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Résumé

Au cours des deux dernières décennies, la prévalence du diabète a augmenté de façon

spectaculaire, l'objectif principal dans le traitement de cette maladie métabolique est de

maintenir les niveaux de glucose dans le sang. Les stratégies actuelles antihyperglycémiques

utilisées pour atteindre cet objectif comprennent l'intervention de style de vie ainsi que les

traitements pharmacologiques.

La concentration de glucose présente dans le sang détermine la glycémie. Elle est finement

régulée par deux hormones essentielles : l’insuline et le glucagon.

De nombreuses études épidémiologiques ont suggéré qu’il existe une relation entre la

consommation de produits alimentaires spécifiques, ou les facteurs alimentaires, et l'incidence

du diabète, elles ont montré aussi que les métabolites secondaires des végétaux peuvent

moduler l'absorption du glucose dans l'intestin grêle.

Dans cette optique, cette synthèse bibliographique a pour but  de donner un aperçu sur ces

métabolites secondaires en particulier les polyphénols ainsi que leur mécanisme d’action qui

reste jusqu'à aujourd’hui mal connu, mais il reste évident que la consommation de certains

aliments riches en polyphénol comme les tanins, les saponosides et les flavonoïdes, contribue

à la régulation de certaines perturbations du diabète.

Mot clés :

Diabète, glucose, métabolites secondaires, intestin grêle, polyphénols, flavonoïdes.



Abstract

Over the past two decades, the prevalence of diabetes has increased dramatically; the primary

goal in the treatment of this metabolic disease is to maintain glucose levels in the blood. The

antihyperglycemic current strategies used to achieve this goal include lifestyle intervention

and pharmacological treatments.

The concentration of glucose present in the blood determined blood sugar. It is tightly

regulated by two essential hormones: insulin and glucagon.

Large epidemiological studies have suggested that a relationship exists between the

consumption of specific foods or dietary factors and the incidence of diabetes, they have also

shown that the secondary metabolites of plants can modulate glucose uptake in the small

intestine.

On this optic, this literature review come in order to give an overview on these secondary

metabolites in particular polyphenols and their mechanism of action remains poorly

understood until now, but it remains clear that the consumption of some foods rich in

polyphenol as tannins, saponins and flavonoids, contributes to the regulation of some

disturbances of diabetes.

Key words:

Diabetes, glucose, secondary metabolites, small intestine, polyphenols, flavonoids.
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1.1. Introduction

Selon le rapport de l'OMS (2014), le diabète est un groupe hétérogène de troubles qui

perturbent le métabolisme des glucides, des graisses et des protéines et qui résulte d’une

pénurie ou, un manque de sécrétion d'insuline et / ou la  diminution de la sensibilité du tissu à

l'insuline.

Malgré les progrès sur la compréhension  et la gestion de ce trouble métabolique, le

taux de la morbidité et de la mortalité est en augmentation chaque année. Environ 285

millions de personnes ont été diagnostiquées avec le diabète sucré dans le monde et ce chiffre

devrait doubler d'ici l'an 2030 (LEITERS et al, 2013) .Il existe essentiellement  deux types de

diabète sucré, type1 et  type2. Le Type 1 représente seulement 3-5% de patients diabétiques.

La grande majorité des diabétiques  sont de type 2 qui  représente  environ 95% à travers le

monde (WALYETAL, 2010).

Divers médicaments antidiabétiques tels que les biguanides, les sulfonylurées, les

méglitinides, ß-glucosidase, sont actuellement disponibles pour réduire, contrôler et gérer le

diabète sucré. La plupart des classes de ces médicaments ont des effets secondaires. En effet,

lessulfonylurées, peuvent causer des maux de tête, complication mortelle et un gain de poids

(CAMPBELL et al, 1995), ainsi que des troubles gastro-intestinaux et cardiovasculaires. La

metformine (sous  classe des biguanides) conduit à des nausées transitoires, de l'anorexie ou

de la diarrhée, des douleurs abdominales et une acidose lactique avec insuffisance rénale

sévère (LALAU et al, 1995).

Les plantes médicinales, les herbes, et leurs dérivés ont été utilisé depuis des siècles dans

le traitement traditionnel du diabète, et sont étudiés de manière intensive pour leurs

mécanismes d’action et leurs principes actifs (AGGARWAL, 2011 ; MARLES et al, 1995).

Au cours des dernières décennies, de nombreuses études ont été menées pour tenter

d'identifier les constituants antidiabétiques d’origine naturelle et leurs mécanismes d’action.

Ces substances bioactive, y compris les fibres solubles et phénoliques, ont montré diverses

propriétés anti hyperglycémiants, telles que l'activité inhibitrice contre les enzymes digestives,

un effet sur la sécrétion de l'insuline, et l'activation ou l’inhibition des récepteurs impliqués

dans le métabolisme du glucose. Les antidiabétiques naturels pourraient représenter une

approche complémentaire intéressante dans la gestion du diabète et pourraient remplacer le

traitement pharmaceutique.

L’objectif de ce  travail est de présenter un aperçu sur ces diverses molécules bioactives

contenues dans les plantes médicinales, en particulier, les polyphénols, leur mode d’action

ainsi que leur effet sur l’absorption du glucose au niveau intestinal.
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1.2. Métabolisme des glucides

Le glucose est le principal substrat énergétique nécessaire au fonctionnement et à la survie

des cellules humaines. En effet, tandis que la majorité des cellules telles que les cellules

musculaires et adipeuses peuvent utiliser les acides gras comme carburant de substitution, les

neurones et les érythrocytes, pour leur part, utilisent exclusivement le glucose comme substrat

énergétique, ce qui requiert un apport continu en glucose (FERRE, 2005). Rapidement

digérés, les glucides circulent dans le sang sous forme de glucose qui est, soit consommé par

les tissus, soit stocké dans le foie (GRIMALDI, 2009). Le glucose est obtenu essentiellement

de deux manière : directement de l’alimentation ou dérivant du glycogène qui est

principalement stocker dans le foie (YAMASHITA et al, 2001 ; WOOD et TRAYHURN,

2003 ; POSTIC et al, 2007). Le glucose obtenu par l’alimentation est transféré de la lumière

de l’intestin grêle  à la circulation sanguine  et par la suite dans la cellule cible pour être

utiliser comme source d’énergie ou stocker en cas d’excès comme glycogène hépatique ou

comme triglycérides (YAMASHITA et al, 2001 ; WOOD et TRAYHURN, 2003 ; POSTIC et

al, 2007)

1.2.1. Digestion des glucides

La digestion des glucides est une voie métabolique d’hydrolyse des polyosides en

oligosides, puis en oses simples, qui se déroule principalement dans l’intestin (figure 05). Les

entérocytes sécrètent des enzymes qui achèvent la digestion des glucides (osidases)

(RAISONNIER, 2004).

Figure 05 : Les principales étapes de la digestion des sucres (ALLANNIC et al, 1997)
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L’α-amylase (EC 3.2.1.1) hydrolyse les liaisons α -1,4-glucosidiques à la fois en amylose et

amylopectine, mais ne peut pas hydrolyser la α-1,6-glycosidiques qui forment les points de

branchement. Après, par hydrolyse de l'amidon par l’α-amylase, les produits sont les malto-

oligosaccharides, constitués de deux ou plus d’unités α -1,4 de glucose liés, ainsi que des

dextrines limités, qui contiennent des unités α-1,6 non clivée de glucose (GUZMAN-

MALDONADO et PAREDES-LOPEZ, 1995).

La Sucrase et la maltase hydrolysent les disaccharides. Le Saccharose est le glucose lié au

fructose, est hydrolysé par la sucrase dans l'intestin. Cette enzyme est isolée de la muqueuse

intestinale en une seule chaîne polypeptidique qui hydrolyse également l'isomaltose (SIM et

al, 2010).Le maltose est le produit final de la digestion de  l'amidon par l'α-amylase, et se

compose de 2 unités de glucose liés par une liaison α-1,4.

1.2.2. Absorption du glucose

Une fois digérés complètement, le glucose est le principal produit alimentaire de l’amidon et

des disaccharides. Comme il est très hydrophile et ne peut pas traverser les membranes

biologiques sans aide, il est absorbé et déplacé autour du corps entre les tissus par les

transporteurs, principalement comprenant les familles GLUT et SGLTs (SIM et al, 2010).

Ceux-ci fonctionnent en déplaçant le glucose d'un compartiment à un autre à travers une

membrane biologique, en particulier, à partir de l'extérieur de la cellule vers l'intérieur, ou

vice versa. Dans le diabète, un grand nombre d’enzymes et de transporteurs qui sont

responsable de l'absorption des sucres dans l'intestin sont régulée à la hausse (figure 06).

Selon DYER et al (2002), chez les diabétiques de type 2, les niveaux de protéine de SGLT1

sont augmentés jusqu'à quatre fois dans le duodénum, et de même pour les enzymes de la

bordure en brosse telles que la sucrase et la lactase qui sont augmentés de deux à trois fois et

GLUT2 est également triplé. Les vésicules membranaires de la bordure en brosse de biopsies

duodénales de patients diabétiques absorbent le glucose environ triple fois plus rapidement

que l'équivalent des sujets témoins. La α-amylase est également plus élevé chez les

diabétiques (AYDIN, 2007).
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Figure 06 : Représentation schématique de l'absorption du glucose dans l'intestin grêle selon

WILLIAMSON (2013).

Flèches brisées montrent la médiation  de la réaction de l’enzyme ou du transporteur. Les Flèches noires montrent les voies

de régulation. (A) La situation normal d’un individu sain  et (B) la situation chez les patients diabétiques où les niveaux de

nombreuses enzymes métabolisant le sucre et les transporteurs sont régulés positivement, débouchant sur une amélioration de

l'absorption postprandiale de glucose dans le sang et la tolérance au glucose dans un test de tolérance au glucose par voie

orale. Le cycle à six chaînons représente le glucose, le cycle à cinq chaînons représente le fructose et le cycle à six chaînons

avec ligne brisée représente le galactose.

1.2.3. Transport intestinal du glucose

Dans l'intestin, le glucose est principalement transportée Par deux transporteurs de glucose :

transporteur dépendant du sodium 1 (SGLT1) lorsque la concentration de glucose luminale est

faible et par le transport facilité de glucose 2 (GLUT2) lorsque la concentration luminale de

glucose est élevé  (MANZANO et WILLIAMSON, 2010).

Le transfert des molécules de glucose se fait par un changement de conformation du

transporteur, exposant de façon alternative deux sites de liaison au glucose. Un premier site

fait face à l’extérieur de la cellule (exofacial), et un second site fait plutôt face à l’intérieur de

la cellule (endofacial). Lorsque le glucose se lie au site exofacial, le transporteur change de

conformation (figure 07). Des analyses par mutagenèse dirigée de ces sites de liaison ont

permis d’identifier les résidus des domaines transmembranaires qui composent distinctement

le site exofacial et endofacial. L'extrémité C-terminale est aussi importante puisque sa
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délétion bloque le transporteur en conformation « face vers l’intérieur », empêchant donc le

transport. (OKA et al, 1990).

Figure 07 : Schéma représentant la cinétique du transport de glucose par un transporteur

GLUT (THORENS, 1996).

1.3. Le diabète

1.3.1. Définition du diabète

Le diabète est une maladie chronique qui apparaît lorsque le pancréas ne produit pas

suffisamment d’insuline ou que l’organisme n’utilise pas correctement l’insuline qu’il produit

(OMS, 2015).

