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Résumé  

Depuis toujours, l’Homme a eu recours à la nature pour subvenir à ses besoins. 

Aujourd’hui encore, le secteur de la santé (animale et humaine) s’intéresse aux ressources 

naturelles pour découvrir des principes actifs originaux permettant de développer de nouveaux 

traitements. Ce secteur est notamment à la recherche de nouvelles molécules pouvant lutter 

contre les processus biologiques impliqués dans les affections liées au vieillissement, qui 

induisent une problématique de santé publique. Bien que la bioressource végétale ait été la plus 

étudiée pour ses propriétés pharmacologiques, d’autres ressources naturelles restent à explorer, 

telle que la bioressource microbienne. Les microorganisme non pathogènes, notamment ceux 

régulièrement consommés au travers des aliments et boissons fermentés, représentent une 

source intéressante de métabolites potentiellement actifs sur ces processus. Parmi ces aliments, 

le fromage au lait cru présente un fort potentiel grâce à la richesse de sa biodiversité 

microbienne. 

Une stratégie innovante a été développée au cours de cette thèse pour rechercher des 

métabolites bioactifs dans un caillé lactique caprin. Cette stratégie a permis l’obtention de 

plusieurs extraits de fromage, à l’aide d’une méthode d’extraction dont l’efficacité a été validée. 

Le criblage de l’effet des extraits sur le vieillissement a ensuite été réalisé à l’aide de modèles 

biologiques in vitro et in vivo. Leurs impacts sur la longévité du modèle Caenorhabditis elegans 

et sur sa survie sur un milieu oxydant ont notamment été évalués. Plusieurs des extraits 

(fromage lyophilisé, extrait apolaire, 3 extraits aqueux différents) ont par ailleurs montré des 

effets bénéfiques au cours de ces expériences. Les voies biologiques impliquées dans l’action 

des extraits ont également pu être identifiées (voie DAF-2/ILR et voie p38 MAPK). En parallèle, 

deux extraits (extrait apolaire et un des extraits aqueux) ont induit une diminution de la 

production de radicaux libres dans un modèle de leucocytes humains. Enfin, l’étude de la 

composition des extraits ayant présenté des résultats bénéfiques a débuté, avec pour objectif de 

cibler, parmi toutes les molécules les composant, celles pouvant être porteuses de l’activité 

biologique. L’ensemble des résultats obtenus est prometteur, et encourage à poursuivre les 

études de la composition des extraits issus du fromage ainsi que de leurs activités biologiques, 

notamment sur des modèles plus spécifiques du vieillissement. 

 

Mots-clefs : Fromage au lait cru, microorganismes, métabolite naturel bioactif, Caenorhabditis 
elegans, longévité, stress oxydatif
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Abstract  

Natural products have always been a successful source of new drugs. Nowadays, the 

health sector (animal and human) is still looking for new compounds from natural resources, 

especially those which can exhibit a beneficial effect on the biological processes involved in 

the age-related affections (which have become a public health issue). The plants have already 

been investigating for this application. However, other natural resources, such as the microbial 

diversity, remain unexplored for the bioactivity of their compounds. The non-pathogenic 

microorganisms, especially those that can be found in fermented foods and drinks, could be 

considered as an interesting and innovative source of new metabolites that could exhibit 

beneficial effects. Among those fermented foods, the raw-milk cheese appears to have a great 

potential, as a source of new compounds, due to its rich microbial diversity.  

 An innovative strategy was developed in this thesis with the aim of discovering new 

bioactive metabolites in a raw goat milk cheese. Several cheese extracts were obtained via an 

extraction method, which efficacity has been validated. The effect of the extracts on aging has 

been determined on in vitro and on in vivo models. Their impacts on the longevity of the 

nematode Caenorhabditis elegans, and on its survival on an oxidative medium have been 

evaluated. Some extracts (freeze-dried cheese, apolar extract and three aqueous extracts) have 

demonstrated beneficials effects during these experiments. Moreover, two signalling pathways 

(DAF-2/ILR pathway and p38 MAPK pathway) were identified to be involved in the 

mechanisms of action of the extracts. In parallel, two extracts (apolar extract and an aqueous 

extract) demonstrated a capacity to reduce the ROS production in human leukocytes. Finally, 

the study of the chemical composition of the bioactive extracts has begun, with the aim of 

determining the compounds that could be responsible of the biological activity and deserve to 

be isolated and studied. All the results obtained during this thesis are promising. The study of 

the chemical composition of the extracts will be pursued, as well as the study of their biological 

activity, especially on other in vitro and in vivo models more specific to aging. 

 

Keywords: Raw-milk cheese, microorganisms, natural bioactive metabolite, Caenorhabditis 
elegans, longevity, oxidative stress 
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Notations et abréviations 

ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADNc : ADN complémentaire 
AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 
AOC : Appellation d’Origine Contrôlée  
AOP : Appellation d’Origine Protégée 
ARN : Acide Ribonucléique 
C. elegans : Caenorhabditis elegans 

CGC : Caenorhabditis Genetic Center 
CMP : caséinomacropeptide  
DAF : abnormal DAuer Formation 
dNTP : Désoxyribonucléotide triphosphate 
E. coli : Escherichia coli  

EFS : Etablissement Français du Sang 
EPS : exopolysaccharide 
ESI +/- : ElectroSpray Ionisation 

positive/negative 
FBS : fetal bovine serum 
FOXO : Forkhead Box O 
FUdR : Fluoro desoxyuridine 
GC-MS : Gaz chromatography – mass 

spectrometry 
GFP : Green Fluorescent Protein 
Gln : glutamine 
GOI : Gene Of Interest 
GRAS : Generally Recognised As Safe 
HK : Heat-Killed 

HPLC : High Performance Liquid 

Chromatography 
IDF : International Dairy Federation 
IGF : Insulin-like Growth Factor 
IGP : Indication d’Origine Protégée 
ILR : Insulin-Like Receptor 
JNK : c-Jun N-terminal Kinase 
LB : Lysogeny broth 
LC-MS : Liquid chromatography – mass 

spectrometry 
M : concentration Molaire 
MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase 
mL : millilitre 
mM : milli molaire  
m/Z : rapport masse sur charge 
NaCl : Sodium Chloride 
NaOH : Sodium Hydroxyde 
NGM : Nematode Growth Medium 
NTC : negative control 
PBMC : Cellules mononuclées du sang 

périphériques 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PMA : phorbol myristate acetate 
qPCR : quantitative PCR 
qsp : quantité suffisante pour  
RNAi : ARN interférent 
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ROS : Reactive Oxygene Species 
rpm : Round Per Minute 
RPMI : Roswell Park Memorial Institute 

medium 
RT : Reverse Transcription 
SKN : SKiNhead 
ssp : subspecies 
Tm : temperature of melting 
TNF-α : facteur de nécrose tumorale 
uHPLC : Ultra High Performance Liquid 

Chromatography 
W4M: Workflow4Metabolomics 
°C : Degré Celsius 
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Depuis toujours, l’Homme a eu recours à la nature pour subvenir à ses besoins, 

notamment en termes de nourriture, matériaux ou médicaments. Différents écrits ont relaté que 

tout au long de son histoire, l’Homme a notamment utilisé les plantes pour lutter contre diverses 

affections, conduisant au développement de plusieurs pharmacopées (Égypte, Amérique, Chine, 

etc.) [1–3]. Aujourd’hui encore, le secteur de la santé (animale et humaine) s’intéresse aux 

ressources naturelles pour découvrir et proposer de nouveaux principes actifs permettant de 

développer de nouveaux traitements. En effet, plus de la moitié des médicaments mis sur le 

marché français ces dernières années a un lien avec la nature (entre 2014 et 2020, plus de 50 % 

des autorisations de mise sur le marché (AMM) ont concerné des substances d’origine naturelle) 

[4]. Bien que ces principes actifs soient principalement issus des plantes, l’exploration de cette 

ressource est loin d’être achevée puisqu’il est estimé que seulement 15 % des végétaux ont été 

étudiés pour rechercher d’éventuelles propriétés thérapeutiques [5]. D’autres ressources 

naturelles restent quant à elles encore peu explorées, telle que la bioressource microbienne, pour 

laquelle il est estimé que moins de 1 % des microorganismes a été étudié pour leurs potentialités 

pharmacologiques [6]. Il a cependant été mis en évidence, au cours de différentes études (in 

vitro et in vivo), que plusieurs microorganismes peuvent présenter des effets bénéfiques sur la 

santé (propriétés anti-inflammatoires, propriétés antimicrobiennes, etc.) [7–9], entraînant ainsi 

un grand intérêt pour la recherche de nouvelles fonctionnalités biologiques potentielles au sein 

de cette biodiversité encore très largement inexplorée.  

Le secteur en plein développement de la pharmabiotique s’intéresse aux 

microorganismes, afin de maîtriser et d’exploiter leur « potentiel santé » dans le but de 

développer de nouvelles solutions santé préventives ou curatives. De plus, la production de ces 

biomasses microbiennes d’intérêt peut se faire, jusqu’à l’échelle industrielle, par la mise en 

œuvre de systèmes (réacteurs) clos contrôlés (pH, température, composition du milieu, etc.). 

Ce process permet d’envisager de s’affranchir des problèmes liés à la saisonnalité ou aux aléas 

climatiques inhérents à la culture des plantes, et de garantir des productions optimales tout au 

long de l’année. Ces biomasses microbiennes, ainsi produites, pourront être utilisées dans 

différents bioprocédés (secteur agroalimentaire, secteur agronomique, production d’énergie ou 

dépollution, etc.). En plus de la production de biomasses microbiennes, il est possible d’induire, 

à l’échelle industrielle, la production spécifique de métabolites (molécules) microbiens d’intérêt, 

notamment ceux reconnus comme présentant des activités biologiques intéressantes [10]. Cette 

bio-production de métabolites spécifiques est notamment rendue possible par l’utilisation d’un 

bioprocédé particulier nommé induction (ou stress) métabolique [11–13]. Ce bioprocédé peut 
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permettre également la production, par des microorganismes spécifiques, de métabolites 

d’intérêt initialement mis en évidence chez les plantes, tout en s’affranchissant des contraintes 

inhérentes à l’utilisation de la biomasse végétale (disponibilité de la ressource, cultivabilité, 

saisonnalité, aléas climatiques, ravageurs, contamination/pollution éventuelle, disponibilité des 

parcelles de culture, etc.) [14]. Ces productions de biomasses microbiennes et de métabolites 

microbiens peuvent permettre de répondre à différents enjeux sociétaux (recherche de naturalité, 

de durabilité, de préservation des ressources, etc.). En ce qui concerne le secteur de la santé, les 

microorganismes et leurs métabolites pourraient participer, en tant que solution, au maintien 

et/ou au rétablissement de la santé des populations (humaines mais aussi animales domestiques) 

vieillissantes [15].  

Dans les pays dits « développés », l’amélioration des conditions de vie et les progrès de 

la médecine ont conduit à l’allongement de la durée de vie de leur population. Au cours des 

dernières décennies, la part de la population mondiale âgée de plus de 60 ans a fortement 

augmenté (de 205 millions en 1950 à environ 810 millions en 2012). A l’horizon de 2050, il est 

estimé qu’environ 2 milliards d’êtres humains auront plus de 60 ans [16]. Ce constat est 

également réalisé en France, où la part des plus de 65 ans dans la population augmente 

constamment (13.4 % en 1975, 20.3 % en 2020) [17]. Cependant, des études ont montré que 

cette population ne vieillit pas forcément en bonne santé [18]. Les personnes âgées sont sujettes 

à diverses affections, souvent couplées à une perte d’autonomie, réduisant d’autant leur qualité 

de vie [19]. Le vieillissement, bien qu’étant un processus physiologique « normal », se traduit 

par une série de transformations entraînant notamment la dégénérescence de cellules, d’organes, 

ce qui provoque l'affaiblissement et le ralentissement des fonctions vitales et des modifications 

d'ordre physique, physiologique et psychique [20]. Du fait de cette situation, le secteur de la 

santé cherche à améliorer les conditions de vie de ces personnes âgées en permettant à la 

population de « vieillir en meilleure santé », notamment en luttant contre le développement 

d’affections et/ou de dépendance (problèmes de mobilité). Pour cela, les chercheurs 

s’intéressent aux différents processus biologiques évoluant au cours du vieillissement, dont 

notamment l’inflammation, le stress oxydatif, la senescence cellulaire, etc. [21,22]. Au cours 

des travaux de cette thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés aux processus 

inflammatoires et oxydatifs. La recherche de solutions, notamment la recherche de métabolites 

actifs, agissant sur ces deux processus biologiques présente un intérêt majeur. Afin d’identifier 

de nouveaux métabolites bioactifs d’intérêt, l’une des pistes a été d’étudier la nature et 

particulièrement les bioressources encore largement inexplorées, tels que les microorganismes. 



INTRODUCTION GENERALE  

  
 

25 
 

La biodiversité microbienne étant très riche (plus de 1 trillion de microorganismes), il 

est nécessaire de cibler efficacement les microorganismes à étudier [23]. Pour réduire le champ 

des microorganismes « méritant» d’être étudiés, nous avons choisi d’utiliser la pathogénicité 

comme critère de sélection. En effet, en nous intéressant au potentiel santé des microorganismes 

et/ou de leurs métabolites, nous avons donc exclu de nos investigations les microorganismes 

reconnus comme pathogènes (pour l’homme et/ou l’animal). Afin de réduire encore le nombre 

des microorganismes à étudier nous avons aussi choisi, au sein des microorganismes définis 

comme non pathogènes, de nous focaliser sur ceux issus et/ou utilisés dans le domaine 

alimentaire et donc régulièrement consommés par l’Homme sans présenter de risques pour sa 

santé. De ce fait, nous avons décidé de nous intéresser aux microorganismes utilisés et/ou 

retrouvés dans les aliments et boissons fermentés (aliments occupant une place de plus en plus 

importante dans notre alimentation) [24]. La présence de ces microorganismes (et de leurs 

métabolites) dans ces aliments les rend particulièrement intéressants car certaines études 

suggèrent qu’ils pourraient agir favorablement sur la santé humaine [25,26]. Parmi les aliments 

fermentés, nous retrouvons le fromage, qui occupe une place importante dans la culture 

gastronomique française. Même s’il a souvent été décrié car pouvant être perçu comme trop 

gras, trop salé [27,28], ou pour des raisons sanitaires (par exemple présence de Listeria 

monocytogenes) [29], certaines études suggèrent néanmoins que des microorganismes du 

fromage (issus des genres Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Propionibacterium, 

etc.)  possèdent des effets bénéfiques sur les processus inflammatoires ou oxydatifs lorsqu’ils 

sont étudiés de manière isolée [7,30–32]. Cependant, très peu de recherches sont menées 

concernant les effets santé de ces microorganismes lorsqu’ils sont présents dans la matrice 

alimentaire. Le « potentiel santé » du fromage, de ses microorganismes et de leurs métabolites, 

reste donc à explorer. Afin de disposer d’une biodiversité microbienne (d’origine fromagère) la 

plus variée, il nous a semblé judicieux de nous focaliser sur les fromages produits à partir de 

lait cru. Leur riche biodiversité microbienne permet d’assimiler cet aliment à un bioréacteur 

dans lequel les microorganismes produiront des métabolites. Le fromage au lait cru apparaît 

donc comme une matrice alimentaire de choix pour la recherche de nouveaux métabolites 

microbiens bioactifs qui soient naturels et valorisables. 

C’est dans ce contexte que les travaux de cette thèse ont eu pour objectif de rechercher 

et d’identifier des métabolites dans des aliments fermentés, et en particulier dans les fromages 

au lait cru, qui puissent agir sur les processus inflammatoires et oxydatifs. Cette recherche 

nécessite d’établir et de mettre en œuvre une stratégie en 3 étapes détaillées ci-après : 
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 Extraction : Les métabolites ne pouvant pas être étudiés directement dans le fromage, 

une étape d’extraction est nécessaire afin de les isoler. Cela permet d’obtenir un ou 

plusieurs extraits (ou fractions) de fromage, correspondant à des mélanges de métabo-

lites. 

 Criblage d’activité biologique : Le criblage de l’activité biologique de ces extraits sera 

ensuite réalisé in vivo et in vitro, afin de mettre en évidence leur efficacité sur les pro-

cessus biologiques liés au vieillissement. 

 Caractérisation de la composition chimique : Dans le cas où des extraits présenteraient 

une activité intéressante, leur composition sera caractérisée de manière à isoler et à iden-

tifier le ou les métabolites responsables de cette activité biologique. 

 

Ces étapes sont détaillées dans ce mémoire de thèse, qui se compose de quatre parties : 

 La première correspond à une synthèse de la littérature scientifique divisée en quatre 

chapitres :  

o Dans le premier chapitre nous nous intéresserons aux ressources naturelles et 

aux méthodologies d’extraction et de criblage des extraits et métabolites.  

o Dans un second chapitre nous nous intéresserons à la biomasse microbienne, 

ainsi qu’aux aliments fermentés et à leurs effets sur la santé.  

o Le troisième chapitre sera focalisé sur un aliment fermenté en particulier : le 

fromage. Nous nous intéresserons notamment à l’impact des différentes étapes 

de la production fromagère sur sa biodiversité microbienne et sur sa composition 

chimique. Ces deux paramètres jouent un rôle important dans la production de 

métabolites secondaires potentiellement actifs.  

o Enfin, le chapitre 4 permettra de présenter les points importants à prendre en 

considération pour proposer une stratégie efficace de recherche de métabolites 

bioactifs à partir du fromage.  

 La seconde partie du manuscrit traitera des choix expérimentaux qui ont été réalisés afin 

de mener les différentes études. 

 La troisième partie présentera les différents résultats obtenus au cours de cette thèse. 

 Ces résultats seront ensuite discutés dans la dernière partie du manuscrit, et des 

perspectives à ce travail seront envisagées. 
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Chapitre 1. 

 La nature comme source de composés bioactifs 

innovants 

La nature est composée d’un grand nombre de biotopes (milieux terrestres, marins, 

extrémophiles, etc.) rassemblant de nombreuses formes de vie (plantes, animaux, champignons, 

microorganismes) constituant la biodiversité. Ces organismes ont la capacité de produire 

différentes molécules naturelles (également appelées métabolites) nécessaires pour répondre à 

leurs besoins (adaptation aux conditions changeantes de leur environnement, interactions entre 

individus, résistance à un stress, mécanismes de défense contre un prédateur, etc.). Ces 

molécules seront d’autant plus diversifiées que les besoins d’un même individu varient en 

fonction de l’environnement dans lequel il évolue. Ainsi, cette riche diversité biologique a 

conduit à une diversité moléculaire d’autant plus grande, appelée chimiodiversité. Ces 

molécules font partie de l’ensemble des « substances naturelles », c’est-à-dire l’ensemble des 

molécules présentes dans la nature (qu’elles soient d’origine animale, végétale, microbienne ou 

minérale) [33].  

Depuis toujours, l’Homme a utilisé la nature pour subvenir à ses besoins, notamment en 

termes de nourriture, matériaux ou médicaments. Plusieurs écrits relatent que l’Homme a, au 

cours de son histoire, utilisé les propriétés médicinales des plantes afin de lutter contre 

différentes affections [1,2,34]. Cette pratique a conduit au développement de pharmacopées, 

dont la plus ancienne remonterait à environ 60000 ans en Asie [1]. Cependant, il faudra attendre 

plusieurs siècles et le développement de la chimie (extraction, analyse, identification), et de la 

biologie (compréhension des processus et fonctions biologiques) pour comprendre que les 

substances naturelles sont à l’origine de ces effets thérapeutiques. 

Les premières extractions de métabolites d’origine végétale débutèrent dès la fin du 

XVIIIème siècle [35]. Dès lors, le développement des techniques d’extraction augmenta 

l’utilisation de substances naturelles. Avec le développement de la chimie de synthèse au XXème 

siècle, et en particulier de l’hémisynthèse (qui consiste à synthétiser des molécules à partir de 

composés naturels (précurseurs) possédant déjà une partie de la molécule visée) l’extraction de 

substances naturelles n’était plus systématique pour obtenir les molécules recherchées, mais le 

plus souvent employée pour obtenir les précurseurs nécessaires pour leur synthèse. Celle-ci 
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était alors privilégiée lorsqu’elle était plus adaptée, que ce soit pour des raisons économiques, 

pour l’obtention de meilleurs rendements ou encore pour des problèmes de disponibilité de la 

ressource naturelle [36]. Dans ce cas de figure, la nature servait alors de source d’inspiration 

pour le chimiste afin d’identifier les structures des métabolites et de les reproduire par synthèse 

à l’échelle du laboratoire et à l’échelle industrielle. Cependant, depuis quelques années le 

recours à l’extraction n’a eu de cesse de s’amplifier. Ce regain d’intérêt pour la nature, comme 

source de molécules, est également motivé par les grands défis sociétaux d’aujourd’hui 

(recherche de naturalité, de durabilité, de préservation de l’environnement et des ressources 

fossiles, recherche de nouveaux traitements, exploration de matrices pour découvrir de 

nouvelles structures et applications, etc.). Cela a conduit au développement des méthodes 

d’extraction, de purification et d’analyse afin qu’elles soient plus performantes. Cependant, les 

ressources naturelles restent encore majoritairement inexplorées, en particulier pour des 

propriétés de santé : seulement 15 % des végétaux et moins de 1 % des microorganismes ont 

été étudiés à ce jour pour rechercher d’éventuelles propriétés thérapeutiques [5,6]. De 

nombreuses substances naturelles restent donc à étudier pour leurs fonctionnalités biologiques 

potentielles. Cette recherche nécessite la mise en place d’une stratégie permettant de mettre en 

évidence, d’extraire et d’isoler ces substances à partir de ressources naturelles et d’identifier 

leurs activités biologiques afin de les valoriser.  

 

 

1. Recherche et valorisation de substances naturelles bioactives 

La recherche et la valorisation de substances naturelles bioactives d’intérêt (c’est-à-dire 

présentant une activité biologique recherchée) s’effectuent selon une méthodologie comportant 

4 étapes : 

 Identification/sélection d’une ressource naturelle ayant une forte probabilité de renfer-

mer des métabolites bioactifs.  

 Mise en œuvre d’une méthodologie d’extraction spécifique qui va permettre d’obtenir 

un extrait contenant un mélange des métabolites.  

 Séparation des métabolites du reste de l’extrait (fractionnement), à l’aide de procédés 

chimiques et/ou physiques, permettant d’isoler les métabolites d’intérêt pour les obtenir 

purs.  
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 Étude de l’activité biologique des métabolites (purs ou sous forme d’extrait) à l’aide de 

tests biologiques in vitro et in vivo.  

Ces 4 étapes sont présentées en détail dans la suite de ce chapitre. 

 

2. Sélection de ressources naturelles renfermant potentiellement des 

métabolites d’intérêt 

Compte tenu de l’étendue de la biodiversité, il est impossible d’envisager une 

exploration exhaustive, ce qui implique de faire un choix et de sélectionner de manière optimale 

la/les ressource(s) naturelle(s) à étudier. Il est donc nécessaire d’acquérir des informations 

permettant d’identifier les ressources ayant une forte probabilité de renfermer des métabolites 

bioactifs d’intérêts. Pour atteindre cet objectif, 3 approches, parfois complémentaires, peuvent 

être mises en place : une approche ethnobotanique et ethnopharmacologique, une approche 

biologique et une approche écologique.  

 L’approche ethnobotanique et ethnopharmacologique référencie et étudie la véracité 

des savoirs et pratiques des populations vernaculaires ayant recours aux ressources 

naturelles à des fins thérapeutiques [37,38]. L’objectif est donc d’utiliser les con-

naissances mises à profit par les médecines traditionnelles pour identifier les res-

sources susceptibles de posséder des activités biologiques d’intérêt, et donc de con-

tenir des métabolites bioactifs. 

 L’approche biologique consiste à utiliser les connaissances acquises sur les orga-

nismes et leur fonctionnement afin de déterminer les substances pouvant agir sur des 

cibles biologiques spécifiques, en lien avec l’activité recherchée  

 L’approche écologique, dans laquelle les relations entre les êtres vivants et/ou avec 

l’environnement sont des pistes permettant de déduire les informations requises afin 

de sélectionner la ressource.  

Ces deux dernières approches sont particulièrement adaptées pour des ressources non 

végétales, ou des plantes non décrites par les médecines traditionnelles, et dont les informations 

ne peuvent être recueillies à l’aide de l’approche ethnobotanique et ethnopharmacologique. 

Enfin, à ces 3 approches s’ajoute une autre méthode de sélection : le criblage aléatoire, qui 

consiste à étudier l’activité de ressources naturelles (choisies sur différents critères, telle que 

leur origine géographique) récoltées dans une région, sur différentes cibles biologiques [2]. Les 
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ressources présentant une forte activité sont sélectionnées afin d’espérer isoler des métabolites 

actifs. Cette dernière stratégie reste néanmoins fastidieuse dans sa mise en œuvre et présente 

un aspect « pêche à la ligne » du fait de son caractère aléatoire, demandant de réaliser de 

nombreux prélèvements et tests biologiques pour espérer mettre en évidence une activité 

intéressante.  

Une fois sélectionnée, la ressource naturelle devra être extraite et fractionnée afin d’isoler 

et d’étudier les métabolites la composant. 

 

3. Extraction des métabolites à partir de la ressource sélectionnée 

L’extraction des métabolites consiste à les isoler de la ressource à l’aide d’un ou plusieurs 

solvants dans lesquels elles sont solubles. Cela conduira à l’obtention d’un extrait pour chaque 

solvant employé. La sélection des solvants à utiliser est réalisée selon le critère de polarité. 

L’extraction sera effectuée à partir de la ressource dans son ensemble, ou de parties spécifiques 

de cette ressource. Pour cela, 2 étapes sont nécessaires : 

3.1.  Préparation de la ressource en vue de l’extraction  

 La préparation de la matrice sélectionnée est une étape cruciale et indispensable. Cette 

étape sera déterminante pour optimiser l’extraction, tant en quantité qu’en qualité. Cette 

préparation peut comporter deux étapes : 

 Le séchage de la ressource (si cela est possible sans risquer de perdre les métabolites 

bioactif(s) d’intérêt(s) (dégradation thermique, molécule volatile, etc.)), qui permet 

d’éliminer l’eau présente dans la ressource. Cela permet ensuite de faciliter l’extraction 

par solvant mais aussi de concentrer les métabolites dans la ressource et de stabiliser 

certaines molécules (inhibition de l’activité enzymatique, réduction de l’activité de 

l’eau, etc.) [39].  

 Le broyage, afin d’augmenter à la fois la surface de contact entre les fragments de la 

ressource et le solvant, et sa pénétration dans la ressource [40,41].  

 

3.2. Obtention d’extraits  

Une fois la préparation de la ressource réalisée, l’étape d’extraction proprement dite pourra 

être effectuée. Cela sera réalisé en deux temps :  



CHAPITRE 1 : LA NATURE COMME SOURCE DE COMPOSES BIOACTIFS INNOVANTS 

 
 

35 
 

 L’extraction à l’aide d’un solvant (dont la polarité couvrira celle des métabolites recher-

chés s’ils sont connus) ou avec une succession de solvants de polarités différentes (de 

manière à balayer l’ensemble de la gamme de polarités) lorsqu’il n’y a que peu ou pas 

de renseignements sur la composition de la ressource (et donc sur la polarité des méta-

bolites la composant). Une fois l’extraction réalisée on obtient à minima un extrait li-

quide, brut, qui sera séparé entièrement de la ressource (filtration)  

 L’évaporation du solvant, si cela est nécessaire, et qui va permettre :  

o De concentrer les métabolites  

o D’optimiser la conservation de l’extrait 

o D’obtenir un extrait sec, qui peut être resolubilisé dans le solvant de notre choix 

en vue de futures analyses (chimiques ou biologiques).  

 

4. Mise en évidence de nouveaux métabolites d’intérêt 

A la suite de l’étape d’extraction, un ou plusieurs extrait(s) est/sont obtenu(s). Chacun est 

constitué d’un mélange de molécules dont certaines sont susceptibles de posséder l’activité 

biologique recherchée. Afin d’identifier et de caractériser un ou plusieurs métabolites bioactifs, 

il est nécessaire de les isoler du reste de l’extrait. Pour cela, l’extrait sera fractionné par 

l’utilisation de procédés chimiques (utilisation de solvants) et/ou physiques (techniques 

physiques de séparation). Cela permet d’obtenir différentes fractions à partir de l’extrait initial 

(contenant chacune un nombre de molécules inférieur à celui de l’extrait brut de départ). Les 

fractions contenant des métabolites d’intérêt seront elles-mêmes à leur tour fractionnées (sous-

fractionnement). Afin de sélectionner les fractions ou sous-fractions à conserver à chaque étape, 

il existe 2 démarches permettant la mise en évidence des métabolites d’intérêt.  

 La démarche chimioguidée, qui consiste à fractionner l’extrait, avec pour objectif de 

suivre et d’étudier une famille moléculaire désirée car connue pour posséder des activi-

tés biologiques recherchées (alcaloïdes, flavonoïdes etc.) (Figure 1). L’objectif est de 

découvrir et d’isoler de nouveaux membres de cette famille possédant une activité ciblée 

et/ou qui soient plus actifs que ceux déjà identifiés. Les fractions obtenues à chaque 

étape du fractionnement seront analysées à l’aide de méthodes analytiques physico-chi-

miques spécifiques permettant de mettre en évidence la présence ou l’absence de la fa-

mille de molécules recherchées (crible physico-chimique). Cette démarche permettra 
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d’obtenir les plus petites fractions possibles (en termes de nombre de constituants mo-

léculaires) ne contenant que des membres de la famille moléculaire désirée. A la suite 

de cela, ces molécules seront analysées : i) chimiquement de manière à déterminer leur 

structure en souhaitant identifier de nouveaux membres et/ou ii) biologiquement de ma-

nière à déterminer si ces métabolites isolés sont porteurs de la (des) activité(s) biolo-

gique(s) recherchée(s) (crible(s) biologique(s)).  

