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Résumé

De nombreux fromages artisanaux sont fabriqués en Algérie, parmi eux on trouve le
fromage traditionnel a base de lait de chevre.

L’objectif de ce travail est d’analyser, in vitro, I’effet inhibiteur de deux qualités de
fromages a base de lait de chévre sur I’activité de 1I’a-amylase, enzyme clé dans le traitement
du diabéte sucre. Ce dernier est une pathologie métabolique chronique qui se caractérise par
une hyperglycémie causant ainsi diverses complications.

Pour atteindre cet objectif, deux qualités de fromages artisanaux a base de lait de chévre
sont étudiés, le premier dur et deuxiéme frais. Des extraits aqueux sont préparés par
macération du fromage dans le tampon phosphate (0,02M, pH=6,9) et qui subissent, un
dosage des protéines, une mesure de pH et un test de présence des acides aminés. Les teneurs
en protéines sont de 1’ordre de 6,22+0,18% ; 6,27+0,89% pour le fromage de chevre dur et
frais respectivement avec des valeurs de pH égales a 5,93 et 4,25 pour ces deux fromages. Les
acides amineés sont présents dans les deux extraits.

Les résultats obtenus montrent une activité inhibitrice de 1’a-amylase des extraits
fromagers ¢tudiés avec diverses valeurs d’ICso. L’extrait du fromage 1 (ICso= 57,94 mg/ml)
possede une activité inhibitrice faible par rapport au deuxiéme extrait (IC50=33,71mg/ml) et
aussi par rapport a la molécule de référence qui est I’acarbose (IC50=0,16mg/ml)

En conclusion, les résultats collectés montrent que les fromages a base de lait de chevre
présentent un effet inhibiteur sur 1I’a-amylase.

Mots clé : fromage a base de lait de chévre, effet inhibiteur, diabéte, a-amylase.



Abstract

Many artisanal cheeses are made in Algeria, among them the traditional cheese made
from goat’s milk.

The objective of this work is to analyze, in vitro, the inhibitory effect of two qualities of
goat’s milk cheeses on the activity of a-amylase, a key enzyme in the treatment of diabetes
mellitus. The latter is a chronic metabolic pathology that is characterized by hyperglycemia
causing various complications.

To achieve this goal, two qualities of artisan cheeses made from goat’s milk are studied,
the first hard and the second fresh. Aqueous extracts are prepared by macerating the cheese in
the phosphate buffer (0.02M, pH=6.9) and undergo a protein assay, a pH measurement and an
amino acid presence test. The protein content is around 6.22+0.18%; 6.27+£0.89% for hard and
fresh goat cheese respectively with pH values equal to 5.93 and 4.25 for these two cheeses.
Amino acids are present in both extracts.

The results obtained show an inhibitory activity of a-amylase in the cheese extracts
studied with various IC50 values. Cheese extract 1 (IC50= 57.94 mg/ml) has low inhibitory
activity compared to the second extract (IC50=33.71mg/ml) and also compared to the
reference molecule which is acarbose (1C50=0.16mg/ml)

In conclusion, the collected results show that goat milk cheeses have an inhibitory effect

on a-amylase.

Keywords: goat cheese, inhibitory effect, diabetes, a-amylase.
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Introduction générale

Le diabete est un trouble métabolique chronique. Il est caractérisé d’une hyperglycémie
chronique, qui se manifeste par une insuffisance de 1’insuline produite par le pancréas, ou
bien son utilisation incorrecte par I’organisme ou méme les deux a la fois (Defronzo et al.,
2015). L’hyperglycémie chronique peut causer de nombreuses complications métaboliques et
organiques graves (Kambouche et al., 2009).

Le diabete est une maladie qui doit étre soignée a vie, donc le but du traitement est de
corriger ou prévenir la survenue des complications et non pas guérir la maladie. Il peut étre
traité par des médicaments (I’acarbose, le miglitol, metformine...), des plantes médicinales ou
bien I’insulinothérapie (Charbonnel et Cariou, 1997).

Entre ces traitements, il existe une approche thérapeutique pour la diminution de
I’hyperglycémie postprandiale dont 1’objectif est de retarder ou réduire la digestion et
I’absorption des glucides en inhibant les enzymes du tube digestif principalement 1’a-amylase
et I’a-glucosidase (Khacheba et al., 2014). L’a-amylase pancréatique (EC 3.2.1.1) qui est
requis pour le catabolisme des glucides complexes en petites unités (monosaccharides) et leur
digestion, et donc il a un réle dans le taux de la glycémie sanguin (Dewi, 2007).

L’inhibition de I’a-amylase permet de retarder la digestion des glucides ce qui entraine la
diminution du taux de glucose absorbé et donc atténuer la glycémie postprandiale (Rhabasa-
Lhoret et Chiasson, 2004).

Dans notre étude, nous avons utilisé deux qualités de fromage a base de lait de chevre, le
premier a pate dure et le deuxiéme a pate fraiche. Les fromages de chévres jouent un réle
essentiel dans 1’alimentation humaine, caractérises par leur taux élevés de protéines, lipides
mais aussi lactose ce qui fait qu’il est un aliment riche en énergies (Walther et al., 2008).

Le présent travail qui a pour but de rechercher in vitro I’effet antidiabétique de ces deux
qualités de fromage a base de lait de chévre sur 1’a-amylase. Cela a été réalisé au niveau du
laboratoire Antibiotiques, Antifongiques, physico-chimie, activités biologiques et synthése, de
la faculté SNV-STU.
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Chapitre 1 Diabéte sucré et a- amylase

1. LE DIABETE SUCRE
1.1. Définition du diabéte

Le diabete est une pathologie métabolique chronique, il se distingue par une
augmentation du taux de glucose dans le sang (DeFronzo et al., 2015). L’origine est liée a un
trouble de sécrétion et/ou de I'action d'une hormone appelée "l'insuline™ qui en résulte une
hyperglycémie chronique (Rodier, 2001) a jeun supérieure a 1,26 g/l (7mmol/l) (Grimaldi,
2000).

L’insuline est une hormone hypoglycémiante (Karimulla et Kumar, 2011) de nature
polypeptidique, produite par le pancréas et plus précisément par les cellules B des ilots de

Langerhans (Ganong et Jobin, 2005).

1.2. Classification du diabéte

1.2.1. Le diabéte de type 1

Il se caractérise par la production insuffisante de 1’insuline dans le pancréas, par la
destruction auto-immune des cellules B des ilots de Langerhans ce qui provoque une
augmentation certaine de la glycémie et une métamorphose fatale en 1’absence de traitement
par I’insuline (Gale, 2006). Le diabéte de type 1 atteint généralement les personnes avant la

trentaine.
1.2.2. Le diabete de type 2

C’une maladie hétérogéne non auto-immune observée chez les adultes (apres les
quarantaines) et causée par une défaillance relative avec la production de I’insuline ou par une
mauvaise application de cette hormone par 1’organisme (insulinorésistance). C’est la forme la

plus répondue du diabete sucré (OMS, 2016).
1.2.3. Le diabéte gestationnel

Diabete gestationnel ou diabete de grossesse est déefini par une hyperglycémie pendant
les premiers mois de grossesse. Une mere touchée par le diabéte gestationnel nécessite une
prise en charge stricte, car elle comporte un risque de développer le diabéte non

insulinodépendant (diabete type 2) au cours des années suivantes (CNGOF, 2010).



Chapitre 1 Diabéte sucré et a- amylase

1.2.4 Autres types de diabéte
On trouve également d’autres types de diabéte moins courant dont leur apparition peut
étre de nature génétique comme le diabéte MODY (Maturity Onset Diabetes of the young) qui
est une maladie mono-génique, non insulinodépendante et rare (Amed et Oram, 2016). Ou le
diabete secondaire qui est la cause pour le développement d’autres maladies telles que les
maladies du pancréas (pancreatite), les maladies du foie comme I’hépatite C par exemple
(Slingerland, 2006 ; Fendler et al., 2012). Son apparition peut étre aussi suite a la prise de
médicaments comme les corticostéroides par exemple (FID, 2017).
1.3. Les complications du diabete
Selon les estimations de I’OMS et FID, le diabéte serait a 1’origine de 4,8 millions de
déces dans le monde (OMS, 2016). Cependant, le diabéte n’est pas la principale cause de
mortalité du fait de son caractére asymptomatique, le déces est attribué aux autres maladies
qui sont plutét des complications du diabéte (Ferdjellah et Ghemari, 2013).
Le diabete peut causer de nombreuses complications métaboliques graves qui, dont la
plupart s’aggraveront au fur et a mesure augmentant ainsi le risque de morbidité et de

mortalité.il existe deux types de complications (Figure 1).