Le diabète sucré se définit aussi par une hyperglycémie chronique, soit une glycémie à jeun

supérieure à 1,26g/l (7mmol/l) ou une glycémie supérieure à 2g /l (11,1 mmol/l), à n’importe

quel moment ou lors d’une hyperglycémie provoquée par voie orale à deux reprises

(SACHON et al, 2004). Par ailleurs, le diabète peut être favorisé par les troubles de

l’utilisation du glucose au niveau des cellules du tissus musculaire, les facteurs héréditaires et

environnementaux ainsi que par d’autres pathologies (GRIMALDI, 2009 ; BOUXID, 2012)

Il se reconnaît par une élévation chronique de la glycémie qui s'accompagne par une

polydipsie, polyurie, asthénie, polyphagie, amaigrissement ou obésité, et des troubles de la

conscience aboutissant à un coma mortel (BUYSSCHAERT et HERMANS 1998; CALOP et

al, 2008 ; RACCAH, 2004)

En 2012, le diabète a été la cause directe de 1,5 million de décès. Plus de 80% des décès par

diabète se produisent dans des pays à revenu faible ou intermédiaire (OMS, 2014). L’OMS



Partie bibliographique

6

prévoit qu’en 2030, le diabète sera la septième cause de décès dans le monde (MATHERS et

LONCAR, 2006).

1.3.2. Classification du diabète :

Selon la fédération internationale du diabète (2011), il existe trois principaux types de

diabète :

1-Le diabète de type 1 ou diabète insulinodépendant ;

2-Le diabète de type 2 ou diabète non insulinodépendant ;

3-Le diabète gestationnel.

1.3.2.1. Le diabète de type 1

C’est une maladie auto-immune se caractérisant par l’apparition d’auto-anticorps qui

prennent pour cible le pancréas endocrine, entraînant une destruction massive des cellules

bêta des îlots de Langerhans, productrices d’insuline. La carence profonde en insuline ne peut

alors être traitée que par insuline. Ce diabète  apparaît brutalement et bruyamment, plus

souvent chez l’enfant, l’adolescent et l’adulte jeune et environ 6 % des diabétiques sont de

type 1 (PERLEMUTIERR, 2000).

Selon l’OMS (2012), il n’existe aucun traitement préventif ou curatif dont l’efficacité serait

avérée pour ce type de diabète.

1.3.2.2. Le diabète de type 2

Le diabète de type 2 (DNID) est caractérisé par une altération de l’insulinosécrétion et des

anomalies des effets de l1’insuline sur ses tissus cibles (insulinosensibilité) (DROUIN et al,

1999 ; HALIMI et al, 1999),  une insuffisance de sécrétion d’insuline par les cellules β du

pancréas, une sécrétion de glucagon inappropriée, ainsi qu’une diminution de l’effet des

incrétines, hormones intestinales stimulant la sécrétion postprandiale de l’insuline

(MELLITUS, 2001)

1.3.2.3. Le diabète gestationnel

C’est un état d’intolérance au glucose qui se déclare ou est détecté au cours d’une

grossesse (BUYSSCHAERT, 2000). Le diabète gestationnel (DG) concerne au moins une

grossesse sur 25 dans le monde. Faute de diagnostic ou de traitement adéquat, ce diabète peut

avoir diverses conséquences : macrosomie, anomalies fœtales, taux plus élevés de mortalité

maternelle et infantile. Les femmes qui ont souffert du diabète gestationnel risquent davantage

de développer un diabète type 2 par la suite (NAYLOR et al, 1997).
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1.3.2.4. Autres types de diabète ou diabète secondaire

Un diabète sucré peut être secondaire à une pancréatopathie (pancréatite chronique ou

aiguë, tumeur), à diverses endocrinopathies (phéochromocytomes, syndrome de Cushing,

hyperthyroïdie, tumeurs endocrines pancréatiques et digestives), à des dysfonctionnements

d’origine génétique des cellules β (diabète MODY [Maturity Onset Diabetes of the Young] et

diabète mitochondrial). Il peut être aussi à l’origine des médicaments, des composés

chimiques ou composés toxiques. (BUYSSCHAERT et HERMANS, 1998 ; MAUGENDRE

et al, 2007).

1.3.3. Physiopathologie du diabète de type 2

Le diabète de type 2 représente la forme la plus répandue de diabète, sa fréquence croit

dans les pays développés mais aussi dans les pays en voie de développement (HALIMI

,2005). Ce type de diabète débute généralement après l'âge de 40 ans et représente 90% de

l'ensemble des cas mondiaux (BUYSSCHAERT et al, 1998 ; RACCAH, 2004). Il résulte de

l'incapacité de l'organisme à réagir correctement à l'action de l'insuline. L’insuline est soit

basse ou soit élevée (insulinorésistance prédominante ou insulinopénie prédominante)

(CALOP et al, 2008 ; RACCAH, 2004). Ce type de diabète apparaît généralement chez des

patients présentant différents facteurs de risque. Nous pouvons citer parmi ceux-ci :

- un âge supérieur ou égal à 45 ans (figure 01) ;

- le sexe : la prévalence du diabète est plus élevée chez les hommes que chez les femmes ;

- une surcharge pondérale (IMC ≥ 25) ;

- une sédentarité ;

- des antécédents familiaux de diabète ;

- patient présentant une hyperglycémie modérée à jeun > 1.10 g/l ;

- patient présentant une intolérance au glucose défini par une hyperglycémie provoquée orale

(glycémie à la 2ème heure > 1.40 g/l) ;

- une hypertension artérielle.
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Figure 01: Prévalence (%) des personnes atteintes de diabète en 2013, selon l’âge et le

sexe, (FEDERATION INTERNATIONEL DU DIABETE, 2013)

1.3.3.1. L’insuline

L’insuline est l’hormone principale de l’homéostasie du glucose, c’est une hormone

peptidique synthétisée dans les glandulaires des îlots de langerhans ou cellules Bêta.

L’incapacité de ces cellules à produire suffisamment d’insuline, entraîne un diabète)

(figure02). Trois principales anomalies métaboliques conduisent à l’hyperglycémie dans le

diabète de type 2 : insulinopénie relative, résistance périphérique à l’action de l’insuline et

augmentation de la production hépatique de glucose. Chacune de ces altérations est

actuellement bien caractérisée. Leur part relative est éminemment variable selon les patients

ce qui souligne l’extrême hétérogénéité physiopathologique de diabète de type 2

(BROUSSOLLE et al, 1990 ; BASTARD et HAINQUE, 1995).
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Figure02 : Schéma représentatif du mécanisme de sécrétion de l’insuline par les cellules β
du pancréas induit par le glucose (WANG et THURMAND, 2009).

Le glucose entre dans la cellule via le transporteur GLUT2 (1). Il est ensuite métabolisé par la voie de la glycolyse et le

métabolisme mitochondrial (2) qui ont pour effet d’augmenter le rapport cytosolique ATP/ADP (3). Cette augmentation du

ratio ATP/ADP induit la fermeture des canaux potassiques dépendants de l’ATP (4) et la dépolarisation de la membrane

plasmique (MP) (5), ce qui entraine alors l’ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (CCDV) (6). Il en résulte

une augmentation de la concentration intracellulaire du Ca 2+ (7) qui induit la fusion des granules contenant l’insuline avec

la membrane plasmique et la libération de l’insuline dans le milieu extracellulaire (8)

Au niveau des cellules cibles (figure 03), cette hormone facilite la pénétration du

glucose dans les cellules en augmentant la perméabilité de leur membrane via des récepteurs

au glucose exemple GLUT 4 (MALAISSE et al, 1982 ; OBERLEY, 1988). Au niveau du foie,

elle stimule la glycogénogenèse. Chez les humains obèses et/ou diabétiques, cette action de

l’insuline est fortement réduite et cette perturbation est due à un défaut au niveau du transport

de glucose (BUYSSCHAERT et al, 1999.RACCAH, 2004 ; WEABER, 2007).
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Figure03 : les sites d’action de l’insuline (OBERLEY, 1988).

1.3.3.2. L’insulino-résistance

C’est une réponse biologique in vivo à l'insuline expliquée par une sécrétion réduite ou par

son action défectueuse. Elle est caractéristique du diabète non insulinodépendant et concerne

la majorité des tissus cibles comme le foie qui va augmenter sa production en glucose, les

muscles squelettiques et le tissu adipeux (figure 04). Les mécanismes responsables peuvent se

situer à différents niveaux du métabolisme insulinique (BUYSSCHAERT et al, 1999 ;

RACCAH, 2004). Selon MESSING et BILLAUX (1999), Elle se situe principalement à une

étape de postliaison de l’hormone à son récepteur et impliquent, entre autres : l’activation de

la tyrosine kinase et de l’IRS-1 (Insulin Receptor Substrate), le nombre de transporteurs

spécifiques GLUT4 et le métabolisme du glucose…

Figure 04 : La résistance à l’insuline et sa progression vers le diabète de type 2 (RAO et al,
2004).
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1.3.4. Traitement du diabète type 2

Le traitement du diabète de type 2 vise à soigner et non à guérir la maladie. Il repose, d’une

part, sur l’amélioration de la sensibilité à l’action de l’insuline par l’activité physique

régulière, les mesures diététiques et les médicaments insulino-sensibilisateurs, d’autre part,

sur l’amélioration de la sécrétion d’insuline par les médicaments insulinosécréteurs. De plus,

le traitement peut comprendre une adjonction d’insuline (CHARBONNEL et CARIOU,

1997).

Les objectifs généraux du traitement sont d'obtenir une glycémie normale mais aussi de

prendre en charge l’ensemble des facteurs de risque cardio-vasculaire qui sont souvent

associés au diabète. Le traitement vise en outre à réduire l'obésité et la sédentarité.

1.3.4.1. Traitement non pharmacologique

Un régime alimentaire sain, une activité physique régulière, le maintien d’un poids normal et

l’arrêt du tabac permettent de prévenir ou de retarder l’apparition du diabète de type 2 (OMS,

2011)

1.3.4.1.1. Diététique

De nombreuses études ont été réalisées sur la relation entre le diabète de type 2 et le régime

alimentaire. Elles ont démontré que la diététique est un élément essentiel au traitement du

diabète de type 2, au même titre que l’activité physique et la prise des médicaments, mais ses

principes ont évolué. Il ne s’agit plus d’un régime hypoglucidique, mais d’un régime

glucidique normal, modérément hypocalorique, grâce à une réduction des boissons alcoolisées

et des graisses. Finalement la composition du régime diabétique correspond à celle que les

nutritionnistes conseillent pour l’ensemble de la population (GRIMALDI, 2000).

La qualité de l’alimentation est assurément un facteur essentiel pour favoriser la santé et

éviter l’apparition des maladies. Tant la sous-nutrition que la surnutrition renforcent le risque

de diabète de type 2. De plus, le diabète est lui-même aggravé par une mauvaise alimentation.

Les enfants nés de mères sous-alimentées sont davantage exposés au diabète, tout comme les

enfants et les adultes suralimentés, Surnutrition et sous-nutrition peuvent aisément coexister,

et sont souvent plus apparentes parmi les personnes issues de milieux socio-économiquement

défavorisés (FEDERATION INTERNATIONALE DU DIABETE, 2011).

1.3.4.1.2. Activité physique

L’exercice physique est aussi important pour le traitement du diabète non insulinodépendant

que l’équilibre alimentaire.  L’activité physique régulière contribue à une amélioration de la

situation métabolique (insulinosensibilité, niveau glycémique, pression artérielle, profil
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lipidique, etc.) et pourrait être utile pour le contrôle du poids (ANAES, 2000). Il est

recommandé de faire 30 minutes d’activité physique par jour d’intensité modérée, de 3 à 5

fois par semaine, pour atteindre éventuellement 60 minutes quotidiennement. Il est à noter que

80 % des diabétiques meurent de complications cardiovasculaires. Une perte de poids

modeste peut déjà réduire de 20% tous les effets délétères de l’obésité ainsi que la mortalité

(SHAMSEDDEEN et al, 2011). Une prise de poids de 5 à 7 kg peut augmenter le risque de

diabète de 50%, alors qu’une perte de 5 kg le diminue de moitié (WILLIAMSON et al, 1995).