 

Figure 1 : Démarche chimioguidée pour rechercher une famille moléculaire spécifique, à 
partir d’une ressource naturelle  

 
 

 La démarche bioguidée, qui consiste à fractionner l’extrait dans le but d’isoler des 

métabolites présentant une activité biologique spécifique, sans distinction de familles 

moléculaires (Figure 2) [42,43]. Les fractions obtenues à chaque étape du fractionnement 

seront analysées biologiquement de manière à évaluer leur activité (sur un (des) crible(s) 

biologique(s)). Cette démarche permettra d’obtenir les plus petites fractions possibles 

(en termes de nombre de constituants moléculaires) dotées de l’activité biologique re-

cherchée. Le profil phytochimique de ces différentes fractions sera également étudié.  
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Figure 2 : Démarche bioguidée pour rechercher des métabolites présentant une activité 
biologique spécifique, à partir d’une ressource naturelle 

 

Afin de cribler biologiquement les fractions obtenues, il est nécessaire de sélectionner 

judicieusement le(s) test(s) à réaliser afin de mettre en évidence de manière efficace l’effet des 

métabolites.  

  

5.  Étude de l’activité biologique de métabolites et/ou fractions 

La recherche et la valorisation des substances naturelles nécessitent de déterminer leurs 

activités biologiques. Afin de réaliser cette évaluation, il est nécessaire d’utiliser des tests 

biologiques pertinents. Pour cela, il existe 2 types de tests biologiques : des tests in tubo/in vitro 

et des tests in vivo.  

 

 Les tests in tubo permettent d’évaluer l’activité biologique à l’aide d’un test physico-

chimique ou biochimique (par exemple, le suivi de l’activité d’un enzyme). Les tests in 

vitro sont réalisés sur des lignées cellulaires cultivées en laboratoire ou à partir d’or-

ganes isolés d’un organisme entier. Ces tests sont utilisés en tant que crible biologique 

pour effectuer une première évaluation de l’activité biologique, permettant de valider 

l’activité biologique et/ou d’écarter des molécules présentant un effet cytotoxique. Les 
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tests in vitro sont également très employés pour réaliser des études mécanistiques afin 

d’approfondir les connaissances sur l’activité des métabolites. Cependant, ils ne per-

mettent pas de prédire totalement l’influence qu’aura un métabolite (pur ou sous forme 

d’extrait) au sein d’un organisme, c’est pourquoi des études sur des modèles in vivo sont 

nécessaires [44].   

 Les tests in vivo permettent d’évaluer l’activité biologique dans un organisme vivant 

entier (animal, végétal, etc.). Ils sont souvent employés afin de valider l’activité biolo-

gique observée in vitro, d’évaluer les éventuels effets délétères ou toxiques des méta-

bolites, et de caractériser leurs mécanismes d’action (physiologique et biochimique) 

dans un organisme entier [44]. La réalisation de ces tests laisse ensuite envisager la mise 

en œuvre d’études cliniques (une forme particulière de test in vivo), afin de définir les 

modes d’administration du métabolite, son activité réelle, sa résilience, sa pharmacoci-

nétique, ses effets secondaires, la dose requise, etc. Cette étape est indispensable dans 

le domaine pharmaceutique pour obtenir les informations requises sur un métabolite 

afin de recevoir l’autorisation de mise sur le marché du médicament correspondant. 

  

La sélection du test sera effectuée en fonction de l’étude à réaliser : le recours à un test de 

criblage permettra de mettre en évidence rapidement une activité biologique, tandis qu’un 

approfondissement des mécanismes biologiques sera effectué à l’aide d’un test d’objectivation 

biologique. 

 Un criblage d’activité(s) biologique(s) consiste à évaluer rapidement l’activité biolo-

gique de métabolites ou de fractions afin de suivre et d’identifier ceux (celles) qui pos-

sèdent l’activité désirée. Pour être considéré comme un test de criblage celui-ci doit 

satisfaire aux critères suivants : i) être adapté au suivi de l’activité désirée ; ii) permettre 

une maîtrise des conditions expérimentales, assurant une fiabilité et une reproductibilité 

des tests (pouvant conduire à une automatisation de l’expérience) ; iii) être rapide à 

mettre en œuvre ; iv) être le moins onéreux possible. Les tests in tubo et in vitro seront 

donc souvent privilégiés pour réaliser l’étape de criblage de l’activité biologique de la 

série d’échantillons obtenue. 

 L’objectivation biologique consiste à approfondir l’étude des mécanismes impliqués 

dans l’activité du métabolite ou de la fraction retenus lors du crible, notamment par la 

réalisation d’études mécanistiques (identification de la voie biologique, de la molécule 
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impliquée, etc.). La démarche in vitro est particulièrement employée pour cela, mais 

l’étude des mécanismes reste limitée à un nombre réduit de cellules (seules ou en co-

culture). Le recours aux tests in vivo reste nécessaire pour étudier l’impact d’un point 

de vue physiologique et biochimique d’un métabolite ou d’une fraction sur un orga-

nisme entier (toxicologie, pharmacologie, etc.).   

 

Certains modèles in vivo, comme la mouche Drosophila melanogaster ou le nématode 

Caenorhabditis elegans, sont de plus en plus utilisés afin de réaliser des études de criblage et 

d’objectivation biologique. Ces modèles sont notamment utilisés pour leur similitude avec 

l’Homme (génomique et protéique), qui permet de réaliser des études mécanistiques in vivo 

afin de comprendre les mécanismes d’action des métabolites et d’écarter ceux présentant un 

effet néfaste (par exemple, cytotoxicité). Ces modèles sont de plus en plus employés dans de 

nombreux domaines (génétique, développement, neurobiologie, toxicologie, interaction hôte-

microorganismes, etc.) car ils permettent de réaliser des études rapidement, sont peu coûteux et 

permettent de réduire à la fois le nombre d’animaux utilisés et le nombre de tests réalisés [45]. 

Néanmoins, bien que ces modèles soient prometteurs et innovants pour réaliser des études in 

vivo, il n’est pas possible à ce jour de se passer complètement des tests sur mammifères pour la 

compréhension des mécanismes d’action des métabolites, en particulier lors du développement 

de produits de santé à destination de l’Homme. 

Cette stratégie de recherche et de caractérisation des substances naturelles bioactives 

peut être mise en œuvre pour l’étude des différentes ressources naturelles, même celles encore 

inexplorées, telles que les microorganismes. 
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Chapitre 2. 

Les microorganismes comme nouvelle source de 

biomolécules d’intérêt 

Le terme « microorganisme » regroupe l’ensemble des organismes invisibles à l’œil nu. 

Cela comprend les bactéries, les mycètes (levures, moisissures, champignons), les microalgues, 

les protozoaires et les virus [46]. Depuis leurs premières descriptions au XVIIème siècle, de 

nombreux scientifiques (tels que Louis Pasteur) se sont intéressés à leurs effets sur la santé. Le 

XXème siècle a permis l’avancée des connaissances sur les microorganismes, avec notamment 

la découverte de molécules aux propriétés antimicrobiennes (découverte de la pénicilline par 

Alexander Fleming en 1928), ouvrant la voie à la recherche et au développement des 

antibiotiques [47]. Plusieurs études ont également montré l’implication de microorganismes 

pour des effets sur la santé, que ce soit un rôle infectieux lors de certaines maladies (choléra 

aviaire, maladie du charbon, etc.), ou un rôle bénéfique (par exemple, l’interaction des 

microorganismes du microbiote intestinal (ensemble des microorganismes présents dans 

l’intestin) avec son hôte) [48–51]. Certains microorganismes sont par ailleurs utilisés en lien 

avec la lutte contre certaines affections (par exemple les probiotiques) [52]. Néanmoins, cette 

bioressource reste encore peu explorée en termes de source de métabolites bioactifs. Par 

conséquent, elle suscite un fort intérêt pour le secteur de la chimie des substances naturelles, 

mais également de la santé, aussi bien en tant qu’outil de biotechnologie (processus 

fermentaires, biocatalyse, bioconversion, usine métabolique, etc.), qu’en tant que nouvelle 

source de métabolites potentiellement bio actifs et valorisables.  

 

1. Un nouvel intérêt pour les microorganismes et leurs métabolites  

1.1. Les microorganismes : un outil de biotechnologie   

La bioressource végétale est très utilisée pour la recherche et l’identification de 

métabolites bio actifs d’intérêt d’origine naturelle. Cependant, l’utilisation et la valorisation des 

végétaux sont soumises à de nombreuses contraintes (disponibilité de la ressource, possibilité 

ou non de culture, saisonnalité, aléas climatiques, ravageurs, contaminations et pollutions 
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éventuelles, disponibilité des parcelles de culture, etc.). C’est pourquoi d’autres bioressources 

(microorganismes, organismes marins, etc.) sont explorées afin d’identifier et d’obtenir de 

nouveaux métabolites tout en s’affranchissant de ces contraintes. Les microorganismes en tant 

qu’outil de biotechnologie peuvent répondre à cette demande et aux enjeux du secteur de la 

santé. Certaines souches sont par ailleurs déjà employées par le secteur en plein développement 

de la pharmabiotique qui cherche à maîtriser et à valoriser leur potentiel dans le but de 

développer de nouvelles solutions santé (préventives ou curatives). Plusieurs avantages 

inhérents aux microorganismes permettent d’expliquer ce nouvel attrait. Facilité de culture, 

utilisation en tant « qu’usines cellulaires » pour produire des métabolites, possibilité de 

modifier génétiquement afin d’augmenter la production d’un métabolite particulier, etc. [53]. 

Aussi, la biomasse microbienne peut être cultivée dans des réacteurs clos contrôlés 

(composition du milieu, température, pH, etc.), permettant, à l’échelle industrielle, une 

production durable de métabolites naturels tout au long de l’année, sans contraintes de 

saisonnalité ou d’aléas climatiques. Ces biomasses microbiennes, ainsi produites, pourront être 

utilisées dans différents bioprocédés (secteur agroalimentaire, agronomique, production 

d’énergie ou dépollution, etc.). L’un d’entre eux, nommé induction (ou stress) métabolique, 

permet d’induire la production spécifique de métabolites secondaires microbiens d’intérêt 

(molécules produites par un organisme en réponse à un stress), en cultivant la biomasse dans 

des conditions spécifiques, générant ainsi un stress environnemental [10–13]. Ce bioprocédé 

peut également permettre d’obtenir des métabolites secondaires d’intérêt présents dans le règne 

végétal, tout en s’affranchissant des contraintes inhérentes à celle-ci, détaillées en début de ce 

paragraphe [14]. Ces productions de biomasses microbiennes et de métabolites microbiens 

peuvent donc être valorisées dans de nombreux domaines (nutraceutique, agroalimentaire, 

pharmaceutique, etc.) tout en répondant aux différents enjeux sociétaux émergeants (naturalité, 

durabilité, préservation des ressources, etc.).  

 
1.2. Sélection des microorganismes pour la recherche de métabolites d’intérêt 

Il est estimé qu’il existe plus de 1 trillion de microorganismes au sein de la bioressource 

microbienne, c’est pourquoi il est nécessaire de cibler efficacement les microorganismes à 

étudier [23]. Pour découvrir de nouveaux métabolites microbiens possédant un effet bénéfique 

sur la santé, il parait logique de s’orienter sur les microorganismes non pathogènes, c’est-à-dire 

n’étant pas responsables de l’apparition d’affection chez l’Homme ou chez d’autres êtres 

vivants [54]. Afin de réduire encore le nombre de microorganismes à étudier, il semble judicieux 
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de se focaliser sur les microorganismes issus du domaine alimentaire, qui sont régulièrement 

consommés par l’Homme à travers le monde sans présenter de risques pour la santé (et dont 

certains peuvent être identifiés comme « GRAS » (Generally Recognized As Safe)) [55]. Ces 

microorganismes se retrouvent essentiellement dans les aliments et boissons fermentés, qui 

occupent une place importante dans notre alimentation (environ un tiers des aliments 

consommés dans le monde sont issus de fermentations) [24,25]. Par conséquent, les aliments 

issus de fermentations peuvent être assimilés à des sources de microorganismes et/ou de 

métabolites microbiens potentiellement intéressants car éventuellement dotés de propriétés 

biologiques d’intérêt.  

 

2. Les aliments fermentés 

2.1. Définition 

Les aliments fermentés sont définis comme des aliments issus de fermentations, donc 

produits au moyen d’une croissance microbienne souhaitée et de conversions enzymatiques 

[56,57]. Au cours du processus de fermentation, les microorganismes vont produire différents 

types de composés (peptides, acides organiques, alcools, métabolites secondaires, etc.) à partir 

de substrats présents dans le milieu à fermenter (sucres, acides aminés, etc.) [26]. 

Historiquement la fermentation était utilisée par l’homme pour conserver des denrées  (viandes, 

poissons, fruits, légumes) [57,58]. Par la suite, ce procédé fut également employé pour sa 

capacité à améliorer ou développer des qualités organoleptiques de certains aliments 

(production d’alcool, diminution d’amertume, etc.) [26]. Aujourd’hui, les aliments fermentés 

occupent une place importante dans l’alimentation à travers le monde (Tableau 1), et 

l’engouement pour ces aliments est en augmentation depuis quelques années (recherche de 

produits plus naturels, de nouvelles expériences sensorielles, d’effets bénéfiques sur la santé, 

etc.) [59]. Le marché des produits et ingrédients fermentés dans le monde est en constante 

progression, et devrait passer de 637 à 889 milliards de dollars entre 2016 et 2023 d’après une 

étude du BIS Research, soit une hausse annuelle moyenne d’environ 5 % [59]. La demande 

accrue pour des denrées alimentaires, pour lesquelles la fermentation joue un rôle important, a 

conduit à étudier ce processus ainsi que les microorganismes impliqués afin de maîtriser cette 

fermentation.  
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Tableau 1: Consommation moyenne annuelle par habitants de 8 aliments fermentés dans 
plusieurs pays du monde  

Aliment fermenté Pays 
Consommation moyenne 
annuelle (par habitant) 

Bière Allemagne 106 L 
Fromage Royaume-Uni 10 kg 
Kimchi Corée 22 kg 
Miso Japon 7 kg 

Sauce Soja Japon 10 L 
Tempe Indonésie 18 kg 

Vin 
Italie, Portugal,  

Argentine, 
Finlande 

90 L 
70 L 
40 L 

Yaourt Pays-Bas 25 L 

(Tableau traduit de Chilton et al, [60]) 

 

Il existe différents types de fermentation (lactique, alcoolique, propionique, etc.) qui 

vont varier en fonction des produits obtenus (acide lactique, éthanol, acide propionique, gaz 

carbonique, etc.). Des recherches ont montré que le type de fermentation était directement lié 

au type de microorganisme(s) impliqué(s) dans le processus (bactéries lactiques, levures, 

bactéries propioniques, etc.) [61]. Parmi les différents métabolites produits au cours de ces 

fermentations, il est envisageable que certains d’entre eux puissent présenter des activités 

biologiques intéressantes qui puissent être valorisées au travers d’applications en santé.   

 

2.2. Des aliments fermentés devenus des aliments santé 

Aujourd’hui, le lien entre la nutrition et la santé est reconnu par le monde scientifique et les 

instances gouvernementales [62]. L’information auprès du grand public sur l’équilibre 

nutritionnel impacte les habitudes alimentaires d’une partie de la population, qui tend à adopter 

une alimentation plus variée, plus saine et plus équilibrée [63]. Cela a entraîné un regain 

d’intérêt pour certains aliments, et notamment les aliments fermentés. D’autres raisons sont 

également à l’origine de cet engouement : la recherche de nouvelles expériences sensorielles, 

de produits moins transformés industriellement, à l’aspect artisanal ou encore les notions 

d’aliments fonctionnels et de probiotiques, notamment du fait de la présence de 

microorganismes et de leurs métabolites qui peuvent présenter des activités biologiques 

intéressantes (Annexe 1), permettant d’agir bénéfiquement sur l’organisme [59]. Des études 
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suggèrent que certains aliments fermentés présentent des effets bénéfiques sur la santé et sur 

certaines maladies : prévention de certains cancers et de l’obésité (Kimchi), diminution du 

risque cardiovasculaire (produits laitiers fermentés, pain), etc. [25,26,57,60,64–67]. Ces études 

mettent en avant l’existence d’un lien entre les microorganismes de l’aliment, leurs métabolites 

et le microbiote intestinal qui seraient à l’origine des effets bénéfiques observés. L’étude des 

aliments fermentés est cependant loin d’être terminée et de nombreuses fonctionnalités et 

métabolites restent certainement à découvrir. Au cours de cette thèse, nous nous sommes 

intéressés à un aliment fermenté en particulier : le fromage, qui sera présenté plus en détails 

dans le prochain chapitre.
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Chapitre 3. 

Un aliment fermenté particulier : le fromage 

Le terme « fromage » désigne une catégorie de produits alimentaires à base de lait fermenté, 

possédant une grande variété de saveurs et de formes à travers le monde [68]. Cet aliment est 

principalement obtenu à partir de lait de vache, chèvre, brebis ou bufflonne, et 

occasionnellement de chamelle, renne ou autres ruminants. Les premières références 

historiques faisant mention du fromage remontent au Néolithique (7000 ans av-JC), mais son 

origine pourrait être encore plus ancienne [69]. Sa production se serait développée en parallèle 

de l’agriculture et de l’élevage des ruminants. Son origine géographique reste, elle aussi, encore 

incertaine, bien que des éléments aient permis de mettre en évidence la présence de fromage 

dans plusieurs parties du monde (Europe tempérée, Égypte, etc.) [70–72]. Au fil des siècles le 

fromage a réussi à s’imposer dans notre alimentation et notre mode de vie, comme le montrent 

les chiffres de la production mondiale : environ 22 millions de tonnes de fromages produits 

dans le monde en 2017 [73]. La fabrication de ce produit est un savoir-faire, faisant partie de la 

culture propre à chaque pays. En France, sur plus de 1000 fromages répertoriés, 45 ont par 

ailleurs reçu l’Appellation d’Origine Protégée (AOP), qui vise à protéger et à valoriser un 

produit dont toutes les étapes de production sont réalisées selon un savoir-faire, dans une aire 

géographique définie (également appelée terroir) [74–76]. Cette appellation atteste que les 

qualités organoleptiques sont essentiellement, ou exclusivement liées au terroir dans lequel 

l’aliment est obtenu [77]. Celle-ci est reconnue comme un gage de confiance par le 

consommateur à la recherche de produits locaux, plus respectueux des traditions (savoir-faire 

de fabrication, développement durable, etc.) [78,79].  

Néanmoins le fromage a souvent été critiqué. Il peut être perçu par certains comme mauvais 

pour la santé car considéré comme trop gras ou trop salé [27,28]. A cela s’ajoute les craintes 

liées au risque sanitaire qui peut résulter de la contamination du fromage par des 

microorganismes pathogènes (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, etc.) [29,80]. Il 

ne faut cependant pas oublier que la biodiversité microbienne du fromage est constituée de 

microorganismes non pathogènes, dont certains seront indispensables pour l’obtention de 

l’aliment, notamment en participant au développement de ses propriétés organoleptiques [81]. 

Les changements survenant dans l’aliment ont lieu sous l’action des microorganismes, action 
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qui va elle-même dépendre de l’environnement et de la composition chimique du fromage, 

c’est-à-dire de la variété de métabolites pouvant être transformés par ces microorganismes. Ces 

deux paramètres (flore microbienne et composition chimique) vont être impactés tout au long 

du procédé permettant d’obtenir le fromage. C’est la raison pour laquelle il est important de 

maîtriser l’ensemble des différentes étapes de la fabrication fromagère. 

  

1. Du lait au fromage : l’impact des étapes du circuit de fabrication du 

fromage sur sa composition chimique et sa biodiversité microbienne  

Le fromage est un aliment obtenu à la suite de différentes étapes (Figure 3), au cours 

desquelles ses propriétés organoleptiques (saveur, flaveur, texture, etc.) vont se développer sous 

l’action de sa flore microbienne [82–84]. Ce développement dépend de la composition 

chimique des ingrédients et de la biodiversité microbienne tout au long du procédé de 

fabrication fromagère. Ces deux paramètres vont être impactés par les différentes étapes de 

fabrication, qu’elles soient communes à tous les fromages (caillage, affinage, etc.) ou 

spécifiques d’un type particulier (chauffage pour les pâtes cuites, piquage pour les pâtes 

persillées, etc.). Il apparaît donc important de maîtriser ces étapes afin de contrôler la fabrication 

du fromage et la production de métabolites secondaires. La suite de ce chapitre se focalise sur 

le lait, ainsi que sur les seules étapes de la fabrication fromagère ayant un impact important sur 

la composition chimique et la biodiversité microbienne du fromage, c’est-à-dire les traitements 

optionnels visant à éliminer les pathogènes du lait, le caillage, le salage et l’affinage du fromage. 
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Figure 3 : Circuit de fabrication des différents types de fromage (pâtes molles, pâtes pressées, 

pâtes persillées, pâtes pressées cuites, etc.) 

[85]
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1.1. Le lait  

Depuis le 25 mars 1924, le lait est défini, en France, comme le produit intégral de la traite 

totale et ininterrompue d’une femelle laitière bien portante, bien nourrie et non surmenée [86]. 

Sans indication de l’espèce, le mot « lait » désigne le lait de vache. Si le lait provient d’une 

femelle laitière autre que la vache, la dénomination lait doit être suivie de l’indication de 

l’espèce animale dont il provient (par exemple : lait de chèvre, lait de brebis, etc.). 

 

1.1.1. Composition du lait 

Le lait (peu importe l’espèce animale dont il est issu) est un liquide hétérogène blanchâtre, 

constitué majoritairement d’eau (jusqu’à 90%), et contenant tous les groupes de nutriments : 

matières grasses ou lipides, glucides (essentiellement le lactose), protéines (caséines 

essentiellement et protéines hydrosolubles), minéraux et vitamines (Tableau 2) [87]. 

 

Tableau 2 : Composition moyenne de laits couramment utilisés pour la fabrication de fromage 
(g/L) 

(Tableau traduit de Vilain A.-C. [86]) 

 

Ces nutriments vont se répartir dans les différentes phases du lait (Figure 4) [87]  :  

 La phase aqueuse, contenant les molécules (éléments) hydrosolubles (lactose, protéines 

et vitamines hydrosolubles, minéraux, etc.). 

 Eau Protéines Dont caséine Lipides Lactose Minéraux 

Vache 900 30-35 27-30 35-40 45-50 8-10 

Chèvre 900 35-40 30-35 40-45 40-45 8-10 

Brebis 860 55-60 45-50 70-75 45-50 10-12 

Bufflone 850 45-50 35-40 70-75 45-50 8-10 
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 Des phases colloïdales instables dans la phase aqueuse (fines particules (micelles) por-

tant chacune une charge électrique de même signe, en suspension dans un milieu) cons-

tituées de caséines sous forme de micelles, associées à des minéraux (Phosphate de cal-

cium (PO4)2Ca3) (Figure 5) [88]. 

 Des globules gras en émulsion dans la phase aqueuse, contenant les lipides du lait. 

 

 

Figure 4 : Les différentes phases du lait 

 

 

 

Figure 5 : Structure schématique d’une micelle de caséine du lait. 

 ● : Particules de phosphate de calcium.  

Schéma issu de G.C. De Kruif and Holt (2003) [89]. 
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1.1.2. Les facteurs influençant la biodiversité microbienne et la composition 

chimique du lait 

La biodiversité microbienne du lait collecté dépend de plusieurs éléments : i) l’espèce 

animale  qui peut être à l’origine de différences dans les abondances de souches bactériennes 

entre les différents laits (Figure 6) [83,90]; ii) de nombreux facteurs 

environnementaux susceptibles d’influencer la flore microbienne du lait : la flore microbienne 

ambiante de la ferme (lieu d’élevage et lieu de traite) qui peut dépendre des pratiques d’élevage 

et de l’alimentation (stabulation ou prairie), de sa zone géographique, de la saisonnalité et du 

climat, des conditions de traite (microorganismes sur la peau des trayons), de la tuyauterie et 

des appareils de pompage, des cuves de stockage du lait, etc. [91–96]. Ces différents facteurs 

vont ainsi « définir » la biodiversité microbienne du lait, impactant de ce fait les prochaines 

étapes du processus de transformation durant lesquelles le lait sera fermenté sous l’action des 

microorganismes présents et/ou ajoutés. 

 

 

Figure 6 : Abondance relative des bactéries les plus communes détectées dans les laits crus de 
vache, brebis, bufflonne ou humain.  

Détection réalisée selon une approche de culture-dépendante (CD) ou à l’aide de techniques 
de séquençage d’ADN nouvelle génération (NGS). Les résultats obtenus par CD représentent 
un pourcentage par rapport au total des isolats. Les résultats obtenus par NGS représentent 
un pourcentage par rapport au total de lecture. * Les données NGS du lait de brebis ont été 
extrapolées à partir des données relatives aux fromages affinés naturellement fabriqués à 

partir de lait cru de brebis. [90] 
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Cette action des microorganismes est également dépendante de la composition chimique 

du lait. Comme illustré dans le Tableau 2, cette composition chimique varie en fonction de 

l’espèce animale dont il est issu [86,97,98]. Les différentes pratiques d’élevage sont également 

un facteur ayant un impact sur cette composition chimique. Parmi ces pratiques, l’alimentation 

des animaux va jouer un rôle important, selon qu’ils soient nourris avec du foin (stabulation) 

ou qu’ils broutent de l’herbe et des plantes fraîches (pâturage). Cette alimentation est également 

dépendante de la localisation géographique de l’élevage (régions, altitude, etc.) [99,100]. Tous 

ces facteurs auront un impact direct sur la composition chimique du lait, influençant alors ses 

propriétés organoleptiques et sa « fromageabilité », mais également celles des futurs fromages 

[101–109].  

 

1.2. Les principaux traitements utilisés pour réduire la flore microbienne du lait  

Une fois collecté, le lait peut subir ou non (cas du lait cru) des traitements visant à éliminer 

les microorganismes pathogènes, pouvant être à l’origine de risques sanitaires. Les principaux 

traitements utilisés sont les suivants (Figure 7) :  

 

 

 

Figure 7 : Les différentes méthodes de traitement pour réduire la flore microbienne du lait. 

[110] 

 

 La pasteurisation : elle consiste à chauffer le lait pendant 15-20 secondes à une tempé-

rature comprise en 72 °C et 85 °C, puis immédiatement refroidi et maintenu à moins de 

6 °C pour conservation. Le lait obtenu est dénommé « lait pasteurisé », et se conserve 
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environ une semaine. Ce procédé permet de diminuer fortement la biodiversité micro-

bienne du lait et de conserver un goût et une valeur nutritive proche du lait cru [111–

113]. 

 La stérilisation thermique : ce procédé consiste à chauffer le lait à haute température 

pour éliminer les pathogènes tout en permettant une meilleure conservation. Deux con-

ditions existent : 115 °C pendant 15 à 20 minutes (on parle alors de « lait stérilisé »), 

entre 140 °C et 150 °C pendant 1 à 5 secondes — ce qui conduit au « lait UHT » (ultra 

haute température) dont les qualités gustatives sont mieux préservées que le « lait stéri-

lisé » [111,113].   

 La stérilisation par microfiltration : tout comme le lait cru, le lait microfiltré ne subit 

pas de traitements thermiques. Ce procédé consiste à filtrer le lait « écrémé » (dont la 

crème a été retirée au préalable) au travers d’une membrane dont les pores sont de 

l’ordre du micromètre. Cela permet d’éliminer les microorganismes (dont les patho-

gènes ciblés) sans chauffer, et sans retenir (sur le filtre) les molécules contenues dans le 

lait, préservant ainsi ses saveurs et ses qualités nutritionnelles. On rajoute ensuite la 

crème qui aura été préalablement pasteurisée pour obtenir le pourcentage de matière 

grasse souhaitée. Cette stérilisation est la plus efficace pour éliminer les microorga-

nismes tout en préservant les saveurs [111,112]. 

Bien que ces traitements soient réalisés pour éliminer les pathogènes, ils ne sont pas sélectifs 

et impactent tous les types de microorganismes présents dans le lait. De ce fait, les populations 

microbiennes (pathogènes ou non pathogènes) des laits traités seront diminuées 

comparativement au lait cru (qui possède par conséquent la plus riche biodiversité microbienne) 

[112,113], entraînant une variation dans la population microbienne des futurs fromages issus de 

ces laits [112,114,115]. Or parmi ces microorganismes certains devraient participer aux 

différentes étapes de fermentation, durant lesquelles la composition chimique va évoluer via la 

production de métabolites secondaires microbiens et de réactions biochimiques (hydrolyse, 

lipolyse, etc.). Cette évolution de la composition chimique va conduire, entre autres, à un 

développement des propriétés organoleptiques des fromages. Ainsi, cette différence de 

population microbienne permet notamment d’expliquer la majeure partie des différences 

organoleptiques identifiées entre les fromages issus du lait cru de ceux issus de lait pasteurisé 

[116–118].  
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1.3. Le caillage du lait  

Le caillage du lait (également appelé coagulation) est défini comme étant la déstabilisation 

des micelles de caséines [119], causant ainsi leur agrégation pour former un gel lactique 

composé de deux phases : le caillé (phase solide) et le lactosérum, également dénommé petit-

lait (liquide jaune-verdâtre, composé principalement d’eau, de lactose, de sels minéraux 

solubles et de protéines solubles). La coagulation correspond à la première étape au cours de 

laquelle il peut y avoir une fermentation. La coagulation peut être provoquée par acidification 

due à l’action de bactéries lactiques ou sous l’action d’un enzyme (utilisation de présure) ou 

par combinaison de ces deux actions :  

 L’acidification du lait se fait notamment par fermentation grâce à l’ajout de ferments 

lactiques (microorganismes) (on parle alors de coagulation acide ou par voie fermen-

taire). Le lactose est métabolisé en acide lactique sous l’action des bactéries lactiques, 

provoquant une chute du pH. Cette diminution de pH entraîne une perte de la charge 

électrique des caséines. Lorsque leur point isoélectrique (pH = 4,6) est atteint, la répul-

sion électrostatique entre les micelles disparaît, ce qui cause leur coagulation (Figure 8) 

[119]. La baisse de pH a également pour effet d’augmenter la solubilité des minéraux 

(phosphate de calcium) dans la phase aqueuse, déstabilisant davantage les micelles. Le 

gel lactique ainsi obtenu sera friable, non contractile et perméable [120]. Les bactéries 

couramment utilisées dans les processus fromagers sont les genres Lactobacillus, Lac-

tococcus, Leuconostoc et Streptococcus [121].  
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Figure 8 : Schématisation du processus intervenant lors de la coagulation acide des caséines 
du lait 

[122]. 
 