Complications chroniques du diabéte
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Figure 01: Les complications les complications du diabéte (Grillot, 2019).
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1.3.1 Lescomplications a court terme (complications aigues)

Le diabéte peut causer la survenue de complications métaboliques aigues qui se révelent
par des accidents hypoglycémique et hyper-glycémique (Orban et Ichai, 2008) qui engagent
un pronostic vital si elles ne sont pas prises en considération.

1.3.1.1 L’acido-cétose diabétique (ACD)

L'ACD est la conséquence d’une insuffisance absolue ou relative d'insuline qui peut
conduire a une accumulation de corps cétoniques. Ce qui provoque une hyperglycémie et
ainsi une hyper-osmolarité, diurése osmotique et une cétonémie avec acidose métabolique
(Tenoutasse et al., 2010). L’ACD est déterminé de facon arbitraire par un pH de <7,2 et une
hyperglycémie de >3g (Khalfa et al., 2001).

1.3.1.2 Lecoma hyperosmolaire

II est causé par une hyperglycémie (une glycémie >6g/1) associée a une déshydratation
profonde et une osmolarité¢ plasmatique tres €levée (=350 mOsm/l) avec un pH de >7,2
(Khalfa et al., 2001) et des troubles de la conscience sans cétose (EI Bou Ould et al., 2011).

1.3.1.3 L’hypoglycémie

L’hypoglycémie est une complication indissociable du traitement du diabéte qui
se manifeste chez les patients diabétiques (diabéte de type 1, de type 2 et le diabete
gestationnel) (Orban et Ichai, 2008). Elle survient lorsque la glycémie est inférieure a 0,70g/I
et lorsque les doses d'insuline ne sont pas ajustées correctement. Les cas les plus graves
nécessitent une injection de glucagon et une perfusion de glucose pour éviter le coma
(Darmon, 2008).

1.3.1.4 L’acidose lactique

Une complication rare mais grave qui est due a la présence d’une acidose métabolique
organique associée a une lactatémie (une accumulation de lactates dans le sang >7mmol /L) et
un pH <7,2 (Cohen et Woods, 1983).

1.3.2 Les complications a longue terme (complications chroniques)

Ces complications sont classées en trois groupes :
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1.3.2.1 La microangiopathie

Elle touche les artérioles et les capillaires de diameétre inférieur & 3 micrometre de tous
les organes (Duron et Heurtier, 2005). Les plus étudiés sont les vaisseaux de la rétine
(rétinopathie) et les capillaires des glomérules (néphropathies) :

» Lanéphropathie diabétique

C’est I’'une des complications les plus graves du diabéte, elle se manifeste au niveau des petits
vaisseaux du rein causant une évolution inexorable vers une insuffisance rénale chronique
terminale et augmente aussi le risque d’une maladie cardio-vasculaire qui peut causer la mort
du patient (Khalfa et al., 2001).

» La retinopathie diabétique « la rétine est la vitrine de 1’organisme »

C’est la complication la plus fréquente du diabéte, elle est influencée par le haut degré
d’équilibre de la glycémie et a la durée d’évolution du diabete. Les premiers signes
apparaissent d¢s la cinquiéme année d’évolution du diabéte (Khalfa et al., 2001).

1.3.2.2 La macroangiopathie

Les complications macrovasculaires ou notamment dites macroangiopathiques sont la
principale cause de déces chez les patients diabétiques, elles touchent différentes organes de
corps comme le cceur, le cerveau...

Elles affectent les gros vaisseaux (artéres) de moyen ou de grand calibre. Ces
complications correspondent a la coronaropathie ischémique ou méme 1’ Accident Vasculaire
Cérébral (AVC) et I’Artériopathie Oblitérante des Membres Inférieurs (AOMI), elles sont
beaucoup plus fréquentes dans la population générale (Ehrin et al., 2013).

1.3.2.3 La neuropathie

La neuropathie, dont la plus courante est la polyneuropathie symétrique des membres
inférieurs. Son nom indique les affections qui touchent les nerfs et qui peuvent étre
douloureuses, elle se manifeste chez 50 % des patients diabétique de type 1 et 2 apres 25 ans
d’évolution de la maladie. La neuropathie résulte a cause d'une mauvaise circulation sanguine
(oxygene insuffisant pour les nerfs) et d’un taux élevé de glucose qui affecte la structure des
nerfs (Benachour, 2017).
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1.4 Le traitement du diabete

Le but du traitement est de corriger et/ou d’éviter la survenue des complications micro
et macroangiopathiques du diabete mais aussi d’assurer une bonne qualité de vie.

141 L’insulinothérapie

Le concept de I'insulinothérapie se définit par le remplacement de 1’insuline manquante,
par des injections d’insuline exogéne (Klein, 2009). L'insuline est une protéine qui garantit le
stockage du glucose dans le foie, dont elle accroit I'absorption du glucose par les cellules et
cause une augmentation de la glycolyse et de la glycogenese intracellulaire (American
Diabetes Association, 2005).

On trouve différents types d’insuline selon le début de son effet, le moment de son
intensité maximale et sa durée (Patel et al., 2018) :

- Insuline rapide (action rapide) : I’action commence environ 15 minutes aprés
I’injection, avec un pic atteint aprés 1 heure et des effets de 2 a 4 heures.

- Insuline a action intermédiaire : son activité débute entre 2 & 4 heures apres
I’injection, et son pic prend parti apres 4 a 12 heures, et elle a des effets efficaces
pendant 12 a 18 heures.

- Insuline a action prolongée : elle atteint la circulation sanguine dans les quelques
heures apres I’injection, avec une activité qui dure 24 heures ou plus, sans pic.

- Combinaisons d’action intermédiaire ou longue avec action rapide.

1.4.2 Les médicaments antidiabétiques oraux

D’apres le tableau 1 resume plusieurs classes d’antidiabétiques oraux tel que :
Tableau 01: les différentes classes des ADO (Klein, 2009).

Les insulino- . P Les inhibiteurs de I’absorption
s Les insulinosécreteurs - - - .
sensibilisateurs des glucides au niveau intestinal
= |les biguanides = les sulfamides
= les thiazolidinediones = lesglinides Inhibiteurs des a-glucosidases
ou glitazones = les agonistes de GLP-1
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1.4.2.1 Les biguanides

Ce sont des antihyperglycémiants dont la biguanide la plus utilisée est la metformine.
La metformine ou dimethylbiguanide (figure 2) est exploité depuis 1957 comme un agent
antidiabétique (AFSSAPS, 2006). Elle agit par I’intermédiaire de trois mécanismes ;

NH NH
(D S .

i

Figure 02 : structures des biguanides
(Keen et Jarrett, 1968)

- La réduction de la production hépatique de glucose par I’inhibition de la
néoglucogeneése et de la glycogénolyse, la stimulation de la synthése intracellulaire du
glycogéne, action sur le glycogéne synthase, augmentation de la sensibilité a
I’insuline).

- [l’augmentation de la sensibilité a I’insuline au niveau musculaire favorisant ainsi la
captation et I’utilisation périphérique du glucose

—> retard de ’absorption intestinale du glucose

1.4.2.2 Les sulfamides

Généralement les insulino-sécréteurs agissent en stimulant la libération de I’insuline par
les cellules B des 1lots de Langerhans pancréatiques en les sensibilisant a I’action du glucose.

Les
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sulfamides (figure3) se fixent au récepteur SUR 1 (Sulfonylurea receptor) des canaux K-
ATP des cellules B des ilots de Langerhans, et inhibent les canaux d’efflux potassiques
adénosite triphosphate (ATP)-dépendants ce qui provoque la dépolarisation des cellules et la

sécretion d’insuline via I’entrée de calcium (Burke et al., 2008).

