laits utilisés [le lait provenant de différentes races de
vaches, la saisonnalité et la situation géographique peuvent affecter la teneur en protéines et la
concentration massique du fromage (O'Sullivan et O'Cuinn, 1998)], aux conditions de
transformation ou les techniques danalyse. La différence du pH peut étre due a la
composition de culture de départ, a la composition du lait et les facteurs environnementaux
tels que la température et I'numidité ou aux techniques d'analyse (Cakmakci et Kocabey,
2010).
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Dans l'ensemble, & partir de cette analyse comparative, nous pouvons conclure que le
fromage Edam pourrait étre un fromage plus riche en protéines, acide et concentré que le
fromage Gouda. Cependant, une analyse plus approfondie est nécessaire pour comprendre les
avantages spécifiques de chaque type du fromage. Les différences entre les deux types de
fromage peuvent varier en fonction des méthodes de production, des processus de

vieillissement et d'autres facteurs.

2. Effet inhibiteur sur I’a-amylase
2.1. Extraits de fromages

Les graphes (Figure 9 et 10), montrent les pourcentages d'inhibition de I' a-amylase
en fonction des concentrations des extrait d'Edam et du Gouda, on peut constate une linéaire

entre les deux paramétres
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Figure 9 : Effet inhibiteur de I’extrait d’Edam sur I’a-amylase

Dans cette étude, les valeurs d’ICso des fromages Edam et Gouda contre 1’a-amylase
ont été déterminées a partir des graphes ci-dessus (figure 9 et 10). La valeur d’ICso pour le
fromage Edam était de 70,66 mg/ml, et pour le fromage Gouda, elle était de 49,29 mg/ml. Ces
valeurs suggérent que les deux types de fromage présentent un niveau modéré d'inhibition de

'a-amylase.
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Figure 10 : Effet inhibiteur de I’extrait du Gouda sur 1’a-amylase

L'a-amylase est une enzyme digestive clé qui joue un réle important dans le digestion
des glucides complexes et a I’absorption des monosaccharides qui ont découlent (Rajendran
et al.,, 2018 ; Kumar et al., 2018). L'inhibition de l'activité de l'a-amylase peut donc
contribuer au controle de [I'hyperglycémie postprandiale. Chez les sujets sains, les
concentrations de glucose commencent a augmenter environ 10 minutes apres le début d'un
repas, avec un pic atteint apres 60 minutes (généralement <140 mg/dl), puis reviennent aux
niveaux préprandiaux dans les 2 a 3 heures. Les patients diabétiques, cependant, ont des
niveaux supérieurs a 200 mg/dl aprés 60 minutes (Gross, Ferreira et Oliveira, 2003), ce qui
fait des inhibiteurs de 1'a-amylase une approche thérapeutique prometteuse pour la gestion du

diabete sucré et des troubles métaboliques (Haber et al., 2008 ; Gaille et al., 2019).

L'inhibition de l'activité de l'a-amylase peut étre évaluée par 1’ICso, un paramétre
important pour estimer la puissance des produits laitiers en tant qu'inhibiteurs potentiels de
lI'a-amylase. La concentration d'inhibition (IC50) de l'a-amylase dans les produits laitiers a été
largement étudiée par divers chercheurs et plusieurs études ont été menées. Des études ont
évalué l'efficacité de différents produits laitiers en tant qu'inhibiteurs de I'a-amylase et ont
rapporté des valeurs 1C50. Les valeurs de la bibliographie sont représentées sous forme de
tableau (11 et 12).
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Une étude menée par Zhang et al. (2018) a examiné les effets inhibiteurs de 33
produits laitiers différents, y compris les fromages, sur l'activité de I'a-amylase. Les valeurs
d’ICso rapportées dans cette étude allaient de 1,61 a 122,9 mg/ml. Les valeurs d’ICso
rapportées dans cette étude pour I'Edam et le Gouda étaient respectivement de 102,8 mg/ml et
6,86 mg/ml. Ces valeurs sont significativement différentes des résultats de notre étude.