 
 

 La coagulation enzymatique se produit en présence de présure : mélange d’enzymes 

(chymosine et pepsine), provenant de caillettes de jeunes ruminants abattus avant se-

vrage. Dans les conditions optimales (température entre 40 °C et 42 °C ; pH = 5,5), la 

présure déstabilise les micelles de caséine et provoque ainsi leur coagulation (Figure 9) 

[119]. Le gel obtenu aura comme caractéristiques : d’être élastique, contractile et im-

perméable [120]. 
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Figure 9 : Schématisation du processus intervenant au cours de la coagulation 

enzymatique des caséines du lait. 
 CMP : caséinomacropeptide, partie hydrophile de la micelle, libérée suite à l’action de 

l’enzyme. Schéma adapté de Isabelle Fournier (2019) [123]. 
 

 

 La coagulation mixte qui consiste en une action conjuguée de la présure et de l’acidifi-

cation (par les microorganismes) du milieu, avec, en général, la prédominance de l’une 

des deux actions. Ce procédé de coagulation est employé pour la majorité des fromages.  
 

Après coagulation, le gel lactique est séparé du lactosérum qui est souvent éliminé. Le caillé 

résultant est ensuite moulé puis égoutté afin d’éliminer le lactosérum résiduel. Au cours de 

l’étape de caillage, la flore microbienne évolue (différence entre la flore du lait utilisé et celle 

du caillé obtenu) et ceci en fonction du type de coagulation mis en œuvre : des ferments sont 

ajoutés lors de la voie fermentaire et lors de la coagulation mixte, impactant de fait la diversité 

microbienne [95,124]. La composition chimique va, elle aussi être modifiée lors de la 

coagulation. Des substrats vont être consommés et de nouveaux métabolites vont être produits 

sous l’action des microorganismes (par exemple, de l’acide lactique à partir de lactose). Par 

ailleurs, certains de ces nouveaux métabolites (par exemple des peptides) peuvent être 

hydrosolubles, et se retrouvent donc dans le lactosérum qui sera éliminé, ne participant plus à 

la composition du fromage. 
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1.4. L’étape de salage  

Après égouttage, le caillé est salé selon l’une des trois méthodes existantes [125] : i) le 

salage à sec qui consiste à ajouter directement des cristaux de sel NaCl dans le caillé tranché 

ou broyé avant de mélanger l’ensemble et de le mouler ; ii) le salage à sec de surface qui consiste 

à frotter la surface du caillé moulé avec du sel sec ; iii) le saumurage, lors duquel le caillé moulé 

est immergé dans un bain de saumure.  

Les raisons de cette étape de salage sont multiples : exhausser le goût, influencer la texture 

et la teneur en eau, participer à la conservation, etc. (Figure 10). L’ajout de sel modifie donc les 

propriétés physico-chimiques du fromage (pH, humidité, taux de sodium, etc.), le rendant 

moins propice pour le développement et le métabolisme de certains microorganismes. Cela 

permet ainsi de contrôler et de réguler la population microbienne au sein de l’aliment [126] et 

en particulier d’empêcher le développement de microorganismes indésirables (notamment des 

flores microbiennes d’altération ou pathogènes). 

 

 

Figure 10 : Les différents rôles du sel dans le fromage. 

Schéma traduit de Guinee (2004) [125]. 

 

 

A l’issue de cette étape, et avant de réaliser l’affinage, on obtient un fromage dit « blanc » 

qui peut être consommé tel quel (exemple : feta, mozzarella, etc.) ou affiné. 
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1.5. L’affinage du fromage 

Au cours de cette étape se produit une seconde fermentation au cours de laquelle le fromage 

développe ses saveurs et acquiert sa texture définitive. Il s’agit d’une étape complexe, 

demandant de maîtriser et de contrôler de nombreux paramètres environnementaux, faisant 

partie d’un savoir-faire : température, humidité, supports sur lesquels les fromages vont être 

affinés (par exemple la paille), ferments d’affinage ajoutés par le fromager, flore microbienne 

de la cave (pouvant agir comme ferment d’affinage), etc. L’étape d’affinage peut durer de 

quelques jours à plusieurs semaines voire plusieurs mois ou années selon la variété de fromage. 

Certains fromages, comme le Cantal, peuvent être consommés à différents stades d’affinage 

(Cantal jeune, 1 à 2 mois d’affinage ; Cantal entre-deux, 3 à 7 mois ; Cantal vieux, au moins 8 

mois d’affinage) [127].  

De nombreux changements interviennent au cours de cette étape, que ce soit au niveau de 

la composition chimique du fromage, des paramètres physico-chimiques (pH, viscosité, etc.) 

ou encore de la biodiversité microbienne [101,105,112,128–130]. Afin de s’adapter aux 

nouvelles conditions de leur environnement ou du fait de l’existence d’une compétition entre 

eux, les microorganismes consomment différents substrats de la matrice fromagère (résidu de 

lactose, lactate, citrate, lipides, protéines, etc.) et produisent de nouveaux métabolites (acides 

aminées, peptides, acides gras, oligosaccharides, etc.), dont la plupart vont participer au 

développement des qualités organoleptiques [131,132]. Par conséquent, cette action va 

dépendre de la composition chimique et de la flore microbienne présente dans le fromage au 

cours de l’étape d’affinage. D’autres facteurs, parfois spécifiques à une variété de fromage, 

peuvent également modifier la flore microbienne avant ou pendant l’affinage : développement 

de certains microorganismes (tel que Penicillium roqueforti) suite à une étape de piquage pour 

les pâtes persillées (ajout de ferments d’affinage par le fromager), présence de microorganismes 

propres de la cave d’affinage, etc.  

 

 

Les différentes étapes que nous venons de décrire sont celles ayant un impact important sur 

la composition chimique et la biodiversité microbienne du fromage, et donc sur le 

développement de ses propriétés organoleptiques. Elles ont aussi un impact d’autant plus 

important lorsque le fromage est étudié pour les effets bénéfiques sur la santé que peuvent 

procurer ses microorganismes et leurs métabolites. 
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2. Le fromage comme source de microorganismes et de métabolites à 

effet santé 

Le fromage est souvent considéré comme un aliment de plaisir par le consommateur mais 

il souffre parfois d’une mauvaise image nutritionnelle [133,134]. Cependant, cette vision du 

fromage est actuellement en train d’évoluer, celui-ci étant de plus en plus inclus dans des 

régimes alimentaires en tant que source de nutriments essentiels (lipides, protéines, vitamines, 

minéraux, etc.) [133]. Ainsi, au même titre que les autres aliments fermentés, il est possible de 

constater un regain d’intérêt pour le fromage, provoqué par les changements dans les habitudes 

alimentaires adoptés par une partie de la population à la recherche d’une alimentation plus saine 

et équilibrée (comme décrit dans le chapitre 2 de cette partie). Le fromage pourrait également 

profiter de la notion d’aliment fonctionnel, du fait de la présence de microorganismes pouvant 

agir bénéfique ment sur la santé. En effet, il est envisageable que parmi les métabolites que 

produisent les microorganismes, certains possèdent des activités biologiques bénéfiques sur la 

santé. De nombreuses bactéries retrouvées dans le fromage ont d’ailleurs présenté, 

lorsqu’étudiées de manière isolées lors d’études in vitro et/ou in vivo, des effets bénéfiques sur 

des processus biologiques (inflammation, stress oxydatif) qui nous intéressent au cours de cette 

thèse [7,8,141,30,31,135–140]. Ces effets bénéfiques sont observables du fait de la présence de 

ces bactéries, ou par l’action des métabolites secondaires produits par ces mêmes bactéries. 

Cependant, ces études ont été réalisées à partir de microorganismes isolés, mais très peu de 

recherches sont menées concernant leurs effets sur la santé lorsqu’ils sont présents dans la 

matrice alimentaire. Par conséquent, le potentiel d’investigation associé aux effets sur la santé 

du fromage, de ses microorganismes et de leurs métabolites reste important. C’est dans ce 

contexte que nos travaux de thèse s’intéressent aux fonctionnalités des flores microbiennes du 

fromage, et plus particulièrement du fromage au lait cru. En effet, sa riche biodiversité 

microbienne permet de l’assimiler à un bioréacteur dans lequel les microorganismes vont 

produire des métabolites secondaires, dont certains peuvent être responsables d’effets 

bénéfiques sur la santé du consommateur. L’étude de cet aliment a nécessité le développement 

d’une stratégie preuve de concept, dont les étapes seront détaillées dans le chapitre suivant.
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Chapitre 4. 

Développement d’une stratégie pour la recherche 

et l’étude de métabolites bioactifs dans le 

fromage 

La recherche et l’étude de métabolites bioactifs dans une ressource naturelle nécessite de 

définir clairement le processus biologique ciblé. Dans le cadre de cette thèse nous avons choisi 

de nous intéresser au vieillissement. En effet, depuis plusieurs années nous assistons à un 

allongement de la durée de vie de la population, entraînant une augmentation du nombre de 

personnes âgées de plus de 60 ans dans le monde (de 205 millions en 1950 à environ 810 

millions en 2012) (Figure 11). Cependant, cette population ne vieillit pas forcément en bonne 

santé et est sujette à diverses affections, pouvant être couplées à une perte d’autonomie et donc 

entraîner une problématique de dépendance (Figure 12)  [18,19]. Pour répondre à cette 

problématique, le secteur de la santé s’intéresse aux différents processus biologiques qui 

interviennent au cours du vieillissement (notamment inflammation, stress oxydatif, senescence, 

etc.) [21,22]. Deux processus nous intéressent particulièrement au cours de cette thèse : les 

processus inflammatoire et oxydatif. Nos travaux consistent à rechercher de nouveaux 

métabolites actifs contre le vieillissement, en agissant notamment sur ces processus biologiques. 

 

Figure 11 : Evolution du nombre de personnes âgées de plus de 60 ans dans le monde entre 
1950 et 2050  

[16] 
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Figure 12 : Evolution du nombre de personnes âgées dépendantes en France 

[142] 

 

La recherche et l’étude de ces métabolites nécessitent le développement et la validation 

d’une stratégie applicable à n’importe quel type de fromage, mais également aux aliments 

fermentés, voire à l’ensemble des aliments. Afin de réaliser cela, cette stratégie peut s’appuyer 

sur l’une des deux démarches de recherche et d’isolement de substances naturelles décrites dans 

le chapitre 1 : le chimioguidage ou le bioguidage. Dans le cadre de cette thèse, nous avons 

décidé de rechercher des métabolites bioactifs qui présentent un effet bénéfique sur la longévité 

et les processus inflammatoires et oxydatifs impliqués lors du vieillissement. Afin de ne pas 

perdre d’informations et risquer d’écarter des métabolites potentiellement intéressants, nous 

avons choisi d’exclure la recherche d’une famille de molécule spécifique, et ainsi de privilégier 

une approche par bioguidage. Le développement de la stratégie va donc se dérouler en quatre 

étapes : i) la sélection du ou des modèles d’étude (fromage) ; ii) l’isolement des métabolites de 

la matrice fromagère, via la réalisation d’extraits ; iii) l’évaluation de l’activité biologique de 

ces extraits, à l’aide d’un ou de plusieurs modèles d’étude in vitro ou in vivo, permettant 

également de réaliser une étude mécanistique ; iv) l’analyse de la composition chimique des 

extraits ayant présenté des effets positifs lors des tests précédents.  

La mise au point de ces étapes a nécessité de faire des choix afin de développer une 

méthodologie efficace. Celle-ci sera présentée dans la suite de ce chapitre. 
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1. Sélection du modèle d’étude et des conditions d’extractions des       

métabolites 

1.1. Sélection du fromage à étudier 

Il existe un très grand nombre de fromages dans le monde, et en particulier en France, où 

plus de 1000 types sont recensés [143]. Dans le cadre de nos recherches, nous avons choisi de 

travailler sur un modèle simple pour développer et valider la méthodologie. Ce fromage a été 

choisi selon les critères suivant :  

 Le type du lait : concernant l’espèce nous avons décidé de sélectionner le lait de chèvre 

car peu d’études ont été réalisées sur les fromages issus de ce lait, ce qui laisse envisager 

un important potentiel d’investigation. Ensuite, afin d’augmenter la probabilité de dé-

couvrir de nouveaux métabolites microbiens potentiellement actifs, il est apparu plus 

judicieux de travailler à partir d’une matrice fromagère riche en microorganismes. Pour 

cela, nous avons retenu un fromage de chèvre au lait cru pour développer notre étude.  

 La variété de fromage : étant donné que nous étions dans le cadre d’un développement 

et de la validation d’une stratégie de recherche de métabolites, nous avons choisi de 

travailler à partir d’un modèle de fromage considéré comme « simple », un caillé lac-

tique, en comparaison avec d’autres variétés de fromage « plus complexes » (pâte per-

sillée, pâte pressée, etc.).  

 L’origine du fromage (lieu de production, affinage et saison) : le fromage a été acheté 

auprès d’un agriculteur/producteur local, permettant une bonne traçabilité de la matière 

première. Il s’agit donc d’un caillé de chèvre commercial. Celui-ci a été sélectionné à 

son stade de commercialisation, donc à la période à laquelle il sera le plus souvent con-

sommé, ce qui correspond à une période de 20 jours d’affinage. Enfin, nous avons choisi 

de ne pas acheter le fromage lors de la période hivernale, car les chèvres sont élevées 

en stabulation et nourries qu’avec du foin. 

 

1.2. Développement et validation de l’étape d’extraction 

Le fromage est une matrice alimentaire de composition complexe, avec, notamment, une 

part lipidique importante. Comme nous l’avons mentionné précédemment, il est nécessaire 

d’extraire les métabolites du fromage pour les identifier et caractériser leurs activités. Comme 
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décrit dans le chapitre 1, la méthode d’extraction s’articule autour de 2 étapes : la préparation 

de la ressource (séchage et broyage) et la réalisation de l’extraction à l’aide d’un solvant. 

Concernant la préparation de la ressource, il sera nécessaire de déterminer la manière dont le 

fromage va être amené au contact du solvant (séchage, broyage, etc.). Dans le cadre de ces 

travaux, nous avons fait le choix d’extraire toute la partie du fromage qui est habituellement 

consommée. Dans le cas d’un caillé lactique, la totalité du fromage est consommée et donc 

l’intégralité de la matière première sera extraite. Ce choix a été retenu car, sans certitude sur la 

localisation de potentiels métabolites bioactifs dans la matrice, nous voulions favoriser une 

étude la plus exhaustive possible. Ensuite nous avons fait le choix de le lyophiliser afin 

d’éliminer l’eau présente dans l’aliment. Deux raisons ont conduit à ce choix : i) l’eau de 

l’aliment est un facteur limitant de l'extraction lors de l’utilisation de solvants organiques ; ii) 

cela permet d’obtenir un solide sec, pouvant être facilement broyé pour augmenter la surface 

de contact entre la matrice à extraire et les solvants d’extraction.  

La deuxième étape consiste à extraire la matière première. Le fromage est un aliment 

composé de plusieurs familles de molécules de natures très différentes (propriétés physico-

chimiques, taille de molécules, etc.). Cependant, nous n’avons que peu de renseignements 

précis sur les métabolites présents dans le fromage, hormis la présence de lipides et de 

molécules très polaires (peptides, protéines, etc.). De ce fait, nous avons choisi de recourir à 

plusieurs solvants, de polarités croissantes, de manière à extraire le maximum de métabolites 

de la matrice. Les solvants retenus pour cette étude sont le cyclohexane, le dichlorométhane, 

l’acétate d’éthyle, l’éthanol et l’eau (Figure 13) [144–148]. Ceci va permettre de créer un 

gradient de polarité, en réalisant des extractions successives avec chaque solvant (Figure 14), 

et ainsi d’extraire le maximum de métabolites afin de perdre le moins d’informations possible 

sur la composition du fromage. Le solvant des différents extraits ainsi obtenu sera évaporé, pour 

revenir à des extraits secs, qui seront ensuite évalués pour déterminer leur activité biologique, 

ce qui nécessite le développement d’une méthode de crible biologique.  
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Figure 13 : Classement qualitatif de différents solvants selon leur polarité 

 

 

Figure 14 : Schéma de l'extraction fractionnée appliquée au cours de la thèse 
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2. Choix d’un modèle biologique pour l’étude du vieillissement 

Il existe différents modèles biologiques permettant d’étudier le vieillissement et ses 

différents aspects, que ce soit des modèles in vitro [149] ou in vivo [150,151]. Afin de 

sélectionner celui qui serait le plus pertinent pour mettre en évidence l’activité des extraits dans 

notre étude (criblage), il est important qu’il remplisse les critères suivants : i) être adapté à notre 

problématique, en permettant une évaluation de l’impact des extraits sur le vieillissement d’une 

manière générale (par exemple, test de longévité) ; ii) être reproductible, afin que les résultats 

obtenus soient fiables ; iii) être rapide, afin de cribler l’activité de plusieurs extraits, dans un 

temps limité. Par ailleurs, il serait intéressant que ce modèle biologique permette également de 

réaliser des études mécanistiques au niveau moléculaire afin d’approfondir les mécanismes 

d’action des extraits qui présentent un effet bénéfique. Pour ces différentes raisons, nous avons 

choisi de recourir au modèle in vivo Caenorhabditis elegans. Afin de réaliser une corrélation 

entre les résultats obtenus chez le ver et l’Homme, un second modèle d’étude, les leucocytes 

humains, a été choisi pour étudier l’impact des extraits sur la production de radicaux libres in 

vitro.   

 

2.1. Caenorhabditis elegans, un modèle in vivo pour l’étude de longévité 

Caenorhabditis elegans est un ver bactérivore, mesurant jusqu’à 1 mm de long à l’âge adulte, 

et appartenant au phylum des Nematoda (nématodes) [152]. Cet organisme eucaryote a été 

décrit pour la première fois en 1900 par le biologiste français Emile Maupas [153,154]. Il fut 

d’abord identifié sous le nom de Rhabditis elegans, avant qu’Osche ne lui donne en 1952 sa 

dénomination actuelle, Caenorhabditis elegans [155]. Ce modèle est cultivable en laboratoire 

(du fait de sa petite taille et de son type de nourriture), ce qui en a fait un modèle de choix pour 

les chercheurs. Sydney Brenner fut un des pionniers de son utilisation dans les années 60 en 

ayant l’idée de l’utiliser comme modèle génétique dans ses études sur le développement [153]. 

Par la suite, différents avantages présentés par C. elegans lui ont valu de s’imposer comme un 

modèle de référence et utilisé dans de nombreux domaines : neurobiologie, écotoxicologie, 

interactions hôtes-microorganismes, maladies neuro-dégénératives ou encore étude du 

vieillissement [45,150,156]. 

C. elegans est un nématode hermaphrodite autofécondant. Cette caractéristique permet de 

conserver le patrimoine génétique d’une génération à l’autre, et donc les phénotypes liés à une 
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mutation d’un gène survenu chez une génération. Ses conditions de reproduction pouvant être 

facilement maîtrisées au laboratoire, cela permet pour un faible coût d’entretien, de conserver 

plusieurs générations d’individus dans quelques boites de pétri [157]. Sa courte durée de vie 

(environ 15 jours) fait de lui un modèle pertinent pour des études en lien avec le vieillissement. 

D’un point de vue anatomique il présente l’avantage d’être transparent, permettant de réaliser 

des observations en microscopie à fluorescence. C. elegans possède également une grande 

homologie avec l’homme, 74 % des protéines humaines ont des homologues chez le ver 

[158,159]. Plusieurs voies métaboliques du ver sont par ailleurs fortement conservées chez 

l’Homme comme la voie DAF-2/DAF-16, intervenant dans la modulation de la santé du ver et 

sa longévité [160]. Parmi les gènes de ces voies, certains ont été identifiés comme participant 

aux principales voies impliquées dans la sénescence du ver (voies DAF-2/DAF-16, voie p38 

MAPK, voie JNK), et qui peuvent tout particulièrement nous intéresser dans le cadre de cette 

thèse pour des études mécanistiques [155]. Enfin le génome du ver est aujourd’hui entièrement 

séquencé, ce qui a permis au Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Minneapolis, MN, USA) 

de générer plus de 12000 souches différentes, dont de nombreux mutants, facilitant des 

recherches mécanistiques [153].  

 

2.1.1. Présentation des principales voies impliquées dans la sénescence du 

ver 

Les voies de signalisation intracellulaires permettent de transmettre une information de 

la membrane de la cellule — le plus souvent à partir d’un récepteur cellulaire (ou membranaire) 

— vers le noyau de la cellule au niveau duquel l’expression des gènes va être modulée, en 

passant par une cascade d’activations protéiques dans le cytoplasme [161]. Ces voies peuvent 

être impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques : prolifération et différenciation 

cellulaires, apoptose ou mort cellulaire programmée, inflammation, immunité, etc. Au cours de 

cette thèse, nous nous sommes intéressés à deux voies en particulier, qui sont impliquées dans 

la sénescence du ver, mais également dans son immunité : DAF-2/insulin-like receptor et P38 

MAPK.  
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2.1.2. La voie DAF-2/Insulin-like receptor (ILR) 

La voie DAF-2 (pour abnormal Dauer formation) / ILR, également appelée DAF-2/IGF 

(insulin-like growth factor), est l’une des voies les mieux décrites et est conservée entre le ver 

et l’Homme Figure 15. Cette voie est impliquée dans la régulation des phénomènes liés au 

vieillissement chez le nématode ainsi qu’à son immunité [157,162,163]. Lors du 

fonctionnement de cette voie il est possible de distinguer deux cas de figure : i) lorsque le 

récepteur DAF-2 est activé par un ligand agoniste (qui déclenche une réponse lorsqu’il se fixe 

sur un récepteur), cela induit une cascade de signalisations ayant pour conséquence la 

phosphorylation du facteur de transcription DAF-16, empêchant sa translocation du cytoplasme 

vers le noyau de la cellule, et donc la régulation de l’expression de gènes permettant 

d’augmenter sa longévité Figure 15A; ii) si un ligand antagoniste se fixe sur DAF-2, ou si le 

gène daf-2 n’est pas exprimé (mutation ou RNAi), la voie n’est pas activée. DAF-16 n’est pas 

phosphorylé et peut être transloqué dans le noyau où il va réguler l’expression de gènes de 

réponse à un stress, augmentant ainsi la longévité du ver Figure 15B [164].  

 

Figure 15 : Voie DAF-2/DAF-16 (voie insulin-like pathway) 

 (A) un ligand agoniste se fixe sur DAF-2, ce qui provoque une phosphorylation de DAF-16 
qui est maintenu dans le cytoplasme ; (B) un ligand antagoniste se fixe sur DAF-2, ce qui 

empêche la phosphorylation de DAF-16 qui peut se transloquer dans le noyau  

(schéma traduit de Ewbank, 2006 [164]) 
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2.1.3. p38 MAPK, une voie des Mitogen-Activated Protein Kinase 

La voie p38 MAPK appartient aux voies de transduction du signal mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) [165]. Ces voies jouent un rôle clé dans divers processus 

physiologiques (développement, prolifération, réponse aux stress, immunité, etc.). La voie p38 

MAPK est notamment impliquée dans la réponse au stress oxydatif, via la synthèse de 

glutathion (molécule antioxydante intracellulaire) [165]. Elle est conservée entre le ver et 

l’Homme. Cette voie est également impliquée dans la réponse immunitaire [166] Figure 16. 

Lorsque le récepteur TOL-1 est activé, cela va déclencher une cascade de signalisations au sein 

de la voie, qui aura pour conséquence la translocation du facteur de transcription SKN-1 dans 

le noyau, permettant la régulation de gènes liés à la réponse au stress oxydatif (augmentation 

de la résistance au stress oxydant).  

 

Figure 16 : Voie p38 MAPK 

(schéma issu de Roselli et al, 2019 [163]) 

 

2.2. Suivi de la production de radicaux libres par des leucocytes humains 

Les radicaux libres, également appelés ROS (pour Reactive Oxygen Species en anglais), 

correspondent à des espèces chimiques dérivées de l’oxygène (anion superoxide, peroxyde 

d’hydrogène, oxygène singulet, etc.) [167]. Ces espèces vont intervenir au cours du processus  

 



CHAPITRE 4 : DEVELOPPEMENT D’UNE STRATEGIE POUR LA RECHERCHE ET L’ETUDE DE METABOLITES 
BIOACTIFS DANS LE FROMAGE 

 
 

68 
 

oxydatif qui évolue lors du vieillissement. Les radicaux libres sont susceptibles de causer des 

dommages aux biomolécules (lipides, protéines, ADN, etc.), conduisant à la mort de la cellule, 

et à terme, de l’organisme [163]. Afin de réaliser l’étude des extraits de fromage sur le stress 

oxydant, et de pouvoir effectuer une corrélation entre l’étude sur le ver et l’Homme, nous avons 

choisi de réaliser une étude in vitro permettant d’étudier l’impact des extraits de fromage sur la 

production de radicaux libres par des leucocytes humains. 

 

3. Conclusion  

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse consistent à développer une stratégie 

permettant de rechercher des métabolites bioactifs dans le fromage. Cette stratégie s’applique 

dans le cadre d’une démarche bioguidée. Au cours de cette thèse, nous nous sommes concentrés 

sur les quatre premières étapes de la démarche, qui sont résumées en Figure 17 :  

1. Choix du modèle d’étude : caillé lactique de chèvre à 20 jours d’affinage.  

2. Réalisation d’extraits de fromage : lyophilisation du fromage puis chaîne d’extraction 

avec du cyclohexane, du dichlorométhane, de l’acétate d’éthyle, de l’éthanol et de l’eau.  

3. Réalisation de l’étude biologique : criblage de l’effet des extraits sur le vieillissement et 

sur le stress oxydant et étude des mécanismes impliqués sur le modèle C. elegans. Cri-

blage de l’impact des extraits sur la production de radicaux libres par des cellules hu-

maines. 

4. Étude de la composition : Les extraits ayant présenté des effets bénéfiques seront ana-

lysés de manière à visualiser leur composition. 

Les méthodes mises en œuvre (et validées) dans ce bioguidage ainsi que les différents 

résultats obtenus sont présentés en détail dans la suite de ce manuscrit. 
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Figure 17 : Schéma du bioguidage réalisé dans le cadre de la thèse
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Deuxième partie : 

Etude expérimentale
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1. Préparation du fromage et du lait de chèvre  

1.1. Fromage  

Le fromage a été obtenu auprès de la Chèvrerie des Oliviers (Saint-Georges sur Allier, 

France) et acheté sous forme de lots. Chaque lot était constitué de 20 à 40 petits fromages de 

chèvre au lait cru, de type caillé lactique, ayant 20 jours d’affinage. A chaque réception de lot, 

celui-ci a été séparé en plusieurs aliquots d’environ 300 g, chaque fromage participant à la 

constitution de chaque aliquot. Ces aliquots ont été conservés à -25 °C jusqu’à l’étape de 

lyophilisation. L’aliquot décongelé puis écrasé et placé dans plusieurs cristallisoirs, recouvert 

de parafilm percé, a été introduit dans le lyophilisateur (FreeZone Triad Freeze Dryer, Labconco 

corporation, Kansas City, Missouri) pendant une nuit. Le solide blanc et sec ainsi obtenu a été 

broyé à la main au mortier et pilon pour obtenir une poudre, nommé « fromage lyophilisé » 

(freeze-dried cheese (FDC) en anglais), conservée à 4 °C dans un récipient étanche jusqu’à 

utilisation. 

 

1.2. Cryobroyage du fromage lyophilisé 

Avant utilisation pour les tests sur les vers, le fromage lyophilisé a été cryobroyé (CryoMill, 

Retsch, Eragny, France) puis conservé à -25 °C dans un récipient étanche jusqu’à utilisation. 

 

1.3. Lait de chèvre 

Le lait de chèvre cru a été obtenu auprès de la Chèvrerie des Oliviers (Saint-Georges sur 

Allier, France). Le contenu des différentes bouteilles a été mélangé, concentré puis lyophilisé 

(FreeZone Triad Freeze Dryer, Labconco corporation, Kansas City, Missouri). Le solide blanc 

et sec obtenu a été broyé à la main au mortier et au pilon. Il sera appelé « lait lyophilisé » 

(freeze-dried milk (FDM) en anglais) et conservé à 4 °C dans un récipient étanche jusqu’à 

utilisation. 