H>N SONHCONH(CH2)3CH3
Carbutamide

SONHC ONH—O
cl

CH,CE;NHO

CH
Gliberxxlamide ou Glyburide

Figure 03 : structure des sulfamides (Anonyme 01, 2008)

1.4.2.3 Les thiazolidinediones ou glitazones

Les thiazolidinediones ou glitazones (figure 4) sont des insulino-sensibilisants qui
appartiennent a une classe importante d’agents antidiabétiques oraux permettant un contrdle
de la glycémie chez les patients atteints de diabete de type 2. Les thiazolidinediones intervient
en tant qu’agonistes des PPAR-y qui controle de nombreux processus tel que : I’action de
I’insuline, la différenciation adipocytaire, le métabolisme lipidique, 1’inflammation et

’athérosclérose (Grey, 2008).
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Figure 04: structure des thiazolidinediones (Anonyme 01, 2008).

1.4.2.4 Les inhibiteurs des a-glucosidases

L’inhibiteur des a-glucosidases comme 1’acarbose (figure 5) ou le miglitol (les deux
inhibiteurs les plus commercialisés) est un pseudo-tétrasaccharide d’une origine microbienne
qui inhibe de facon compétitive et réversible la liaison des oligosaccharides aux alphas

glucosidases.

Cycle thiazolidinedio ne
Rosiglitazone { cycle 3 5 liaisons avec un atome de

soufre et un atome d'azote, substitug

par 2 cétones), appelé " glitazone”

Figure 05 : structure des inhibiteurs des a- glucosidases
(Anonyme 01 ,2008).

Ces enzymes localisées au niveau de la salive, le suc pancréatique et les cellules de
I’intestin gréle sont responsables de 1’hydrolyse des polysaccharides (glucides alimentaire) en

monosaccharides absorbables comme le glucose et le fructose (Mimouni-Zerguini, 2008)
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La baisse de la digestion et donc de 1’absorption des glucides par les inhibiteurs des -
glucosidases permet de réduire 1’hyperglycémie postprandiale (Chiasson et Josse et al.,
2002).

1.4.2.5 Traitement par les plantes médicinale : phytothérapie

La plupart de la population prend des matieres végétales comme sources de soins de
santé primaires (Farnsworth et al., 1985; Karou et al., 2011; Tchacondo et al., 2011).
Actuellement la phytothérapie représente prés d'un tiers des médicaments commerciaux
(Strohl, 2000).

Environ le taux de 1200 plantes qui couvrant 725 genres différents et 183 familles de
plantes, la plupart ont des propriétés hypoglycémiantes, mais peu d’entre elles ont fait 1’objet

d’une vérification scientifique (Bouxid, 2012).

2 L’o-Amylase
2.1 Définition

L’o-amylase (E.C.3.2.1.1) est une macromolécule appartenant a la famille des
hydrolase, la classe des protéines globulaires et de type des endoglucanase (Alais et al.,
2008). Elle est découverte en 1833 par Anselme Payen et Jean-Francois Persoz (Whitcomb et
Lowe, 2007), elle est produite par les glandes salivaires (salive) et les glandes pancréatiques
(suc pancréatique), elle agit sur les liaisons o (1—4) glycosidiques dans I'amidon
(amylose/amylopectine) et les hydrates de carbone pour libérer des simples unités telles que le
glucose, le maltose, et du dextrine (Boehlke et al., 2015)

2.2 Nomenclature
- Nom codifie : E.C.3.2.1.1
- Nom accepté : a-amylase ou alpha amylase
- Autre nom : Endoamylase /Taka-amylase/ Glycogénase
- Nom systématique : a-1,4-D- glucane glucanohydrolase (Manners, 1962).

2.3 Différentes origines de I’a-amylase

Les a-amylases existent chez les animaux, les plantes et se retrouvent également chez
les eucaryotes unicellulaires, les eubactéries et les archées (Da Lage et al., 2007).

2.3.1 Origine végétale

L’a-amylase vegétale joue un réle considérable dans le metabolisme glucidique chez les

plantes. Il participe a I'nydrolyse de I'amidon en le réduisant en sucres réducteurs tel que le

10
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glucose et le maltose qui sont la source énergétique nécessaire pour la germination (Octavio
et al., 2000).

Cette enzyme est synthétisée au cour de la germination des gains qui exigent une
activité enzymatique tres importante pour la mobilisation des réserves et le développement de
I'embryon (Brown et al., 1993).

2.3.2 Origine animale

L’a-amylase animale est localisé au niveau de la salive et le pancréas des mammiferes
(Nouadri, 2011). Les produits qui résulte de la digestion sont appelés dextrines (un mélange
de maltotriose, maltose, et oligosaccharides qui sont ramifiés de 6 a 8 unités de glucose
contenant les liaisons a-1,4 et a-1,6. Les dextrines sont ensuite digérées par les enzymes de la
bordure en brosse intestinale (maltase et isomaltase) (Alpers, 1994).

2.3.3 Origine microbienne

On trouve les a-amylases fongiques et bactérienne, la différence entre eux réside au
niveau de la température (inactivation), le pH optimal faible mais aussi le pouvoir élevé de
saccharification et par un pH optimal faible (Costes, 1982 et Mctigue et al., 1995).

2.4 Structure de I’a-amylase

L'a-amylase est considérée comme une glycoprotéine monomerique (une seule chaine
polypeptidique) d’une masse moléculaire d'environ 57 kDa constituée de 478 acides aminés

répartis en 3 domaines tel qu’il est montré sur la figure 6.

11
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Domain B

Domain C

Figure 06 : la structure de 1’a-amylase (PDB ID 5td4, Zhang et al., 2016)

< Le domaine A

Le domaine le plus large car il contient le site actif avec une forme cylindrique (p/a) et
contient 8 feuillets 3 paralléles et 8 hélices a qui alternent le long de la chaine polypeptidique
et sont reliés par des boucles irréguliéres. Les boucles (1-8) qui relient I’extrémité C-terminal
B avec ’extrémité N-terminal o sont constituées d’acides aminés impliqués dans la fixation et
la catalyse du substrat (deux aspartates et un glutamate) (Banner et al., 1975). La différence
entre les amylases se manifeste par la différence dans le nombre de sous unités de chaque site
actif.

« Le domaine B

La boucle présente entre le troisiéme feuillet § et la troisieme hélice a est considérée
comme un domaine (Qian et al., 1993). Sa taille et sa structure change d’un membre a 1’autre
de la famille des amylases ce qui explique la différence des substrats entre les amylases
(Janecek et al., 1997). Composé principalement de feuillet B, il constitue une sorte de «
couvercle » au-dessus du site actif (Boel et al., 1990).

% Le domaine C

Situé dans la partie C-terminale juste aprés le cylindre (B/a) (Brayer et al., 1995).
Constitué¢ d’un tonneau de 8 feuillets B antiparalléles (Kadziola et al., 1994). Les études ont

12
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montré que le domaine C a un réle essentiel dans le repliement post-traductionnel correct de
I’amylase pancréatique chez les rats, ce qui confirme ainsi son activité et la sécrétion de cette

enzyme (Doyon et al., 2002).

2.5 Les caractéristiques physico-chimiques
251 LepH

L’a-amylase a un pH optimum qui est habituellement stable dans une gamme de 54 7,9
essentiel pour son activité. Le pH optimal pour l'activité de I'a-amylase fongique se situait
entre 4 a 5 ainsi qu’un optimum supérieur a la neutralité de 6 a 7,9 pour les a-amylases
bactériennes (Ishikawa et al., 1993).

2.5.2 Le poids moléculaire

Le poids moléculaire des a-amylases change d’une espéce & une autre, il est compris
entre 40,000 et 90,000 daltons (Gupta et al., 2003).
2.5.3 Latempérature

En général la température permettant une activité maximale des a-amylase est de 25°C a
70°C (Nouadri, 2011). Sachant que la température optimale des a-amylases bactériennes est
de 50°C a 90°C, Cependant la température optimale des a-amylases fongiques varie de 40°C a
60°C (Bakri et al., 2009).