1.3.4.2. Traitement pharmacologique

1.3.4.2.1. Les traitements médicamenteux

En général, les antidiabétiques oraux (ADO) sont prescrits après un échec des règles

hygiéno-diététiques durant 3 à 6 mois. Il existe 5 classe d’ADO, le traitement étant adapté a

chaque patient diabétiques (tableau I).
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Tableau I : les antidiabétiques oraux (JACQUES et al, 2009).

Classe
médicamenteuse

Nom
commercial
(molécule)

Mode d’action avantages inconvénients

Les biguanides
Glucophage

(Metformine)

Ils réduisent
l’insulinorésistance
en favorisant
l’action de
l’insuline sur les
tissus cibles, en
inhibant la
néoglucogenèse
hépatique et en
diminuant
l’absorption
intestinale du
glucose

Pas de prise de
poids.
Pas
d’hypoglycémie

Effets indésirables
gastro-Intestinaux
(diarrhée, douleurs
abdominales).
Déficit en vitamine
B12.
Nombreuses
contre-indications:
Insuffisance rénale
chronique,
acidose, hypoxie,
déshydratation, etc

Les sulfamides
hypoglicimiants

Diamicron
(Gliclazide)

Amarel
(Glimepiride)

Stimulent la
sécrétion de
l’insuline

Le plus
efficace, pas de
limite de dose
et bon marché

Hypoglycémie.
Prise de poids.
Permanence
d’effet faible

glitazone Actos
(Pioglitazone

et
rosiglitazone)

Modulation du
PPAR-γ
Réduction de
l’insulinorésistance
des cellules
musculaires,
adipeuses et
hépatiques.

Effets
bénéfiques sur
le profil
Rétention
hydro-sodée

prise de poids,
risque
d’insuffisance
cardiaque et de
fracture, prix
élevé.

Les inhibiteurs
des α-

glucosidases
glucor

Retardement de
l’absorption
intestinale de
glucose et
Réduction de
l’hyperglycémie
postprandiale

Effets neutres
sur le poids

Effets de courte
durée souvent <1
an

Meglitinides
Novonorm
(Répaglini-

de)

Stimulation de la
sécrétion endogène
d’insuline

Durée d’action
courte

Effets gastro-
intestinaux
fréquents,
hypoglycémie,
gain de poids
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1.3.4.2.2. Insulinothérapie

En cas d’échec du traitement antidiabétique oral chez le diabétique de type 2, il paraît

nécessaire d’instaurer l’insulinothérapie précocement pour préserver le capital Insulino-

sécrétoire résiduel (BOSQUET et HARTEMANN-HEURTIER, 2004). L'insulinothérapie

permet donc d'obtenir une amélioration nette du contrôle glycémique. Parfois, on peut lui

associer la prescription de biguanides qui en potentialisent l'action. Les traitements du diabète

s’avèrent donc difficiles et couteux d’ou la prise de conscience de la nécessite de la

prévention (OGUZIE, 2004 ; OKAFOR et al, 2007).

1.4. Propriétés antihyperglycémiantes de quelques substances naturelles

L'utilisation des médicaments dans le traitement du diabète, peut être associée avec des effets

indésirables graves, les plus couramment observés étant l’hypoglycémie, gain de poids et des

perturbations gastro-intestinales (CHENG et al, 2005). Ainsi, il existe un besoin de trouver

des thérapies  antidiabétiques qui sont non seulement sans danger et efficace pour contrôler

les niveaux de glucose dans le sang, mais aussi elle manque d’effets négatifs  graves

De nombreux nutriments (tableau II) sont capables d’influencer la sensibilité à l’insuline, il

est donc possible d’envisager une alimentation adaptée en fonction du contexte clinique. Il

existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont plus de 200 présentent une activité

hypoglycémiante (MARLES et FARNSWORTH, 1995 ; SANJAY, 2002).Ainsi un certains

nombres de groupes, tels que les alcaloïdes, les saponines, les flavonoïdes, les glycosides, les

polysaccharides, les peptidoglycanes, les acides aminés et d'autres obtenus à partir de diverses

sources végétales, semblent avoir des effets, d'une importance particulière, dans le traitement

du diabète (MUKHERJEE et al, 2006 ; SOUMYANATH, 2006).

Le Fenugrec, une plante légumineuse couramment utilisé dans la cuisine indienne et du

Moyen-Orient, a été utilisée depuis des décennies dans le traitement du diabète

(AGGARWAL et SHISHU, 2011). Plus de 30 études sur des modèles animaux et humains ont

rapporté les propriétés antidiabétiques de cette plante (SRINIVASAN, 2005). L'effet

bénéfique de fenugrec dans la régulation de la glycémie est censé être principalement

attribuable à sa fibre et sa gomme, ce qui peut représenter jusqu'à 52% de la teneur en graines

(SRINIVASAN, 2005). Les fibres alimentaires solubles sont considérées ralentir l’absorption

des glucides digestibles, et de réduire ainsi l'hyper-insulinémie, en formant des gels visqueux

dans le tractus gastro-intestinal qui retarde la diffusion du glucose dans le lumen. Bien que les
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fibres puissent ralentir la vidange gastrique (BENINI et al, 1995), cet effet a été signalé

comme marginal et non suffisant pour  un impact significatif sur le taux d'absorption du

glucose (EDWARDS et al, 1988). Ainsi, le principal facteur expliquant l'effet bénéfique des

fibres solubles sur la régulation glycémique est considérée comme étant la plus longue

période de digestion et d'absorption d'hydrates de carbone (LAVIN et READ, 1995).
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Tableau II : Aperçu de quelques constituants alimentaires et substances secondaires naturelles présentant des propriétés antidiabétiques
et leurs  mécanismes d'action.

Propriétés

antidiabétique

Mécanisme physiologique Exemple d’aliments références

Réduction de la
concentration du
glucose

Inhibition des enzymes hydrolysant les glucides.
Inhibition du transport intestinal du glucose.
Inhibition de la  production hépatique du
glucose.Retard de l'absorption intestinale du
glucose
résultant de la formation de
gels visqueux qui ralentissent la
diffusion de glucose dans le lumen

Flavonoïdes et les tannins (divers fruits et
légumes), sardine et les œufs
Polyphénol(le thé), fraise, extraits de
pomme. Les fibres solubles (avoine, orge)

(MCDOUGALL etal, 2005)

(SHIMIZU et al, 2000)
(KOBAYASHI et al, 2000)

Augmentation des
effets des
incretines

Stimulation de la sécrétion des GLP-1 déclenché
par les courtes chaines d’acides  libérer pendant la
fermentation bactérienne, inhibition de DPP-IV

Fibres fermentescibles, amidon, maïs,
protéine du lait et les hydrolysats de viande

(GREENWAY et al, 2007)
(ZHOU etal, 2008)
(MOCHIDA, 2010)

Augmentation de
la sensibilité de
l’insuline

Inhibition de PTP1B
Activation de  PPAR-γ

Les peptides et les hydrolysats du lait,maïs,
œufs, protéines de poisson, cannelle,  les
acides gras insaturés,  isoflavones, soja,
divers herbe et épices (romarin, thym)

(HUANG et al, 2012)
IMPARL-RADOSEVICH,
1998)

Augmentation de
l’action de
l’insuline

Imitation des fonctions de l’insuline Cannelle, le piment, le laurier, muscade,
clou de girofle, l'épigallocatéchine
gallate, les tannins, le thé, conglutin-γ
(lupin), l'acide tannique

(TERRUZZI et al, 2011)
(BROADHURST et al,
2000)
(LIU et al, 2005)

Augmentation de
la sécrétion de
l’insuline

Stimulation de la sécrétion de l’insuline Les anthocyanes (par exemple
cyanidine-3-glucoside),
delphinidine-3-glucoside et
pélargonidine-3 galactoside (fruits),
La cystéine et sulfoxyde de S-diallyl allyle
trisulfure (ail), et la courge amère

(JAYAPRAKASAM et al,
2005)
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1.4.1. Définition des polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) sont des produits du métabolisme

secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques,

avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 9000 structures connues différentes

(BAHORUN, 1997), allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels

que, les acides phénoliques à des composés hautement polymérisés comme les tannins

(AKOWAUH et al, 2004). Ils font partie intégrante de l’alimentation humaine et animale

(MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002). Ces molécules jouent un rôle fondamental

car sont des éléments importants de qualités sensorielles (couleur et caractères

organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que les légumes, les fruits, les céréales

ou les fruits secs, ainsi dans les boissons, le café, le cacao ou le thé que consomme l'homme,

environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100

fois plus que de caroténoïdes ou vitamine E (SCALBERT et al, 2005).

1.4.2. Structure chimique et Classification des polypnénols

La structure chimique est identique à tous les polyphénols : un ou plusieurs noyaux

aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du

nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient. On distingue

les phénols simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoïdes, les lignanes et les

stilbènes (BOROS, 2010). En plus de cette diversité, les phénols sont présents naturellement

sous forme conjuguée : avec des sucres, des acides organiques, entre eux. Les polyphénols

sont répartit en plusieurs classes (Tableau II)
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Tableau III : principales classes de composés phénolique (MACHEIX et COLL, 2006)

Classe Squelette

carbonné

Exemple Structure Origine

Les phénols

simples

C6 Catéchol Nombreuses

espèces

Les

flavonoïdes

C6-C3-

C6

Quercétine,

cyanidine

Fruit,

légumes

Les stilbènes C6–C2–

C6

Resvératrol Vigne

Les lignanes

les lignines

(C6-C3)2

(C6-C3)n

Pinorésinol
Eusiderine

Pin

Bois, fruits à

noyaux,
raisin, kaki

Naphtoquinon

es

C6-C4 Juglone,
plumbagine

Noix

1.4.3. Absorption intestinale des polyphénols

Le principal lieu d’absorption des polyphénols est l’intestin grêle, mais ceux-ci peuvent

également être absorbés au niveau de l’estomac et du côlon (HOLLMAN et al, 2011). Par

exemple, alors que les composés phénoliques simples, c’est-à-dire sous leur forme aglycone,

peuvent être absorbés de façon intacte par diffusion passive, la majorité des polyphénols de

l’alimentation ne peuvent pas être absorbés sans d’abord être hydrolysés par les enzymes

intestinales ou par les bactéries du microbiote intestinal. C’est le cas des composés ingérés

sous forme de glucosides, c’est-à-dire qui sont liés à un sucre (principalement le glucose),

d’esters ou de polymères. En effet, l’hydrolyse est nécessaire afin de réduire le poids

moléculaire de ces composés et de les rendre davantage lipophiles, ce qui facilite leur

absorption (GEE et al, 2000 ; PRIOR et WU, 2006).La figure (09) illustre les différentes

voies de digestion et d’absorption des polyphénols ingérés sous forme de glucosides et

d’aglycones. Par contre, certains glucosides peuvent tout de même être absorbés de façon

intacte par le transporteur de glucose SGLT1. C’est le cas entre autres des anthocyanines, la

forme glycosylée des anthocyanidines. Ce phénomène crée une compétition entre les glucides
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et les glucosides pour le récepteur SGLT1, ce qui réduit leur absorption respective.