 

2. Extraction du fromage lyophilisé et du lait lyophilisé 

2.1. Extraction du fromage  

Le fromage lyophilisé a tout d’abord été extrait au cyclohexane afin d’en retirer les 

constituants les plus apolaires (le fromage étant connu comme renfermant une fraction lipidique 
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pouvant atteindre jusqu’à 40 % de sa masse sèche). Ensuite, deux procédés d’extraction ont été 

réalisés afin d’isoler les métabolites. Le procédé d’extraction I correspond à une extraction 

fractionnée ayant recours à plusieurs solvants, de polarités croissantes, de manière à extraire le 

maximum de métabolites de la matrice. Le procédé d’extraction II consiste à des extractions à 

l’eau directement sur le fromage délipidé (au cyclohexane), l’eau étant considérée comme un 

solvant vert, permettant de développer un procédé d’extraction plus respectueux de 

l’environnement, pour une application industrielle. Le procédé d’extraction III consiste à 

extraire directement le fromage avec de l’eau, sans délipidation préalable au cyclohexane. 

Les procédés d’extractions I et II sont résumés sur la Figure 18.  

 

Figure 18 : Préparation des extraits de fromage.  

Les ovales indiquent les extraits de fromages conservés pour les tests biologiques (Fromage 
lyophilisé, extrait lipidique du fromage, extraits A, B, C, WF, W40, W70 et résidu solide du 

fromage).
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2.1.1. Extraction des constituants apolaires 

Le protocole d’extraction de la partie apolaire du fromage a été adapté des méthodes de 

Bligh and Dyer (1959), Folch et al. (1957) et Manirakiza et al. (2001) [144–146]. Le fromage 

lyophilisé a été placé dans du cyclohexane distillé (ratio 1/10 w/w) à 20 °C sous agitation 

mécanique pendant 4 h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. L’extrait obtenu a 

été dissous dans du cyclohexane (ratio 1/10 w/v), filtré pour éliminer les résidus de fromage 

puis le solvant a été évaporé. L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois dans les mêmes 

conditions mais avec des durées différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser la matrice. Les différents 

extraits secs ont été rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, nommé « extrait apolaire du 

fromage » (cheese lipid extract en anglais). Le fromage délipidé (lipid-free cheese (LFC) en 

anglais) a été conservé pour la suite de l’extraction (Figure 18).  

 

2.1.2. Procédé d’extraction I 

Une extraction fractionnée a été réalisée sur le fromage délipidé pour extraire de façon 

optimale les métabolites. Pour cela, le procédé consistait à réaliser 4 extractions solide/liquide 

successives, en augmentant la polarité du solvant utilisé à chaque étape et dans l’ordre suivant : 

dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol absolue et eau (Figure 18).  

Le fromage délipidé a été placé avec du dichlorométhane distillé (ratio 1/10 w/v) à 20 °C 

sous agitation mécanique pendant 4 h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. 

L’extrait obtenu a été dissous dans du dichlorométhane (ratio 1/10 w/v), filtré pour éliminer les 

résidus de fromage puis le solvant a été évaporé. L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois 

dans les mêmes conditions mais avec des durées différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser la matrice. 

Les différents extraits secs sont rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, nommé A. Le résidu 

nommé RA a été conservé pour la suite de l’extraction. 

Le résidu RA a été placé avec de l’acétate d’éthyle distillé (ratio 1/10 w/v) à 20 °C sous 

agitation mécanique pendant 4 h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. L’extrait 

obtenu a été dissous dans de l’acétate d’éthyle (ratio 1/10 w/v), filtré pour éliminer les résidus 

de fromage puis le solvant a été évaporé. L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois dans les 

mêmes conditions mais avec des durées différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser le résidu. Les 

différents extraits secs ont été rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, nommé B. Le résidu 

nommé RB a été conservé pour la suite de l’extraction. 

Le résidu RB a été placé avec de l’éthanol absolu (ratio 1/10 w/v) à 20 °C sous agitation 
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mécanique pendant 4 h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. L’extrait obtenu a 

été dissous dans de l’éthanol absolu (ratio 1/10 w/v), filtré pour éliminer les résidus de fromage 

puis le solvant a été évaporé. L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois dans les mêmes 

conditions mais avec des durées différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser le résidu. Les différents 

extraits secs ont été rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, nommé C. Le résidu nommé RC a 

été conservé pour la suite de l’extraction. 

Le protocole d’extraction avec de l’eau sur le résidu RC a été adapté de la méthode de 

Polychroniadou et al. (1999) et Huma et al. (2018) [147,148]. Le résidu RC a été placé avec de 

l’eau HPLC (ratio 1/10 w/v) sous agitation mécanique et a été maintenu à 40 °C pendant 1 h. 

Après centrifugation (8000 rpm, 15 minutes ; Avanti J26S XPI, Beckman Coulter, Brea, USA), 

le surnageant a été concentré sous vide, filtré puis le solvant a été évaporé avant de sécher 

l’ensemble sous vide. L’extraction a été répétée 2 fois dans les mêmes conditions afin d’épuiser 

le résidu. Les différents extraits secs ont été rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, broyé au 

mortier et au pilon, et nommé WF. 

Le résidu final de cette extraction, nommé résidu final du fromage (residual solid cheese 

(RSC) en anglais), a été broyé à la main au mortier et au pilon, avant d’être cryobroyé.  

 

2.1.3. Procédé d’extraction II 

Le procédé d’extraction consistait à réaliser deux conditions d’extraction avec de l’eau sur 

le fromage délipidé, à deux températures différentes (40 °C et 70 °C), l’augmentation de la 

température impactant la nature des constituants qui pouvaient être extraits de la matrice (par 

exemple des protéines de masses plus importantes). Le fromage délipidé a été placé avec de 

l’eau HPLC (ratio 1/10 w/v) sous agitation mécanique et maintenu à 40 °C (ou 70 °C) pendant 

1 h. Après centrifugation (8000 rpm, 15 minutes ; Avanti J26S XPI, Beckman Coulter, Brea, 

USA), le surnageant a été concentré sous vide, filtré puis le solvant a été évaporé avant de 

sécher le solide obtenu sous vide. L’extraction a été répétée 2 fois dans les mêmes conditions, 

pour chaque température, afin d’épuiser la matrice. Les différents extraits secs ont été 

rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, broyé au mortier et au pilon, et nommé W40 (extraction 

à 40 °C) ou W70 (extraction à 70 °C). 

 

2.1.4. Procédé d’extraction III 

Ce procédé d’extraction consistait à réaliser deux conditions d’extraction avec de l’eau 
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directement sur le fromage lyophilisé, à deux températures différentes (40 °C et 70 °C). Les 

conditions d’extraction sont identiques à celles appliquées dans le procédé d’extraction II. 

Chaque extrait était conservé à -25 °C sous argon dans un récipient étanche jusqu’à 

utilisation.  

 

2.2. Extraction du lait  

2.2.1. Extraction des constituants apolaires 

Le protocole d’extraction de la partie apolaire du lait est le même que celui appliqué au 

fromage. Le lait lyophilisé a été placé dans du cyclohexane distillé (ratio 1/10 w/w) à 20 °C 

sous agitation mécanique pendant 4 h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. 

L’extrait obtenu a été dissous dans du cyclohexane (ratio 1/10 w/v), filtré puis le solvant a été 

évaporé. L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois dans les mêmes conditions mais avec des 

durées différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser la matrice. Les différents extraits secs ont été 

rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, nommé « extrait apolaire du lait » (milk lipid extract 

en anglais). Le lait délipidé (lipid-free milk (LFM) en anglais) a été conservé à la fois en tant 

qu’extrait, mais également pour la suite de l’extraction (Figure 19). 

 

Figure 19 : Préparation des extraits de lait.  

Les ovales indiquent les extraits de lait conservés pour les tests biologiques (Lait lyophilisé, 
extrait lipidique du lait, lait délipidé, extraits MA, MB, MC, et résidu solide du lait). 
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2.2.2. Extraction fractionnée du lait 

Le lait délipidé a subi le même protocole d’extraction fractionnée que celui appliqué au 

fromage (procédé d’extraction I). Le procédé se différencie néanmoins du précédent (sur le 

fromage) car il ne comporte que 3 extractions solide/liquide successives dans l’ordre suivant : 

dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol absolue (Figure 19). 

Le lait délipidé a été placé avec du dichlorométhane distillé (ratio 1/10 w/v) à 20 °C sous 

agitation mécanique pendant 4 h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. L’extrait 

obtenu a été dissous dans du dichlorométhane (ratio 1/10 w/v), filtré puis le solvant a été 

évaporé. L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois dans les mêmes conditions mais avec des 

durées différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser la matrice. Les différents extraits secs sont rassemblés 

afin d’obtenir l’extrait final, nommé MA. Le résidu nommé RMA est conservé pour la suite de 

l’extraction. 

Le résidu RMA a été placé avec de l’acétate d’éthyle distillé (ratio 1/10 w/v) à 20 °C sous 

agitation mécanique pendant 4 h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. L’extrait 

obtenu a été dissous dans de l’acétate d’éthyle (ratio 1/10 w/v), filtré puis le solvant a été 

évaporé. L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois dans les mêmes conditions mais avec des 

durées différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser le résidu. Les différents extraits secs ont été 

rassemblés afin d’obtenir l’extrait final, nommé MB. Le résidu nommé RMB est conservé pour 

la suite de l’extraction. 

Le résidu RMB a été placé avec de l’éthanol absolu (ratio 1/10 w/v) à 20 °C sous agitation 

mécanique pendant 4h. L’ensemble a ensuite été filtré et le filtrat évaporé. L’extrait obtenu a 

été dissous dans de l’éthanol absolu (ratio 1/10 w/v), filtré puis le solvant a été évaporé. 

L’extraction a été répétée à nouveau 2 fois dans les mêmes conditions mais avec des durées 

différentes (2 h, 1 h) afin d’épuiser le résidu. Les différents extraits secs ont été rassemblés afin 

d’obtenir l’extrait final, nommé MC. Le résidu solide du lait a été séché sous vide et nommé 

« résidu solide du lait » (residual solid milk (RSM) en anglais).  

Chaque extrait sec de lait a été conservé dans un récipient étanche à -25 °C, sous argon.  
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3. Évaluation de l’activité biologique des extraits 

3.1. Expérimentation in vivo avec le modèle Caenorhabditis elegans 

3.1.1. Culture d’Escherichia coli OP50 vivant et préparation de la bactérie 

« Heat-Killed » 

La souche Escherichia coli OP50 a été obtenue auprès du Caenorhabditis Genetic Center 

(University of Minnesota, USA).  La bactérie a été cultivée pendant 24 h à 37 °C dans du 

bouillon Luria-Bertani (Laboratorios Conda S.A., Espagne) puis conservée à 4 °C jusqu’à 

utilisation.   

Lors des expérimentations, les vers ont été nourris avec la bactérie morte afin d’éviter toute 

interaction entre elle et les extraits. Pour cela, la souche a été cultivée à l’identique puis récoltée 

par centrifugation (4000 tr/min, 15 minutes). L’ensemble des culots a été suspendu dans du 

tampon M9 (composition en Annexe 2) à une concentration de 100 mg/mL, puis placé dans un 

bain marie à 70 °C pendant 1 h. La solution a été refroidie et conservée à 4 °C jusqu’à utilisation. 

 

3.1.2. Souches de Caenorhabditis elegans 

L’ensemble des souches de nématode utilisé au cours des études a été obtenu auprès du 

Caenorhabditis Genetic Center (University of Minnesota, USA). Le Tableau 3 répertorie le 

nom des souches employées, ainsi que leur génotype. 
 

Tableau 3 : Liste des souches de Caenorhabditis elegans 

Nom de la souche Génotype Caractéristique 

N2 Sauvage  

TJ356 
zls356 IV [daf-16p::daf-

16a/b::GFP + rol-6(su1006)] 

Fluorescent DAF-16::GFP 

Croissance et reproduction lentes 

GR1307 daf-16(mgDf50) I Pas d’expression de daf-16 

IG10 tol-1(nr2033) I 

Mutation du gène tol-1 

Exhibit a lowly penetrant lethality and a small 

proportion of the mutants arrests as early larvae 
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Toutes les souches de nématode ont été conservées à 20 °C pour leur entretien et au cours 

des expérimentations. 

 

3.1.3. Entretien de Caenorhabditis elegans 

Les différentes souches de vers ont été maintenues et développées sur Nematode Growth 

Medium (NGM) (composition en Annexe 2). 

Pour cela, 100 µL de culture d’E. coli en bouillon LB ont été déposés sur des boites 

contenant du milieu NGM puis étalés avec un râteau à ensemencer. Les boites ont ensuite été 

incubées à 37 °C pendant 24 h. Avant l’ensemencement des vers, les boites ont été sorties et 

refroidies à température ambiante. 

Afin de transférer les nématodes, ceux-ci ont d’abord été récoltés en déposant 5 mL de 

tampon M9 sur leur milieu. La suspension a été transférée dans un tube à fond conique de 50 

mL et centrifugée à 1500 tr/min pendant 2 minutes. Le culot obtenu a été prélevé et déposé sur 

les boites NGM préparées la veille. Les boites ont été conservées à l’étuve à 20 °C jusqu’à 

utilisation. 

 

3.1.4. Synchronisation de la population de Caenorhabditis elegans 

Afin d’éviter un biais dans les études dû à la différence d’âge au sein d’une population, une 

synchronisation de la population de vers a été réalisée avant chaque expérimentation. Celle-ci 

a été réalisée à partir d’une population ayant libéré des œufs dans le milieu ou ayant des vers 

gravides.  

Les vers et les œufs ont été récoltés en déposant 5 mL de tampon M9 sur leur milieu. La 

suspension a été transférée dans un tube à fond conique de 50 mL et centrifugée à 1500 tr/min 

pendant 2 minutes. Le surnageant a été délicatement retiré puis le culot est re suspendu dans 5 

mL de « Worm Bleach » (2.5 mL de tampon M9, 1.5 mL d’eau de javel et 1 mL de NaOH 5 M). 

L’ensemble a été vigoureusement agité pendant 3 minutes au vortex ou jusqu’à rupture de 

l’intégrité de la cuticule du ver. L’action du « Worm Bleach » a été arrêté en ajoutant 40 mL de 

tampon M9 au milieu puis en centrifugeant (1500 tr/min, 2 min). Le surnageant a été 

délicatement retiré et le culot a été lavé 2 fois avec 20 mL de tampon M9. A chaque lavage la 

suspension a été centrifugée et le surnageant délicatement retiré. Les œufs ont finalement été 

suspendus dans 20 mL de M9 pendant 24 h à 20 °C sous agitation modérée afin de permettre 

leur éclosion. Une fois éclos les larves L1 ont été récupérées par centrifugation (1500 tr/min, 2 
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min) et transférées sur un milieu NGM préalablement ensemencé avec E. coli OP50 (100 µL 

par boite, incubation à 37 °C, pendant 24 h). Les vers ont été placés à 20 °C pendant 48 h (72 

h pour la souche TJ356) afin qu’ils atteignent le stade L4 correspondant à l’âge adulte.  

 

3.1.5. Étude de la longévité des vers en présence des extraits de fromage ou 

de lait 

Un milieu gélosé (composition en Annexe 2) a été préparé et stocké à 55 °C jusqu’à 

utilisation. Avant de couler les puits, le milieu a été refroidi à 40 °C et conservé à cette 

température jusqu’à ce que toutes les conditions aient été préparées. Du FuDR a été ajouté dans 

le milieu pour une concentration finale de 0.12 mM, afin d’éviter l’éclosion des œufs au cours 

de l’étude. Le milieu gélosé a été divisé en plusieurs aliquots de 2 mL qui ont été 

individuellement supplémentés avec des extraits secs de fromage ou de lait à la concentration 

massique désirée. La quantité d’extrait sec à apporter en fonction de la concentration choisie 

est indiquée dans le Tableau 4. 

Tableau 4 : Masse d’extrait sec (mg) à introduire dans le milieu gélosé pour obtenir le 
pourcentage massique (%, w/v) désirée lors des études sur C. elegans 

Pourcentage massique 
de fraction dans la 

gélose (%) 

Masse d’extrait à 
peser en mg (pour 2 

mL de milieu) 

Pourcentage 
massique de fraction 

dans la gélose (%) 

Masse d’extrait à 
peser en mg (pour 2 

mL de milieu) 

0.1 2  1.1 22 

0.2 4 1.2 24 

0.3 6 1.3 26 

0.4 8 1.4 28 

0.5 10 1.5 30 

0.6 12 1.6 32 

0.7 14 1.7 34 

0.8 16 1.8 36 

0.9 18 1.9 38 

1 20 2 40 

 

Le milieu supplémenté a été homogénéisé à l’aide d’ultrasons et par vortexage, avant de le 

couler dans des plaques 24-puits (3 puits par condition, 500 µL de milieu par puits). La plaque 

a ensuite été transférée sur de la glace pour que la gélose prenne en masse. Afin d’éviter tout 

développement fongique, de l’amphotéricine B (250 µg/mL) a été ajouté dans les conditions à 
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risques, pour une concentration finale de 1.6 µg/mL. Les plaques ont été conservées à 4 °C 

jusqu’à utilisation. Avant le début d’une expérience, les plaques ont été sorties 30 minutes avant 

afin qu’elles reviennent à température ambiante. 

Les vers L4 ont été récoltés et déposés sur les puits (environ 15-20 vers par puits) avec de 

la nourriture (20 µL d’une suspension de 100 mg/mL de HK E. coli OP50). Les plaques ont été 

placées à 20 °C pour toute la durée de l’étude. Les vers ont été nourris tous les 3 jours avec la 

même quantité de bactéries mortes. Les vers vivants ont été comptés quotidiennement jusqu’à 

la mort de tous les nématodes. Un ver était considéré comme mort lorsqu’il ne réagissait pas à 

une stimulation mécanique douce. Cet essai a été réalisé sous forme d’au moins 4 expériences 

indépendantes. 

Cette étude a été réalisée avec les souches de C. elegans N2 et GR1307. 

 

3.1.6. Étude de l’impact des extraits de fromage ou de lait sur la survie du ver 

sur milieu oxydant  

Un milieu gélosé (composition en Annexe 2) a été préparé et stocké à 55 °C jusqu’à 

utilisation. Avant de couler les puits, le milieu a été refroidi à 40 °C et conservé à cette 

température jusqu’à ce que toutes les conditions aient été préparées. Du FuDR a été ajouté dans 

le milieu pour une concentration finale de 0.12 mM, afin d’éviter l’éclosion des œufs au cours 

de l’étude. Le milieu gélosé a été divisé en plusieurs aliquots de 2 mL qui ont été 

individuellement supplémentés avec des extraits secs de fromage ou de lait à la concentration 

massique désirée. La quantité d’extrait sec à apporter en fonction de la concentration choisie 

est indiquée dans le Tableau 4. Le milieu supplémenté a été homogénéisé à l’aide d’ultrasons 

et par vortexage. La nourriture (40 µL d’une suspension de 100 mg/mL de HK E. coli OP50) a 

été ajoutée dans le milieu avant de le couler dans des plaques 24-puits (3 puits par condition, 

500 µL de milieu par puits) et de transférer la plaque sur de la glace pour que la gélose prenne 

en masse. Afin d’éviter tout développement fongique, de l’amphotéricine B (250 µg/mL) a été 

ajoutée dans les conditions à risques pour une concentration finale de 1.6 µg/mL. Les plaques 

ont été conservées à 4 °C jusqu’à utilisation. Avant le début d’une expérience, les plaques ont 

été sorties 30 minutes avant afin qu’elles reviennent à température ambiante. 

Les vers L4 ont été récoltés et déposés sur les puits (environ 50 vers par puits). Les plaques 

ont été placées à 20 °C pendant 5 jours. Après cette période d’incubation, les vers ont été 

transférés sur un milieu gélosé contenant ou non du peroxyde d’hydrogène (H2O2) (3 mM). Les 
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vers vivants ont été comptés au moment du transfert (t = 0 h) et après 3 h 30 d’incubation (t = 

3 h 30). Le taux de survie a été exprimé selon l’Équation 1 :  

Équation 1 :     𝜏 =

à

à

à

à

 

Un ver a été considéré comme mort lorsqu’il ne réagissait pas à une stimulation mécanique 

douce. Cet essai a été réalisé sous forme d’au moins 4 expériences indépendantes. Cette étude 

a été réalisée avec les souches de C. elegans N2, IG10 et GR1307. 

 

3.1.7. Étude de l’impact des extraits de fromage sur la translocation du fac-

teur de transcription DAF-16::GFP  

Un milieu gélosé (composition en Annexe 2) a été préparé et stocké à 55 °C jusqu’à 

utilisation. Avant de couler les puits, le milieu a été refroidi à 40 °C et conservé à cette 

température jusqu’à ce que toutes les conditions aient été préparées. Le milieu a été 

supplémenté avec du cholestérol (5 mg/L), CaCl2 (1 mM), MgSO4 (1 mM) et du tampon de 

phosphate de potassium à pH 6 (25 mL d’une solution à 1 M pour 1 L de milieu). Le milieu 

gélosé a été divisé en plusieurs aliquots de 2 mL qui ont été individuellement supplémentés 

avec des extraits secs de fromage à la concentration massique désirée. La quantité d’extrait sec 

à apporter en fonction de la concentration choisie est indiquée dans le Tableau 4. Le milieu 

supplémenté a été homogénéisé à l’aide d’ultrasons et vortex, avant de le couler dans des 

plaques tout en le conservant à 40 °C afin d’éviter que la gélose ne prenne en masse. Une fois 

homogène, l’aliquot a été coulé dans les plaques 24-puits (3 puits par condition, 500 µL de 

milieu par puits). La plaque a ensuite été transférée sur de la glace pour que la gélose prenne en 

masse. Chaque plaque a ensuite été conservée à 4 °C jusqu’à utilisation. Les plaques ont été 

sorties 30 minutes avant le début d’une expérience afin qu’elles reviennent à température 

ambiante. 

L’étude de la localisation du facteur de transcription DAF-16 a été réalisée selon Fatima et 

al. (2014) en utilisant la souche C. elegans transgénique TJ356 [168]. Ce mutant exprime de 

manière constitutive DAF-16::GFP. Les vers L4 ont été récoltés et déposés sur les puits (environ 

20 vers par puits) avec de la nourriture (20 µL d’une suspension de 100 mg/mL de HK E. coli 

OP50). Ils ont été incubés pendant 2 h et 4 h à 20 °C. La translocation du facteur de transcription 

DAF-16::GFP a été déterminée en évaluant l’accumulation de GFP dans les noyaux cellulaires 

de C. elegans par microscopie à fluorescence au grossissement X40 (Evos FL, Invitrogen). 
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3.1.8. Détermination de l’expression des gènes d’intérêt 

La détermination de l’expression des gènes d’intérêt a été réalisée à 2 temps d’incubation, 

choisis par rapport aux résultats obtenus lors de l’étude de longévité : à 3 jours (début du déclin 

de la population de vers de la condition témoin) et 10 jours (médiane de survie de la population 

de vers de la condition témoin). 

 

3.1.8.1. Incubation des vers avec les extraits de fromage 

Un milieu gélosé (composition en Annexe 2) a été préparé et stocké à 55 °C jusqu’à 

utilisation. Avant de couler les puits, le milieu a été refroidi à 40 °C et conservé à cette 

température jusqu’à ce que toutes les conditions aient été préparées. Du FuDR a été ajouté dans 

le milieu pour une concentration finale de 0.12 mM, afin d’éviter l’éclosion des œufs au cours 

de l’étude. Le milieu gélosé a été divisé en plusieurs aliquots de 10 mL qui ont été 

individuellement supplémentés avec des extraits secs de fromage à la concentration massique 

désirée. La quantité d’extrait sec à apporter en fonction de la concentration choisie est adaptée 

par rapport à la valeur indiquée dans le Tableau 4 (valeur calculée pour 2 mL de milieu). Le 

milieu supplémenté a été homogénéisé à l’aide d’ultrasons et par vortexage, avant de le couler 

dans des petites boites de pétri (1 par répliqua et par temps) et de transférer la plaque sur de la 

glace pour que la gélose prenne en masse. Afin d’éviter tout développement fongique, de 

l’amphotéricine B (250 µg/mL) a été ajoutée dans les conditions à risques pour une 

concentration finale de 1.6 µg/mL. Les plaques ont été conservées à 4 °C jusqu’à utilisation. 

Avant le début d’une expérience, les plaques ont été sorties 30 minutes avant afin qu’elles 

reviennent à température ambiante. 

Les vers L4 ont été récoltés et déposés sur les boites (environ 500 vers pour 3 jours et 1000 

vers pour 10 jours) avec de la nourriture (1000 µL d’une suspension de 100 mg/mL de HK E. 

coli OP50 pour 3 jours, 1500 µL pour 10 jours). Les boites ont été placées à 20 °C pour 3 jours 

ou 10 jours. 

Cette étude a été réalisée avec la souche C. elegans N2. 

 

3.1.8.2. Extraction des ARN 

Après 3 ou 10 jours d’incubation les vers ont été collectés avec du M9 puis centrifugés afin 

de retirer délicatement le surnageant. L’ARN a été récupéré par extraction en ajoutant 500 µL 
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de TRIzol au culot avant de transférer l’ensemble dans un tube contenant des microbilles de 

verre (PowerBead Tubes Glass 0.1 mm, Mo Bio Laboratories, USA). Les vers ont été lysés à 

l’aide du Precellys® 24 (Bertin instruments, Montigny-le-Bretonneux, France) en effectuant 2 

cycles de 30 secondes. Le tube a été centrifugé (14000 tr/min, 1 min) (Eppendorf® 5415D, 

Hamburg, Germany), et le surnageant a été délicatement récupéré. 100 µL de chloroforme ont 

été ajoutés avant de vortexer pendant 30 secondes et de laisser incuber 3 minutes à température 

ambiante. Les tubes ont ensuite été centrifugés (12000 tr/min, 15 min, 4 °C) et la phase  

phénolique rose a été retirée. La phase incolore restante a été traitée de nouveau avec du 

chloroforme. Le second surnageant incolore a été placé avec 250 µL d’isopropanol afin de faire 

précipiter l’ARN. Les tubes ont été incubés à température ambiante pendant 4 minutes avant 

centrifugation (12000 tr/min, 10 min, 4 °C). Le surnageant a été retiré et l’ARN a été lavé avec 

1000 µL d’éthanol à 70 %. Après centrifugation (14000 tr/min, 5 min, 4 °C) le surnageant a été 

retiré et l’ARN a été dissous dans 20 µL d’eau RNase-free.    

 

3.1.8.3. Reverse transcription des ARN en ADNc 

Une étape de reverse transcription a été réalisée sur les ARN extrait afin d’obtenir les ADNc 

correspondants. Cette étape a été réalisée au moyen du kit « High-Capacity cDNA Archive Kit » 

(Applied Biosystems, USA). La réaction de polymérisation a été effectuée dans un tube de 0.2 

mL avec les réactifs suivants :  

 5 µL de tampon 10X 

 2 µL de dNTP 25X 

 5 µL de random primers 10X 

 2.5 µL de reverse transcriptase 

 0.5 à 2 µg d’ARN, qsp 35.5 µL d’eau RNase-free 

La « reverse transcription » a été effectuée dans un thermocycleur 3Prime (TECHNE®, 

Royaume-Uni) selon le programme suivant : 

 10 minutes à 25°C 

 120 minutes à 37°C 

 Conservation à 10°C 
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3.1.8.4. PCR quantitative 

Une PCR quantitative a été réalisée sur l’ADNc afin d’évaluer l’expression des gènes 

d’intérêt. Pour cela, chaque échantillon était constitué des réactifs suivant : 

 6.25 µL de mix qPCR (Rotor Gene® SYBR® Green PCR kit) 

 1.25 µL d’amorce sens 

 1.25 µL d’amorce antisens 

 1.25 µL d’eau RNase-free 

 2.5 µL d’ADNc (ou d’eau RNase-free pour le contrôle négatif NTC) 

Les séquences des amorces sens et antisens des gènes étudiés sont indiquées dans le 

Tableau 5. 

 

Tableau 5 : Séquences des oligonucléotides utilisés comme amorces en PCR quantitative 

Nom du 

gène 

Type de 

gène 
Séquence amorce sens (5’-3’) 

Séquence amorce antisens (5’-

3’) 

Referen

ce 

Y45F10

D.4 

Référen

ce 

CGAGAACCCGCGAAATGTC

GGA 

CGGTTGCCAGGGAAGATGA

GGC 
[169] 

daf-16 Intérêt 
TTCAATGCAAGGAGCATTT

G 

AGCTGGAGAAACACGAGA

CG 

[169,170

] 

sek-1 Intérêt 
GCCGATGGAAAGTGGTTTT

A 

TAAACGGCATCGCCAATAA

T 

[169,170

] 

pmk-1 Intérêt 
CCGACTCCACGAGAAGGAT

A 

AGCGAGTACATTCAGCAGC

A 

[169,170

] 

 

Un triplicat a été réalisé pour chaque échantillon. La réaction de qPCR ainsi que le suivi de 

l’amplification ont été effectués au moyen du thermocycleur Rotor Gene Q Qiagen selon le 

programme suivant :  
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 4 minutes à 94 °C 

 30 secondes à 94 °C 

 30 secondes à la Tm 

 60 secondes à 72 °C 

 Gradient de température de 65 °C à 95 °C 

L’expression finale des gènes d’intérêt (EGOI) a été déterminée à partir de l’Équation 2 : 

 

Équation 2 :      𝐸 =
(GOI efficacité)∆CtGOI

(Y45F10D.4 efficacité)∆CtY45F10D.4 

  

3.2. Etude in vitro 

Les expérimentations in vitro (sur leucocytes humains) ont été réalisées par l’équipe 

ECREIN à la faculté de Pharmacie de Clermont-Ferrand. 