2.6 Mode d’action

Les a-amylases (E.C.3.2.1.1) sont des enzymes qui agissent sur les polysaccharides et
les oligosaccharides, ils déclenchent I'hydrolyse des liaisons a-1,4-glycosidiques de I'amidon,
métamorphosant I'amidon en produits de faible poids moléculaire comme le glucose, maltose

et maltotriose (Rajagopalan et Krishnan, 2008).
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(ot - amylase
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Figure 07 : Dégradation de (a) I'amylose et (b) 'amylopectine par 1’a-amylase. (Les
cercles pleins indiquent les sous-unités de glucose avec a-1,6, liaisons glycosidiques)
(Abdella et al., 2020)

La premicre étape de la digestion de 1'amidon s’effectue au niveau de la bouche avec la
sécrétion d'a-amylase qui catalyse la transformation des glucides en oligosaccharides plus
petits (Robyt, 2008). Il continue d'agir jusqu'a une demi-heure a l'intérieur du bol alimentaire
apres son arrivée dans l'estomac. Il peut digérer jusqu'a 50% de I'amidon présent dans les
aliments (Smith et Morton, 2010). L hydrolyse de liaisons glucosidique a (1-4) de I’amidon
se fait par différents mécanismes :

- Attaque aléatoire : L’a-amylase coupe aléatoirement n’importe quelle liaison
glycosidique a partir de I’extrémité non réductrice. Cela impliquera la création de
glycose, de maltose et de 1’a- dextrine (Scriban, 1999).

- Attaque multiple ou répétitive : I’hydrolyse des liaisons est provoquée par le
déplacement de I’enzyme fixé le long de la chaine sans la dissociation du complexe
enzyme-substrat (Kandra et al., 1997).

- Meécanisme uni-chaine : L’a-amylase dégrade les chaines réguli¢rement ¢’est-a-dire
il dégrade d’abord une chaine puis passe a 1‘autre. L’enzyme qui catalyse la réaction,
forme un complexe actif juste apres la dégradation de la premiére chaine (Berry et
Paterson, 1990).

- Meécanisme multi-chaine : les chaines sont dégradées de facon aléatoire (Kandra et
al., 1997).

2.7 L’activation et I’inhibition de I’a-amylase

L’a-amylase joue un réle exceptionnelle dans le processus de digestion des hydrates de

carbone complexes, il catalyse primitivement I'nydrolyse de I'amidon afin de produire du

14
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glucose (Kimie Date et al., 2010). La regulation de son activité enzymatique ou son
inhibition est assurée par des composés appelés effecteurs qui sont des activateurs ou
inhibiteurs agissant directement ou indirectement sur le site actif de I'enzyme (Garrett et
Grisham, 2000). Selon le tableau 02, on peut distinguer :
Tableau 02 : Activateurs et inhibiteurs de I’a-amylase (Whelan et al., 1964 ; Mercier,
1985).

Nom du composé

] ] Albumine
Activateurs organiques . .
Acétyle choline

. _ Citrate
Inhibiteurs organiques
Oxalate

) ) ) Nitrates
Activateurs inorganiques
Phosphates

Fer
Inhibiteurs inorganiques Argent

Cuivre

Les inhibiteurs qui sont généralement des molécules de structure similaire a celle du
substrat tel que 1’acarbose, le voglibose et le miglitol, sont utilisés pour retarder la digestion
des oligosaccharides et des disaccharides, et retarder I'absorption intestinale du glucose ce qui
conduit a réduire le taux de glucose dans le plasma, provoquant ainsi la suppression de
I'nyperglycémie postprandiale (Lebovitz, 1997). Néanmoins, ces inhibiteurs provoquent
plusieurs effets secondaires, tels que les troubles du foie, les flatulences et les crampes
abdominales... (Shobana et al., 2009).
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GENERALITE SUR LE LAIT DE CHEVRE
1.1. Définition du lait

Le lait est un milieu multiphasique constitu¢ essentiellement d’eau, de protéines, de
matiere grasse, de sucre et de minéraux. Sa couleur blanche opaque est due a la réfraction de
la lumiére sur les composants de nature protéique appelée « micelles de caséines » (Jeantet et
al., 2017). A I’opposé du lait de vache, le lait de chévre est plus blanc en raison de ’absence
de pigments caroténoides (Pradal, 2012) et a un godt plus relevé que le lait de vache
(Jouyandah et Abroumand, 2010). Il est Iégérement sucré, d’une saveur particuliére et une
odeur assez neutre (Alais, 1984).

1.2. Différents constituant du lait
1.2.1. Eau

Le lait de chévre est constitué de 87% d’eau, il forme une solution dite vraie avec des
substances de caractere polaire comme les glucides er les minéraux, ainsi qu’une solution
colloidale avec les protéines hydrophiles, aussi une suspension colloidale avec les micelles de
caséines et une émulsion avec les matiéres grasses, tout ¢a grace a la présence de d’un dipdle
et de doublets d’électrons libres lui confére un caractere polaire (Amiot et al., 2002).

1.2.2. Matiéere grasse

La matiere grasse est présente dans le lait et se composent principalement de petites
globules de triglycérides suspendus dans I'eau entouré d'une couche de phospholipides qui
empéche leur agrégation, on trouve aussi une fraction insaponifiable composée en grande
partie de cholestérol et de B-caroténe (FILQ, 2002).

1.2.3. Protéines

Le lait de chevre contient en moyenne 30,8 g/kg de protéines totales alors que le lait de
vache en contient 32 g/kg (Grappin et al., 1981).

La matiére protéique constitue une partie essentielle dans le bon fonctionnement des
cellules vivantes ainsi que dans le lait et la fabrication fromagére ; ce sont les protéines qui
vont permettre le phénomeéne d’agglutination des composants solides du lait (Amiot et al.,
2002).
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Ces proteines sont : (Pradal, 2012).

% Les caséines : on trouve environ 68 a 80% de caséines des protéines totales, qui
s’agglutinent et forment de petits coaglomérats avec le calcium et le phosphore
appelés « micelles » qui vont ensuite se lier les uns aux autres et ainsi former le caillé
du lait lors de la fabrication du fromage, Il y a des caséines qui ne forment pas de
micelles car une partie est éliminée dans la phase aqueuse du lait, on trouve :
(Martin,2000).

La caséine a S1 (40%des caséines)

La caséine o S2 (10% des caséines)

v vV

La caséine B (35% des caséines)
- Lacaséine k (12% des caséines)

% Les protéines sériques ou les protéines de sérum, qui représentent environ 20% des
protéines totales, on les trouve sous forme de solution colloidale, elles ne sont pas
coagulées par la présure donc elles n’ont aucun réle particulier dans la fabrication
fromagere. Les deux principales sont la B-lactoglobuline et 1’a-lactalbumine (Amiot et
al., 2002).

¢ Les protéines du lactosérum représentent environ 15 a 28% des protéines du lait et
17% des matiéres azotée. Elles sont des protéines d'une excellente valeur
nutritionnelle, Elles sont riches en acides aminés soufrés, en lysine et tryptophane.
Elles sont aussi sensibles a la dénaturation thermique (Debry, 2001).

1.2.4. Les glucides

Le lait contient des glucides essentiellement représentés par le lactose, le constituant le
plus abondant aprés 1’eau. Le lactose est synthétise dans les cellules des acini a partir du
glucose sanguin . La teneur moyenne en lactose d’un lait normal de chévre est d’environ
509/l (FTLQ, 2002).

1.2.5. Les minéraux

On trouve le Ca, P, Mg, Fe et Cu, leur quantité dans le lait de chevre aprés incinération
varie de 0,60 a 0,90%. Elle est significativement plus importantes que celles du lait de vache
(Ceballos et al., 2009).
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1.2.6. Vitamines

Les vitamines sont des substances biologiquement incontournables au fonctionnement du
corps humain mais qu’il ne peut pas les synthétiser. Elles agissent comme des cofacteurs dans
les échanges entre les membranes cellulaires et dans plusieurs réactions enzymatiques, le lait
de chevre comporte prés de deux fois plus de vitamine (A) que le lait de vache (Vignola,
2002).