(KARAKAYA, 2004 ; HOLLMAN et al, 1999)

Figure 08 : les différentes voies de digestion et d’absorption des polyphénols
Glucoside : polyphénol lié à un glucide simple, par exemple le glucose ; Aglycone : Composé non glucidique formé au cours

de l’hydrolyse du glucoside ; SGLT1 : Transporteur du glucose dépendant du sodium. (KARAKAYA, 2004 ; HOLLMAN et

al, 1999).cité in (Effets bénéfiques d'un supplément riche en polyphénols de

fraises et de canneberges sur la sensibilité à l’insuline et le profil

de risque cardiométabolique chez des hommes et des femmes

résistants à l'insuline, MARTINE PAQUETTE)

1.4.4. Propriétés pharmacologiques des polyphénols

L'une des approches thérapeutiques efficaces pour réduire l’hyperglycémie postprandiale

consiste à retarder l'absorption du glucose par l'inhibition des enzymes de l’hydrolyse des

hydrates de carbone telles que la glucosidase et la α-amylase dans les voies de l'appareil

digestif (LEBOVITZ, 1997). Dans la dernière décennie, de nombreuses études ont été menées

pour identifier les inhibiteurs de ces enzymes à partir de sources naturelles, en particulier de

fruits et légumes. Framboise, raisin rouge, poivron vert, et carotte (MCCUE et al, 2005), par

exemple, ont été rapportés pour inhiber l’activité de l’α-amylase, tandis que le cassis, myrtille,

fraise, et le gingembre, étaient capables d'inhiber l'activité de ß-glucosidase (OBOH et al,

2010 ; DA SILVA et al, 2008 ; MCDOUGALL et al, 2005).

Les composés polyphénoliques présents dans ces aliments ont été suggérés d'être responsables

de cette activité inhibitrice. En fait, plusieurs études ont rapporté une corrélation positive entre

la quantité de composés phénoliques dans les extraits de plantes et leur capacité à inhiber des

enzymes hydrolysant les hydrates de carbone (ETXEBERRIA et al, 2012).
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Un haut contenu phénolique est, cependant, pas toujours associée avec une forte activité

inhibitrice (OBOH et al, 2010), ce qui suggère que le type de phytomolécules et l'interaction

entre eux peuvent être des facteurs importants qui déterminent l’activité inhibitrice de α-

glucosidase et α - amylase de ces produits végétaux (ETXEBERRIA et al, 2012).

KIM et al (2011) pensent que les composés Polyphénolique exercent leur activité inhibitrice

en se liant aux enzymes hydrolysant les hydrates de carbone. Différent modes d’inhibition ont

été rapportés, y compris compétitif (YOU et al, 2012), non compétitif, et de type mixte

(SHOBANA et al, 2009 ; TADERA et al, 2006), suggérant que l'inhibition de l'enzyme peut

se produire par l'interaction de ces composés polyphénoliques avec différentes régions  de

l’enzyme.

1.4.5. Inhibition du transport intestinale du glucose par les polyphénols

En plus de leur activité inhibitrice de la α-glucosidase et d'α-amylase, les polyphénols

contenus dans les produits alimentaires, tels que les catéchines, ont également été montré pour

empêcher  le transport intestinal du glucose (JOHNSTON et al, 2005).

Les Polyphénols du thé, en particulier ceux ayant des résidus gallique  tel que le gallate

d'épigallocatéchine gallate et d'épicatéchine, sont trouvés  à se lier à SGLT1 et inhiber le

transport du glucose. L’épicatéchine gallate a été montré pour inhiber de manière compétitive

le transporteur, même si elle n'a pas été elle-même transporté par SGLT1 (SHIMIZU et al,

2000.KOBAYASHI et al, 2000).

JOHNSTON et al (2005) ont montré que l'absorption du glucose par GLUT2 et SGLT1 a

été inhibée par les aglycones et les  glycosides, respectivement, tandis que les deux

transporteurs ont été inhibés par épigallocatéchine gallate, gallate d'épicatéchine, et

épigallocatéchine.

De plus, des extraits de pomme et de fraise ont également été trouvés pour inhiber

l'absorption du glucose ainsi que les transports en cellules Caco-2, l’inhibition du transporteur

de GLUT2 étant plus forte que celle de SGLT1 (MANZANO et al, 2010). De nombreuses

études se sont penchées sur l’analyse du mode d’action des polyphénols dans la prévention de

cette pathologie, qui met en cause les propriétés réductrices des polyphénols et/ou leur affinité

pour une grande variété de protéines (enzymes, récepteurs, facteurs de transcription) mais, il y

a beaucoup de données sur l’activité biologique ainsi que sur les sites d’action de ces

métabolites phénoliques, qui pourraient différer de ceux des polyphénols des quels ils

proviennent (MANACH et al, 2004; PRIOR et WU, 2006).
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1.5. Conclusion

Le diabète est une maladie qui existe depuis fort longtemps. Des progrès considérables ont été

réalisés depuis sa découverte et ont permis à parvenir à un niveau où l'homme sait gérer cette

maladie. Aujourd'hui, le diabète se soigne très bien par de bonnes habitudes et de bons

traitements à suivre au quotidien, destinés à maintenir un équilibre glycémique satisfaisant.

Plusieurs classes de la pharmacothérapie ont été développés au cours des quelques dernières

décennies pour la gestion du diabète, et la croissante prévalence de la maladie et ses diverse

complications supplient le besoin urgent de nouvelle stratégie de  traitement qui sont efficaces

et sur tout  manquent d’effets négatifs défavorable.

Cette synthèse bibliographique avait pour but de donnée un aperçu sur les approches

thérapeutiques dans la prévention du diabète et de ses complications associées, est de

présenter un aperçu sur ces diverses molécules bioactives contenu dans les plantes médicinale

en particulier les polyphénols.

Le régime alimentaire est reconnu pour jouer un rôle majeur dans la prévention et la gestion

du diabète, un nombre croissant de preuves suggère que les produits alimentaires et ses

constituants, comme les fibres, les flavonoïdes et les tanins, présentent des propriétés

antidiabétiques.

Bien que de nombreux substances actives se sont avérés avoir des effets bénéfiques sur le

métabolisme du glucose, comme les polyphénols, plus de recherches sont encore nécessaires

pour identifier et comprendre les facteurs et les mécanismes par lesquels ils exercent leur

action antidiabétique, et d'évaluer leur efficacité  et leur sécurité.

Et comme dis Hippocrate « Que ton aliment soit ta seule médecine »
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2.1. Introduction

Dans le domaine alimentaire, la qualité est une préoccupation ancienne et récurrente qui

reste toujours au cœur des inquiétudes des consommateurs. Le terme qualité pour les produits

alimentaires regroupe différentes composantes : qualité nutritionnelle, sanitaire et

organoleptique (goût). Le secteur alimentaire agit donc sur ces trois dimensions essentielles

de la qualité en effectuant des contrôles basés sur des techniques d’analyses physicochimique,

microbiologiques et toxicologiques.

Au cours de notre stage, on a effectué une évaluation de quelques produits alimentaires

naturels et commercialisés afin de s’assurer de leur qualité et cela par le dosage de quelques

paramètres physicochimiques, à savoir, la vitamine C, l’indice d’acidité et d’iode, dosage des

sucres réducteurs et des protéines.

2.2. Matériels et méthodes

Le stage pratique a été réalisé au laboratoire pédagogique de biochimie analytique et

biotechnologie, Hassnaoua II de l’université MOULOUD MAMMERI de TIZI OUZOU. Il a

été effectué par les matériels énumérés ci-dessous :

2.2.2. Matériels :

2.2.2.1. Les échantillons

Jus RAMY, jus lacté, jus light, jus ROUIBA en bouteille, IFRUIT, huile de SOJA, huile

d’olive vierge, smen, margarine, protéines sériques de lait de vache, protéines totale de l’œuf,

protéines sériques de lait camelin et les caséines bovines.

2.2.2.2. Appareillages

1- colonne de chromatographie (20X1Cm), plaque en verre d’électrophorèse (10 X 8 X

0,75Cm, 12 X 8 X 0,75Cm)

2- la verrerie : tubes à essai, béchers (50, 100, 500 et 1000 ml), pipettes graduées, fioles

jaugées, éprouvettes, burettes, seringue d’Hamilton.

3- appareils : spectrophotomètre, pH mètre, chromatogramme (enregistreur, collecteur de

fractions, détecteur, pompe).

2.2.2.3. Les réactifs

Réactifs utilisés pour les dosages biochimiques :

-2-6 dichlorophénol indophénol (DCPIP), acide ascorbique ;

-lugol, thiosulfate de sodium(Na2S2O3), phénolphtaléine ;

-acides 3-5 dinitrosalycilique (DNS) ;

-BSA (albumine sérique bovine), réactif de Folin-Ciocalteu ;
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-H2SO4 (72%, V/V), solution d’ammoniaque;

Réactifs utilisés pour la chromatographie :

- gel de séphacryl S200, tampon Tris-HCl 0,02 M (pH8, 4), bleu de dextran,

Réactifs utilisés pour l’électrophorèse :

-tampon Tris-HCl 0,5 M (pH 6,4), papaïne ;

-acrylamide, bisacrylamide, TEMED et persulfate d’ammonium 10%.

2.2.2. Les méthodes expérimentales

2.2.2.1. Méthodes physicochimiques

2.2.2.1.1. Dosage de la vitamine C dans un jus d’orange

Le dosage de la vitamineC est effectué par titrimétrie grâce à la réaction d’oxydoréduction en

utilisant le 2-6-dichlorophénol indophénol comme oxydant et qui est rouge en milieu acide et

bleu en milieu neutre et l’acide ascorbique comme réducteur (Annexe 01).La solution du 2-6-

DCPIP est étalonné par l’emploi d’une solution d’acide ascorbique de concentration connue.

Les solutions d’acide ascorbique sont incolores, une goutte en excès de 2,6-DCPIP donnera à

la solution une coloration rose.Voici les formules brutes et semi développées de chacune des

deux espèces :

2.2.2.1.2. Détermination des indices d’acide et d’iode d’une matière grasse

2.2.2.1.2.1. L’indice d’acide

L’indice d’acide d’une matière grasse représente le poids d’hydroxyde de  potassium (KOH)

en milligramme (mg) nécessaire pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un

gramme de corps gras.

RCOOH + OH- R-COO- + H2O

Ce dosage nous permet d’estimer le taux d’acide gras libre. Le mode opératoire est mentionné

en annexe 02.



Partie pratique

24

2.2.2.1.2.2. L’indice d’iode

L’indice d’iode d’une matière grasse est la quantité d’iode, exprimé en gramme, fixée par

100g de cette matière. L’iode se fixe sur les doubles liaisons, soit une molécule d’iode par

double liaison.Cet indice donne une indication sur le degré d'insaturation du lipide étudié.

Le titrage du diiode formé, par une solution connue de thiosulfate, permet de connaître la

quantité de matière d'I-Cl.

I2 +2S2O3
2- 2I- +S4O6

2-

L’équilibrage est observé pour un volume versé (Ve) de la solution de thiosulfate de sodium.

Avant l’équivalence dans le bécher, le diiode est en excès, après équivalence, l’ion thiosulfate

est en excès. Le protocole est résumé dans l’annexe 02

2.2.2.1.3. Dosage des glucides, méthode utilisant l’acide 3,5 dinitrosalycilique (DNS)

Le dosage est basé sur le pouvoir réducteur des glucides vis-à-vis de l’acide

3,5dinitrosalycilique qui va être réduit en acide 3-amino-5-nitrosalicilique. Ce pouvoir

s’exprime en milieu alcalin et à chaud (figure 10). L’oxydation des sucres réducteurs dans ces

conditions est une réaction complexe et non stœchiométrique. Le composé obtenu est rouge

orangé et il peut être dosé par spectrophotométrie à 350nm.

Figure 9 : schéma réactionnel de la réduction du DNS en acide 3-amino-5-nitrosalycilique.

2.2.2.1.4. Dosage des protéines en utilisant la méthode de Lowry et al (1951)

La méthode colorimétrique de Lowry et al (1951) est utilisé pour le dosage des protéines

dans les différentes fractions en utilisant la BSA (protéine sérique bovine) comme protéine de

référence. Le réactif de folinCiocalteu ou acide phospho-tungsto-molybdique, additionné à

une solution protéique diluée, est plus au moins réduit par les protéines, notamment les

groupements phénoliques de la tyrosine et indoles du tryptophane et, dans une moindre

mesure, ceux de la cystéine et histidine.
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Cette réaction donne naissance à un complexe coloré : le bleu de molybdène dont l’intensité

peut être mesurée au spectrophotomètre à 750 nm. La teneur en protéines totales a été

déterminée par la projection à la courbe d’étalonnage du sérum albumine bovine (BSA).