3.2.1. Viabilité cellulaire (leucocytes humains) 

Le sang a été prélevé auprès de volontaires en bonne santé (n = 6 ; Etablissement Français 

du Sang, EFS, Clermont-Ferrand, France). Les leucocytes ont été obtenus par choc hémolytique 

à l’aide d’une solution de chlorure d’ammonium (NH4Cl, 155 μM; NaHCO3 12 μM, EDTA 

0.01 μM). Les leucocytes ont ensuite été lavés avec du RPMI, centrifugés (400 g, 10 min) et 

re-suspendus dans du RPMI. La préparation cellulaire a été ajustée à 106 cellules/mL avec du 

RPMI supplémenté (FBS 10%, gentamicin 50 μg/mL and Gln 2 mM). Les cellules ont ensuite 

été placées dans des plaques 96-puits en polystyrènes (Cell Wells™, Corning, NY) avec les 

extraits secs de fromage (0, 10, 50, 100 ou 200 µg/mL), du PMA (1 µM) et de la résazurine (25 

µg/mL). La fluorescence (excitation/émission : 544/590 nm) a été enregistrée toutes les 30 

minutes pendant 2 h à l’aide du fluoromètre Fluoroskan Ascent FL® (ThermoFisher Scientific, 

llkirch, France). 

 

3.2.2. Suivi de la production de radicaux libres par les leucocytes humains 

Le sang a été prélevé auprès de volontaires en bonne santé (n = 6). Les leucocytes ont été 

obtenus et ajustés comme précédemment. Les cellules ont été placées dans des plaques 96-puits 

en polystyrènes (Cell Wells™, Corning, NY) avec les extraits secs de fromage (0, 10, 50, 100 

ou 200 µg/mL), de la dihydrorhodamine 123 (1 µM) et stimulées avec 1 µM de PMA pendant 

Cycle répété 35 fois 



ÉTUDE EXPERIMENTALE 

 
 

88 
 

120 minutes. L’intensité de fluorescence de la rhodamine 123 (excitation/émission : 485/538 

nm), qui est le produit de l’oxydation de la dihydrorhodamine 123 par les radicaux libres, a été 

enregistré toutes les 5 minutes pendant 2 h à l’aide du fluoromètre Fluoroskan Ascent FL®. 

 

3.3. Analyses statistiques 

Les données de survies de C. elegans ont été analysées à l’aide de la méthode de Kaplan-

Meier. Les différences ont été déterminées sur R (version 3.6.0) à l’aide du test du log-rank. 

Les différences entre les conditions lors de l’étude de la survie sur milieu oxydant, l’analyse 

par qPCR, la viabilité cellulaire ou la production de radicaux libres intracellulaire ont été 

déterminées en utilisant le test de Kruskal-Wallis suivi du test de Dunn non corrigé sur 

GraphPad Prism (version 8.2.1 pour Windows) (GraphPad Software, La Jolla, California, USA). 

Les différences ont été considérées comme significative lorsque la p-value était inférieure 

à 0.05. 

 

4. Étude de la composition chimique des extraits de fromage et de lait 

4.1. Analyse GC-MS des acides gras de l’extrait apolaire issu du fromage  

4.1.1. Dérivatisation des acides gras de l’extrait apolaire en ester 

100 mg d’extrait apolaire ont été dissous dans 2 mL de cyclohexane puis 0.5 mL 

d’hydroxyde de potassium à 0.5 M dans le méthanol ont été ajoutés. Le mélange a été porté à 

reflux pendant 5 minutes et laissé refroidir. Une fois froid, 0.5 mL d’acide chlorhydrique à 0.5 

M dans le méthanol ont été ajoutés, suivis de 2 mL de cyclohexane. La solution a été séchée à 

l’aide de sulfate de sodium puis filtrée à 0.45 µm dans un vial GC-MS.  

 

4.1.2. Paramètres d’analyse en GC-MS 

 Appareil : GC-MS QP2010 SE, Shimadzu 

 Colonne : MEGA-5-MS, 30m x 0.25mm ; 0.25µm 

 Volume d’injection : 1 µL en mode split ratio 40 :1 

 Gaz vecteur : Hélium 

 Température d’injecteur : 280 °C 

 Pression : 60 kPa 
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 Débit injecteur : 49.7 mL/min 

 Débit de colonne : 5 mL/min 

 Température colonne : voir Tableau 6 
 

Tableau 6 : Rampe de température de la colonne au cours de l’analyse par GC-MS 

Temps (min) 
Température de la colonne 

(°C) 

0 50 

1 50 

9.32 300 

11.32 300 

 

 

4.2. Analyse LC-MS des extraits aqueux et éthanoliques de fromage et de lait 

4.2.1. Séparation de la partie « grasse » de l’extrait éthanolique  

L’extrait éthanolique possède une consistance plutôt « grasse », provoquant des problèmes de 

solubilité de l’extrait, rendant l’analyse de l’extrait impossible. Afin de pouvoir obtenir la 

composition de l’extrait, une étape de séparation a été effectuée.   

L’extrait a été dissous dans de l’eau pure (ratio 1/10 w/v), à l’aide d’ultrason si besoin. Le 

volume équivalent de cyclohexane a ensuite été ajouté puis le mélange agité à l’aide d’une 

ampoule à décanter. La phase aqueuse a été récupérée et lavée deux fois avec le même volume 

de cyclohexane. Les différentes phases organiques ont été rassemblées, puis lavées deux fois 

avec le volume équivalent d’eau.  

Les différentes phases aqueuses ont été récupérées et rassemblées, ainsi que l’émulsion 

pouvant apparaître à l’interstice entre les deux phases. L’ensemble a été centrifugé (5 min, 4500 

tr/min ; 2 fois) et la phase supérieure transférée (correspondant aux traces de cyclohexane 

restants dans la phase aqueuse et l’émulsion) avec la phase organique. La phase aqueuse a 

ensuite été filtrée sur coton puis le solvant a été évaporé avant de sécher l’ensemble sous vide. 

L’extrait sec ainsi obtenu est nommé C-FL. 

Les différentes phases organiques ont été rassemblées, filtrées sur coton puis le solvant 
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évaporé avant de sécher l’ensemble sous vide. L’extrait sec ainsi obtenu est nommé C-L. 

 

4.2.2. Préparation des échantillons pour analyse LC-MS 

Solubiliser l’échantillon dans de l’eau (extrait aqueux) ou du méthanol (extrait C-FL) pour 

une concentration finale de 2.5 mg/mL et filtrer à 0.45 µm dans un vial HPLC. 

 

4.2.3. Paramètres d’analyse LC-MS 

 Appareil : Chaîne UHPLC Ultimate 3000 RSLC (ThermoScientific) 

 Colonne Uptisphere Strategy 300A C18-3; 250 x 4.6mm; 5µm  (Interchim) 

 Débit : 0.8 mL/min 

 Four colonne : 40 °C 

 Volume d’injection : 10 µL 

 Gradient H2O (H+)/ ACN : voir Tableau 7 

 Détecteur DAD UV/VIS 3000 RS (ThermoScientific) 

o Longueur d'onde: 200 -> 400 nm 

 Orbitrap Q-Exactive (ThermoScientific) 

o Ionisation : ESI + et ESI - 

o Détection: 80 -> 1200 m/z 

Tableau 7 : Gradient d’élution eau/acétonitrile pour l’analyse par LC-MS 

Temps (min) 
% H2O + 
0.1%AF 

% ACN 

0 100 0 

10 80 20 

35 73 27 

40 0 100 

50 0 100 

51 100 0 

60 100 0 
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4.3. Extraction des pics des chromatogrammes LC-MS et prétraitement des don-

nées en vue de l’étude comparative des profils chimiques d’extraits 

L’extraction des données relatives à chaque chromatogramme des extraits non apolaires 

obtenus par LC-MS a été effectuée à l’aide du logiciel XCMS®, sur la plateforme en ligne 

Workflow4Metabolomics (W4M). Ces données ont ensuite été prétraitées pour les préparer en 

vue de l’analyse (imputation des valeurs manquantes et correction de la dérive analytique). 

L’ensemble des paramètres appliqués pour réaliser l’extraction et les prétraitements des données 

est présenté dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Paramètres appliquées pour l’extraction des pics des chromatogrammes à l’aide 
du logiciel XCMS®, et du prétraitement appliqué aux données pour les préparer en vue de 

l’analyse. 

Module Paramètres 

xcmsSet 

Extraction method CentWave 
ppm deviation 5 

Peakwidth (min, max) 5 ; 30 
Signal to noise ratio cutoff 6 

Prefilter step for the first analysis step 3 ; 1000000 
Function to calculate the m/z center Peak apex 

Integration method 
peak limits are found through 
descent on the mexican hat 

filtered data 

Minimum difference in m/z for peaks with 
overlapping retention times 

0.008 

Noise filter 500000 

group 

Method PeakDensity 
bandwidth 20 

Minimum fraction of samples 0.04 
Minimum number of samples 1 

Width of overlapping m/z slices 0.01 
Get the peak list YES 

Number of decimal for mass values 4 

Number of decimal for retention times values 2 

Replace NA by 0 NO 

retcor 

Method PeakGroups 
Minimum required fraction of samples in 

which peaks for the peak group were 
identified 

0.7 

Maximal number of additional peaks for all 
samples to be assigned to a peak group for 

retention time correction 
1 

Smooth method Loess 
Degree of smothing for the loess fitting 0.2 

Family gaussian 

fillPeaks 

Specifying a ppm by which the mz width of 
the peak region should be expanded 

5 

Get the peak list YES 
Number of decimal for mass values 4 

Number of decimal for retention times values 2 

Replace NA by 0 YES 
(Extraction et traitements réalisés sur la plateforme en ligne W4M)
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Troisième partie : 

Résultats
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Chapitre 1 : Développement d’une stratégie par 

bioguidage permettant l’étude de l’impact d’un 

caillé lactique caprin et de ses fractions sur la 

longévité du nématode Caenorhabditis elegans 

L’allongement de l’espérance de vie se traduit notamment par une augmentation de 

l’apparition des affections liées au vieillissement, induisant une problématique de santé 

publique. Pour répondre à cela, le secteur de la santé (animale et humaine) est à la recherche de 

nouvelles molécules bioactives, notamment d’origine naturelle. Bien qu’elle reste peu explorée, 

la biodiversité microbienne — et ses métabolites — constitue une source importante de 

nouvelles molécules potentiellement bioactives et innovantes pouvant présenter un effet 

bénéfique sur la santé [135,171]. Les aliments fermentés, dont principalement le fromage au 

lait cru, ont déjà été étudiés pour leur riche biodiversité microbienne et notamment pour le rôle 

de cette dernière sur les qualités organoleptiques de l’aliment [8,31,172–176]. Cependant, les 

études restent limitées concernant l’effet de ces microorganismes sur la santé lorsqu’ils sont 

présents dans l’aliment, et peu de métabolites bioactifs d’origine microbienne ont été identifiés.  

Au cours de cette étude nous avons développé une stratégie permettant d’évaluer l’effet 

biologique d’un fromage au lait cru (caillé lactique caprin) et des molécules qu’il contient. Cette 

stratégie comporte 3 étapes : 

 La réalisation d’une chaîne d’extractions chimiques pour isoler les métabolites de la 

matrice fromagère lyophilisée. Ces extractions successives ont été réalisées à l’aide 

de 5 solvants, de polarité croissante, de manière à balayer l’ensemble de la gamme 

de polarités moléculaires : cyclohexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol 

et eau. Au total, 9 extraits ont été obtenus : le fromage lyophilisé, un extrait apolaire 

(issu de l’extraction au cyclohexane), les extraits A (après extraction au dichloro-

méthane), B (après extraction à l’acétate d’éthyle), C (issu de l’extraction à l’étha-

nol), 3 extraits aqueux et le résidu final du fromage (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma récapitulatif de la série d’extractions chimiques réalisée à partir du caillé 
lactique de chèvre 

Les ovales indiquent les 9 extraits obtenus, qui seront testés sur le crible biologique. 

 

 Le développement et la mise au point d’une méthode pour apporter les extraits de 

fromage au ver C. elegans (modèle in vivo utilisé pour étudier les activités biolo-

giques portées par les extraits à étudier), en supplémentant directement son milieu 

de culture. 

 L’évaluation de l’impact des extraits sur la longévité du nématode par l’obtention et 

l’analyse comparative de courbes de survie (nématode cultivé sur milieu supplé-

menté en extrait versus nématode cultivé en condition témoin, sans supplémentation 

du milieu) (Figure 21). L’analyse de ces courbes de survie se focalise sur 4 principaux 

paramètres : la position relative des courbes, la médiane de survie, la longévité 

maximale et le pourcentage de population (nématode cultivé sur milieu supplé-

menté) encore en vie lorsque tous les individus de la condition témoin sont morts 

(Figure 21).   
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Figure 21 : Les différents paramètres des courbes de survie permettant d’évaluer 
l’impact de la supplémentation du milieu de culture du nématode avec un extrait de 

fromage  

Les différents paramètres sont : la position relative des courbes, les médianes de survie, les 
longévités maximales et le pourcentage de population encore en vie sur le milieu supplémenté 

lorsque tous les individus de la condition témoin sont morts. 

 

Les résultats obtenus montrent que, parmi les 9 extraits obtenus à partir du caillé caprin 

lyophilisé, 6 d’entre eux ont présenté un effet bénéfique, en augmentant significativement la 

longévité du nématode (analyse statistique réalisée avec le test du log-rank) : le fromage 

lyophilisé, l’extrait apolaire, les 3 extraits aqueux et le résidu de l’extraction. L’extrait C 

(éthanol) a présenté un effet toxique dans les premiers jours de l’expérience puis a montré un 

effet bénéfique sur la survie des vers ayant survécu, en augmentant leur longévité. Concernant 

les extraits A et B (issus respectivement des extractions au dichlorométhane et à l’acétate 

d’éthyle), ces derniers ont présenté un effet toxique rapide (mort des nématodes après contact 

avec les milieux de culture supplémentés). 

Ce travail a donné lieu à une publication dans une revue internationale à comité de lecture 

[177].  
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Abstract  

With the ever-increasing human lifespan, age-related affections have become a public health 

issue. The health sector is looking for new bioactive compounds to respond to this demand. The 

unexplored microbial biodiversity and its metabolites represent a major source of innovative 

bioactive molecules with health potential. Fermented foods, such as raw-milk cheese, have 

already been investigated for their rich microbial environment, especially for their organoleptic 

qualities. But studies remain limited regarding their effects on health and few metabolites of 

microbial origin have been identified. An efficient methodology was developed in this study to 

investigate the biological effect of raw-milk cheese, combining a chemical fractionation, to 

isolate the most metabolites from the cheese matrix, and an in vivo biological test using 

Caenorhabditis elegans. C. elegans was brought into contact with cheese extracts, obtained by 

means of chemical fractionation, and with freeze-dried whole cheese by supplementing the 

nematode growth medium. A longevity assay was performed to evaluate the effects of the 

extracts on the worms. Our results demonstrate the feasibility of the method developed to bring 

the worms into contact of the cheese extracts. The evaluation of the effects of the extracts on 

the longevity was possible. Some extracts showed a beneficial effect as extract W70 for 

example, obtained with water, which increases the mean lifespan by 16 % and extends the 

longevity by 73 % (p < 0.0001).  

 

Introduction  

Between 1981 and 2010, more than 50 % of new drugs were derived from natural products [1]. 

However, to date, less than 15 % of plant biodiversity [2] and less than 1 % of the microbial 

biodiversity [3] have been explored. Thus, microorganisms represent a major source of 

innovative bioactive molecules with health potential. Some microorganisms have already been 

investigated for their biological properties, as probiotics for example [4,5], and could be of great 

interest for preventive health applications. Natural compounds, especially from plants, are 

already being used for age-related affections (for examples cardiovascular diseases [6] or 

osteoarthritis [7]), that have become a public health issue with the increase in life expectancy. 

Many biological processes are involved in these affections including inflammation [8] and 

oxidative stress [9]. Some studies have demonstrated the anti-inflammatory [10] or 

antioxidative activities [11] of certain specific microorganisms, or of some of their metabolites. 

The unexplored microbial diversity may be a new source of bioactive compounds, with a 
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potential beneficial effect against these age-related processes. Fermented foods, such as cheese, 

have been investigated for their rich microbial environment. This daily food, appreciated in 

many countries for its taste value, has been the subject of many nutritional [12,13] and sensorial 

[14,15] studies in an attempt to understand and to improve its organoleptic qualities. Recently, 

certain biological properties, such as the antimicrobial [16], probiotic [17,18] and anti-

inflammatory [19] activities of the bacteria isolated from milk, yogurt or cheese have been 

studied. However, these studies remain limited and few bioactive metabolites of microbial 

origin have been identified. 

The goal of our study was to develop a methodology to isolate the metabolites from 

raw-milk cheese by obtaining cheese fractions, before evaluating their biological effect. Two 

extraction processes were employed to develop an efficient extraction of cheese metabolites. 

The first one consisted in a fractionation extraction based on the variation of the solvent polarity 

to remove the most compounds from the cheese matrix. The second process consisted in 

aqueous extractions, as it has been reported that the polar compounds in cheese possess potent 

biological properties [20,21]. Moreover, water is considered a green solvent, making the 

process more environmentally suitable for industrial development if it presents good results. 

Then the biological effects of the resulting fractions were evaluated using the nematode 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) as an in vivo model. The similarities in C. elegans and 

human genetics, as well as its short lifespan, make it a reliable experimental model to test the 

impact of such cheese extracts on the host [22]. Like Drosophila melanogaster this worm has 

become a rudimentary in vivo model used to characterise the probiotic properties of bacteria 

and yeasts [23–25] but its use has now been extended to the screening of the biological effects 

of plant extracts [26,27]. In this context, we decided to use C. elegans to investigate the impact 

of cheese fractions on the longevity. A method was developed to bring the worms into contact 

with cheese extracts, as well as with freeze-dried whole cheese, by supplementing the usual 

nematode growth medium. Then, longevity assays using C. elegans were performed to evaluate 

the biological effects of the cheese extracts and of the whole cheese. 

Material and methods 

Cheese sample 

Goat cheese, ripened for twenty days, (the simplest form made by allowing raw milk to natu-

rally curdle and then draining and pressing the curds) was purchased from a local producer 

(Chèvrerie des Oliviers, Saint-Georges sur Allier, France), cut into small slices and stored at - 



RESULTATS 

 
 

103 
 

25 °C. Before extraction, the cheese was freeze-dried (FreeZone Triad Freeze Dryer, Labconco 

corporation, Kansas City, Missouri) and ground with mortar and pestle. The freeze-dried cheese 

(FDC) was stored at 4 °C in a waterproof container. 

 

Reagents and solvents 

Cyclohexane and dichloromethane were purchased from Carlo Erba (Val de Reuil, France), 

ethyl acetate and absolute ethanol were purchased from VWR chemicals (Radnor, USA). 5-

fluoro-2’-deoxyuridine (FUdR), amphotericin B (250 µg/mL), agarose, cholesterol, NaCl, 

MgSO4, CaCl2, Na2HPO4, KH2PO4, potassium phosphate buffer and NaOH were purchased 

from Sigma Aldrich (Saint-Louis, USA). Lysogeny Broth (LB, Miller’s Modification), peptone 

and agar were purchased from Conda (Madrid, Spain). Yeast extract was purchased from Fisher 

Scientific (Hampton, USA).  

 

Cheese extractions: Obtaining cheese fractions 

Cryogenic crushing of freeze-dried cheese. The freeze-dried cheese (FDC) was 

crushed using cryogenic grinding. The resulting powder was kept in a waterproof container at 

-25 °C until use. 

A method was developed to extract efficiently metabolites from freeze-dried cheese, 

based on successive solid/liquid extractions. According to their polarity property, the solvents 

used were adapted for each extraction performed to remove the metabolites from the cheese 

matrix. Five different solvents were used to collect cheese metabolites as specified by a polarity 

scale, from nonpolar to polar (cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate, absolute ethanol 

and water). To make sure the cheese matrix was exhausted, each solvent extraction was 

performed three times successively (called separation step 1, 2 or 3 in this study). The yield of 

each solvent extraction and the separation step was determined. These values were used to 

quantify the amount of dry extract recovered and to check the efficiency of the exhaustion, by 

comparing the yield of each separation step for the same solvent. 

Extractions were performed on the freeze-dried cheese, starting with cyclohexane 

(apolar solvent) used to extract lipid fraction. Then two different extraction processes were 

implemented to remove the metabolites. Extraction process I corresponded to fractional 

extraction. Extraction process II consisted in water extractions directly on the lipid-free cheese 

(LFC). The extraction procedures are resumed in the Fig 1. 
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Fig. 1: Preparation of cheese fractions. Rings indicate the cheese extracts used for biological 
tests (FDC, lipid fraction, fractions A, B, C, WF, W40, W70 and RSC).  

Lipid extraction. A lipid extraction was performed to recover the apolar fraction of the 

cheese metabolites. The protocol was adapted from Bligh and Dyer (1959), Folch et al. (1957) 

and Manirakiza et al. (2001) [28–30]. Distilled cyclohexane (ratio 1/10 (w/w)) was added to 

FDC powder under mechanical agitation for 4 h. The resulting mixture was filtered with 

Büchner, concentrated under vacuum and the residue was dissolved in cyclohexane (ratio 1/10 

(w/v)), then filtered again to eliminate the residue of the cheese and again concentrated under 
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vacuum. The solvent extraction was performed three times under the same conditions at 

different times (4 h, 2 h and 1 h, respectively) to exhaust the cheese matrix. The resulting dry 

extracts were combined to obtain the final fraction, named lipid fraction.  

Extraction process I. A fractional extraction was carried out on the LFC to collect most 

of the components from the cheese matrix. The procedure resulted in four successive 

solid/liquid extractions, increasing the polarity of the solvent at each step: dichloromethane, 

ethyl acetate, absolute ethanol and water.  

Extractions were performed on the LFC with dichloromethane, followed with ethyl 

acetate and ethanol as shown in Fig 1. The protocol used was the same as for the lipid extraction 

for each solvent, but with a 1/10 (w/v) ratio. The final fractions were named fraction A, B and 

C, respectively.  

An aqueous extraction was performed on the residual solid C (RC). The protocol was 

adapted from Polychroniadou et al. (1999) and Huma et al. (2018) [31,32]. The residual solid 

C (RC) was mixed with HPLC grade water at a ratio of 1/10 (w/v) under mechanical agitation 

and held at 40 °C for 1 h. After centrifugation (8000 rpm, 15 minutes; Avanti J26S XPI, 

Beckman Coulter, Brea, USA), the supernatant was concentrated under vacuum, filtered and 

evaporated before drying under vacuum. The extraction was performed three times under the 

same conditions to exhaust the cheese matrix. The resulting dry extracts were combined to 

obtain the final fraction, crushed with mortar and pestle and named fraction WF.  

The residual solid cheese (RSC) was finely crushed with mortar and pestle and then by 

cryogenic grinding.  

Extraction process II. A process was performed on the LFC, consisting in two 

extraction conditions with water at two different temperatures (40 °C and 70 °C) (Fig 1). LFC 

was mixed with HPLC grade water at a ratio of 1/10 (w/v) under mechanical agitation and held 

at 40 °C (or 70 °C) for 1 h. After centrifugation (8,000 rpm, 15 minutes; Avanti J26S XPI, 

Beckman Coulter, Brea, USA), the supernatant was concentrated under vacuum, filtered and 

evaporated before drying under vacuum. The extractions were performed three times under the 

same conditions, for each temperature, to exhaust the cheese matrix. The resulting dry extracts 

were combined to obtain the final fractions, crushed with mortar and pestle and named fraction 

W40 (extraction at 40 °C) or W70 (extraction at 70 °C).  

Each fraction was stored at -25 °C under argon in a waterproof container until use.  
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Growth of Escherichia coli and heat-killed  

Escherichia coli (E. coli) OP50 was used to feed the worms during the assay. The strain was 

provided by the Caenorhabditis Genetics Center (Minneapolis, MN, USA) and was grown on 

Lysogeny Broth medium at 37 °C overnight. Microbial suspensions were pelleted for 15 

minutes at 4,000 rpm (Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) and washed 

with M9 buffer (per L: 3 g of KH2PO4, 6 g of Na2HPO4, 5 g of NaCl, 1 mL of 1 M MgSO4) to 

a final concentration of 100 mg/mL. To obtain heat-killed (HK) E. coli (100 mg/mL), the 

resulting suspension was held 1h in a water bath at 75 °C. The solution was kept at 4 °C until 

use. 

 

Culture of Caenorhabditis elegans  

The Caenorhabditis elegans N2 (wild-type) strain was provided by the Caenorhabditis Genetics 

Center (Minneapolis, MN, USA). The nematodes were grown and maintained at 20 °C on 

Nematode Growth Medium (NGM) plates (per L: 3 g of NaCl; 2.5 g of peptone; 17 g of agar; 5 

mg of cholesterol; 1 mM of CaCl2; 1 mM of MgSO4, 25 mL of 1 M potassium phosphate buffer 

at pH 6), supplemented with yeast extract (4 g/L) (NGMY) and seeded with live E. coli OP50 

[33–35].  

 

Caenorhabditis elegans synchronization 

The eggs and gravid worms were washed with M9 buffer and centrifuged for 2 minutes at 1,500 

rpm. The pellet was resuspended in 5 mL of worm bleach (2.5 mL of M9 buffer, 1.5 mL of 

bleach, 1 mL of sodium hydroxide 5M) and vigorously shaken until adult worm body disruption. 

The action of the worm bleach was stopped by adding 40 mL of M9 buffer. The egg suspension 

was then centrifuged for 2 minutes at 1,500 rpm and washed twice with 20 mL of M9 buffer. 

The eggs were allowed to hatch under slow agitation at 25 °C for 24 h in 20 mL of M9 buffer. 

The L1 larvae were settled by centrifugation at 1,500 rpm for 2 minutes and were resuspended 

in 1 mL of the remaining supernatant. One hundred microliters was then transferred onto 

NGMY plates, seeded with live E. coli OP50, and incubated until the worms reached the L4 / 

young adult stage [33–35]. 
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Caenorhabditis elegans lifespan assay 

In order to determine the effect of cheese extracts on the worm longevity, a lifespan assay was 

performed with the C. elegans wild-type strain N2. An agar medium (per L: 3 g of NaCl and 6 

g of agarose) was prepared and stored at 55 °C. This medium was adapted from the NGM used 

for the culture of the C. elegans but was depleted as much as possible to avoid any fungal 

development during the assay. The medium was divided into aliquots and individually 

supplemented with cheese extracts at the appropriate concentration (Table 1), before being 

poured at 40 °C into 24-well plate with 0.12 mM of FUdR. Each extract was introduced into 

the medium at 0.5% (w/v). Other concentrations were tested according to the nature of the 

extract, so as not to modify the physicochemical properties of the medium. To avoid any 

significant fungal development, which was commonly observed when using total cheese and 

lipid fraction, the medium was supplemented with amphotericin B for a final concentration of 

1.6 µg/mL. The presence of the antifungal, or not, established two control conditions: with and 

without amphotericin B. A comparison was made between the lifespans of the worms in each 

of the two control conditions to determine whether the antifungal had an influence on nematode 

longevity. Amphotericin B was chosen because of its broad spectrum of action and because it 

does not have a toxic effect on C. elegans [36,37]. After pouring, the wells were immediately 

transferred onto ice, to solidify the agar, and stored at 4 °C until being use. The synchronous 

L4 worms were incubated on a supplemented agar medium (or agar medium for the control 

condition) with ~20 worms per well. They were fed with HK E. coli OP50 and kept at 20 °C 

for the duration of the experiment. The wells were supplemented with food every 3 days to 

avoid starvation (20 µL of 100 mg/mL suspension). Day 0 corresponded to the first day when 

the worms were incubated on the medium. Live worms were scored each day until the death of 

all of the nematodes. A worm was scored as dead when it did not respond to a gentle mechanical 

stimulation. The total cheese and cyclohexane extract conditions were compared to the control 

condition with amphotericin B and food (CC2) whereas the other conditions were compared to 

the control condition with food only (CC1). This assay was performed as four independent 

experiments with three wells per condition and conducted side by side with the control 

conditions [38,39].  
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Table 1 : Concentration of the different cheese extracts used for supplementing the 
medium. 

Fractions 
Concentration (w/v) 

0.1 % 0.5 % 1 % 2 % 

Freeze-dried cheese (FDC)  X   

Lipid fraction X X   

Fraction A  X   

Fraction B  X   

Fraction C X X   

Fraction WF (40 °C)  X X X 

Residual Solid Cheese (RSC)  X   

Fraction W40 (40 °C)  X X X 

Fraction W70 (70 °C)  X X X 

Concentrations are expressed in percentage of extracts relative to the volume of medium.  

 

Statistical analysis 

The data of the C. elegans survival assay were analysed using the Kaplan-Meier method, and 

differences were determined using the log-rank test with R software version 1.1.463. 

Differences were considered statistically significant if p-value ≤ 0.05. Conditions were 

compared to their respective control. Moreover, when it was possible, conditions at the same 

concentration were compared and the different concentrations of the same fraction were also 

compared. 

 

Results  

Development of the chemical extraction process 

The goal was to develop a method of obtaining cheese fractions in order to investigate their 

biological capacities. As the composition of the cheese matrix was not fully described, we 

envisaged two extraction processes in order to extract most of compounds. Extraction process 
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I consisted in successive extractions, increasing polarity solvents in order to remove the most 

compounds. Extraction process II consisted in removing the lipid fraction before performing 

two water extractions at two different temperatures (40 °C and 70 °C). For each solvent, 

extraction was performed three times to exhaust the cheese matrix and recover the most 

components. The Residual Solid Cheese (RSC) was also recovered at the end of the Extraction 

process I and represented 24.5 % of the initial freeze-dried cheese (FDC) engaged. After each 

separation step, the yield of the dry extract was calculated. A comparison was made between 

the yields of each separation step for the same solvent in order to evaluate the efficiency of the 

different extractions (Table 2 for Extraction process I, Table 3 for Extraction process II). For 

most solvents, more than 60 % of the final extract was recovered during separation step 1 (45.9 % 

of the final yield of 47.9 % in the case of the lipid fraction). These values were clearly higher 

than the yields of separation steps 2 and 3 involving the same solvent. For example, a yield of 

45.9 % was calculated for the lipid fraction in separation step 1, whereas yields for separation 

steps 2 and 3 were 1.9 % and 0.1 %, respectively. The significant differences in yields between 

the successive separation steps demonstrated the efficiency of the developed method to exhaust 

the cheese matrix and to recover the most compounds. 