Il existe 13 vitamines réparties selon leur solubilité dans le tableau 03 :

Tableau 03 : Teneur moyenne des principales vitamines du lait de chevre (Amiot et al.,

2002).
Vitamines Teneur dans le lait
Vitamines liposolubles
Vitamines A (rétinol)
40 pg /100 ml
(+carotene)
Vitamines D 2,4 1g/100 ml
Vitamines E 100 pg/100 ml
Vitamine K 5 png/100 ml
Vitamines hydrosolubles
Vitamine B1 (thiamine) 45 ng/100 mi
Vitamine B2 (riboflavine) 175 pg/100 ml
Vitamine B6 (pyridoxine) 50 pg/100 ml
Vitamine B12 (cyancobalamine) 0,45 pg/100 ml
Vitamine B3 (Acide nicotinique) 90 pg/100 ml
Vitamine C (Acide ascorbique) 2 1g/100 ml
Vitamine 9 (Acide folique) 5,5 pg/100 ml
Vitamine 5 (Acide pantothénique) 350 pg/100 ml
Vitamine H (biotine) 3,5 ng/100 ml

1.2.7. Enzymes

Le lait de chevre contient différentes enzymes comme la phosphatase alcaline, la
lysozyme, la lactoperoxydase, la catalase, la lipase... (Tableau 04). lls sont trés sensibles aux
variations de pH et de température ; une élévation de la température entraine leur inactivation
rapide et permet ainsi d’évaluer la qualité et la manipulation du produit (Maldonado et

Burgos, 2015).
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Tableau 04 : principales enzymes de lait de chévre (Mathieu, 1998).

Groupe d’enzyme Classe d’enzyme pH Température (°C)
Phosphatase alcaline 7-10 37
Lysozyme 8 37
Hydrolases Lipase (lipoprotéine) 8,5 37
Protéase alcaline (plasmine) 8 37
Protéase acide 4 37
Lactoperoxydase 6,5-6,8 20
Oxydoréductases Xanthine oxydase 8,3 37
Sulfhydryle oxydase 7 37
Catalase 6,8-7 20

La Lactoperoxydase, la catalase et la lipase jouent une fonction inhibitrice de la

croissance bactérienne, ils ont également un role dans la transformation fromagere et ont la

capacité d’influencer le gotit du fromage comme la lipase qui peut provoquer un go(t de rance

(Romain et al., 2017).

1.3. Les caractéristiques du lait

1.3.1. Les caractéristiques physicochimiques

1.3.1.1.  Masse volumique et densité

La masse volumique est une propriété physique qui varie selon la température, la masse

volumique du lait a 20° varie entre p= 1028-1034 kg. m3~. Cependant la densité du lait & 15°
varie de 1,028 a 1,035 pour une moyenne de 1,032 (Vignola, 2012).

13.1.2. pH

Un lait normal a un pH qui varie entre 6,6 et 6,8 (un lait avec un pH plus bas
provient d’une contamination, mais un lait alcalin est dit lait pathologique) (Pradal, 2012).

1.3.1.3. Acidité

L'acidité exprime le taux d'acide lactique formé a partir du lactose. Elle est exprimé en

degré Dornic (°D) varie entre 15 a 18°D (Jeantet et al., 2017).
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2. GENERALITES SUR LE FROMAGE

Le lait peut étre consommé a 1’état nature mais peut ¢également subir des
biotransformation, 1’un des dérivé de ces transformation est le fromage.

2.1. Définition

Le fromage est un produit obtenu a partir de matieres d’origines laitieres. Il peut étre fermenté
ou non, affiné (fromage qui n’est pas prét a la consommation peu apres sa fabrication) ou non
affiné (dont le fromage frais) d’une consistance moelle ou semi dure, dure ou extra dure. Son
obtention dépend d’une coagulation en tout ou en partie (complete ou partielle) du lait grace a
des agents coagulant ou par I’action de présure, suivi de 1’égouttage puis 1’affinage (Codex,
2003).

Tableau 05 : Les caractéristiques physicochimiques du fromage

Composition Variation
Densité a 20° 1,028-1,035
Energie (J) 600-750
Point de congélation (C°) -0.550 — 0.583
Viscosité du lait entier a 20 °C (Pa.S) 1,8-19

2.2. Classification des fromages

Le fromage est classé selon différents criteres : le type de coagulation (par acidification
ou par action enzymatique), la technique de fabrication, le mode d’affinage, la composition en
lait, la consistance (mous ou durs), I’aspect extérieur, la présence ou non de moisissure et
aussi selon la zone géographique (Pradal, 2012).

2.3. Types de fromages

Selon Lenoir et son équipe (Lenoir et al., 1983), il existe 5 types de fromage :

2.3.1. Les fromages a pate fraiche (fromage frais)

Les fromages a pate fraiche sont des fromages & égouttage lent n’ayant subi que la
fermentation lactique a partir du lait entier. Ils ne sont pas vieillis, ni affinés et ils contiennent

jusqu’a 80% d’eau, de saveur douce ou légérement acidulée, de texture molle, granuleuse ou

lisse (Carocho et al., 2016 ; Fox, 2016).
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2.3.2. Les fromages a pate molle

Leur pate n’est ni cuite ni pressée, a texture généralement crémeuse et onctueuse avec une
Iégere élasticité. Ils sont obtenus par action de la présure qui subissent un affinage apres la
fermentation lactique mais dont la pate n’est cuite ni pressée. On distingue trois types (Fox et
al., 2017).

- Fromages a pate molle moussée généralement a croute moisie (Camembert,
Brie...)

- Fromages a pate molle et a croute lavée (Munster, Livarot, Pont- I’'Evéque ...)

- Fromages a pate molle persillée (& moisissures internes) (Roquefort et autres
bleus....).

2.3.3. Les fromages a péate pressée

Le caillé est obtenu par coagulation a la présure qui subit un affinage aprées la
fermentation lactique, puis un égouttage intense sous I’action de découpage, de brassage et de
la pression. On distingue (Guiraud, 2003) :

- Fromages a pate ferme non cuite (pate pressée et broyée) (Cantal....)
Fromages a pate pressée non cuite et crotite lavée (St Paulin, Reblochon....)
Fromages a pate pressée non cuite et a crotte moisie (Tomme de Savoie....)
Fromages a pate pressée non cuite et a croGte artificielle (Edam)

Fromages a pate pressée cuite avec ouverture (Emmenthal)

N2 2 2 2%

Fromages a pate pressée cuite sans ouverture (Beaufort)
- Fromages a pate pressée trés dure (Cheddar).

2.4. Fabrication du fromage de chévre

La fabrication du fromage de chévre est un processus qui comporte plusieurs étapes.

Voici les étapes principales :

2.4.1. Préparation et maturation du lait

L’enchainement commence par la collecte du lait de chévre frais. Le lait est généralement
collecté deux fois par jour, matin et soir, et doit étre traité avec soin pour préserver sa qualité.

Le lait peut étre écrémé pour enlever une partie de la matiére grasse. Cela dépend du type
de fromage que I'on souhaite produire. Certains fromages de chévre sont fabriqués avec du

lait entier, tandis que d'autres utilisent du lait partiellement écrémé (Guo et al., 2009).
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Le lait est ensuite chauffé a une température spécifique (30 et 32°C), pour favoriser la
coagulation ultérieure. La durée de chauffage peut varier en fonction du type de fromage que
I'on souhaite obtenir (Meyer et al., 2004).

2.4.2. Coagulation du lait

Une fois que le lait atteints la température souhaitée, on ajoute un agent coagulant,
géneralement de la présure, pour provoquer la coagulation du lait. La coagulation peut
prendre quelques heures. Elle peut étre réalisée par deux méthodes principales : la coagulation
acide et la coagulation enzymatique (Brule et al., 1997).

24.2.1. Coagulation par voie acide (I’acidification)

L'acidité provoque une diminution du pH du lait, créant un environnement acide ce qui
entraine la dénaturation des protéines principalement les caséines, qui se regroupent pour
former un gel solide. Celui-ci retient I'eau et les matieres grasses du lait, formant ainsi la base
solide du fromage. La coagulation par voie acide ne convient pas & la fabrication de tous les
types de fromages elle est utilisée pour la fabrication de fromages frais comme le fromage de
chévre frais ou le fromage cottage (Brule et al., 1997).