Le mode opératoire est donné en annexe 04.

2.2.2.2. Les méthodes de séparation et purification (méthodes chromatographique)

2.2.2.2.1. Chromatographie de pérmeation sur gel de SEPHACRYL S200

La chromatographie de pérmeation ou d’exclusion sur gel permet de séparer et de purifier les

divers constituants d’un mélange selon leur masse moléculaire à travers une phase

stationnaire qui permet d’éluer les entités protéiques dans l’ordre décroissant de leurs poids

moléculaire.

Un gel de sephacryl S200 (poly allyldextraneCO-N-Ń -méthylène bisacrylamide) est utilisé

comme phase stationnaire sur une colonne de dimension (20x 1cm) ou les protéines sériques

bovines et camelines seront fractionnées. Le gel a une grande stabilité et possède un domaine

de fractionnement situé entre 5.103 et 2,5.105 Da. (Le mode opératoire est mentionné en

annexe 05)

2.2.2.3. Méthodes de caractérisation (méthodes électrophorétiques)

2.2.2.3.1. Hydrolyse enzymatique des protéines du lait par la papaïne

On prépare 5 tubes à essai et on met 200µl du tampon d’échantillon PAGE-SDS dans chaque

tube. On prend 2 mg de protéines (caséine et albumen), et les solubilisé dans 1 ml de tampon

Tris. De celui -ci on prélève 200µl  et on l’ajoute au tube 200µl du tampon contenu dans le

premier tube et qui correspond à T0 sans mettre l’enzyme, et on chauffe pour à 100oC pour la

PAGE-SDS. Puis on prélève 25µl d’enzymes et on l’ajoute à l’échantillon puis l’incubé dans

un bain marie à 40oC pendant 15min pour arrêter la réaction.aprés on prélève de ce dernier

200µl et on l’ajoute au 200µl du tampon d’échantillon contenu dans chaque tube T15, T30,

T60 et T120.pour le T15 on lui fait une incubation de 15 min puis le chauffe à 40oC pendant 5

min pour arrêter la réaction enzymatique. On fait la même chose pour les autre tubT30, T60,

T120.

2.2.2.3.2. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions non dissociantes et

non dénaturantes (PAGE native) et en conditions dénaturantes en présence de SDS

(PAGE SDS)

L’électrophorèse est une méthode permet la séparation des constituants d’un mélange

protéique sous l’action d’un champ électrique.

2.2.2.3.2.1. PAGE native
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La PAGE native est une technique résolutive pour les protéines sériques du lait. Celles-ci

migrent dans ce cas selon leur charge nette et leur poids moléculaire.

En se basant sur la méthode de HILLIER (1976), on a utilisé un gel de polyacrylamide à

T=12% et C=2,7%. Le tampon de gel est composé de (TRIS, 77mM, pH 8,9).le tampon

d’électrode est constitué de (TRIS, 5mM, glycine, 77Mm, pH 8,3) les échantillons sont

préparés à raison de 2mg/ml dans une solution contenant le tampon de gel (1/10 v/v), de l’eau

distillée (7/10 v/v) et du glycérol 10% (v/v). A la fin de la migration, les protéines sont fixées

par immersion du gel dans une solution d’acide trichloracétique (TCA) 12% (P/V) pendant 45

minutes. Le gel est ensuite coloré dans une solution contenant du bleu de Coomassie 0,2%

(P/V) dans un mélange (eau/méthanol, TCA ; 1/1/2%) puis décoloré par trempage répétés

dans le mélange (eau/méthanol/acide acétique ; 3 /1,5 / 0,3).

Figure 10 : photographie de l’unité d’électrophorèse sur mini cuve HOEFFER SE280

A : Générateur. B : Cuve de migration

2.2.2.3.2.2. PAGE-SDS

La particularité de la PAGE-SDS est de soumettre les échantillons protéiques à un

prétraitement dénaturant. Les protéines sont soumises à l’action de deux composés :

-le β mercaptoéthanol : composé qui exerce une action dénaturante sur les protéines

oligomériques en rompant les ponts disulfures ce qui désorganise leur structure

tridimensionnelle. Les sous unités des protéines sont donc dissociés.

-Le SDS est le dodécylsulfate, ou laurylsulfate, de sodium. La longue queue hydrophobe du

dodécylsulfate interagit très fortement avec les chaînes polypeptidiques. Le nombre des

molécules de SDS liées à un polypeptide est proportionnel à la longueur de la chaîne (au

nombre des résidus).
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-Influencées ainsi par le SDS, elles migreront donc toutes vers l’anode (+) : la charge réelle

des protéines n’est donc plus mise en jeu et donc seule leur masse moléculaire influencera

leur migration.

Ce système biphasique comprend deux gels : un de concentration (T=4 % et C=2,7%) en

tampon TRIS-HCl, pH 6,8 dont le rôle est de concentrer les échantillons et un gel de

séparation (T=17% et C=2,7%) en tampon TRIS-HCl, pH 8,8, à travers lequel les protéines

migrent selon leur poids moléculaire (LAEMMLI et FAVRE, 1973).

La structure du gel est définie par les indices T et C. Sa porosité est ajustée en faisant varier

les concentrations relatives de a et b ; la taille effective des pores d’un gel est d’autant plus

petite que sa concentration en acrylamide est élevée.

T = (a+b/v) × 100 (%)
C = (b/ a+b) × 100 (%)

a : acrylamide (g) ; b : N, N-méthylène -bisacrylamide (g) ; v : volume du tampon (ml)

 Révélation des bandes de migration électrophorétique

A la fin de la migration, le gel est démoulé pour subir les opérations successives suivantes :

-Fixation : réalisée par immersion du gel dans une solution d’acide trichloracétique (TCA) 12

% (p/v) pendant 45 min ;

-Coloration : le gel est immergé 2 à 4 h dans une solution de coloration contenant du bleu de

coomassie 0,2 % (p/v) dissous dans une solution constituée du mélange eau distillée (1

volume), méthanol (1 volume) et TCA 2% (p/v)

-Décoloration : elle est réalisée par immersion du gel dans le mélange (eau/méthanol/acide

acétique) dans les proportions respectives 3,12/1,5/0,37 (v/v/v).
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2.3. Résultats et discussions

2.3.1. Résultats physicochimiques

2.3.1.1. Teneur en vitamine C dans des jus de fruits

L’acide ascorbique ou plus communément la vitamine C, est une vitamine hydrosoluble,

présente dans la plupart des fruits (surtout les agrumes) et légumes frais. Elle s’oxyde

facilement et pour cette raison, elle est utilisée comme agent antioxydant pour la conservation

de certains aliments (son nom de code est E300). L'oxydant associé est l'acide

déshydroascorbique. Lors de l'oxydation, les deux fonctions énols sont oxydées en cétones.

Le but de cette manipulation est de dosé la vitamine C dans différents jus commercialisés

pour des fins comparatives.

La vitamine C est déterminée par titrage avec le 2,6-dichlorophénolindophénol (DPIP) qui

va être réduit par une solution étalon d’acide ascorbique de concentration C1 connue tel que

C1= 0,4g/l et qui correspond a une chute de burette V1 (V1=3ml). La figure 13 et le tableau

IV résume les résultats obtenus.

Tableau IV : comparaison des teneurs en vitamine C dans différents jus de fruits.

Types

d’échantillons

Jus Ramy

en bouteille

Jus lacté Jus light Jus Rouiba

en boitte

Ifruit

pH mesuré 3,33 4,36 3,29 3,22 3,27

Teneur en

vitamine C (mg/l)

253,33 104 228 472 352

Figure 11 : Comparaison de la teneur en vitamine C dans différent jus de fruits

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450
500

Jus Ramy Jus lacté Jus light Jus Rouiba Ifruit

te
ne

ur
 e

n 
vi

ta
m

in
e 

C
 m

g/
l

vit C
(mg/l)



Partie pratique

29

D’après les résultats obtenu, nous constatons qu’il ya une variation de concentration en

vitamine C d’un jus à l’autre, ainsi on remarque qu’il ya une dominance en vitamine C dans le

jus ROUIBA en boite suivi du  jus IFRUIT et RAMY, par contre le jus  light et le jus lacté

contient une faible teneur en vitamine C.

Cette variation en teneur s’explique premièrement par la différence au niveau des fruits

utilisés pour la fabrication de ces différents jus, en effet, un jus à base d’orange(500mg/kg),

par exemple, est plus riche en vitamine C qu’un jus à base de pomme(100mg/kg), cette

différence peut aussi s’expliqué par les méthodes de conservation utilisées  des jus testés, vu

que la vitamine C est très sensible à la lumière et à la chaleur,elle peut  se dégrader et

s’oxyder avec le temps surtout si le jus n’est pas frais. L’apport journalier conseillé

en vitamine C est de 110mg (SCHLIENGER, 2014)

Parmi les méthodes utilisées dans le dosage de la vitamine C, il y’a la  titration directe a

l’iode, qui est une méthode de KOLTHOFF et SANDEL (1936),basé sur un simple dosage

iodométrique, mais cette méthode n’est applicable qu’à des produits purs (préparations

pharmaceutiques par exemple) et ne dose que l’acide ascorbique réduit. La méthode de

titration directe est sensible à de nombreuses substances réductrices ; de plus elle ne donne

aucun renseignement sur les formes oxydées de ce dernier, à moins de passer par des artifices

successifs d’oxydation puis de réduction complète.

La titration au  bleu de méthylène, adapter par  MARTINI et BONSIGNO (1934) est une

méthode qui utilise les propriétés photoréductrices de l‘acide ascorbique sur le bleu de

méthylène. Excellente méthode pour sa rapidité et sa simplicité, elle parait insuffisante en

pratique dans le cas de la présence de réductions et parce qu’elle ne touche qu’à l’acide

ascorbique réduit. Il existe aussi d’autres types de dosage comme le dosage biochimique, qui

est une méthode enzymatique de TAUBER et KLEINER (1935), Basée surl’oxydation

préférentielle de l’acide ascorbique par l’acide ascorbique oxydase. Mais on a montré que

cette méthode n’était malheureusement pas spécifique.

La méthode titrimétrique est basée sur la technique au 2-6 dichlorophénol indophénol.

C’est la méthode originale de TILLMANNS (1927), modifiée par de nombreux chercheurs. Il

convient de prendre certaines précautions car le 2-6 dichloro phénol indophénol peut oxyder

des substances organiques très variée.

Il est également possible d’utiliser d’autres réactifs de titrage oxydants au lieu de 2,6-

dichlorophénol indophénol par exemple l’iode, iodure/iodate, chloramine-T. Il y a cependant
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un plus grand danger que d’autres composés oxydables présents dans l’échantillon, autres que

la vitamine C, soient aussi déterminé.

2.3.1.2. Détermination des indices d’iode et d’acidité d’une matière grasse
2.3.1.2.1. L’indice d’acide

L’indice d’acide permet de mesurer la quantité d’acides gras libres résultant des réactions

d’hydrolyse et d’oxydation des triglycérides (NDEYE, 2001).

La teneur en acides gras libres est un indice de qualité très important : plus elle est basse, plus

l’huile est stable et mieux elle se conserve. L’huile dégradée contient de plus en plus d’acides

gras libres ce qui fait croître son indice d’acide. La mesure de cette acidité libre est un moyen

pour déterminer son altération et les huiles destinées à la consommation doivent contenir

moins de 1% d’acides libres (MAMBAP, 1989).

Les résultats de la manipulation sont présentés dans le (tableau V et la figure 12).

Tableau V: Comparaison des indices d’acides dans différentes matières grasses.