 

Table 2: Yields from Extraction process I in percentage (lipid fraction and fractions A, B, 
C and WF).  

Fractions 

Yields (%) 

separation 

step 1 

separation 

step 2 

separation 

step 3 
Final fraction 

Lipids 45.9 1.9 0.1 47.9 

A 1.3 0.2 0.1 1.6 

B 0.08 0.03 0.01 0.12 

C 0.9 0.5 0.4 1.8 

WF (40 °C) 13.1 4.9 3.0 21.0 
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Table 3: Yields from Extraction process II in percentage (Fractions W40 and W70).  

Fractions 

Yields (%) 

separation 

step 1 

separation 

step 2 

separation 

step 3 
Final fraction 

W40 (40 °C) 15.8 4.7 1.2 21.7 

W70 (70 °C) 16.2 2.4 0.5 19.0 

 

 

Effects of the antifungal on the nematode lifespan 

During the supplementation of the medium, an antifungal, amphotericin B, was added with the 

FDC and lipid fraction to avoid any significant fungal development that would hinder the ability 

to count the worms. A specific control condition with amphotericin B (CC2) was prepared to 

evaluate the effects of the antifungal on the nematode lifespan. To evaluate the effects of the 

antifungal, the relative position and the evolution of the survival curve of CC2 was compared 

with the control condition without antifungal CC1 curve (Fig. 2). 

 

 

Fig 2: Influence of Amphotericin B on C. elegans wild-type N2 strain lifespan. Comparison 
between CC1 and CC2. Worms were incubated on the medium (with or without antifungal) at 
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day 0 and fed every three days with HK OP50. The asterisks indicate the p-values (log-rank 
test) (“*”: p <0.05; “**”: p <0.01; “***”: p <0.001; “****”: p <0.0001) 

 

We observed that the CC2 curve was significantly above CC1 curve (p-value <0.0001). The 

mean and maximum lifespan were significantly higher for CC2 (11 and 19 days, respectively) 

than for CC1 (9.5 and 15 days, respectively) (p <0.0001). These results demonstrated the impact 

of the antifungal on the nematode lifespan, justifying the use of a control with antifungal to 

evaluate the effect of the FDC and lipid fractions on longevity. 

 

 

Cheese extracts influenced the lifespan of C. elegans  

The goal was to investigate the effect of cheese fractions on C. elegans longevity with a lifespan 

assay (Figs 3 and 4). Complementary information was taken into account when evaluating the 

effects of cheese fractions and whole cheese: a comparison between the relative position of the 

curves and their evolution, the mean and maximum lifespan and the percentage of the 

population still alive on cheese conditions when the worms of the control condition were all 

dead (Tables 4 and 5).  

Fig 3: Influence of FDC and lipid fractions on C. elegans wild-type N2 strain lifespan. 
Worms were incubated on fractions at day 0 and fed every three days with HK OP50. The 
asterisks indicate the p-values (log-rank test) (“*”: p <0.05; “**”: p <0.01; “***”: p <0.001; 
“****”: p <0.0001). The asterisks around the curves are the comparisons with the control 
conditions. The asterisks around the legend are the comparisons between the fractions. 
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Fig 4: Influence of fractions E, WF, W40, W70 and RSC on C. elegans wild-type N2 strain 
lifespan. Worms were incubated on fractions at day 0 and fed every three days with OP50 HK. 
The asterisks indicate the p-values (log-rank test) (“*”: p <0.05; “**”: p <0.01; “***”: p <0.001; 
“****”: p <0.0001). The asterisks around the curves are the comparisons with the control 
conditions. The asterisks around the legend are the comparisons between the fractions. 
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Table 4: Survival of C. elegans fed with FDC and lipid fractions and CC2 as a control. 

Mean lifespan, maximum longevity and the percentage of population alive are from survival 
curves. p-values were calculated by comparing conditions with CC2 using the log-rank test. 

 
Table 5: Survival of C. elegans fed with fractions C, WF, W40, W70 and RSC and CC1 as 
a control. 

Tested conditions 
Concentration 

(w/v) (%) 

Mean 

lifespan 

(days) 

Maximum 

longevity 

(days) 

Percentage of 

population alive 

at 15 days (%) 

p-value 

Fraction C 
0.1 5 20 8 0.4 

0.5 6 21 13 0.5 

Fraction WF (40 °C) 

0.5 11 20 5 < 0.0001 

1 11 24 12 < 0.0001 

2 11 24 16 < 0.0001 

Residual Solid Cheese 

(RSC) 
0.5 11 21 11 < 0.0001 

Fraction W40 (40 °C) 

0.5 11 22 10 < 0.0001 

1 10 20 5 < 0.0001 

2 10 17 4 0.0004 

Fraction W70 (70 °C) 

0.5 12 25 15 < 0.0001 

1 11 26 14 < 0.0001 

2 11 23 11 < 0.0001 

CC1 - 9.5 15 0 - 

Mean lifespan, maximum longevity and the percentage of population are from survival 
curves. p-values were calculated by comparing conditions with CC1 using the log-rank test. 

Tested conditions 
Concentration 

(w/v) (%) 

Mean 

lifespan 

(days) 

Maximum 

longevity 

(days) 

Percentage of 

population alive 

at 19 days (%) 

p-value 

Freeze-dried cheese 

(FDC) 
0.5 13 31 13 < 0.0001 

Lipid fraction 
0.1 12 25 3 < 0.0001 

0.5 13 26 5 < 0.0001 

CC2 - 11 19 0 - 
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Incubating worms with freeze-dried cheese (FDC) resulted in a significant increase in 

the longevity compared to the control condition CC2 (p-value <0.0001, Fig 3I), with the FDC 

curve above the CC2 curve all along the assay and a mean lifespan changing from 11 to 13 days 

(+ 18 %). Another important observation was that 13 % of the worm population on FDC 

supplemented medium were still alive at 19 days (maximum lifespan of the worms of CC2) and 

stayed alive until 31 days (+ 63 %) (Table 4). The same observations were made with the worms 

incubated with the lipid fraction (Fig 3II). Curves of the lipid fraction were above the CC2 

curve all along the assay with a significant difference (p-values <0.0001 for both 

concentrations). The mean lifespan increased from 11 to 12 days (+ 9 %) (0.1 % w/v) or 11 to 

13 days (+ 18 %) (0.5 % w/v). A small proportion of the population on the medium 

supplemented with the lipid fraction was still alive at 19 days (5 % maximum) and stayed alive 

until 26 days (+ 37 %). A dose-response was also observed for the lipid fraction with the curve 

for 0.5 % concentration significantly above the curve of 0.1 % concentration (p = 0.006). FDC 

and lipid fraction showed a beneficial effect on the nematode lifespan. The difference with CC2 

was significant, meaning the effect was not due to the antifungal added to the medium. 

Fractions A and B killed the worms immediately after incubating them on the 

supplemented medium. Consequently, no data could be presented for these two conditions.  

The survival of the worms incubated on fraction C presented a two-phase variation 

during the assay. In the first days, an important decrease in the population was observed (Fig 

4I), with curves below the CC1 curve for both concentrations. This resulted in a mean lifespan 

lower than CC1 by 47 % (at 0.1 %) and 37 % (at 0.5 %) (Table 5). However, a few days after 

this initial decrease, an increase in the lifespan, to a maximum of 21 days, became apparent, 

and up to 13 % of the population was still alive whereas the control condition died at 15 days. 

After killing half of the population within the first few days, the fraction C induced a beneficial 

effect from then on. 

Incubating worms on fraction WF, W40, W70 or Residual Solid Cheese (RSC) also 

resulted in an extended longevity. Each concentration of these fractions significantly increased 

the mean lifespan compared to CC1 (p-value <0.0001) with the curves of the fractions above 

the CC1 curve (Fig 4II-4V). The mean lifespan increased between 5 % and 26 %, with the most 

important variation observed for W70 at 1 % w/v (Table 5): the mean lifespan changed from 

9.5 to 12 days. Longevity rose in all conditions, with a minimum increase of 13 %, to a 

maximum increase of 73 %, with W70 at 1 % showing the best variation, going from 15 (CC1) 

to 26 days. Moreover, the worm populations incubated on these fractions were all still alive at 
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15 days, with up to 16 % alive for WF at a concentration of 2 %. For fractions WF, W40 and 

W70 a dose-response was observed. In general, there was a significant difference between the 

W40 curve at 0.5 % and the curves of the other concentrations (p = 0.02 with 1 %, p = 0.0004 

with 2 %), whereas for the same concentration of WF, the curve was significantly below the 

others (p = 0.003 with 1 %, p = 0.02 with 2 %). A significant difference was only observed for 

W70 between 0.5 % and 2 %, with the 0.5 % concentration curve above the 2 % concentration 

curve (p = 0.01). In sum, the beneficial impact of these fractions was shown by the increase in 

the longevity of the worms compared to that of the CC1 worms.  

 

Impact of the extraction conditions of the fractions 

prepared with water on worm lifespan  

Three different fractions were obtained with water extraction: WF from the Extraction process 

I, W40 and W70 from the Extraction process II. The worms were exposed to different 

concentrations (0.5, 1 and 2 %) (Fig 5) of these fractions. At the 0.5 % concentration, W70 

showed the highest effect, with the curve significantly above the WF and W40 ones (p = 0.002 

with W40; p <0.0001 with WF). The mean lifespan and maximum longevity were the highest 

for the fraction W70 at this concentration (Table 5). At the 1 % and 2 % concentrations, the 

survival curve of W40 was significantly below the WF (p = 0.0009 at 1 %; p = 0.0004 at 2 %) 

and the W70 (p <0.0001 for both concentration) curves. In both concentrations, the increase in 

mean lifespan and maximum longevity was lower for W40 (+5 % and up to +33 %, respectively) 

than for the other fractions (+16 % and at least +53 %, respectively). The nematodes did not 

show the same biological response to the fraction WF, W40 and W70, suggesting a variation in 

their composition.  
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Fig 5: Comparison of the effect of aqueous fractions WF, W40 and W70 on C. elegans 
wild-type N2 strain lifespan. Worms were incubated on aqueous fractions at day 0 and fed 
every three days with OP50 HK. The asterisks indicate the p-values (log-rank test) (“*”: p <0.05; 
“**”: p <0.01; “***”: p <0.001; “****”: p <0.0001). The asterisks around the curves are the 
comparisons with the control conditions. The asterisks around the legend are the comparisons 
between the fractions.  
 

Discussion  

Determination of the optimal parameters to perform the 

longevity assay on the worms 

To investigate the effects of cheese extracts on the nematode lifespan, we had to develop a 

method of bringing the worms into contact with them. Recent studies have demonstrated the 

possibility of providing the worms with plant extracts through two different methods. The first 

method consists in adding the extract to a liquid medium either in its solid form or dissolved in 

a solvent [26,27,40]. In some case, solvents such as Dimethyl sulfoxide (DMSO), were added 

to the medium to dissolve the plant extract. However, their possible toxic effects on the 
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nematode are a concern, as reported by Wang et al. (2010) and Katiki et al. (2011) [27,41], who 

observed a dose-effect reduction in longevity. A second method has been developed to supply 

the plant extracts by means of a less toxic solvent. Fan et al. (2011) and Wiegant et al. (2009) 

[38,39] supplemented the NGM agar plates directly before incubating the worms. We adapted 

this second supplementation method to supply the worms with the cheese extracts in a 

homogeneous way. Preliminary trials were done with the NGM used for the culture of C. 

elegans. However, supplementing this medium with freeze-dried Cheese (FDC) and/or 

fractions resulted in a significant fungal development due to the microorganisms found in 

cheese and, thus, in some of the extracts, such as the lipid fraction. These microorganisms were 

not killed during the chemical extraction and proliferated in the medium during the lifespan 

assay, preventing us from visualising and determining the number of live worms. To solve this 

problem, the initial medium was depleted as much as possible. The cheese extracts were then 

added to the agar medium and homogenized before being poured in the wells. This modification 

limited the fungal development except in the FDC and the lipid fraction. In the case of these 

extracts, the microorganisms were still present and growing. To thwart this critical point, 

amphotericin B was added to avoid any significant fungal development. Breger et al. (2007) 

[36] and Huang et al. (2014) [37] demonstrated that this antifungal did not have a toxic effect 

on the nematode. However, this antifungal may have had a positive impact on the lifespan of C. 

elegans. Therefore, two control conditions were studied and compared, CC1 (without antifungal) 

and CC2 (with antifungal). The assay demonstrated a significant difference between the 

survival curves as shown in Fig 2. The antifungal tended to increase the longevity of C. elegans 

significantly, suggesting another source of nutrients through carbon intake via the amphotericin 

B. Consequently, to take into account the presence of the antifungal in the medium, the FDC 

and the lipid fraction were compared with the CC2.  

Another parameter had to be considered to evaluate the effects of the extracts on the 

longevity. Indeed, the age of the worms, when incubated on the medium, has a notable impact 

on the results. So, to avoid this age effect, longevity studies were performed with L4 

synchronized worms. Once the worms were incubated on supplemented medium, food was 

placed on the medium. The development of this method allowed for an efficient measure of the 

effects of the cheese extracts on the nematode lifespan. 

In our experiment, the worms were fed their usual diet of E. coli OP50 because this 

customary food could not be replaced by the cheese extracts. To avoid any potential interaction 

between the bacterial food of the worms, E. coli OP50, and the cheese extracts, the bacteria 
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were heat-killed before being given to the worms. This was done to ensure that the live bacteria 

could not consume the cheese metabolites or produce compounds in response to their presence, 

changing the biological effect of the cheese extracts. Killing the bacteria did not have any 

influence on the lifespan of the worms compared to the live bacteria, as demonstrated by 

Couillault and Ewbank (2002) [42]. This strategy, to use heat killed OP50, allowed for an 

efficient measure of the biological effects of the fractions on the longevity.  

 

Beneficial effects of cheese fractions on C. elegans 

lifespan 

Our results demonstrated that the extracts exhibited different impacts on worm longevity. The 

fractions A and B contained compounds that had a negative impact on C. elegans. The fractions 

instantly killed the worms upon incubating them on the medium. 

The fraction C, obtained with ethanol, engendered a two-phase reaction during the 

longevity assay. During the first days of the assay the fraction killed most of worms. However, 

after three days, it appeared to reinforce the surviving worms by extending their longevity. As 

the solvent was evaporated, these results allowed two hypotheses to be put forward: the fraction 

must have contained toxic compounds in low concentration which harmed and killed the worms. 

Once the concentration decreased, the beneficial effects of the metabolites took over and 

increased the longevity of the surviving worms. The second hypothesis was that toxic 

compounds were not necessarily in low concentration, but the worms adapted, resulting in an 

improved longevity after a few days. As this drastic decrease in the survival curve at the 

beginning of the assay was not observed for the other fractions, the compounds with a negative 

impact might be specific to this fraction and, consequently, could be extracted with ethanol 

alone.  

All of the other fractions demonstrated a beneficial effect on the nematode lifespan. 

Concerning the freeze-dried cheese (FDC) and the lipid fraction, the comparisons were carried 

out with the CC2, to take into account the presence of the antifungal in the medium. As they 

significantly increased the lifespan of the worms compared to the CC2 (p <0.0001 for both 

fractions), this observation showed that the beneficial effects cannot be attributed to the 

antifungal alone, but to the presence of the extracts themselves. The fractions WF, W40, W70 

and Residual Solid Cheese (RSC) presented an increased lifespan compared to the CC1 (p = 

0.0004 for W40 at 2%, p <0.0001 for other conditions). In some cases, a dose-response could 

be observed, with differences between the concentrations for WF, W40 and W70. The different 
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effects observed suggest that they could be correlated with the composition of the fractions. 

Further chemical analyses and genetic studies are necessary to investigate the nature of the 

compounds and the signalling pathways involved in the differences on C. elegans lifespan. 

All these results validated, as evidenced by the variations of the biological responses of 

the worms, that the medium supplementation was efficient with every fraction. This study 

showed that C. elegans was a pertinent model for screening the effects of cheese extracts on the 

longevity. In fact, most fractions were able to increase the longevity significantly in comparison 

with their respective control condition, with a dose-response in some cases. The next step in 

this methodology would be to study the mechanism of action of the fractions by using 

nematodes mutants. Some signalling pathways have already been described to be involved in 

the mechanism of the longevity [35,40] and could represent a new study target. 

 

Comparison of the effects of extracts WF, W40 and W70 

on nematode longevity 

As discussed above, the longevity assay demonstrated the beneficial effects of the extracts WF, 

W40 and W70 on the worms. Each extract increased the longevity of the worms significantly 

compared to the CC1. Another result given by the assay was the difference in their biological 

effect when introduced into the same concentration. At 1% and 2%, the extract W40 presented 

the lowest effect, as its curve was significantly below the two other extracts. Concerning the 

0.5% concentration, W70 showed the highest effect compared to the other two extracts. The 

extracts prepared with water exhibited a beneficial effect on worm longevity. The variations in 

the responses of the worms may be correlated with the variations induced by the extraction 

conditions, in the composition of the extracts. Further chemical analyses are needed to 

investigate and validate this hypothesis. All these results demonstrated that the Extraction 

process II was an efficient process to obtain extracts with a beneficial effect on longevity. Indeed, 

the extracts were easier to obtain using 2-step solvent extractions in comparison with the 

Extraction process I. Moreover, the Extraction process II was performed using water, essentially, 

which is a most suitable solvent for industrial development and applications of using cheese 

fractions for their health benefits.  

Comparing the biological effects of different extracts prepared with the same solvent 

was made possible thanks to C. elegans, thereby classifying this nematode as an efficient in 

vivo model. Thus, the methodology developed in this work will be used for a bioguided 

approach for the screening of the biological properties of different extracts. 
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Conclusion  

This study allowed the development of a methodology to isolate the metabolites from the cheese 

matrix and to evaluate the biological effect of the extracts using an in vivo test. This work 

validated the method of bringing the worms into contact with the cheese extracts. We 

demonstrated that fermented foods, especially raw-milk cheese, could promote a beneficial 

effect on the C. elegans longevity. The results confirmed the beneficial role of some cheese 

extracts (FDC, RSC, WF, W40, W70 and lipid fraction), in increasing the mean and maximum 

lifespan of the worms. In order to deepen their characterisation, the determination of the 

chemical composition of extracts and the identification of the biological mechanisms involved 

in their effects will be the objective of further investigations. The methodology developed in 

this study could be used for further biological studies or could be applied to other fermented 

foods.  
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L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette étude a permis de développer et de valider : 

 Une méthode d’extraction différentielle d’un fromage au lait cru (caillé lactique ca-

prin), en utilisant 5 solvants de polarités différentes, conduisant à l’obtention de 9 

extraits de nature différente. L’efficacité de cette méthode d’extraction a été validée 

par le suivi des rendements d’extraction au cours de la réalisation d’une étude dite 

par « épuisement ».  

 L’utilisation du modèle in vivo nématode C. elegans, en tant que crible biologique, 

afin d’évaluer l’impact des extraits sur le vieillissement et plus particulièrement le 

paramètre « longévité ». Parmi les extraits issus du fromage étudié, 6 ont présenté 

un effet bénéfique sur la longévité du nématode (fromage lyophilisé, extrait apo-

laire, 3 extraits aqueux et le résidu final du fromage). 

 

Les travaux de recherche ont été poursuivis afin : 

 De déterminer les mécanismes biologiques impliqués dans les effets observés suite 

à la supplémentation des milieux par les extraits issus du fromage étudié, permettant 

une augmentation de la longévité du nématode (processus biologiques impliqués 

dans la sénescence du nématode, sensibilité au stress oxydant). 

 De définir l’origine des métabolites bioactifs présents dans les extraits issus du fro-

mage de chèvre étudié. En effet, le fromage étant la résultante de la coagulation et 

de la fermentation du lait, les molécules rencontrées dans le fromage sont donc pour 

la plupart des molécules issues du lait, et pour d’autres, des molécules issues du 

processus de fermentation à partir de substrats laitiers. Il est donc important de dé-

finir si les métabolites actifs sont directement issus du lait ayant servi à la production 

du fromage ou bien s’ils sont spécifiques du fromage, c’est-à-dire obtenus lors du 

procédé de transformation fromagère (notamment lors des étapes de fermentation). 

L’ensemble de ces travaux constitue le corps du second chapitre de la partie « Résultats » 

de ce manuscrit de thèse.  
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Chapitre 2 : Détermination des mécanismes 

biologiques par lesquels les extraits issus du 

fromage étudié induisent une augmentation de la 

longévité du nématode Caenorhabditis elegans  

De nombreuses études ont mis en évidence la relation entre l’alimentation et la santé, avec 

pour objectif d’améliorer à la fois la prévention de pathologies et l’espérance de vie [178,179]. 

Parmi les différentes catégories de produits alimentaires, les aliments fermentés ont retenu notre 

attention car ils possèdent une riche biodiversité microbienne pouvant constituer une source 

intéressante de métabolites, dont certains pourraient exercer un effet bénéfique sur la santé 

[66,67]. Notre précédente étude (cf. chapitre précédent) a révélé que plusieurs extraits obtenus 

à partir d’un fromage de chèvre au lait cru avaient la capacité d’induire l’augmentation de la 

longévité du nématode Caenorhabditis elegans.  

Les travaux de recherche ont été poursuivis afin de déterminer les mécanismes biologiques 

par lesquels les 5 extraits de fromage de chèvre (fromage lyophilisé, l’extrait apolaire et les 3 

extraits aqueux) induisent l’augmentation de la longévité du nématode. Pour cela, nous avons 

choisi d’étudier l’impact de ces 5 extraits de fromage de chèvre sur : 

 La voie insulin-like DAF-2/DAF-16 (décrite comme étant impliquée dans le phéno-

mène de longévité chez le nématode). Pour cela, nous avons évalué l’impact des 5 

extraits : i) sur la longévité (réalisation et analyse comparative de courbes de survie) 

d’une souche mutante du nématode (souche GR1307) n’exprimant pas le facteur de 

transcription DAF-16 ; ii) sur la localisation cellulaire de la protéine DAF-16 à 

l’aide d’une seconde souche mutante (souche TJ356) exprimant une protéine de fu-

sion DAF-16::GFP (Green Fluorescent Protein) et par observation microscopique ; 

iii) sur l’expression du gène daf-16 (par RT-qPCR) chez le ver sauvage (souche N2).  

 La protection du nématode en condition de stress oxydant. Pour cela, nous avons 

évalué la capacité des extraits à augmenter la survie du nématode sur un milieu oxy-

dant. L’implication des voies biologiques DAF-2/DAF-16 et p38 MAPK dans l’ac-

tion des extraits a été étudiée, à l’aide de souches mutantes de nématode (souches 

GR1307 et IG10) et d’une étude par RT-qPCR sur la souche sauvage du nématode 
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(souche N2). En parallèle, la capacité des extraits à réduire la production de radicaux 

libres sur un modèle in vitro de leucocytes humains a été évaluée. 

Les résultats obtenus montrent qu’en l’absence du facteur de transcription DAF-16, les 5 

extraits de fromage testés n’ont plus la capacité d’augmenter la longévité du ver. DAF-16 est 

donc nécessaire pour que les extraits de fromage de chèvre induisent l’augmentation de la 

longévité du nématode. L’implication de ce facteur de transcription a aussi été mise en évidence 

lors des études de transcriptomique et de suivi de sa localisation intracellulaire. Concernant 

l’étude réalisée en condition de stress oxydant, il a été montré que les 5 extraits de fromage de 

chèvre avaient la capacité d’augmenter la survie du ver dans ces conditions oxydantes. Aussi, 

parmi ces 5 extraits, seule l’action de l’extrait apolaire semble passer par les deux voies étudiées 

(DAF-2/DAF-16 et p38 MAPK) pour augmenter la survie du ver en conditions oxydantes. De 

plus, il a aussi été montré que seuls l’extrait apolaire et un des extraits aqueux issus du fromage 

de chèvre ont entraîné une diminution de la production de radicaux libres par les leucocytes 

humains stimulés avec du phorbol myristate acetate (PMA). 

Étant donné que le fromage est un aliment fermenté obtenu à partir du lait, une dernière 

étude a été menée pour déterminer l’impact de la fermentation sur la production des métabolites 

bioactifs. Pour réaliser cela, la même méthode d’extraction que celle utilisée pour fractionner 

le fromage de chèvre (cf. chapitre 1) a été appliquée sur le lait de chèvre, et l’impact des extraits 

obtenus a été étudié sur la longévité et la survie du nématode cultivé en condition de stress 

oxydatif. Il a été montré que le lait de chèvre et ses extraits ont des effets moins importants sur 

le nématode que les extraits équivalents issus du fromage. Ces derniers résultats valident donc 

la pertinence de travailler à partir de cet aliment fermenté et qu’il y a donc une forte probabilité 

que les métabolites bioactifs responsables des activités biologiques mises en évidence soient 

issus de la fermentation du lait en fromage. 

Ce travail a donné lieu à une publication dans une revue internationale à comité de lecture 

[180].  
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Abstract: Many studies have highlighted the relationship between food and health status, 

with the aim of improving both disease prevention and life expectancy. Among the different 

food groups, fermented foods a have huge microbial biodiversity, making them an interesting 

source of metabolites that could exhibit health benefits. Our previous study highlighted the 

capacity of raw goat milk cheese, and some of the extracts recovered by the means of chemical 

fractionation, to increase the longevity of the nematode Caenorhabditis elegans. In this article, 

we pursued the investigation with a view toward understanding the biological mechanisms in-

volved in this phenomenon. Using mutant nematode strains, we evaluated the implication of 

the insulin-like DAF-2/DAF-16 and the p38 MAPK pathways in the phenomenon of increased 

longevity and oxidative-stress resistance mechanisms. Our results demonstrated that freeze-

dried raw goat milk cheese, and its extracts, induced the activation of the DAF-2/DAF-16 path-

way, increasing longevity. Concerning oxidative-stress resistance, all the extracts increased the 

survival of the worms, but no evidence of the implication of both of the pathways was high-

lighted, except for the cheese-lipid extract that did seem to require both pathways to improve 

the survival rate. Simultaneously, the cheese-lipid extract and the dried extract W70, obtained 

with water, were able to reduce the reactive oxygen species (ROS) production in human leuko-

cytes. This result is in good correlation with the results obtained with the nematode. 

Keywords: raw-milk cheese; Caenorhabditis elegans; longevity; oxidative stress; DAF-
16; p38 MAPK 
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1. Introduction 
In the last few years, many studies have highlighted the relationship between diet and 

health status with the aim of improving both disease prevention and life expectancy. Among 

the different food groups, fermented foods, which represent an important part of our diet, have 

a huge microbial biodiversity that makes them an interesting source of metabolites that could 

exhibit health benefits. Recent studies have demonstrated that fermented foods may exhibit 

various beneficial effects on health, such as a cardiovascular protective effect [1,2] or an anti-

proliferative activity in the field of cancer prevention [3]. In a previous study [4], we focused 

our interest on one particular fermented food, raw goat milk cheese. We highlighted the devel-

opment of a new methodology allowing us to fractionate cheese, using chemical fractionation, 

and to highlight the effects of the whole cheese, as well as the resulting extracts, on the longev-

ity of the nematode Caenorhabditis elegans. We demonstrated a pro-longevity effect of the 

freeze-dried cheese and of some of the extracts (a lipophilic extract, named cheese-lipid extract, 

and three different hydrophilic extracts, named W40, WF and W70) on an in vivo model, using 

the wild-type C. elegans N2 strain. The freeze-dried cheese presented the ability to increase the 

maximum lifespan by 63%. The cheese-lipid extract increased longevity up to 37%. The three 

hydrophilic extracts also increased the maximum lifespan, between 13% and 73%, depending 

on the concentration. Another notable particularity revealed by this assay was the percentage 

of the population remaining alive on the extracts after all the nematodes in the control group 

had died: freeze-dried cheese (13%), cheese-lipid extract (up to 5%) and hydrophilic extracts 

(between 4% and 16%). 

In the present study, we pursued the investigation of the health benefits of raw goat milk 

cheese, and its metabolites, using the methodology developed in our previous study [4]. In order 

to better understand the mechanisms of the cheese extracts in increasing longevity, an explora-

tion of the signaling pathways involved was performed using an in vivo C. elegans model. This 

model has shown to be efficient in many studies that evaluated the health impact of some plant 

extracts and microorganisms [5,6]. C. elegans was chosen for our studies because of its simi-

larities with humans concerning the physiology of the intestinal cells [7] and the homology of 

many signaling pathways [8], that make it a relevant model for mechanistic studies. Many mu-

tant strains are available, which allow us to characterize the implication of these signaling path-

ways in the effects of the extracts. In C. elegans, the aging process is modulated by highly 

conserved signaling pathways, such as the DAF-2/DAF-16 [8,9]. The transcription factor DAF-

16 has been demonstrated to regulate downstream genes that influence longevity [10,11] and 
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may be involved in the mechanism of action of the extracts in increasing life expectancy. The 

implication of this pathway will be investigated by using a mutant strain that did not express 

the transcription factor DAF-16. 