2.4.2.2.  Coagulation enzymatique

La coagulation enzymatique est réalisée en ajoutant une enzyme coagulante, appelée
présure au lait. La présure contient des enzymes, telles que la chymosine qui agissent sur les
protéines du lait. L'enzyme clive la caséine en peptides plus petits, provoquant ainsi la
coagulation du lait. Cette méthode est utilisée pour la fabrication de nombreux fromages, y
compris certains fromages de chévre affinés (Ramet, 1985).

2.4.3. Egouttage et moulage

Le caillé formé a partir de la coagulation est découpé en petits morceaux a l'aide d'une
"spatule a caillé". Il est ensuite brassé doucement pour libérer le petit-lait, en augmentant la
température progressivement pendant cette étape pour expulser davantage de petit-lait et
raffermir le caillé. Puis vient le tour du moulage une fois que le caillé atteint la consistance
souhaitée, il est placé dans des moules spéciaux pour lui donner sa forme caractéristique. Les
moules sont souvent perforés pour permettre I'égouttage du petit-lait. Ensuite le caille est
pressé doucement dans les moules pour éliminer davantage de petit-lait et lui donner une
texture plus ferme. La durée et la pression du pressage peuvent varier en fonction du type de
fromage (Khoualdi, 2017).

2.4.4. Salage
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Le salage peut étre effectué en saupoudrant du sel sur la surface du fromage ou en le
trempant dans une saumure. Le sel ajoute de la saveur au fromage et aide également a
prévenir le développement de bactéries indésirables (Hardy, 1997).

2.4.5. Affinage

Le fromage est ensuite transféré dans une cave d'affinage ou il est stocké dans des
conditions spécifiques de température et d’humidité. L'affinage peut durer de quelques
semaines a plusieurs mois, selon le type de fromage. Pendant cette période, le fromage
développe des saveurs et des ardbmes caractéristiques (Khaled, 2012).

2.5. Microflore du fromage de chévre

La microflore désigne les microorganismes présents dans le fromage, comme les
bactéries et les levures et les moisissures. Chaque fromage a sa propre microflore distincte
(Corcy, 1991).

Le fromage est produit par le processus de fermentation, cette derniere est réalisée par des
bactéries et autres micro-organismes qui transforment le lait en fromage. Dans le cas du
fromage de chevre, des souches bactériennes spécifiques jouent un réle crucial dans la
formation de sa saveur, de sa texture et de sa qualité globale. On peut distinguer (Cogan et
Hill, 2012) :

- Les bactéries lactiques (LAB) sont le principal groupe de bactéries responsables du
processus de fermentation dans la production de fromage. Ils transforment le lactose
présent dans le lait, en acide lactique. Ce processus d'acidification permet de cailler le
lait et donne au fromage sa saveur acidulée caractéristique. Plusieurs souches de LAB
sont couramment présentes dans le fromage de chévre, tel que :

— Lactococcus lactis (l'acidification et au développement de la saveur du
fromage de chevre).

— Lactobacillus casei (développement de la saveur et a I'acidification).

— Lactobacillus plantarum (développement d'ardbmes complexes dans le
fromage).

- Geotrichum candidum : un champignon qui ressemble a une levure, il est souvent
utilisé a la surface du fromage de chevre pour créer une crolte ridée caractéristique. I
contribue aussi au développement de la saveur et aide a decomposer les protéines et
les graisses au cours du vieillissement (Quigley et al., 2011).

- Penicillium candidum : une moisissure blanche couramment utilisée dans la

production de fromages affinés en surface ; elle forme une couche blanche pelucheuse
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a la surface du fromage et contribue au développement de la saveur et de I'ardme du
fromage (Montel et al., 2014).

24



Matériels et méthode




Matériel et méthodes

1. Objectif

Notre étude expérimentale est effectuée au niveau du laboratoire de recherche antibiotique,
antifongique : physico-chimie, synthese et activité biologiqgue LAPSAB de la faculté des
sciences de la nature et de la vie, université Abou-Tlemcen. Le but de ce travail pratique est
de tester d’éventuel effet inhibiteur du fromage a base de lait de chévre sur 1’a-amylase

pancréatique. Cette derniére est une enzyme clé dans le traitement du diabéte sucré.

2. Fromage

Nous avons utilisé dans notre étude deux qualités de fromages a base de lait de chévre
(fromage a pate dure / fromage frais). Ces produits sont une préparation artisanale et ont été
achetés en Mars 2023 auprés de deux magasins différents situé a Tlemcen. Ces magasins sont

spécialisés dans la préparation artisanale d’une grande variété de fromages.

Figure 08 : Fromage a base de lait de chevre a pate dure
étudié
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Figure 09 : Fromage a base de lait de chevre frais étudié

3. Préparation des extraits de fromages frais et fromage a pate dure

Pour les extrait 1 et 2, 3g de fromage (a pate dure/ a pate fraiche) sont coupés en petits
morceaux et mélangés dans un tube avec 10ml de solution tampon phosphate (0,02M, pH
6,9). L’ensemble est bien agiter afin d’extraire le maximum de molécules.

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

fromage de chévre sur I’a-amylase.

4. Caractérisation des fromages

4.1. Mise en évidence des acides aminés a la ninhydrine

La ninhydrine (2,2- dihydroxyindan-1,3-dione) est un composé aromatique utilisé comme
révélateur des acides aminés.

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

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

Le pH est déterminé a I’aide d’un pH-métre de type "InoLab”, en introduisant directement la

sonde dans I’échantillon a analyser a une température de 20°C.
4.3. Détermination de la concentration massique

Iml d’extrait du fromage (1 et 2) est mis séparément dans un tube de poids initial connu (P0).
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 I’équation ci-dessous ;

C = (P1-PO)/V

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

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

4.4. Dosage des protéines
4.4.1. Principe

Le dosage des protéines se fait par la méthode de Biuret selon Henry et al., (1974). En
solution alcaline les protéines forment avec les ions cuivriques un complexe coloré
d’absorbance mesurable a 540 nm. La détermination des différentes concentrations se fait en

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

4.4.2. Dosage

Etape 1 : préparation du réactif de Biuret pour 250 ml d’eau distillée.
* Solubiliser 11,5g de NaOH dans 150 ml d’eau distillée.
* Ajouter les réactifs suivants successivement au meélange précédent : 0,28 g de CuSO4, 0,25¢g

de Kl et 1,489 de tartrate double sodium potassium.
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* Ajuster le volume a 250 ml par I’eau distillée.

Etape 2 : préparation de la SAB.

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

* Réaliser des dilutions en cascades.

Etape 3 : préparation des extraits

* Solubiliser I’extrait (1 et 2) dans I’eau distillée.

Etape 4 : dosage

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

* Dans les tubes, mettre 100 pl de la solution a doser (extrait ou SAB) et 1 ml du réactif de
Biuret.

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

* Les tubes sont incubés a I’ombre pendant 30 minutes, puis 1’absorbance est lue a 540nm.

4.4.3. Expression des résultats

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

C : concentration en protéines de I’extrait en « mg/ml » (déterminée graphiquement).

V : volume de I’eau distillée en « ml ».

P : la prise d’essais « mg ».

Pourcentage : taux de protéine.

La figure 10 représente la courbe de corrélation entre 1’absorbance et la concentration en
BSA par la méthode au réactif de Biuret. Le graphe montre une linéarité entre 1’absorbance a

540 nm et la concentration utilisée de BSA mg /ml.
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Figure 10 : Courbe dé étalonnage du sérum albumine bovine

5. Evaluation de I’effet inhibiteur des extraits du fromage sur I’a-amylase
5.1. Réactif utilisés
5.1.1. 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 (NaH2PO4) et B dibasique (Na2HPO4) a 0,02 M et pH final de
6,9.

5.1.2. Solution d’a-amylase

L’enzyme utilisée est o-amylase (E.C.3.2.1.1) du pancréas du porc (PPA) sous forme
lyophilisée (Fluka), son poids moléculaire est de 13000 Da, avec une activité spécifique de
13 Ul/mg, conservée a + 4°C. 6 mg de PPA sont solubilisés dans 20 ml de solution tampon
phosphate (0,02 M ; pH= 6,9), la solution obtenue contient une activité o- amylasique de 3,9
Ul/ml, L’optimum de [’activité a-amylasique d’origine porcine est a pH= 6,9 pour une
température de 37C°.