Types
d’échantillons

L’huile
de Soja

Smen Beurre
président

L’huile d’olive

Masse de prise
d’essai (g)

0,54 0,54 0,54 0,54

Volume de la
solution KOH (ml)

0,5 0,6 0,1 1,5

L’indice d’acide 5,19 7,14 1,03 22,6

Figure 12 : Comparaison des indices d’acides dans différentes matières grasses.
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Le volume de KOH nécessaire pour neutraliser les acides gras de l’huile d’olive est plus

grand que celui dusmen suivi par celui de l’huile de soja et enfin par le beurre, de ce fait les

résultats obtenu montre que l’huile d’olive possède l’indice d’acide le plus élevé, suivi par le

Smen et l’huile de soja et enfin le beurre Président

L’huile d’olive possède un indice d’acide élevé cela peut s’expliquer par sa richesse en

groupement COOH libre,  qui sont représentés par l’acide oléique (CHARLES et DEN,

1997).

2.3.1.2.2. L’indice d’iode

L’indice d’iode exprime le degré d’insaturation d’un corps gras et par la suite sa

prédisposition à l’oxydation (DJOM, 1993). Un corps gras est plus sensible à l’oxygène

lorsqu’il est constitué d’un nombre élevé de doubles liaisons

Lorsque ce type de liaison est présent dans une substance, celle-ci est donc susceptible de

fixer une molécule d'iode (I2), par addition. La quantité d'iode fixée dépend donc du nombre

d'insaturations présentes sur la chaîne d'acide gras. Plus l'indice d'iode est élevé, plus le degré

d'insaturation est élevé.

En présence de diiode, l’empois d’amidon forme un complexe de couleur violette foncée qui

est la couleur de la solution avant équilibre, après équivalence toutes les espèces sont

incolores, donc le rôle de l’empois d’amidon est un indicateur de fin de réaction. On effectue

l’étalonnage de la solution de thiosulfate, L’iode moléculaire est utilisé pour doser le

thiosulfate. Le dosage est basé sur les réactions suivantes:

I2 + 2 S2O3
2- S4O6

2- +  2 I+

Les résultats des indices d‘iode sont représentés dans le (tableau VI et la figure 13).

Tableau VI : Résultats des indices d’iode des différentes matières grasses étudiés.

Types
d’échantillons

L’huile de
Soja

Smen Beurre
président

L’huile d’olive

L’indice d’iode 29,84 10,38 9,38 16,92
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Figure 13 : Comparaison des indices d’iodes dans différentes matières grasses.

D’après les résultats obtenu, nous remarquons que l’huile de soja  possède l’indice d’iode le

plus élevé parmi les échantillons, suivi par l’huile d’olive puis le smen et en dernier le beurre

président. Ceci s‘explique par le fait que d‘un côté  l’huile de soja (riche en acide gras

polyinsaturés, l’acide linoléique C18 :2) et l’huile d’olive (riche en un acide gras mono

insaturé, l'acide oléique (C18 :1) ont une origine végétale, suivi du smen et du beurre

président qui contiennent un indice d’iode inférieur au deux derniers, vu leur origine animal

donc possèdent un nombre inférieur en insaturations.

2.3.1.3. Dosage des glucides, méthode utilisant l’acide 3,5 dinitrosalycilique (DNS)

Les quantités de sucres présents dans les jus de fruits sont très variables et dépendent des

fruits dont ils sont issus : le jus de raisin ou le jus de pomme sont plus sucré que le jus

d’agrumes. La teneur en glucide a été déduite à partir de courbe étalon (figure 14) et les

résultats de notre manipulation sont représentés dans la (figure 15 et le tableau VII)
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Figure 14: Courbe étalon représentant les densités optiques à 350nm en fonction des
concentrations en glucose  (g/l)

Une concentration nettement élevée en glucides est enregistré dans le jus Rouiba et du jus

Ramy, cela est due aux édulcorants ajouter en plus du sucre naturelle présent dans les fruits

utilisées, ce pendant le jus Ifruit présente une faible teneur en glucide, car cet échantillon de

jus contient une certaine quantité de lait.

Tableau VII: Comparaison de la teneur en glucides dans différents échantillons de jus

Type d’échantillon Ramy en
bouteille

Ifruit Jus light Jus
Rouiba

Teneur en glucides (g/l) 40 g/l 22,16 g/l 2,69 g/l 79,3 g/l

Figure 15 : Comparaison de la teneur en glucides dans différent jus commercialisés.
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La faible teneur dans le jus Ifruit est due à la mauvaise conservation de l’échantillon avant la

manipulation ce qui a conduit à la dégradation du glucose par les bactéries et diminuer sa

teneur. Le jus light, lui aussi, présente une faible teneur, vu que c’est un jus allégé et ne

contient pas de sucres ajoutés donc, il doit contenir une faible concentration en glucides.

2.3.1.4. Résultats du dosage des protéines

L’échantillon testé a subit une dilution de 10-2 et il a révélé une concentration de 19g/l à cette

dilution. C=19g/l déduite à partir de la courbe de régression (figure 16).Les résultats du test

sont représentés dans le tableau VIII.

Figure 16: courbe étalon du dosage des protéines par la méthode de LOWRY et al(1951),
utilisant l’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de référence.

Tableau VIII : Comparaison de la teneur en protéines dans différents échantillons

Type d’échantillon Lait de vache Jus lacté

Teneur en protéines (g/l) 26,3 g/l 19 g/l

Le lait de vache contient une teneur nettement supérieure en protéine par rapport au jus

lacté, ce qui traduit sa richesse en caséines et protéines sérique. Par contre le jus lacté ne

contient que les protéines du lait ajouté au jus pour former un jus lacté.

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour doser les protéines. Ce sont

généralement des méthodes spectrophotométriques basées sur diverses caractéristiques

spectrales ou réactionnelles des acides aminés constituant les protéines. Le choix dépend des

besoins et des caractéristiques recherchées: fiabilité, sensibilité, rapidité, taille des
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échantillons, possibilité de récupérer l'échantillon après dosage, présence de substances

interférentes dans l'échantillon, etc.

Cette méthode a été développée par LOWRY et al (1951) qui ont combiné une réaction au

biuret et une réaction au réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, à base de phosphomolybdate

et de phosphotungstate, réagit avec les tyrosines et les tryptophanes, pour donner une

coloration bleue qui s'ajoute à celle de biuret, C’est une méthode très utilisée en biochimie et

dans l’industrie laitière (HUANG et al, 1976 ; LOWRY et al, 1951). Elle est habituellement

étalonnée avec de l’albumine sérique bovine, qui est disponible avec une grande pureté. C’est

une méthode rapide et peu couteuse.La grande sensibilité de la méthode de Lowry est sa

principale qualité. Elle peut atteindre 5-10 µg.

La méthode de biuret a été développée par GORNAL et al (1949), elle consiste en une

réaction entre la liaison peptidique des protéines et un métal de transition (Cu, Ni...) pour

former un complexe stable et coloré. Cette méthode est généralement utiliser pour une

détermination quantitative. La méthode est affectée par la teneur en azote non protéique et en

matière grasse du lait (GUILLOU et al, 1986).

Même si cette méthode est peu sensible (1-20 mg), elle est relativement rapide. Sa principale

qualité est d'avoir une absorption égale pour toutes les protéines. Encore une fois, le défaut de

cette méthode est sa sensibilité à certains interférents comme les peptides, le saccharose, le

tris, le glycérol, etc.

Il y’a aussi la méthode de KJELDAHL (1883), qui est une méthode de référence et qui

consiste à effectuer une minéralisation complète des molécules organiques, transformant

l'azote présent en ammoniaque qui peut être dosé par différentes techniques, mais cette

méthode est longue et fastidieuse, ce qui empêche l'utilisation de cette méthode en routine

pour le paiement du lait à sa teneur protéique.

Bradford et al (1976) ont développé une méthode basée sur l'adsorption du colorant bleu de

Coomassie G250. En milieu méthanolique acide, ce colorant s'adsorbe sur les protéines et

cette complexation provoque un transfert de son pic d'adsorption qui passe du rouge au bleu.

Cette adsorption se fait principalement par des liens ioniques avec des acides aminés basiques

(arg, his, et lys) et des interactions hydrophobes (acides aminés hydrophobes).
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2.3.2. Les méthodes de séparation et purification (méthodes chromatographique)

2.3.2.1. Chromatographie de pérmeation sur gel de SEPHACRYL S200

Dans la chromatographie de perméation, les molécules sont séparées selon leur taille et leur

forme, On utilise pour cela des granules de gel poreux. Les grosses molécules (dont le

diamètre est supérieur à celui des pores) sont exclues et sont donc éluées les premières, au

niveau du volume mort (Vm ou V0). Les petites et moyennes molécules sont éluées plus

tardivement, car incluses dans le gel, leur migration est freinée.Les solutés sont donc élués

dans l’ordre inverse des masses moléculaires

Pour le fractionnement, deux échantillons ont été utilisés, les protéines sériques du lait bovin

et camelin, en utilisant la chromatographie de pérméation sur gel de séphacryl S200. Les

protéines sériques camelines sont éluer comme indiqué dans le chromatogramme (figure 17

A) en quatre piques notés F1, F2, F3 et F4.

Figure 17A : Chromatogramme des protéines sériques camelines sur séphacryl S200.

Pour les protéines sériques bovines (figure 17 B), elles sont éluer en cinq piques F’1, F’2, F’3,

F’4 et F’5. Le débit utilisé est de 1,5 ml/min. l’élution du bleu de dextran a donné un volume

mort V0=17ml.
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Figure 17B : chromatogramme des protéines sériques bovines sur séphacryl S200.

Les profils éléctrophorétique sont représentés dans la (figure 18)

2.3.3.2. Isolement et caractérisation électrophorétique des séroprotéines bovines et
camelines en condition natives (PAGE-native).

Ce type d’électrophorèse est particulièrement adapté à la séparation des protéines du

lactosérum. En  absence d’agents dissociant tels que le SDS et l’urée ou de réducteurs tel que

le mercaptoéthanol. Les molécules y sont séparées selon leur poids moléculaire ainsi que leur

charge (WITTIG etal, 2007).

L’analyse du profil électrophorétique obtenu (figure 18), montre une différence assez nette

entre les deux profils provenant de deux origines, bovin et camelin, sur le plan qualitatif et

quantitatif.

Le premier puits qui correspond au témoin représente les protéines sériques bovines, il a

révélé  la migration des protéines standards en fonction de leur poids moléculaires  ordonné

comme suite : Igs< BSA< α-La< ß-Lg
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T F1 F2 F3 F4 F5 F’1        F’2 F’3      F’4

Figure 18: profil électrophorétique des protéines sériques bovines et camelines en
PAGE-native, T=12% et C=2,7%. (F1, F2, F3, F4 et F5 séroprotéines bovines. F’1, F’2,

F’3 et F’4 séroprotéines camelines).

En ce qui concerne les séroprotéines bovines, on peut distinguer cinq bandes.

Pour la F1 les protéines ne sont pas révélées, cela est dû à la concentration  infime en

protéines dans cette fraction collecté précédemment en chromatographie de pérmeation sur

gel et de même pour la F2 qui a révélé seulement 1 bande.

Pour la F3  on peut distinguer 4 bandes bien distinctes correspondant aux différentes protéines

sériques bovines selon leur ordre croissant de leur mobilité. En s’appuyant sur les donnés

bibliographiques on peut dire que la première bande correspond aux Igs vu leur poids

moléculaire très élevée et leur mobilité très faible donc elles migrent moins vite et pas loin,

une bande bien distincte représente la BSA, la troisième bande représente les α-lactalbumine

et la dernière c’est les β-lactoglobulines.

La migration dans F4 est la même que celle de F3, enfin dans la F5, il y’a deux bandes bien

distincte qui correspondent aux deux variantes génétiques de β-lactoglobuline.