With aging, age-related affections become ever more prevalent. Many processes are in-

volved in these affections, such as the oxidative process in which the reactive oxygen species 

(ROS) are implicated. These compounds cause damage to lipids, proteins and DNA, which 

results in the death of the cell [9] and, in the end, of the organism. Moreover, during aging, the 

defense mechanisms of the worms are weakened [9], leaving the nematode more sensitive to 

the oxidative stress, which can be combined with an excessive production of ROS [12]. Conse-

quently, the capacity of the extracts to improve the nematode survival rate on an oxidative me-

dium was investigated in parallel with the longevity test. In keeping with the exploration of the 

effects of the extracts on oxidative stress, an in vitro study was conducted to measure the ability 

of the extracts to reduce the ROS production in human leukocytes and to correlate the results 

obtained with those in the nematode. 

As cheese is a fermented food prepared from milk, a final investigation was performed in 

order to estimate the impact of the milk fermentation on the production of bioactive metabolites. 

To do so, the same fractionation as described in our previous work [4] was performed on the 

nonfermented milk in order to obtain raw goat milk extracts that were then evaluated with a 

longevity and survival assay on the oxidative medium. 

 

2. Materials and Methods 
2.1. Milk and Cheese Samples 

Raw goat milk, freshly collected, and raw goat cheese (ripened for 20 days) were taken 

from a local producer (Chèvrerie des Oliviers, Saint-Georges sur Allier, France). The milk was 

concentrated under vacuum and freeze-dried (FreeZone Triad Freeze Dryer, Labconco Corpo-

ration, Kansas City, MS, USA). The resulting solid was crushed with mortar and pestle and the 

freeze-dried milk (FDM) was kept in a waterproof container at 4 °C. The cheese was cut into 

small slices, freeze-dried and crushed with mortar and pestle. The freeze-dried cheese (FDC) 

was kept in a waterproof container at 4 °C [4]. 

2.2. Reagents and Solvents 
Five-fluoro-2′-deoxyuridine (FUdR), KH2PO4, amphotericin B (250 µg/mL), NaOH, aga-

rose, cholesterol, CaCl2, NaCl, EDTA, RPMI, Na2HPO4, MgSO4, potassium phosphate buffer, 
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NH4Cl, NaHCO3, phorbol myristate acetate (PMA), fetal bovine serum (FBS), gentamicin, glu-

tamine and resazurin were bought from Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA). lysogeny broth 

(LB, Miller’s Modification), peptone and agar were obtained from Conda (Madrid, Spain). 

Yeast extract was obtained from Fisher Scientific (Hampton, VA, USA). Dihydrorhodamine 

123 (DHR 123) was purchased from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA). TRI-

zol was acquired from Ambion by life technologies (Carlsbad, CA, USA). The High-Capacity 

cDNA Archive kit was obtained from Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Rotor-Gene 

SYBR Green Mix was acquired from Qiagen GmbH (Hilden, Germany) and primers from Eu-

rogentec (Seraing, Belgium). 

2.3. Obtaining of Milk Extracts 
An extraction procedure was performed on the freeze-dried milk (FDM) to recover the 

different extracts, as mentioned in our previous article [4]. The apolar extract of the milk me-

tabolites was recovered by adding distilled cyclohexane (ratio 1/10 (w/w)) to FDM powder and 

mechanically agitated for 4 h. The solution was then filtered with Büchner and evaporated under 

vacuum. The resulting solid was dissolved in cyclohexane (ratio 1/10 (w/v)) before filtering 

again to eliminate the residue of the milk and evaporated under vacuum to obtain the dry extract. 

The milk matrix was exhausted by repeating the same procedure three times, under the same 

conditions at different times (4 h, 2 h and 1 h, respectively). The resulting dry extracts were 

combined to constitute the final extract, known as denominated milk lipid extract. The residual 

solid, which was retained by the filtration, was dried under vacuum and named lipid-free milk 

(LFM) (Figure 1). 

The LFM was extracted using a chemical fractionation to recover most of the compounds, 

which resulted in three successive solid/liquid extractions, with an increase of the polarity of 

the solvent at each step: dichloromethane, ethyl acetate and absolute ethanol (Figure 1). For 

each solvent, the protocol used was the same as with cyclohexane, but with a 1/10 (w/v) ratio. 

The final dried extracts were denominated as extracts MA, MB and MC, respectively. 

The residual solid from the absolute ethanol extraction was dried under vacuum and named 

residual solid milk (RSM). Each dried milk extract was kept in a waterproof container at −25 

°C, under argon. 
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Figure 1. Preparation of the milk extracts. Ovals designate the milk extracts used for our bio-
logical studies (FDM (freeze-dried milk), milk lipid extract, LFM (lipid-free milk), and ex-
tracts MA (obtained with dichloromethane), MB (obtained with ethyl acetate), MC (obtained 
with absolute ethanol) and RSM (residual solid milk)). 
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2.4. Obtaining of Cheese Extracts 
The same cheese extracts were used in this study as in our previous work [4]. The cheese 

extracts were obtained from the goat cheese by successive chemical extractions as described in 

the previous study. Briefly, the same extraction procedure as for the milk was applied to the 

freeze-dried cheese (FDC) to obtain a cheese-lipid extract, which was extracted with cyclohex-

ane, as well as lipid-free cheese. From this residue, extract A and residue RA were then obtained 

with dichloromethane. Next, extract B and residue RB were obtained from the residue RA with 

ethyl acetate. To finish, extract C and residue RC were obtained from the residue RB with 

absolute ethanol. A fifth extraction was performed on the residual solid RC recovered from the 

ethanolic extraction to obtain yet another extract. HPLC-grade water was added to this solid 

(ratio of 1/10 (w/v)) and the mixture was mechanically agitated for 1 h at 40 °C. The mixture 

was then centrifuged (8000 rpm, 15 min; Avanti J26S XPI, Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 

and the supernatant was concentrated under vacuum, filtered to eliminate the residue of cheese 

and evaporated. Finally, the resulting solid was dried under vacuum. The cheese matrix was 

exhausted by repeating the same procedure three times, under the same conditions. The result-

ing dry extracts were combined to constitute the final extract, ground with mortar and pestle 

and denominated extract WF. 

Two additional extracts were obtained by performing a water extraction on the lipid-free 

cheese, at two different temperatures (40 °C and 70 °C). The extraction procedure was the same 

as that for the extract WF described above, with the exception of the temperature. The resulting 

extracts were named W40 (extracted at 40 °C) and W70 (extracted at 70 °C). 

Each dried cheese extract was kept in a waterproof container at −25 °C, under argon. The 

following experiments were performed using the FDC, the cheese-lipid extract and the extracts 

W40, W70 and WF, all of which presented a beneficial effect on the worms’ lifespan in our 

previous study. 

2.5. Microbial Strains, Growth Conditions and Heat-Killed Preparation 

The Escherichia coli strain OP50 was provided by the Caenorhabditis Genetics Center 

(Minneapolis, MN, USA) and used as a food source during the worms’ maintenance. E. coli 

OP50 was grown in lysogeny broth medium at 37 °C overnight. The microbial suspension was 

centrifuged (15 min, 4000 rpm; Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) and 

washed with M9 buffer (per L: 3 g of KH2PO4; 6 g of Na2HPO4; 5 g of NaCl; 1 mL of 1 M 

MgSO4). The microbial suspension was adjusted to obtain a 100 mg/mL final concentration. 

During the experiments the worms were fed with heat-killed (HK) E. coli OP50. E. coli (100 
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mg/mL) (from the resulting suspension) was heat-killed at 70 °C for 1 h and the solution was 

kept at 4 °C until use. 

2.6. C. elegans Maintenance 
The Caenorhabditis elegans N2 (wild-type), and the different mutants TJ356 (daf-

16p::daf-16a/b::GFP + rol-6(su1006)), GR1307 (daf-16(mgDf50)) and IG10 (tol-1(nr2033)) 

strains were acquired from the Caenorhabditis Genetics Center. The nematodes were cultured 

at 20 °C on nematode growth medium (NGM) plates (per L: 3 g of NaCl; 2.5 g of peptone; 17 

g of agar; 5 mg of cholesterol; 1 mM of CaCl2; 1 mM of MgSO4; 25 mL of 1 M potassium 

phosphate buffer at pH 6), supplemented with yeast extract (4 g/L) (NGMY) and seeded with 

live E. coli OP50 [13–15]. 

2.7. Synchronisation of Wild-Type C. elegans and Mutant Strains 
In order to avoid any variation in the results due to the age differences in the population, a 

synchronization of the worms was performed. Gravid worms and eggs were collected from 

NGMY plates and washed off using M9 buffer before centrifuging (2 min, 1500 rpm; Rotofix 

32A, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany). Five milliliters of worm bleach (2.5 mL of 

M9 buffer, 1.5 mL of bleach, 1 mL of sodium hydroxide 5 M) were added to the pellet and 

vigorously shaken until adult worm body disruption. Forty milliliters of M9 buffer were then 

introduced to block the effect of the worm bleach. The egg suspension was centrifuged (2 min, 

1500 rpm) and washed twice with 20 mL of M9 buffer. The isolated eggs hatched at 25 °C for 

24 h in 20 mL of M9 buffer, under slow agitation. The resulting L1 larvae were then transferred 

onto NGMY plates, seeded with live E. coli OP50 as a food source and maintained at 20 °C 

until they reached the L4/young adult stage [13–15]. 

2.8. Caenorhabditis elegans Longevity Assay Incubated With Dried Milk Extracts 
The effect of the dried milk extracts on the life expectancy of the worms was evaluated by 

performing a longevity assay using the wild-type C. elegans N2 strain. An agar medium (per L: 

3 g of NaCl and 6 g of agarose) was prepared, stored at 40 °C and split into aliquots that were 

individually supplemented with the dried milk extracts at the suitable concentration, according to 

the physicochemical properties of the extracts (Table 1). The supplemented aliquot was then 

poured, at 40 °C, into a 24-well plate with 0.12 mM of FUdR. The aliquot was also supplemented 

with amphotericin B (final concentration of 16 µg/mL), in the case of the lipid-free milk (LFM), 

to prevent any significant fungal development, which is commonly observed with this extract 

[16]. The presence or absence of the antifungal established two control conditions: with and 
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without amphotericin B. To densify the agar, the plates were immediately moved onto ice after 

pouring, and kept at 4 °C until being used. Once adult, worms were incubated on a supple-

mented agar medium (or agar medium for the control condition) with ~15 worms per well, with 

HK E. coli OP50 as a food source, and kept at 20 °C for the duration of the assay. To avoid 

starvation, food was added every 3 days in the wells (20 µL of 100 mg/mL suspension). Nem-

atodes were observed daily and were considered dead when they did not respond to a gentle 

mechanical stimulation. The effect of the LFM was evaluated in comparison with the control 

condition with amphotericin B and food (CC2), whereas the effect of the other extracts was 

evaluated in comparison with the control condition with food only (CC1). This assay was per-

formed as at least three independent experiments containing three wells per condition and con-

ducted simultaneously with the control conditions. Complementary information was taken into 

account to determine the effects of the extracts: the observation of the relative position of the 

curves, the value of the mean and maximum lifespan and the percentage of the population that 

was still alive on the supplemented medium when the worms in the control condition were all 

dead [4]. 

Table 1. Concentrations of the dried milk extracts used for supplementing the medium. Con-
centrations are expressed in percentage of extracts relative to the volume of medium. 

Extracts 
Concentration (w/v) 

0.25% 0.5% 1% 

Freeze-dried milk (FDM) X X  

Milk lipid extract (ML)  X X X 

Lipid-free milk (LFM) X X X 

Extract MA X X  

Extract MB  X  

Extract MC X X  

Residual solid milk (RSM) X X X 

 

2.9. Longevity Assay of DAF-16 Loss of Function Mutant (GR1307 Strain) Incubated With 
Dried Cheese Extracts 

In order to determine the implication of DAF-16 in extending the longevity of the worms 

incubated with dried cheese extracts, a longevity assay was conducted with the C. elegans 

GR1307 strain (DAF-16 loss-of-function). To prepare the supplemented agar medium with the 

cheese extracts, the same protocol described above was applied. The dried cheese extracts were 

used at 0.5% and 1% concentrations (w/v) for supplementing the medium. The aliquots were 
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also supplemented with amphotericin B (1.6 µg/mL) in the case of the freeze-dried cheese 

(FDC) and the cheese-lipid extract, to prevent any significant fungal development. The effects 

of the FDC and the cheese-lipid extract were evaluated in comparison with the control condition 

with amphotericin B and food (CC2), whereas the effects of the extracts W40, W70 and WF 

were evaluated in comparison with the control condition with food only (CC1). This assay was 

performed as at least four independent experiments containing three wells per condition and 

conducted simultaneously with the control conditions. 

2.10. Cellular Localisation of DAF-16::GFP 
In order to study the biological activity of dried cheese extracts, an experiment was per-

formed using transgenic TJ356 worms (DAF-16::GFP). The nuclear localization of the tran-

scription factor was determined thanks to fluorescence, as described by Poupet et al. [14]. The 

same agar medium as described for the longevity assay was prepared, cooled down to 40 °C 

and supplemented with 5 mg/L of cholesterol, 1 mM of CaCl2, 1 mM of MgSO4 and 1 M of 

potassium phosphate buffer at pH 6 (25 mL for 1 L of medium). The medium was then split 

into aliquot, and individually supplemented with cheese extracts at 1% (w/v) and poured into a 

24-well plate before being immediately transferred onto ice to densify the agar, and stored at 4 

°C until use. Once adult, worms were incubated on a cheese-extract agar plate for 2 h and 4 h 

at 20 °C, with food (heat-killed E. coli OP50). The translocation of DAF-16::GFP was scored 

by assaying the presence of the GFP accumulation in the C. elegans cell nuclei, using a 40× 

magnification fluorescence microscope (Evos FL, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) [17]. 

2.11. Survival of the Worms on the Oxidative Medium 
The experiment was performed to determine the potential antioxidant activity of dried milk 

and cheese extracts as a preventive measure. This study was performed with the wild-type C. 

elegans N2 strain for the milk and cheese extracts. The experiment was also performed with 

the GR1307 strain (DAF-16 loss-of-function) and the IG10 strain (TOL-1 loss-of-function), but 

only for the dried cheese extracts. This assay was performed according to Grompone et al. 

(2012) [18], with some modifications. The same agar medium as described for the longevity 

assay was prepared and supplemented as described above with dried milk or cheese extracts at 

1% (w/v). The aliquots were supplemented with food (40 µL of HK E. coli OP50 suspension at 

100 mg/mL) for each condition, before being poured, at 40 °C, into a 24-well plate with 0.12 

mM of FUdR. The aliquots were also supplemented with amphotericin B (1.6 µg/mL) in the 

case of the lipid-free milk (LFM), freeze-dried cheese (FDC) and cheese-lipid extract to prevent 
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any significant fungal development. As described above, two control conditions were used dur-

ing the assay: with and without amphotericin B. After pouring, the plates were immediately 

transferred onto ice to densify the agar, and stored at 4 °C until use. Once adult, worms were 

incubated on a supplemented agar medium (or agar medium for the control condition) with ~50 

worms per well, and the worms were incubated for 5 days at 20 °C. After incubation, the worms 

were transferred onto an agar medium with or without hydrogen peroxide (3 mM in the me-

dium). After 3 h 30 min of contact, the worm survival rate τ was scored and expressed with the 

following formula: 

𝜏 =

𝑛
𝑛

𝑛
𝑛

, (1)

 

A worm was considered as dead when it did not respond to a mechanical stimulus. The 

effect of the LFM, FDC and the cheese-lipid extract was evaluated in comparison with their 

respective control condition with amphotericin B and food (CC2) whereas the effect of the other 

extracts was evaluated in comparison with their respective control condition with food only 

(CC1). This assay was performed as at least four independent experiments containing three 

wells per condition and conducted simultaneously with the control conditions. 

2.12. Determination of the Expression of Gene of Interest 
2.12.1. Incubation of the Worms 

In order to determine the expression of the gene of interest (GOI), an RNA isolation and 

RT-quantitative PCR were performed with the wild-type C. elegans N2 strain. The experiment 

was conducted in order to evaluate the gene expression at two incubation times as determined 

in the longevity assay performed in our previous study [4]: at 3 days (start of the decrease in 

the population during the longevity assay) and at 10 days (mean lifespan of the control popula-

tion during longevity assay). The worms were incubated on the medium supplemented with the 

cheese extracts at 1% (w/v) as described for the longevity assay, in 55 mm diameter Petri dishes 

(1 per replicate and per time). Once adult, worms were incubated on a supplemented agar me-

dium (or agar medium for the control condition) with ~500 worms per well (3 days) or ~1000 

worms (10 days), provided with the necessary amount of food for each time and kept at 20 °C. 

The freeze-dried cheese (FDC) and the cheese-lipid extract were compared to the control con-

dition with amphotericin B and food (CC2), whereas the extracts W40, W70 and WF were 

compared to the control condition with food only (CC1). This assay was performed as at least 

three independent experiments. 
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2.12.2. RNA Isolation and RT-Quantitative PCR 
The RNA isolation and RT-quantitative PCR were adapted from Poupet et al. [19]. After a 

3- or 10 day-incubation period, the worms were collected with M9 buffer. The total RNA was 

extracted by adding 500 µL of TRIzol reagent. The worms were disrupted by using a Precellys 

(Bertin instruments, Montigny-le-Bretonneux, France) and glass beads (PowerBead Tubes 

Glass 0.1 mm, Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA, USA). The beads were removed by centrif-

ugation at 14,000 rpm for 1 min (Eppendorf® 5415D, Hamburg, Germany), and 100 µL of 

chloroform was added to the supernatant. The tubes were vortexed for 30 s and incubated at 

room temperature for 3 min. The tubes were then centrifuged (12,000 rpm, 15 min, 4 °C) and 

the phenolic phase was removed. The aqueous phase was treated again with chloroform. The 

RNA was precipitated in the second aqueous phase by adding 250 µL of isopropanol. The tubes 

were incubated at room temperature for 4 min before centrifugation (12,000 rpm, 10 min, 4 

°C). The supernatant was discarded, and the pellet was washed with 1000 µL of 70% ethanol. 

The supernatant was discarded after centrifugation (14,000 rpm, 5 min, 4 °C) and the pellet was 

dissolved into 20 µL of RNase-free water. Then, 2 µg of RNA was reverse-transcribed using 

the High-Capacity cDNA Archive kit, according to the manufacturer’s instructions. For real-

time qPCR assay, each reaction contained 2.5 µL of cDNA, 6.25 µL of Rotor-Gene SYBR 

Green Mix, 1.25 µL of 10 µM primers (Table 2) and 1.25 µL of RNase-free water. All samples 

were run in triplicate. Rotor-Gene Q Series Software (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) was 

used for the analysis. In our study, one reference gene, Y45F10D.4, was used in all of the ex-

perimental groups. The quantification of GOI expression (EGOI) was performed according to 

Equation (2) [20]: 

EGOI =
(GOI efficiency)∆CtGOI

(Y45F10D.4 efficiency)∆CtY45F10D.4
, (2)

Table 2. Targeted C. elegans genes primers for qPCR analysis. 

Gene Name Gene Type Forward Primer (5′-3′) Reverse Primer (5′-3′) Reference 

Y45F10D.4 housekeeping CGAGAACCCGCGAAATGTCGGA CGGTTGCCAGGGAAGATGAGGC [19] 

daf-16 GOI TTCAATGCAAGGAGCATTTG AGCTGGAGAAACACGAGACG [19,21]  

sek-1 GOI GCCGATGGAAAGTGGTTTTA TAAACGGCATCGCCAATAAT [19,21] 

pmk-1 GOI CCGACTCCACGAGAAGGATA AGCGAGTACATTCAGCAGCA [19,21]  
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2.13. Leukocyte Viability 
Blood was collected from healthy human volunteers (n = 22; Etablissement Français du 

Sang, EFS, Clermont-Ferrand, France). Donors gave their written informed consent for the use 

of blood samples for research purposes under EFS contract n°16-21-62 (in accordance with the 

following articles: L1222-1, L1222-8, L1243-4 and R1243-61 of the French Public Health 

Code). The whole-blood leukocytes were obtained by hemolytic shock using ammonium chlo-

ride solution (NH4Cl, 155 μM; NaHCO3 12 μM, EDTA 0.01 μM). The leukocytes were then 

washed with RPMI, centrifuged (400× g, 10 min) and resuspended in RPMI. The cell prepara-

tions were adjusted to 106 cells/mL with supplemented RPMI (FBS 10%, gentamicin 50 μg/mL 

and glutamine 2 mM). The cells were then placed in 96-well polystyrene plates (Cell Wells™, 

Corning, New-York, NY, USA), incubated with the dried extracts WF, W40, W70 or the dried 

cheese-lipid extract at 0, 10, 50, 100 or 200 µg/mL, PMA (1 µM) and resazurin (25 µg/mL). 

The extract WF was filtered at 0.22 µM to avoid any significant fungal development. Fluores-

cence (excitation/emission: 544/590 nm) was recorded every 30 min for 2 h using the Fluoros-

kan Ascent FL® apparatus (ThermoFisher Scientific, Illkirch, France). 

2.14. Kinetics of ROS Production by Leukocytes 
Blood was collected from healthy human volunteers (n = 22). The whole-blood leukocyte 

preparations were obtained and adjusted as previously described. The cells were placed in 96-

well polystyrene plates, incubated with the dried extracts WF, W40, W70 or the dried cheese-

lipid extract at 0, 10, 50, 100 or 200 µg/mL, and dihydrorhodamine 123 (DHR 123, 1 μM), and 

stimulated by 1 µM PMA for 120 min to increase the ROS production. The extract WF was 

filtered at 0.22 µM to avoid any significant fungal development. The fluorescence intensity of 

rhodamine 123, which is the reduced form of dihydrorhodamine 123 oxidation by ROS, was 

recorded every 5 min for 120 min (excitation/emission: 485/538 nm) using the Fluoroskan As-

cent FL® apparatus. 

2.15. Statistical Analysis 
Results of lifespan experiments were examined by using the Kaplan–Meier method, and 

compared among group scoring for significance using the log-rank test with R software version 

3.6.0. The differences between conditions, in the survival assay on the oxidative medium, the 

qPCR analysis, the cellular viability assay and the ROS production assay, were determined by 

using the Kruskal–Wallis test followed by an Uncorrected Dunn’s test using GraphPad Prism 

version 8.2.1 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences were consid-

ered statistically significant if p-value ≤ 0.05. 
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3. Results 
3.1. Implication of DAF-16 in the Capacity of the Extracts to Induce an Increase in Longevity 

In order to determine the implication of the transcription factor DAF-16 (involved in the 

longevity phenomenon) in the mechanisms of action of the dried cheese extracts (freeze-dried 

cheese (FDC), cheese-lipid extract, and WF, W40 and W70), a longevity assay was carried out 

using the GR1307 mutant strain that did not produce the protein. If the transcription factor 

DAF-16 was required, the extracts would no longer be able to induce an increase in the lifespan. 

In this regard, no variation of the beneficial effect of the cheese extracts should be noted. 

The worms incubated with the FDC did not show any variation in longevity compared with 

the control CC2 condition (Figure 2A). The mean and maximum lifespans were identical be-

tween the control condition and both concentrations of FDC (Table 3). However, the significant 

difference observed between the curves representing the FDC and the CC2 (p = 0.001 and p = 

0.03 for 0.5% and 1% concentration, respectively) suggests that the FDC was responsible for a 

beneficial effect on the worms, allowing a larger part of the population to remain alive for a 

given amount of time compared with the CC2. 

The cheese-lipid extract showed a variation between the two concentrations. An increase 

in longevity was observed for the worms incubated on the extract at 0.5%, with a significant 

difference between this curve and the CC2 curve (p = 0.02) (Figure 2B). The maximum lifespan 

was also higher, increasing from 17 (CC2) to 18 (+6%) days (Table 3). At 1%, the beneficial 

effects of the extract were no longer significant (p = 0.5). 

The worms incubated with the dried aqueous cheese extracts WF and W40 had a significant 

decrease in their lifespan compared with the control CC1 (p < 0.001) (Figure 3A,B). The curves 

representing these extracts were significantly below the CC1 curve, with a decrease in the mean 

lifespan from 9 (CC1) to 8 days (WF at 1%, W40 at 0.5% and 1%). Concerning WF at 0.5%, 

the mean lifespan decreased from 9 to 7 days (Table 4). However, the maximum lifespan was 

higher for all conditions, with an increase of between 12% and 18% compared with CC1. Con-

cerning the extract W70, no variation in lifespan was observed in comparison with CC1. The 

evolution of the curve was similar to that of the control condition for both concentrations (Fig-

ure 3C). An increase in the maximum lifespan was noted for a small proportion of the popula-

tion of the worms (up to 5% of the population). 
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Figure 2. Influence of the FDC (freeze-dried cheese) (A) and the cheese-lipid extract (B) on 
the lifespan of C. elegans GR1307 strain. The worms were incubated on the medium supple-
mented with the dried extracts at day 0 and regularly fed with HK E. coli OP50. The condi-

tions were considered significantly different when the p-value was lower than 0.05 (*) or 0.01 
(**) (log-rank test). The asterisks next to the curves represent the differences with the control 
condition CC2. The asterisks next to the legend represent the differences between the extracts. 

 

 

 

 

Table 3. Data of the longevity assay of the C. elegans GR1307 strain on the medium sup-
plemented with the FDC (freeze-dried cheese) and the cheese-lipid extract, and CC2 as 
control. Mean lifespan, maximum lifespan and the percentage of population still alive were 
taken from the survival curves in Figure 2. p-values were calculated by comparing condi-
tions with CC2 using the log-rank test. 

Tested Conditions 
Concentration 

(w/v) (%) 

Mean 
Lifespan 
(Days) 

Maximum Lifespan 
(Days) 

Relative Increase in 
the Maximum 
Lifespan (%) 

Percentage of Population 
Still Alive at 17 Days (%) 

p-Value 

CC2 - 10 17 - 0 - 

Freeze-Dried Cheese 
(FDC) 

0.5 10 17 0 0 0.001 

1 10 17 0 0 0.03 

Cheese-lipid extract 
0.5 10 18 +6 1 0.02 

1 10 16 −6 0 0.5 
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Table 4. Data of the longevity assay of the C. elegans GR1307 strain on the medium sup-
plemented with the aqueous extracts WF, W40 and W70, and CC1 as a control. Mean 
lifespan, maximum lifespan and the percentage of population still alive were taken from 
the survival curves in Figure 3. p-values were calculated by comparing conditions with 
CC1 using the log-rank test. 

Tested Conditions 
Concentration 

(w/v) (%) 

Mean 
Lifespan 
(Days) 

Maximum 
Lifespan 
(Days) 

Relative Increase in 
the Maximum 
Lifespan (%) 

Percentage of Popula-
tion Still Alive at 17 

Days (%) 
p-Value 

CC1 - 9 17 - 0 - 

Extract WF  
(40 °C) 

0.5 7 19 +12 1 <0.0001 

1 8 19 +12 2 0.0008 

Extract W40 
(40 °C) 

0.5 8 19 +12 2 <0.0001 

1 8 20 +18  1 0.0002 
Extract W70 

(70 °C) 
0.5 10 22 +29 2 0.9 
1 9 22 +29 5 0.09 

Figure 3. The influence of the aqueous extracts WF (A), W40 (B) and W70 (C) on the C. 
elegans GR1307 strain lifespan. The worms were incubated on the medium supplemented 
with the dried extracts at day 0 and regularly fed with HK E. coli OP50. The conditions 
were considered significantly different when the p-value was lower than 0.001 (***) or 
0.0001 (****) (log-rank test). The asterisks next to the curves represent the differences 
with the control condition CC1. The asterisks next to the legend represent the differences 
between the extracts. 
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This result was reinforced by the comparison of the three extracts WF, W40 and W70 at 

the same concentration (Figure 4). For both concentrations, the curve representing W70 was 

significantly above the other curves corresponding to the extracts WF and W40 (p < 0.0001 

with W40; p = 0.0001 with WF). These results confirmed that the transcription factor DAF-16 

was required for the FDC, the cheese-lipid extract and the extracts WF, W40 and W70 in order 

to increase the lifespan of the nematode C. elegans significantly. 

Figure 4. Comparison of the effect of the aqueous extracts WF, W40 and W70 at 0.5% (A) 
and 1% (B) concentration on the C. elegans GR1307 strain lifespan. The worms were in-
cubated on the medium supplemented with the dried extracts obtained with water at day 0 
and regularly fed with HK E. coli OP50. The conditions were considered significantly dif-
ferent when the p-value was lower than 0.001 (***) or 0.0001 (****) (log-rank test). The 
asterisks next to the curves represent the differences with the control condition CC1. The 
asterisks next to the legend represent the differences between the extracts. 

3.2. Cellular Localisation of DAF-16::GFP 
The nuclear translocation of the DAF-16/FOXO transcription factor was examined using 

the C. elegans TJ356 strain (which constitutively expresses the fusion protein DAF-16::GFP) 

(Figure 5). The localization of DAF-16 in the cells of the worms was established by fluores-

cence to determine if this signaling pathway was involved in the effects of the extracts. Figure 

5shows that the freeze-dried cheese (FDC) and the extract W70 were the only extracts that 

tended to induce a translocation of the transcription factor into the nuclei after 2 h of incubation. 