5.1.3. Solution de substrat

Le substrat de cette catalyse est ’amidon soluble. 1 g d’amidon est solubilisé dans 100ml de

Tampon phosphate additionné de NaCl a 6mM. Le tout est chauffé jusqu’a ébullition sur
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plaque chauffante agitatrice. Aprés 10 min, la solution est refroidie et le volume est de
nouveau ajusté a 100ml.
5.1.4. Réactif de DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)

1g de DNSA est dispersé dans 40 ml d’eau distillée, a cette solution 30g de tartrate double de
sodium et potassium sont ajouter sous agitation. La solution obtenue est de couleur jaune
opaque. L’addition de 20 ml d’une solution de NaOH 2 N rend le réactif limpide avec une
couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée. Le réactif obtenu
est conservé a 1’abri de la lumiére et a 4C°.

5.1.5. Solution de I’acarbose

L’acarbose « Glucobay®50 » est utilisé dans cette expérience comme molécule de référence,
afin de comparer son activité vis-a-vis d’a-amylase par rapport a celle des extraits.

Un comprimé de 50 mg est solubilis¢ dans le tampon phosphate, afin d’avoir une
concentration de 1 mg /ml d’acarbose.

5.1.6. Mode opératoire

Cette méthode est réalisée selon le protocole de Thalapaneni et al., 2008 avec modification :
On prépare une gamme de concentration (dilution en cascade), et on teste I’effet de chaque
concentration de I’extrait sur I’activité d’a-amylase.

» Tube blanc (pour le contrdle) :

1 ml solution tampon +0,5ml
solution d’amidon.

» Tube blanc (pour les extraits)

:0,5 ml solution tampon +0,5ml
solution d’extrait +0,5 ml
solution d’amidon.

» Tube contrdle : 0,5 ml solution
tampon +0,5 ml d’amidon + 0,5
ml de solution enzymatique.

» Tube essai : 0,5 ml solution

d’amidon +0,5 ml solution

d’extrait +0,5 solution

enzymatique.

Figure 11: Coloration des tubes apres 1’ajout du DNSA

» Agiter les tubes et incuber
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pendant 15 minutes a 37C°.

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

» Afin de stopper la réaction entre le produit et DNSA on posséde a un choc thermique en
déposant les tubes dans un bain d’eau glacée.

» Mesure les densités optiques au spectrophotométre a une longueur d’onde de 540 nm.

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

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

« A controle : absorbance contrble ; A échantillon : absorbance échantillon
« IC50 : la concentration inhibant 50% de I’activité enzymatique. Elle est calculée

graphiquement.

% d’inhibition d’a-amylase = [(A contréle-A échantillon)/A contrdle] x 100
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1. Caractérisation des fromages

Notre travail avait pour but de rechercher les caractéristiques physicochimiques du

fromage de chévre (concentration massique, pH, teneur en protéines...). Les résultats relatifs

a notre étude sont illustrés dans le tableau ci-dessus :

Tableau 06 : parametres physico-chimiques des deux qualités de fromages

Echantillon 1 (fromage de

chévre a pate dure)

Echantillon 2 (fromage de

chévre frais)

Concentration massique

53+43,96mg/ml 60+£23mg/mi
(mg/ml)
Teneur en protéines (%) 6,22+0,18% 6,27+0,89%
pH 5,93 4,25

Ces résultats sont variés selon la qualité de chaque fromage

Nous remarquons que 1’échantillon 2 présente une concentration massique (60+23mg/ml)
plus élevée que celle de 1’échantillon 1 (53+43,96mg/ml). Cependant les valeurs mesurées du
pH nous indiquent une différence entre les deux fromages. L’échantillon 1 (5,93) est plus
alcalin (basique) que I’échantillon 2 (4,25) qui est plus acide.

Pour ce qui concerne la teneur en protéines nous remarquons que 1’échantillon 1
(6,22+0,18%) a une teneur moyenne en protéines légerement supérieure a celle de
I’échantillon 2 (6,27+0,89%)

Il existe différents types de fromages qui peuvent varier dans leur teneur en protéines
comme par exemple, le fromage parmesan qui a une teneur en protéines plus élevée,
généralement autour de 32 % (FoodData Central, USDA). Ces valeurs sont nettement
supérieures a la teneur en protéines des fromages de chévre. Pour ce qui concerne le pH, le
camembert par exemple a généralement un pH qui varie de 6 a 7, indiquant un pH Iégérement
acide a neutre (Gaya et al., 2008). Le fromage bleu, comme le Roquefort, a une plage de pH
de 4,8 a 5,4, ce qui indique un pH modérement acide (O'Brien et al., 2017). Ces valeurs
démontrent la variation de pH entre les différents types de fromage. Les valeurs de
concentration massique du fromage peuvent dépendre de divers facteurs, notamment la teneur
en humidité et les procédés de fabrication. Les fromages a pate molle ont généralement une

teneur en humidité

32



Résultats et discussion

plus élevée et une concentration en masse plus faible que les fromages a pate dure. Par
exemple, le fromage Brie a genéralement une teneur en humidité de 48 a 52 % ; tandis que le
fromage Cheddar a une teneur en humidité inférieure d'environ 36 a 40 % (FoodData
Central, USDA).
2. Evaluation de I’effet inhibiteur des extraits du fromage sur ’alpha amylase

2.1 Extrait 01 (fromage de chevre a pate dure)

La figure 12 présente ci-dessous nous montre la variation des pourcentages d’inhibition
de I’alpha amylase obtenues en fonction des concentrations de 1’extrais 01 (fromage a pate

dure). La courbe linéaire nous indique que I’inhibition atteint les 50% pour 53mg/ml

60 -

y=0,877x - 0,8185
R?=0,9833

50 -

30 ~

20 A

10 -

Pourcentage d'inhibition %

0 T T T T T T 1
}v 10 20 30 40 50 60 70

Concentration ( mg/ml)

Figure 12 : Effet inhibiteur du fromage de chévre a pate dur sur 1’alpha amylase
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2.2 Extrait 02 (fromage de chevre frais)

D’apres la figure 13 nous pouvons analyser 1’effet de 1’extrait 02 (fromage frais) sur
I’inhibition de 1’alpha amylase. Pour 60mg/ml nous avons enregistré une inhibition qui

dépasse les 70%.

80 -

y =1,5022x - 0,6502
R?=0,9861

70 A

Pourcentage d'inhibition %

O T T T T T 1
10 20 30 40 50 60

Concentration (mg/ml)

-10

Figure 13 : Effet inhibiteur du fromage de chévre frais sur ’alpha amylase

2.3 Acarbose

L’ Acarbose est utilis¢ comme molécule de référence pour analyser I’inhibition de 1’alpha
amylase. Les pourcentages obtenus sont montrés sur la figure 14 Cette molécule est efficace

et elle présente des pourcentages élevés pour de tres faibles concentrations.
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Figure 14 : Effet inhibiteur de I’acarbose sur I’alpha amylase

Le tableau ci-dessous résume les valeurs d’IC50 obtenues pour les deux extraits et 1’acarbose.
Nous remarquons que les deux extrait ont un meilleur effet inhibiteur sur 1I’a-amylase et qui
reste meilleur que celui de I’ Acarbose

Tableau 07 : Evaluation des valeurs des IC50 des deux extraits et de 1’ Acarbose

Extrait Acarbose Fromage 1 Fromage 2

IC50 (mg/ml) 0,16 57,94 33,71

L’inhibition de I’a-amylase peut étre une stratégie thérapeutiques antidiabétiques car elle
peut réduire de fagon significative 1’hyperglycémie postprandiale et donc la gestion de la
glycémie chez les diabétiques de type 2 (Narkhede et al., 2011)

Concernant notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’effet inhibiteur
des extraits fromageres sur I’activité de I’a-amylase afin d’étudier sa propriété antidiabétique.
Trés peu de travaux ont été réalisés sur I’activité inhibitrice des fromages de chévre sur
’alpha amylase.