Pour le profil des protéines sériques camelines, la bande A de très faible intensité se trouve

au même niveau que les Igs pour le lait bovin donc on peut déduire qu’il s’agit de leur

homologue camelin. La bande B qui est au même niveau que la BSA peut correspondre à la

CSA dans le lait de chamelle. La bande C  représente l’α-la camelines.la bande D qui n’a pas

d’homologue dans le lait bovin peut s’agir des variantes de l’α-La camelines.
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D’après FARAH etal (2004), les protéines sériques de lait de chamelle sont composé de l’ α-

La, la lactoférrine, la lactopéroxydase, les immunoglobulines et les lysozymes mais la β-Lg

semble être absente, c’est pour cela elle n’apparait pas sur le gel d’électrophorèse.

2.3.3. Méthodes de caractérisation (méthodes électrophorétiques)

2.3.3.1. Hydrolyse enzymatique des protéines du lait par la papaïne

La Papaïne (CE 3.4.22.2) est une  protéase qui est isolée de papaye (Caricapapaya L.) latex.

La papaïne a une importance cruciale dans de nombreux processus biologiques vitaux de tous

les organismes vivants. Elle est largement appliquée dans les domaines de la nourriture et des

médicaments (UHLIG, 1998). Elle clive préférentiellement les peptides impliquant des acides

aminés basiques, en particulier l'arginine, la lysine et des résidus après la phénylalanine

(AMRI et MANBOYA, 2012).

La cinétique de cette enzyme a été suivie ou contrôlé par électrophorèse en conditions

dénaturantes (PAGE-SDS) après avoir obtenu des hydrolysats à différent temps d’incubation

noté en minute (T0, T15, T30, T60 et T120). Les hydrolysats contiennent les produits de la

digestion des caséines de lait bovin et de l’albumen par la papaïne à savoir, des polypeptides,

des peptides, des tripeptides et des acides aminés. Les profils électrophorétiques sont

représentés dans la (figure 19).

Le mécanisme d’action de la papaïne est rendu possible grâce à la partie cystéine-25 de la

triade dans le site actif qui attaque le carbone du carbonyle dans le squelette de la chaîne

peptidique libérant l'extrémité amino terminale. Comme cela se produit dans toute la chaîne

peptidique de la protéine, la protéine se brise. Le mécanisme par lequel les liaisons

peptidiques se cassent implique la déprotonation de Cys-25 par His-159. Asparagine-175

contribue à orienter le cycle imidazole de His-159 pour permettre cette déprotonation d'avoir

lieu (MENARD et al, 1990; TSUGE et al, 1999).

2.3.3.3. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes en
présence de SDS (PAGE SDS)

Le SDS « Sodium dodécyl sulfate » de formule CH3-(CH2)11-SO3- Na+  est un détergent

anionique qui se fixent aux protéines et leur confèrent ainsi une même charge globale

négative. Si ces dernières sont mises dans ces conditions sous un champ électrique, elles ne
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pourront se séparer que sur la base de leur taille et leur forme, autrement dit selon leur poids

moléculaire (PM). Le 2-Mercaptoéthanol rompt les ponts disulfures.

Dans la figure 19, est représenté le profil électophorétique des hydrolysats de caséine de lait

de vache et des protéines du blanc d’œuf.

T0       T15      T30       T60       T120         T’0      T’15      T’30       T’60     T’120

Figure 19: profil électrophorétique des hydrolysats de caséines bovines (T0, T15, T30,
T60 et T120) et de  protéines du blanc d’œuf (T’0, T’15, T’30, T’60 et T’120) par la

papaïne à différent temps d’incubation. T=12% et C=2,7%.

Pour l’électrophorèse des caséines bovines il n y’a pas eu vraiment de révélation pour les

échantillon correspondant à T15 , T30, T60 et T120, cela est peut être du à l’hydrolyse

complète des caséines par la papaïne vu que les caséines sont moins résistantes a l’hydrolyse,

ou c’est la durée d’incubation qui n’a pas été respecté, mais en T0 il y’a révélation de deux

bandes claires et épaisses et une bande plus fine et moins claire ce qui traduit l’hydrolyse

enzymatique et qui peuvent correspondre au acides aminés, au peptides ou au polypeptides

selon le type de caséine hydrolysée.

Pour ce qui est des hydrolysats des protéines du blanc d’œuf, leur profil électrophorétique a

révélé l’existence de plusieurs bandes  contigües et serrées ce qui traduit l’hydrolyse

enzymatique des protéines en plusieurs peptides avec différents poids moléculaires.

Le blanc d’œuf contient, en plus des autres protéines, quartes principales protéines qui sont :

l’ovalbumine, l’ovotransferrine, l’ovomucoïde et le lysozyme (HOLEN et ELSAYED, 1990).

+

-
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Conclusion

Il existe un grand nombre de méthodes pour l’évaluation de la qualité d’un produit

alimentaire que ce soit au niveau sensorielle ou au niveau organoleptiques, mais chaque

méthode, à coté de ces qualités, présente des défauts qui peuvent lui valoir une mauvaise

interprétation des résultats et ainsi touché de prés ou de loin la santé du consommateur.

L’objectif de cette étude de la qualité physico-chimique de quelques produits alimentaires

commercialisés à savoir, les jus Ramy, Rouiba, Ifruit et jus lacté ainsi que le lait de vache et

de chamelle en utilisant quelques techniques d’analyse et des méthodes de dosage physico-

chimiques.

Les méthodes de dosage rapide (principalement celle de dosage de la vitamine C, des

protéines, des glucides.. etc) sont considérées comme les techniques les plus répondues mais

de nouvelle méthodes ont été mise au point, pour apporter plus de précision, comme

l’électrophorèse et la chromatographie mais ces méthodes sont lentes. Cependant, le

développement des méthodes chromatographiques rapides (FPLC, HPLC) ouvrent de

nouvelles perspectives par un abaissement important du temps d'analyse.

Les attitudes des consommateurs contemporains marqués par une tendance à la méfiance

en vers l’industrie, pousse les chercheurs à trouver de nouvelles techniques et à optimiser les

anciennes car un système de contrôle continu de la qualité est difficile à maintenir, mais

essentiel. Cet objectif requiert l’utilisation de standards (références) pour un contrôle continue

des produits alimentaires et la participation fréquente à des essais d’aptitude ou des études

interlaboratoires. Les conséquences graves qui découlent d’une mauvaise mise en place du

système d’assurance de la qualité justifient le temps et les dépenses nécessaires qu’il faut y

consacrer.
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Annexe 01 : détermination de la teneur en vitamine C par la méthode au 2-6-DPIP

Réactifs :

Solution de 2-6-dichlorophénol indophénol à 0,5g/l, préparée comme suite :

-Sel de sodium du 2-6 DPIP………………………………………………………………..0,5 g

-bicarbonate de sodium ……………………………………………………………………0,2 g

-eau distillé chaude…………………………………………………………………….. 300 ml

-Laisse refroidir et ajuster à 1000 ml avec l’eau distillée froide, puis filtrer.

 Solution d’acide ascorbique à 0,4 g/l

 Acide acétique glaciale (99 à 100%)

Mode opératoire :

Dans un bécher de 10 ml, introduire :

-1 ml de solution à doser ;

-ajouter 200 µl d’acide acétique glaciale, mélanger ;

-verser goutte à goutte la solution du 2-6 DPIP à l’aide d’une burette, jusqu’à apparition

d’une coloration rose pale persistante.

-lire le volume sur la burette (chute de burette), soit V1 (ml)

Etalonnage de la solution d’acide ascorbique :

L’étalonnage est réalisé à l’aide d’une solution étalon de concentration C1=0,4g/l. elle

correspond à une chute de burette V1 (ml).

Expression des résultats :

La teneur en vitamine C en mg/l, est donnée par la relation suivante :

C2= (C1×V1/V2) ×100

Où :    C1 : concentration en acide ascorbique de la solution étalon

C2 : concentration en vitamine C dans le jus

V1 : chute de burette mesurée dans le cas de la solution étalon

V2 : chute de burette mesurée dans le cas du jus

Annexe 02 : détermination des indices d’iode et d’acidité d’une matière grasse

1-indice d’acidité :

Protocole expérimental :

-Peser 2,5g de matière grasse (huile de soja) dans un bécher puis les dissoudre dans 5ml

d’éthanol ;



-titrer immédiatement avec la potasse alcoolique (0,1N), en présence de phénophtaléine (3

gouttes) jusqu’à l’apparition d’une coloration rose-pâle persistante.

Expression des résultats :

L’indice d’acide est calculé par la relation suivante : IA= V.N.56,1/m

IA : indice d’iode ;

N : normalité de la solution éthanolique de KOH;

V : volume de la solution éthanolique exprimé en ml ;

m : masse de la prise d’essai d’huile en (gr) ;

56,1 : masse molaire de KOH.

Indice d’iode :

Protocol expérimental :

- préparer deux tubes, un tube témoin qui contient du lugol seul et un autre qui contient un

échantillon d’huile et du lugol.

- Titrer avec une solution de thiosulfate de sodium (Na2S2O3, 0,02N), et déterminer les

volumes de thiosulfate nécessaire pour le titrage des deux.

1-préparation du tube témoin : introduire dans un tube à essai 5ml de lugol et quelque goutte

d’amidon (le mélange est bleu). Déterminer le volume V1de thiosulfate de sodium nécessaire

pour neutraliser l’iode contenu dans le tube témoin.

2- préparation du tube échantillon : introduire dans un tube à essai 5ml de lugol, 0,5ml d’huile

puis chauffer pendant 5 min (bien homogénéiser le long du chauffage) ; après refroidissement,

Ajouter quelque goutte d’empois d’amidon (mélange bleu) puis verser le thiosulfate goutte à

goutte en agitant, jusqu’à décoloration. Déterminer le volume V2nécessaire pour neutraliser

l’iode contenu dans l’échantillon.

Expression des résultats :

L’indice d’iode est calculé par l’équation suivante (AFNOR ,1984) :

Ii(g/100g)=(V0-V).0,01269.100/p

Où : V0 : volume (ml)  pour doser le témoin

V : volume de thiosulfate (ml) pour doser l’échantillon

P : poids de la matière grasse

Calcule des indices d’iode et d’acide :

Puis on détermine le nombre d’insaturation dans nos matières grasses, donné par l’équation

suivante :

nI= Ii.m/MI2.100

nI : nombre d’insaturation m : masse du corps gras   MI2 : masse molaire de l’iode



Annexe 03 : dosage des glucides, méthode utilisant l’acide 3-5 dinitrosalycilique(DNS)

-réaliser une courbe d’étalonnage avec une solution de glucose à 1g/l ;

-préparer les dilutions nécessaires pour les échantillons inconnu (10-1,10-2,10-3……) dans le

cas ou ils sont concentrés (leurs DO à 350 nm après la réaction doit êtres incluse dans la

gamme étalon).

Gamme étalon :

Numéros du tube 01 02 03 04 05 06

solution de Glc

(ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Eau distillé (ml)

1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

DNS (ml)

2 2 2 2 2 2

Protocol expérimental :

-préparation des différentes dilutions de l’échantillon ;

-mettre 1ml de la solution à doser (ou des différentes dilutions) dans un tube a essai ;

-ajouter 2ml du réactif (3,5 DNS) ;

-chauffer au bain-marie bouillant pendant 5 min ;

-refroidir par écoulement d’eau au robinet ;

-ajouter 7ml d’eau distillé et homogénéiser ;

-laisser reposer pendant 15 min à température ambiante ;

-faire  la lecture à 350nm contre le blanc

Expression des résultats :

Une courbe étalon est tracée DO=f (concentration en glucose). Puis la quantité de sucre

réducteur présente est déterminée.