Par ailleurs, une étude de Kim et al. (2018) a rapporté les effets inhibiteurs de divers
produits naturels, dont le fromage, sur l'activité de ’a-amylase. Les valeurs d’ICso rapportées
dans cette étude allaient de 10,78 & 126,49 mg/ml. La valeur ICso rapportée pour I'Edam dans
cette étude était de 126,49 mg/ml, ce qui est beaucoup plus élevé que les résultats de notre
étude.

Il existe plusieurs études qui ont rapporté des résultats varies au sein de la fourchette

des valeurs mentionnée dans chacune des deux études précedente.

Tableau 11 : Les différentes valeurs d’ICso qui ont été rapportees par plusieurs études (Dans
la fourchette mentionnée selon Kim et al. (2018) et Zhang et al. (2018).)

Produit laitier I1Cs0 (Mg/ml) Références
- , 30,00 (Guptaet al., 2018)

Protéines de lactosérum 2028 (Rizzo et al., 2015)

La caséine (lait de vache) 70,10

La caséine (lait de chevre) 51,70 (Guo et al., 2010)

La caséine (lait de brebis) 57,60

Monterey Jack 61,70

Provolone 40,60 (Dhanapal et al., 2017)
63,30

Cheddar 32,00 (Corrigan et al., 2006)
77,48 (Huma et al., 2015)
39,00 (Corrigan et al., 2006)

Parmesan 53 60

mozzarella 68,03 (Huma et al, 2015)
39,70 (Donkor et shah, 2008)

Yaourt
84,00 (McDougall et al., 2005)

Lait de chevre 10,24 (Yalcin et al., 2015)

Une autre étude de Wijngaard et al. (2015) a évalué les effets inhibiteurs des extraits

de fromage sur l'activité de l'a-amylase. Les valeurs d’ICso rapportées dans cette étude étaient
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comprises entre 0,89 et 8,31 mg/ml. La valeur d’ICso rapportée pour I'Edam dans cette étude
était de 5,02 mg/ml, ce qui est inférieur au résultat de notre étude.

Différentes études ont révélé des valeurs variables qui se situent dans la fourchette
mentionnée dans I'étude de Wijngaard et al. (2015). Ces résultats sont présentés dans le

tableau suivant.

Tableau 12 : Les différentes valeurs d’ICso qui ont rapporté par plusieurs études (Dans la
fourchette mentionnée selon Wijngaard et al. (2015).)

Produit laitier I1Cs0 (mg/ml) Références
1,33 (Ali et al., 2018)
Cheddar 4.20
Suisse 2,80 (Soong et al., 2017)
Feta 3,70
Lait écrémé 1,80
Lait entier 2,10 (Kim et Cho, 2015)
La creme 3,30
Roquefort 3,82 (Silva et al., 2018)
Protéines de lactosérum (lait de chévre) 2,70 )
Protéines de lactosérum (lait de brebis) 3,00 (Elamrani et al., 2020)

Les valeurs ICso rapportées dans les études précédentes indiquent que les produits
laitiers, y compris le fromage et les protéines de lactosérum, sont des inhibiteurs potentiels de
l'activité de l'a-amylase. Toutefois, I'effet inhibiteur peut varier en fonction des différences
dans les conditions dessai (le pH, la température, la concentration du substrat et la
concentration de I'enzyme), des variations dans la préparation des échantillons (la filtration ou
la centrifugation), des différences dans le type et la source des produits laitiers, des variations
de l'enzyme a-amylase utilisée et des différences dans l'analyse statistique utilisée (Mokni et
al., 2019 ; Bhattarai et al., 2017).