Par les valeurs obtenues d’IC50 des différents extraits étudiés sont: ’extrait du fromage 1
(IC50=57,94mg/ml) ; I’extrait du fromage 2 (IC50=33,71 mg/ml) ainsi que I’Acarbose
(1C50=0,16mg/ml) considéré comme un contr6le positive dans notre travail et qui a un fort

effet inhibiteur sur 1’a-amylase. Nous remarquons que 1’extrait du fromage 2 présente une
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inhibition nettement supérieure a celle de ’extrait du fromage 1 puisque que plus I’'IC50 est
faible plus le pouvoir d’inhibition est élevé.

D’aprés le travail réalis¢é par Wihansah et al en 2022 sur I’évaluation de l'activité
antidiabétique par l'inhibition de l'a-glucosidase par le yaourt au lait de vache enrichi d'extrait
de Cannelle, de Fenugrec (sénégrain) et d'Aloe-vera, les résultats démontrent que le yaourt a
l'extrait de cannelle a une performance d’inhibition de 1’a-glucosidase la plus élevées avec
97,79 %, tandis que les yaourts & I'Aloe vera et au Fenugrec en ont respectivement 11,17 et
10,16%.

Une deuxieme étude a été realisée par la méme equipe Wihansah et al en 2018, qui visait
a évaluer le pouvoir antidiabétique du yaourt au lait de chévre par I’inhibition de I’a-
glucosidase,

ce travail a été réalisé en utilisant trois extraits différents: le yogourt, le yogourt
probiotique et le yogourt probiotique additionné d'extrait de Roselle.

Les résultats montrent que l'extrait de Roselle avait un pouvoir antidiabétique avec une
inhibition de 87,72 % a une concentration de 25% mais, 1’activité était affectée par le type de
yaourt qui a affecté I'acidité et la valeur du pH, la durée de conservation qui a modifié la
viscosité, I’activité de I'eau et les bactéries lactiques totales qui étaient affectées aussi par
I’interaction entre le type de yogourt et la durée de stockage.

Tandis que le yaourt probiotique additionné d'extrait de roselle avait le meilleur pouvoir
antidiabétique parmi tous les extraits avec une inhibition de 36,70 % ; I’inhibition était
comparable a celle de 1’Acarbose a une concentration de 0,1-0,5ppm égale & 0,0001-
0,0005mg/ml, cependant 1’activité a diminuée apres 15 jours de stockage au froid.

En conclusion, d’apres les résultats obtenus a la fin de notre travail, on constate que les
fromages a base de lait de chévre possedent une action inhibitrice modérée sur 1’activité de a-
amylase. Nos résultats ont donné un bon rendement concernant les caracteres
physicochimiques (concentration massique, teneur en proteines, teneur en acide aminés, pH)
ainsi que 1’effet inhibiteur sur 1I’a-amylase. Mais, en comparant nos résultats avec ceux de
Wihansah et son équipe en 2018 et 2022, nous constatant que le fromage a base de lait de
chévre posséde une activité inhibitrice moins efficiente que celle du yaourt a base de lait de
vache a I’extrait de cannelle ainsi que celle du yaourt probiotique a base de lait de chévre.

Les résultats obtenus peuvent mettre en relation I’effet du pH sur I’inhibition de I’enzyme
surtout pour ’extrait 2 qui présentent un caractére acide. D’aprés Ishikawa et al., (1990)

I’alpha amylase porcine est directement affectée par le pH ou l’activit¢é commence a
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apparaitre a partir de pH=5 avec un optimum a pH=7. Cette propriété a éeté étudiee
antérieurement par Sky-Peck et Thuvasethakul (1977).

Notre travail reste préliminaire est mérite d’étre reconduit par d’autres recherches avec

d’autres objectifs afin de bien valoriser les produits laitiers a base lait de chevre.
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Conclusion générale

Notre expérimentation a permis d’évaluer I’effet inhibiteur de 1’a-amylase de deux
différents extraits de fromages a base de lait de chévre. Le pH varie entre 5,93 et 4,25 des
deux fromages, les teneurs en protéines sont de (6,22+0,18% ; 6,27+0,89%) respectivement
pour le fromage de chévre dur et frais, ainsi qu’un test qui indique la présence des acides
aminés dans les deux extraits.

Nous pouvons conclure que les fromages a base de lait de chévre pourraient étre des
produits antidiabétiques ayant un pouvoir inhibiteur sur I’a-amylase. Les valeurs d’ICsp sont
respectivement comme suit : 0,16mg/ml ; 57,94mg/ml ; 33,71mg/ml pour I’acarbose et les
extraits des fromages dur et frais.

En effet, notre travail reste préliminaire 1l serait souhaitable de continuer des travaux
complémentaires tel que :

- Compléter I’étude in vitro de I’effet inhibiteur de I’a-amylase par des études in

vivo chez des animaux de laboratoire.

—-> Larecherche d’éventuels effets indésirables de ces extraits (toxicité).

- Evaluation d’autres activités biologiques ¢éventuelles telles que [Dactivité

antioxydante, antibactérienne, anti-inflammatoire et anticancéreuse.

- Identification des molécules actives a 1’origine des résultats obtenus.
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Résumé
De nombreux fromages artisanaux sont fabriqués en Algérie, parmi eux on trouve le fromage traditionnel a base de lait de chévre.
L’objectif de ce travail est d’analyser, in vitro, I’effet inhibiteur de deux qualités de fromages a base de lait de chévre sur lactivité de
I’a-amylase, enzyme clé dans le traitement du diabéte sucré. Ce dernier est une pathologie métabolique chronique qui se caractérise par une
hyperglycémie causant ainsi diverses complications.
Pour atteindre cet objectif, deux qualités de fromages artisanaux a base de lait de chevre sont étudiés, le premier dur et deuxiéme frais.
Des extraits aqueux sont préparés par macération du fromage dans le tampon phosphate (0,02M, pH=6,9) et qui subissent, un dosage des
protéines, une mesure de pH et un test de présence des acides aminés. Les teneurs en protéines sont de 1’ordre de 6,22+0,18% ; 6,27+0,89%
pour le fromage de chévre dur et frais respectivement avec des valeurs de pH égales a 5,93 et 4,25 pour ces deux fromages. Les acides
aminés sont présents dans les deux extraits.
Les résultats obtenus montrent une activité inhibitrice de I’a-amylase des extraits fromagers étudiés avec diverses valeurs d’ICso.
L’extrait du fromage 1 (ICso= 57,94 mg/ml) posséde une activité inhibitrice faible par rapport au deuxieme extrait (IC50=33,71mg/ml) et
aussi par rapport a la molécule de référence qui est I’acarbose (IC50=0,16mg/ml)

En conclusion, les résultats collectés montrent que les fromages a base de lait de chévre présentent un effet inhibiteur sur I’a-amylase.

Mots clé : fromage a base de lait de chevre, effet inhibiteur, diabéte, a-amylase.

Abstract

Many artisanal cheeses are made in Algeria, among them the traditional cheese made from goat’s milk.

The objective of this work is to analyze, in vitro, the inhibitory effect of two qualities of goat’s milk cheeses on the activity of a-
amylase, a key enzyme in the treatment of diabetes mellitus. The latter is a chronic metabolic pathology that is characterized by
hyperglycemia causing various complications.

To achieve this goal, two qualities of artisan cheeses made from goat’s milk are studied, the first hard and the second fresh. Aqueous
extracts are prepared by macerating the cheese in the phosphate buffer (0.02M, pH=6.9) and undergo a protein assay, a pH measurement and
an amino acid presence test. The protein content is around 6.22 0.18%; 6.27 0.89% for hard and fresh goat cheese respectively with pH
values equal to 5.93 and 4.25 for these two cheeses. Amino acids are present in both extracts.

The results obtained show an inhibitory activity of a-amylase in the cheese extracts studied with various IC50 values. Cheese extract 1
(I1C50= 57.94 mg/ml) has low inhibitory activity compared to the second extract (IC50=33.71mg/ml) and also compared to the reference
molecule which is acarbose (IC50=0.16mg/ml)

In conclusion, the collected results show that goat milk cheeses have an inhibitory effect on a-amylase.

Keywo rds: goat cheese, inhibitory effect, diabetes, a-amyla