Tableau : les densités optiques obtenues lors du dosage des sucres par la méthode utilisant

l’acide dinitrosalycilique (DNS)

Les concentrations

en glucose (g/l) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Les densités

optiques (nm) 0 0,19 0,29 0,45 0,59 0,74



Calcul de la concentration en glucides dans notre échantillon : jus light

Y=0,743x      DO=0,020

C=0,020/0,743=0,026 g/l  (avec une dilution 10-2) on aura

C=0,026 g/l.100=2,6 g/l

Figure : courbe étalon représentant les densités optiques en fonction des concentrations en

glucides dans le jus light

Annexe 04 : dosage des protéines par la méthode de LOWRY et al. (1951)

Préparation des solutions :

 Solution A : 2% de Na2CO3 (2g dans 100ml d’eau distillée) dans NaOH, 0,1 mol

(Mm NaOH= 40g/l= 40mg/ml= 0,4g/l

 Solution B : 2ml de CuSO4, 5H2O, 0,5% (0,5g dans 100ml+2ml de tartrate de Na+ et

K, 1% (1g dans 100ml)

 Solution C : 50mlde A +1ml de B

Gamme étalon

A partir de la solution de BSA, des dilutions sont préparées suivant le tableau ci-dessous

Numéro du tube 01 02 03 04 05

Concentration (µg/ml) 0 30 50 80 100

Solution mère de BSA (µl) 0 150 250 400 500

Eau distillée (µl) 500 350 250 100 0

y = 0,743x
R² = 0,995

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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0
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concentration des solutions de glucose en g/l

courbe étalon du dosage des glucides par la méthode utilisant l'acide
3,5 dinitro salycilique (DNS)

densités optiques (nm)

Linéaire (densités
optiques (nm))



Protocol expérimental :

A 0,5 ml de la solution d’échantillon contenant entre 25 et 100µg de protéines :

-ajouter 2,5ml de la solution C et mélanger ;

-laisser 5 à 10 min a température ambiante ;

-ajouter 250µl de réactif de folin-Ciocalteu ;

-homogénéiser rapidement et mettre les tubes 30min à l’obscurité.

-après 30 min, homogénéiser les solutions rapidement et lire la DO à 750nm contre le blanc

Expression des résultats :

Une courbe étalon DO=f (C) est tracée. Puis la concentration de la protéine inconnue X est

déterminée.

Tableau : les densités optiques obtenues lors du dosage des protéines par la méthode de

LOWRY, BSA utilisée comme protéine de référence

Concentration (µg/ml) 0 30 50 80 100

Densités optiques (nm) 0 0,045 0,105 0,155 0,195

Calcul de la concentration en protéines dans l’échantillon de jus lacté :

Y=0,001x alors que la DO=0,190

C= DO/0,001= 0,190/0,001

Donc C= 19.102.10-6g/10-3l

Figure : courbe étalon du dosage des protéines d’un jus lacté par la méthode de LOWRY et al

(1951), utilisant l’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de référence.
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Annexe 05 : chromatographie de pérmeation sur gel de SEPHACRYL S200

Produit à préparer :

-Gel de sephacryl s200

-tampon Tris-HCl 0,02 M, ph 8,4

-échantillon : protéines sériques lyophilisées d’un lait camelin (100mg)

Protocol expérimental :

-5g d’un gel sephacryl S200 prêt a l emploi est mis en contact avec le tampon de départ (Tris-

HCl 0,02 M, ph 8,4) pendant 30 min ;

-dégazé ensuite sous vide et coulé dans la colonne (20x 1cm) en une seule fois ;

-après stabilisation par l’éluant, à un débit de 1 mL/min, le volume mort de la colonne (v0) est

déterminé par injection de bleu de dextrane à la concentration de 1mg/ml.

-100g de protéines sérique lyophilisées sont solubilisées dans 5ml de tampon Tris-HCl(0,02

M, ph 8,4) ;

-déposées en haut de la colonne et éluées dans des conditions à débit constant,

-des fractions de 5ml sont récupérées pour les besoins de leur identification.

Expression des résultats

Un chromatogramme est tracé à partir des densités optiques obtenues par chromatographie de

perméation sur gel de sephacryl S200

Tableau : les densités optiques des fractions éluées par chromatographie de perméation sur

gel de SEPHACRYL S200 (protéines sériques du lait camelin)
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Annexe 06 : hydrolyse enzymatique des protéines du lait par la papaïne

Produits et solutions à préparer

-tampon Tris-HCl 0,5M ; pH6, 4

-l’enzyme : la papaïne

-le substrat : protéines sériques ou les caséines

-bain mari à 400C et un autre bain mari

-tampon d’échantillon (voir annexe …..)

Protocole expérimental

Expression des résultats : électrophorèse en conditions dissociantes et dénaturantes, en

présence de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Annexe 07 : préparation des solutions tampons pour l’électrophorèse en conditions

natives et dénaturantes

Pour la PAGE-native :

Protéines lyophilisées  (CN ou PS) Enzymes : papaïne

Incubation : (E/S : 1/100 ; T : 400C ; ph : 6 ,5 ; Tris-HCl 0,5 M)

Prélèvement d’aliquotes (200 µl d’hydrolysat additionné du
même volume du tampon d’échantillon à des temps variables
(0’ ; 15’ ; 30’ :60’ ; 120’)

Arrêt de la réaction par chauffage à 1000C/5mn

PAGE-SDS



Solution d’acrylamide (prêt a l’emploi)

Acrylamide ……………………………………………………..36 g

Bisacrylamide…………………………………………………..1g

Eau distillée……………………………………………………..100ml

Tampon de gel B

Tris………………………………………………………………9,14g

Eau distillée……………………………………………………..100ml

Ajuster à ph 8,9 avec de HCl 4N

Tampon d’électrode

Tris …………………………………………………………….0,12g

Glycine…………………………………………………………0,58g

Eau distillée……………………………………………………200ml

Ajuster le ph a 8,3 avec du Tris

Tampon d’échantillon

Tampon du gel (B)…………………………………………….100µl

Eau distillée …………………………………………………..700µl

Glycérol 50%............................................................................200µl

Bleu de bromophénol……………………………une tête d’aiguille

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 1ml de ce tampon

Electrophorèse

Préparation du gel : T=12% et C=2,7%(pour une plaque)

Solution (A)……………………………………………………3,25ml

Solution(B)…………………………………………………….5ml

Eau distillée……………………………………………………1,68ml

Dégazer le mélange (maximum 2mn)

TEMED………………………………………………………...10µl

Solution de persulfate d’ammonium10%…………………………..75µl

Couler et mettre le peigne immédiatement

Pour la PAGE-SDS

Solution d’acrylamide (prêt à l’emploi)

Tampon de gel de séparation

Tris…………………………………………………………….9,25g

Eau distillée……………………………………………………50ml

Ajuster à ph 8,8 avec de HCl 4N



Tampon de gel de concentration (gel C)

Tris ……………………………………………………………3g

Eau distillé……………………………………………………..50ml

Ajuster à ph 6,8 avec de HCl 4N

Tampon d’électrode

Tris……………………………………………………………..3g

Glycine…………………………………………………………14,4g

SDS…………………………………………………………….0,5 g

Eau distillé……………………………………………………..200ml

Tampon d’échantillon

Solution(C) ……………………………………………………500µl

Eau distillé……………………………………………………..250µl

SDS(10%)……………………………………………………..250µl

2-mércaptoéthanol……………………………………………..50µl

Dissoudre 1à 2mg de protéines lyophilisées dans 800µl de ce tampon

Chauffage à 1000C pendant 4à5mn puis refroidir dans un bain d’eau froide

Ajouter 100µl d’une solution de glycérol50%(v/v) et quelques graines de bleu de

bromophénol

Solution de fixation

TCA……………………………………………………………12g

Eau distillé……………………………………………………100ml

Solution de coloration

Bleu de coomassieR250………………………………………0,5g

TCA…………………………………………………………..4g

Méthanol……………………………………………………..100ml

Eau distillé……………………………………………………100ml

Solution de décoloration

Acide acétique……………………………………………….37,5 ml

Eau distillé…………………………………………………..312,5ml

Méthanol……………………………………………………150ml

Solution de persulfate d’ammonium

Persulfate d’ammonium……………………………………..0,1 g

Eau distillé (qsp)…………………………………………….1ml

Conduite de l’électrophorèse



Préparation de gel de séparation : T=17 %et C=2,7%(pour une plaque)

Solution (A)………………………………………………….4,60 ml

Solution (S)………………………………………………….2,51 ml

Eau distillé…………………………………………………..2,73ml

Dégazer pendant 2mn maximum

SDS 10%................................................................................100µl

TEMED………………………………………………………30µl

Persulfate d’ammonium10%....................................................80µl

Couler à environ 1,5 cm du sommet de la plaque de moindre hauteur

Préparation de gel de concentration : T=4,8% et C=2,7%(pour une plaque)

Solution(A)……………………………………………………1,3ml

Solution(C)…………………………………………………….2,5ml

Eau distillé……………………………………………………5,8ml

Dégazer quelque secondes

Solution de SDS à 10%............................................................100µl

TEMED………………………………………………………20µl

Persulfate d’ammonium à 10%................................................10µl

Couler immédiatement sur le gel de séparation polymérisé et mettre le peigne

Dépôt d’échantillon : 10 à20 µl

Mise sous tension : 20mA, 250V

Fixation : 45 minutes dans la solution de fixation

Coloration : 1 heure dans la solution de coloration

Décoloration : dans la solution de décoloration



GLOSSAIRE
-Asthénie : affaiblissement de l'organisme, fatigue physique. Par extension, elle peut

concerner l'état psychique, la libido ou l'intellect.

-Caco-2 : Les cellules Caco-2 constituent une lignée cellulaire tumorale humaine d'origine

intestinale isolée d'un adénocarcinome colique.

-Diabète mitochondrial : Il s'agit d'une maladie génétique transmise par la mère. Il est dû à

un déficit congénital de la chaîne respiratoire mitochondriale qui modifie les phénomènes

d'oxydoréduction, en particulier au niveau du cycle de Krebs.

-Diabète MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) : est une forme particulière de

diabète, différent du diabète auto-immun de type 1. Il est en rapport avec une anomalie de la

régulation de la sécrétion d’insuline. Il se manifeste dès l’enfance ou l’adolescence, d’où le

nom : Maturity-Onset Diabetes of the Young, ou diabète de type adulte chez le jeune.

-Macrosomie fœtale : désigne à la naissance, un bébé dont le poids dépasse 4 kg et, durant la

grossesse (grâce à l'échographie) un bébé présentant des dimensions dépassant des valeurs

normales maximales, c'est-à-dire, pour les spécialistes en pédiatrie : le 90ème percentile

(visible sur une courbe).

-Pancréatopathie : terme désignant les affections du pancréas, glande située en arrière de

l’estomac, jouant un rôle important dans la digestion et sécrétant l’insuline.

-Phéochromocytomes : est une affection tumorale parfois maligne. Cette tumeur se

développe à partir des cellules chromaffines de la médullo-surrénale.

-Polydipsie : c’est un symptôme rencontré le plus souvent en endocrinologie et caractérisé par

une soif excessive avec augmentation de l'absorption de liquide, causée par la polyurie dans le

cas du diabète.

-Polyphagie : est un symptôme ou une maladie caractérisée par une faim excessive avec une

absence de sensation de satiété, traduisant un excès dans le comportement alimentaire, Cette

attitude peut être un symptôme du diabète ou pré-diabétique. Dans ce cas cela est dû au fait

que l'individu ne peut absorber suffisamment de glucose.

-Polyurie: est un symptôme ou une maladie caractérisée par des urines abondantes,

fréquemment rencontrée dans le cas du diabète.

-Syndrome de Cushing : Constitué par un ensemble de symptômes dus à un excès de

sécrétion d'une hormone cortico-surrénalienne, le cortisol.
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