Les valeurs d’ICso obtenues dans notre étude suggérent que les fromages Edam et
Gouda peuvent avoir un effet inhibiteur relativement modéré sur l'activité de I'a-amylase par

rapport a d'autres produits laitiers, qui ont des effets variables sur l'activité de l'a-amylase.
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2.2. L’acarbose

L’acarbose est utilis¢é comme molécule de référence pour controler 1’inhibition de 1’a-
amylase. Les pourcentages obtenus sont schématises sur la Figure 11. Cette molécule est
efficace et elle présente des pourcentages élevés pour de tres faibles concentrations.

100 + Acarbose
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Figure 11 : Effet inhibiteur de I’ Acarbose sur 1’a-amylase.
2.3. Résumé des résultats obtenus

Le tableau 13 représente un résumé des valeurs d'IC50 obtenues pour les deux
extraits, I'extrait d'Edam et l'extrait du Gouda, ainsi que pour I'Acarbose, en termes

d'inhibition de I'a-amylase.

Tableau 13 : Evaluation des valeurs des IC50 de différents extraits et de 1’ Acarbose.

Extraits Extrait d’Edam Extrait du Gouda Acarbose

ICso (mg/ml) 70,66 49,29 0,16

Les données du tableau démontrent que l'extrait du Gouda possede une

capacité modérée a inhiber l'activité de l'a-amylase, qui est supérieure a celle de I'extrait
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d'Edam. Toutefois, il est important de noter que cet effet inhibiteur reste significativement

inférieur & celui de I'acarbose, qui est utilisée comme molécule de référence dans ce contexte.

Le fromage passe par plusieurs étapes pour étre raffiné en sa forme finale.
Durant ces processus, il y a I'intervention du pH et des microorganismes (Walstra et al.,
2006).

Il a été confirmé et expliqué par Osman et al., (2010) et Bengoumi et Faye,
(2015) que le processus de fermentation est assuré par la croissance des bactéries lactiques qui
dégradent le lactose en glucose et galactose comme source d’énergie. Cette fermentation est a
lorigine de l'activation de peptides bioactifs par l'action de ces bactéries lactiques,
composante essentielle de I'action thérapeutique du lait (Agrawal, 2004).

Aussi, Alu'datt et al., (2021) montrent que le lait de vache fermenté est une

source de peptides actifs, isolés et testé, avec un puissant effet inhibiteur sur I’a-amylase.

La présente étude reste préliminaire et mérite d’étre reconduite pour confirmer

I’effet trouvé et pour se rapprocher des molécules bioactives.
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CONCLUSION

Le présent travail avait pour but de rechercher I'effet inhibiteur de deux
fromages, Edam et Gouda, sur ’a-amylase. Les extraits préparés sont testés et caractérises.
Les résultats montrent un pH de 5,49 et 5,95 pour I’Edam et le Gouda respectivement. Les
protéines sont de ’ordre de 9,14+0,38 % pour I’Edam et 4,56+0,02% pour le Gouda.

Notre étude démontre que les fromages Edam et Gouda ont montré une activité
inhibitrice modérée de l'a-amylase par rapport a d'autres produits laitiers, avec des valeurs
d'ICso de 70,66 mg/ml et 49,29 mg/ml respectivement. Ces résultats suggerent que ces
fromages pourraient étre considérés comme des agents prometteurs dans I'approche

thérapeutique de la gestion du diabete sucré et des troubles métaboliques.

Ces résultats ouvrent la voie a de nouvelles recherches sur l'utilisation des
fromages dans le développement de produits alimentaires fonctionnels pour le contréle de la
glycémie. Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les
mécanismes d'action spécifiques des fromages, ainsi que leur efficacité et leur sécurité a long

terme chez 'Homme.

Pour cela, nous proposons les champs d’intérét suivants :
- Tester d’autres types de fromages artisanaux sur I’a-amylase ;
- Rechercher d’autres activités biologiques comme I’effet antimicrobien
- Fractionner les extraits afin de cibler une fraction active

- Identifier la ou les molécules actives
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