At 4 h, each extract tended to induce a translocation of DAF-16 into the nuclei. The control 

condition did not show any variation in DAF-16 cellular localization for the duration of the 

assay, suggesting that the translocation observed was induced by all of the extracts. These ob-

servations reinforced the results obtained from the longevity assays, suggesting that the tran-

scription factor DAF-16 was involved in the mechanisms of action of the extracts. 
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Figure 5. The effects of the FDC (freeze-dried cheese) and the extracts on DAF-16 cellular 
localization in C. elegans transgenic strain TJ356 expressing DAF-16::GFP, after 2 h and 
4 h of incubation on the supplemented medium. The arrows indicate the accumulation of 
the transcription factor in the nuclei. Scale bar: 100 µm. 
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3.3. Effect of the Dried Cheese Extracts on the Survival Rate of the Wild-Type C. elegans N2 
Strain on the Oxidative Medium 

The impact of the dried cheese extracts (freeze-dried cheese (FDC), cheese-lipid extract, 

WF, W40 and W70) on the survival rate of the wild-type C. elegans N2 strain on an oxidative 

medium was evaluated (Figure 6). The survival rate was determined by measuring the worm 

viability after 3 h 30 min incubation on an agar H2O2-medium. The results demonstrated that 

the cheese extracts significantly influenced the ability of the worms to survive longer on the 

oxidative medium. Those incubated with the FDC and the cheese-lipid extract exhibited a better 

resistance to the oxidizing medium compared with the CC2 worms, with a survival rate of 3 (p 

= 0.0003) and 2.4 (p = 0.0306), respectively (Figure 6A). The same observation was made for 

the worms incubated with the cheese extracts WF, W40 and W70, where the survival rate in-

creased to 4.4 (p = 0.0052), 4.3 (p = 0.0091) and 4.1 (p = 0.0181), respectively, compared with 

the CC1 condition (Figure 6B). The cheese extracts exhibited a beneficial effect on the worms 

by improving their survival rate on the oxidative medium. 

Figure 6. Relative survival rates of the wild-type C. elegans N2 strain on an oxidative 
medium after 5 days of incubation on a medium supplemented with FDC (freeze-dried 
cheese) and cheese-lipid extract (A) or aqueous extracts WF, W40 and W70 (B). The con-
ditions were considered significantly different from the control when the p-value was lower 
than 0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) (Kruskal–Wallis test). 

3.4. Implication of the Signaling Pathways in the Survival of the C. elegans on the Oxidative 
Medium 

The increase of the survival rate of the worms, induced by the dried cheese extracts, may 

be due to an activation of the signaling pathways involved in the defense mechanisms of the 

worms, such as the insulin-like pathway or the p38 mitogen activated protein kinase (p38 

MAPK) [8,9,22]. The same survival assay was performed with mutants to determine if these 
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pathways are involved in the biological mechanism. The survival rate for the C. elegans 

GR1307 strain, which does not express daf-16, was determined by measuring the worm viabil-

ity after 3 h 30 min of incubation on the oxidative medium. When incubated with the freeze-

dried cheese (FDC) (p < 0.0001), and the cheese extracts WF (p = 0.0057), W40 (p = 0.0003) 

and W70 (p = 0.0371) (Figure 7A,B), the worms exhibited a significant resistance to the oxi-

dative medium compared with that in their respective control conditions. The FDC increased 

the survival rate from 1 to 4.8. The worms incubated with WF, W40 and W70 had a survival 

rate between 3.5 and 4.7. The cheese-lipid extract tended to improve the worms’ resistance to 

the oxidative medium from 1 to 2.9. However, this increase was not significant compared with 

that in the CC2 group. The results suggested that only the cheese-lipid extract required the 

presence of the protein DAF-16 to improve the survival rate of the worms. 

Figure 7. The relative survival rates of the C. elegans GR1307 strain (DAF-16 loss-of-
function) (A,B) and IG10 strain (TOL-1 loss-of-function) (C,D) on an oxidative medium 
after 5 days of incubation on a medium supplemented with the cheese extracts (FDC 
(freeze-dried cheese), cheese-lipid extract and aqueous extracts WF, W40 and W70). The 
conditions were considered significantly different from the control when the p-value was 
lower than 0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) or 0.0001 (****) (Kruskal–Wallis test). 
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The same experiment was conducted with the C. elegans IG10 strain, which does not ex-

press the gene of the receptor tol-1 that is linked to the p38 MAPK signaling pathways involved 

in the nematode immunity. The absence of the receptor may prevent the activation of the path-

way by the extracts and cancel the beneficial effects observed with the N2 strain. The same 

observations as for the GR1307 strain were made for the IG10 mutant. The worms incubated 

on the FDC or the dried aqueous extracts (W40, W70, WF) demonstrated a better resistance to 

the oxidizing medium (Figure 7C,D). The survival rate increased from 1 to 4.4 (p = 0.0162) for 

WF and 4.6 (p = 0.0037) for W40 and W70. For the FDC, it increased from 1 to 2.9 (p = 0.0005). 

Once again, the cheese-lipid extract tended to increase the worms’ resistance to the oxidative 

medium (survival rate of 2.1), but the effect observed was not significant in comparison with 

the CC2 condition. Based on these observations, only the cheese-lipid extract required the re-

ceptor TOL-1 in order to improve the survival rate of the worms. 

3.5. Evaluation of the Expression of the Genes of Interest (GOI) daf-16, sek-1 and pmk-1 

The expression of the three genes of interest (daf-16, sek-1 and pmk-1) was investigated as 

two of these are implicated in the p38 MAPK pathway (Figure 8). The experiment was con-

ducted during two different time periods: 3 days and 10 days of incubation with the dried cheese 

extracts. The freeze-dried cheese (FDC) and the cheese-lipid extract did not modulate the ex-

pression of any of the genes of interest after 3 days of incubation (Table 5). At 10 days, the 

FDC significantly upregulated the expression of the three genes to 2.78 for daf-16 (p = 0.0039), 

2.89 for sek-1 (p = 0.0297) and 2.80 for pmk-1 (p = 0.016). The cheese-lipid extract upregulated 

the expression of daf-16 and pmk-1 to 3.41 (p = 0.0019) and 2.39 (p = 0.0094), respectively, 

after 10 days of incubation (Table 5). 
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Figure 8. The representation of the insulin-like pathway and the p38 MAPK pathway studied 
in this article. The following genes were tested: daf-16 (studied with a mutant and a tran-
scriptomic analysis), tol-1 (studied with a mutant), and pmk-1 and sek-1 (studied with a tran-
scriptomic analysis). 

 

With regard to the different dried aqueous extracts, at 3 days, only the extract WF overex-

pressed daf-16 up to 5.52 (p = 0.0018) before going back to a normal expression after 10 days. 

The expression of sek-1 and pmk-1 was not modified by the extract whatever the duration. As 

for W40, the results demonstrated that the extracts did not modulate the expression of the genes 

after 3 days of incubation (Table 6). At 10 days, W40 significantly increased the expression of 

daf-16 to 2.93 (p = 0.0043) and tended to overexpress sek-1 to 3.39. Finally, the extract W70 

did not influence the expression of the three genes of interest. The results demonstrated that, 

except for W70, the extracts influenced the expression of daf-16. Concerning the genes sek-1 

and pmk-1, only the FDC and the cheese-lipid extract were able to overexpress at least one of 

them. 
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Table 5. The relative expression of the three C. elegans genes of interest after 3 days or 10 
days of incubation on a medium supplemented with FDC (freeze-dried cheese) or cheese-lipid 
extract in comparison with CC2 condition. The expressions were considered significantly dif-
ferent when the p-value was lower than 0.05 (*) or 0.01 (**), and simultaneous when the ex-
pression change was of at least 2 times higher or 0.5 times lower. 

 Genes of Interest 

Conditions daf-16 sek-1 pmk-1 

FDC 3 days 1.95 1.13 1.00 

FDC 10 days 2.78 ** 2.89 * 2.80 * 

Cheese-lipid extract 3 days 1.07 1.02 1.09 

Cheese-lipid extract 10 days 3.41 ** 1.19 2.39 ** 

 

Table 6. The relative expression of the three C. elegans genes of interest after 3 days or 10 
days of incubation on a medium supplemented with aqueous extracts WF, W40 or W70, in 
comparison with CC1 condition. The expressions were considered significantly different 
when the p-value was lower than 0.01 (**), and simultaneous when the expression change 
was of at least 2 times higher or 0.5 times lower. 

 Genes of Interest 

Conditions daf-16 sek-1 pmk-1 

WF (40 °C) 3 days 5.52 ** 1.11 1.27 

WF (40 °C) 10 days 1.00 1.87 1.01 

W40 (40 °C) 3 days 1.08 0.83 1.24 

W40 (40 °C) 10 days 2.93 ** 3.39 0.67 

W70 (70 °C) 3 days 1.20 0.80 1.08 

W70 (70 °C) 10 days 1.96 1.26 0.59 

 

3.6. Production of ROS in Human Blood Leukocytes Triggered by PMA 
The effect of the dried cheese extracts (cheese-lipid extract, WF, W40 and W70) on the 

production of the reactive oxygen species (ROS) was quantified in human blood leukocytes 

triggered by PMA (Figure 9A). Only two extracts exhibited the capacity to reduce the ROS 

production in the cells. A significant decrease was observed for W70 for the highest concentra-

tion (200 µg/mL), decreasing the ROS production by 28% (p = 0.0029). The other concentra-

tions also tended to decrease the ROS production, but not significantly. Finally, the cheese-lipid 

extract significantly reduced the production of ROS for each concentration, with the same 

strength as no dose response was observed (by 23% for 10 µg/mL (p = 0.025) and by 24% for 
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50 µg/mL (p = 0.0202), 100 µg/mL and 200 µg/mL (p = 0.0124 for both concentrations)). The 

results obtained were not influenced by any toxic effects of the extracts, as no significant dif-

ferences were observed with the leukocyte viability assay (Figure 9B). 

Figure 9. The effect of the cheese-lipid extract, WF, W40 and W70 on the ROS production 
in the leukocytes (A) and the viability of the leukocytes (B). The cells were treated with 
the indicated concentrations of the extract for 2 h, and measurements were made every 30 
min. Data were expressed as relative production or viability in comparison with the control 
which was fixed at 100%. The conditions were considered significantly different from the 
control when the p-value was lower than 0.05 (*), 0.01 (**) (Kruskal–Wallis test). 

 

3.7. Effect of the Dried Milk Extracts on the Longevity of Wild-Type C. elegans N2 Strain and 
Its Survival Rate on the Oxidative Medium 

In order to determine if the milk could provide the same beneficial effect on the worms’ 

longevity as the cheese, a longevity assay was conducted with the dried milk extracts, using the 

wild-type C. elegans N2 strain. Indeed, the milk used for making the cheese could contain the 

same metabolites and so, could exert the same beneficial effect. 

Incubating the worms with the freeze-dried milk (FDM) showed a significant increase in 

longevity for both concentrations tested (p < 0.0001) (Figure 10). The mean lifespan increased 

by 33% and 25% for the 0.25% and 0.5% concentrations, respectively (Table 7). The maximum 

lifespan also increased from 23 days (maximum lifespan of CC1) to 31 days (+35%) and 26 days 

(+13%), and the percentage of the population still alive when the worms on the CC1 condition 

had died was 6% and 5%, respectively. Moreover, no differences were observed between the 

two concentrations of FDM when compared to each other. The same observation was made for 

the milk lipid extract, the milk extracts MA (obtained with dichloromethane) and MC (obtained 

with ethanol) and the residual solid milk (RSM). Indeed, these conditions also significantly 
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increased the lifespan of the worms (p < 0.0001). The mean lifespan increased between 21% 

and 25% for all conditions, and the percentage of the population still alive at 23 days reached a 

maximum of 5%. The maximum lifespan was more variable, with an increase of up to 52% 

with the RSM compared to the CC1 condition. Concerning the extract MA, a significant differ-

ence was observed between the two concentration curves (p = 0.04), with the 0.25% curve 

above the 0.5% concentration curve. 

Table 7. Data of the longevity assay of the wild-type C. elegans N2 strain on the medium 
supplemented with the FDM (freeze-dried milk), milk lipid extract, extracts MA (obtained 
with dichloromethane), MB (obtained with ethyl acetate), MC (obtained with absolute eth-
anol) and the RSM (residual solid milk), and CC1 as a control. Mean lifespan, maximum 
lifespan and the percentage of the population still alive are from the survival curves. p-
values were calculated by comparing conditions with the CC1 using the log-rank test. 

Tested Conditions 
Concentration 

(w/v) (%) 

Mean 
Lifespan 
(Days) 

Maximum 
Lifespan 
(Days) 

Relative Increase of 
the Maximum 
Lifespan (%) 

Percentage of Population 
Still Alive at 23 Days (%) 

p-Value 

CC1 - 12 23 - 0 - 

Freeze-Dried Milk 
(FDM) 

0.25 16 31 +35 6 <0.0001 

0.5 15 26 +13 5 <0.0001 

Milk Lipid Extract 

0.25 14.5 26 +13 3 <0.0001 

0.5 15 30 +30 5 <0.0001 

1 15 23 0 0 <0.0001 

Extract MA 
0.25 15 31 +35 5 <0.0001 

0.5 14 28 +22 3 <0.0001 

Extract MB 0.5 7 22 −4 0 <0.0001 

Extract MC 
0.25 14 26 +13 2 <0.0001 

0.5 15 28 +22 4 <0.0001 

Residual Solid Milk 
(RSM) 

0.25 15 28 +22 5 <0.0001 

0.5 15 25 +9 5 <0.0001 

1 15 35 +52 4 <0.0001 

 



RESULTATS 

 
 

151 
 

Figure 10. The influence of FDM (freeze-dried milk) (A), milk lipid extract (B), extracts MA 
(obtained with dichloromethane) (C), MB (obtained with ethyl acetate) (D), MC (obtained 
with ethanol) (E) and RSM (residual solid milk) (F) on the lifespan of wild-type C. elegans 

N2 strain. The worms were incubated on the medium supplemented with the dried extracts at 
day 0 and regularly fed with HK E. coli OP50. The conditions were considered significantly 

different when the p-value was lower than 0.05 (*) or 0.0001 (****). The asterisks next to the 
curves represent the differences with the control condition CC1. The asterisks next to the leg-

end represent the differences between the extracts (log-rank test). 
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The extract MB, unlike the others, exhibited a significant negative effect on the lifespan of 

the wild-type C. elegans N2 strain. Indeed, the curve representing this extract was significantly 

below the CC1 curve (p < 0.0001) (Figure 10). The mean lifespan was reduced by 42% and the 

maximum lifespan was lower than the control, with a maximum of 22 days against 23 days 

(−4%) (Table 7). 

The worms incubated with the lipid-free milk (LFM) presented a significant increase in 

their lifespan compared with the CC2 condition, with the curves of each concentration of the 

extract above the CC2 curve (p < 0.0001) (Figure 11). The mean lifespan increased by 8%, 17% 

and 25% for the 0.25%, 0.5% and 1% concentrations, respectively (Table 8). The maximum 

lifespan increased between 4% and 26%, and the percentage of the population still alive when 

the worms on the CC2 condition had died was between 5% and 7%. 

 

Figure 11. The influence of the LFM (lipid-free milk) on the lifespan of the wild-type C. 
elegans N2 strain. The worms were incubated on the medium supplemented with the dried 
extract at day 0 and regularly fed with HK E. coli OP50. The conditions were considered 
significantly different from the control conditions CC2 when the p-value was lower than 
0.0001 (****) (log-rank test). 
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Table 8. Data of the longevity assay of the wild-type C. elegans N2 strain on the medium 
supplemented with the LFM (lipid-free milk) and CC2 as a control. Mean lifespan, maxi-
mum lifespan and the percentage of population still alive are from survival curves. p-values 
were calculated by comparing conditions with CC2 using the log-rank test. 

Tested Conditions 
Concentration 

(w/v) (%) 

Mean 
Lifespan 
(Days) 

Maximum 
Lifespan 
(Days) 

Relative Increase of 
the Maximum 
Lifespan (%) 

Percentage of Popula-
tion Still Alive at 23 

Days (%) 
p-Value 

CC2 - 12 23 - 0 - 

Lipid-Free Milk 
(LFM) 

0.25 13 28 +22 5 <0.0001 

0.5 14 29 +26 7 <0.0001 

1 15 24 +4 5 <0.0001 

The effects of the milk extracts on the survival abilities of the worms on the oxidative 

medium were also evaluated. Only the worms incubated with the FDM and the extract MC 

exhibited a better resistance to the oxidizing medium compared to the CC1 condition (Figure 

12A), with a survival rate increasing from 1.0 for the CC1 to 2.0 (p = 0.0006) and 1.8 (p = 

0.0142), respectively. The other extracts did not show any significant effect on the survival of 

the worms 

With the exception of the extract MB, the results of our lifespan assay demonstrated that 

all of the other milk extracts (FDM, milk lipid extract, MA, MC, RSM and LFM) exerted a 

beneficial effect and were able to significantly increase the lifespan of the worms. However, in 

the survival assay on the oxidative medium, the effects of these extracts, still excepting MB, on 

the worms’ survival rate were not as noteworthy as those of the cheese extracts (FDC, cheese-

lipid extract, WF, W40, W70). Indeed, only two milk extracts (FDM and MC) exhibited an 

effect on the worms. 



RESULTATS 

 
 

154 
 

Figure 12. The relative survival rates of the wild-type C. elegans N2 strain on an oxidative 
medium after 5 days of incubation on a medium supplemented with FDM (freeze-dried milk), 
milk lipid extract, extract MA (obtained with dichloromethane), MC (obtained with ethanol) 
and RSM (residual solid milk) (A) or LFM (lipid-free milk) (B). The conditions were consid-

ered significantly different from the control when the p-value was lower than 0.05 (*) or 
0.001 (***) (Kruskal–Wallis test). 

 

4. Discussion 
4.1. The Transcription Factor DAF-16 is Implicated in the Mechanism by Which the Dried 
Cheese Extracts Increase Longevity 

In our previous study, we demonstrated the beneficial effects of different dried cheese ex-

tracts (the freeze-dried cheese (FDC), the cheese-lipid extract and the three cheese extracts ob-

tained with water) on nematode longevity [4]. To better understand the mechanisms of action, 

the present study was focused on the identification of the signaling pathways that may be in-

volved in these beneficial effects. C. elegans has already been the subject of many investiga-

tions and is now well described [23]. The insulin-like pathway, also named DAF-2/DAF-16, 

has been reported to be involved in the development and in the longevity phenomenon of the 

worm [11,24]. Many studies have highlighted that the transcription factor DAF-16 regulates 

the lifespan by influencing downstream genes [10,11]. As our extracts were shown to increase 

longevity, an assumption was established that DAF-16 was associated with this phenomenon. 

Two experiments were performed to determine the involvement of DAF-16: a lifespan assay 

with the GR1307 mutant strain that does not express DAF-16 and the study of the cellular 
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localization of DAF-16 with the transgenic strain TJ356 expressing DAF-16::GFP. These as-

says were completed with a transcriptomic analysis to determine the expression of daf-16 when 

the worms were incubated with the extracts. 

It has been shown that the FDC significantly increased the lifespan of the wild-type C. 

elegans N2 strain. The longevity assay on the DAF-16 loss-of-function strain (GR1307) showed 

a difference in the effect of the cheese, with a disappearance of the beneficial effects. There 

was no variation in the mean and maximum lifespan of the worms incubated with FDC com-

pared with the CC2 worms. The results demonstrated that FDC cannot increase longevity with-

out DAF-16. However, for both concentrations, the FDC curve was significantly above the CC2 

curve, suggesting that the FDC exercised a beneficial effect on the worms, allowing a larger 

part of the population to remain alive for a given amount of time compared with the CC2 con-

dition. The hypothesis of the implication of DAF-16 was also consolidated by the observations 

of the cellular localization of DAF-16::GFP (Figure 5) and the analysis of gene expression. Both 

experiments validated the implication of DAF-16. The FDC tended to translocate the transcription 

factor into the nuclei after 2 h of incubation. The gene expression analysis showed that the FDC 

significantly upregulated the expression of daf-16 at 10 days. All results validated the implica-

tion of the DAF-16 transcription factor in the mechanisms of action of the FDC in increasing 

the lifespan of the nematode. 

The cheese-lipid extract presented a dose effect during the longevity assay. A significant 

increase in longevity was only observed for the 0.5% (p = 0.02). The study of the DAF-16::GFP 

consolidated the observation made during the longevity assay, as well as the RT-qPCR analysis, 

for which the extract significantly overexpressed daf-16 at 10 days. These results validated the 

implication of the transcription factor DAF-16 in the mechanisms of action of the extract in 

increasing the longevity in the wild-type C. elegans N2 strain. 

The monitoring of the cellular localization of DAF-16::GFP showed that the extracts W40 

and WF tended to activate the signaling pathway by translocating the protein into the nuclei. 

The transcriptomic analysis consolidated this observation for WF and W40 which significantly 

up-regulated the expression of the gene at 3 days and at 10 days, respectively. These observa-

tions were reinforced by the inability of the extracts to increase the longevity of the GR1307 

strain (DAF-16 loss-of-function). Even more, the curves representing the extracts were signif-

icantly below the CC1 curve (for both concentrations), suggesting that the transcription factor 

is necessary and required for WF and W40 to exhibit a beneficial effect. Concerning W70, no 

differences were observed with the CC1 condition for either concentration. Although W70 did 
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not overexpress the gene daf-16, it tended to translocate the transcription factor into the nuclei. 

In agreement with the observation made on the wild-type C. elegans N2 strain the extract did 

not show any toxic effect on the worms. All the results obtained validated the hypothesis that 

the DAF-16 transcription factor is involved in the biological mechanism, allowing the longevity 

of the nematode to increase when incubated with the extracts. The proof of the implication of 

DAF-16 completes the results obtained in the previous study [4], by characterizing the mecha-

nisms of action of the extract. 

As DAF-2/DAF-16 pathway is a homologue of the insulin pathway in human, it is con-

ceivable that the effects of the bioactive extracts on the C. elegans model may be similar in 

humans, using the same pathway. Further studies are required to investigate this hypothesis. 

 

4.2. The Dried Cheese Extracts Influenced the Survival of the Worms on the Oxidative Me-
dium 

During aging, the defense mechanisms of the worms are weakened, making the nematode 

more sensitive to the oxidative stress [9]. The beneficial effects of the dried cheese extracts 

observed in longevity may be due to an improvement of the worms’ resistance to the oxidative 

stress and/or to the interaction with the DAF-16 transcription factor. To test this assumption, 

the effect of the extracts on the survival rate of the worms on the oxidative medium was evalu-

ated. 

The assay demonstrated that the worms incubated with the dried cheese extracts exhibited 

a better resistance to the oxidative medium, with an increase in the survival rate of up to 4.4 

(Figure 6). Following these observations, the investigation of the signaling pathways implicated 

in the mechanisms of action was performed with the GR1307 (which does not express DAF-

16) and IG10 (which does not express the receptor TOL-1) mutant strains. The insulin-like 

pathway is also described to be involved in immunity and stress resistance [22,25]. The results 

of the longevity assays suggested that DAF-16 is implicated in the beneficial effect of the ex-

tracts. The same survival assay on an oxidative medium was performed with the GR1307 strain. 

In absence of the protein DAF-16, no variation in the effect of the cheese extracts was observed 

in the worms, as evidenced by the survival rates, except for the cheese-lipid extract for which 

the increased survival rate was not significant compared with the control. This extract requires 

the expression of the protein DAF-16 to exhibit an improvement in the worms’ resistance to the 

oxidative stress. 
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Another signaling pathway was investigated to describe the mechanisms of action of the 

cheese extracts. The p38 MAPK is a pathway involved in the human immune system [26]. This 

pathway is highly conserved in C. elegans, and is also implicated in the worms’ resistance to 

oxidative stress by the synthesis of glutathione [8,22,27]. The receptor TOL-1, which is con-

nected to the p38 MAPK, is a homolog of the toll-like receptor family in humans, which is 

implicated in immunity [9] and may play a role in the effect of the extracts. The survival assay 

on the oxidative medium performed with the TOL-1-deficient mutant strain showed the same 

results as the GR1307 strain. Indeed, the lipid extract alone could not significantly increase the 

survival rate of the worms without the presence of TOL-1, suggesting that the lipid extract also 

needs the p38 MAPK as well to exert its effect. The transcriptomic analysis revealed that the 

expression of two downstream genes of the p38 MAPK pathway, sek-1 and pmk-1, was modu-

lated by some cheese extracts. The FDC significantly upregulated sek-1 and pmk-1, and the 

cheese-lipid extract, only influenced the expression of pmk-1, suggesting that the two extracts 

exert an effect via the p38 MAPK signaling pathway. These results suggest that the cheese-

lipid extract requires the activation of the two signaling pathways to improve the resistance of 

the worms. With regard to WF, W40 and W70, they did not influence the expression of these 

genes. The results from the assays suggest that they may use another pathway for increasing 

the survival rate of the worms. Further mechanistic studies are needed to better understand their 

mechanisms of action. 

 

4.3. Influence of the Dried Cheese Extracts on ROS Production in Human Leukocytes 
The FDC (freeze-dried cheese), the cheese-lipid extract and the cheese extracts WF, W40 

and W70 demonstrated the ability to increase the longevity of the wild-type C. elegans N2 

strain, as well as its survival rate on an oxidative medium, suggesting an action on the worms’ 

resistance to the oxidative stress. In keeping with the investigation of the effects of the extract 

on this stress, an in vitro assay was conducted to determine the capacity of four extracts (cheese-

lipid extract, WF, W40 and W70) to reduce the ROS production in human leukocytes. Only 

two extracts reduced the amount of ROS produced by the cells when triggered with PMA. The 

cheese-lipid extract seemed to exhibit an effect without any dose response, suggesting that the 

maximum efficient concentration was reached. Further studies with lower concentrations 

should give more information on the activity of the cheese-lipid extract on the ROS production. 

Conversely, the extract W70 only demonstrated a beneficial effect for the highest concentration 

(200 µg/mL). For the lower concentrations, the extract tended to decrease the ROS production 
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but without significant differences, suggesting that the effect of W70 increased with the con-

centration. This assay allowed us to make the correlation between the findings observed in C. 

elegans and in humans. The two effective extracts were able to improve the resistance of the 

worms to the oxidative medium and to reduce the ROS production in the human lymphocyte 

cells. Further studies are required in order to determine if the mechanisms of action involved in 

human cells are similar to those in C. elegans. 

 

4.4. The Milk and its Extracts Exert a Lower Beneficial Effect on the Wild-Type C. elegans N2 
Strain Compared with the Cheese and its Extracts 

The goal of this assay was to determine if the milk could exert the same effect as the cheese 

on the longevity and survival rate of the C. elegans. The results suggested that, except for the 

extract MB (obtained with ethyl acetate as a solvent), all of the dried milk extracts significantly 

increased the longevity of the wild-type C. elegans N2 strain. However, this beneficial effect 

seems lower in comparison with the effect of the dried cheese extracts as determined in our 

previous study [4]. Indeed, the comparison between the milk extracts and the equivalent cheese 

extracts, at the same concentration, revealed that milk was less efficient in improving the lon-

gevity of the nematode C. elegans than the cheese. The increase of the mean lifespan was higher 

with the freeze-dried milk (FDM) at 0.5% than the freeze-dried cheese (FDC) at 0.5% (+25% 

for the FDM and +18% for the FDC), but the maximum lifespan was lower. The FDM increased 

the maximum lifespan by 13%, whereas the FDC increased it by 63% at the same concentration. 

Moreover, the part of population still alive on the conditions, when the worms of the control 

had died, was higher with the FDC, with a maximum of 13% of the population still alive, 

whereas only a maximum of 5% was observed with the worms on the FDM. The same obser-

vation was made when the cheese-lipid extract was compared to the milk-lipid extract: a mean 

lifespan higher with the milk-lipid extract (+30% against +18%, for the same 0.5% concentra-

tion) but the maximum lifespan was lower than the cheese-lipid extract (+30% against +37%, 

for the same 0.5% concentration). The differences observed in their biological response may be 

due to a variation in the metabolite composition and/or concentration between these two dairy 

foods, induced by the microorganism’s activities (fermentation, etc.) of the milk during the 

cheese-making process. This observation was confirmed by the fact that the cheese extracts A 

(extracted with dichloromethane) and B (extracted with ethyl acetate) killed the worms in-

stantly, whereas survival curves from the longevity study with the equivalent extracts of milk 
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(MA and MB) were recovered, confirming the variation in the metabolite composition, or their 

concentration, between the two dairy foods. 

The same observations were noted in the survival assay on the oxidative medium. The 

results suggested that the milk extracts were less beneficial than the cheese extracts. Indeed, 

only two milk extracts (freeze-dried milk (FDM) and extract MC) improved the survival of the 

worms, whereas the five cheese extracts (FDC, cheese-lipid extract, WF, W40 and W70) ex-

erted a beneficial effect on the wild-type C. elegans N2 strain. Moreover, the survival rate was 

higher for the worms incubated with the cheese extracts. The survival assay on the oxidative 

medium, as well as the longevity assay, validated that the milk extracts had a less favourable 

impact on the C. elegans nematode. 

 

5. Conclusions 
This study allowed us to deepen the understanding of the biological effects of dried cheese 

extracts on longevity and resistance to oxidative stress in C. elegans. To our knowledge, this 

investigation had never been performed. The study of the signaling pathways involved in the 

mechanisms of action of the cheese extracts revealed, for the first time, that the insulin-like 

pathway is implicated, via DAF-16, to increase longevity. The extracts also revealed the capac-

ity to increase the survival rate of the worms that were incubated on an oxidative medium. 

However, no evidence of the implication of the DAF-2/DAF-16 and/or the p38 MAPK in this 

mechanism has been highlighted. Only the cheese-lipid extract seemed to require these two 

pathways to improve the worms’ resistance. The beneficial effects of the cheese extracts on the 

wild-type C. elegans N2 strain were correlated with their effect in human leukocytes. Indeed, 

two extracts (cheese-lipid extract and W70) decreased the ROS production, confirming the link 

between the results obtained with the nematode and human cells. These results allow us to 

hypothesis that the benefits of the raw-milk cheese could be similar in the aging process in 

humans. However, further studies on human cells are needed to pursue the investigation of the 

action of the extracts and understand the mechanisms implied in this phenomenon. Finally, the 

comparison of the effects of the milk and cheese extracts on longevity and the survival rate of 

the worms demonstrated a less favourable effect of the milk compared with the cheese, sug-

gesting that the bioactive metabolites were only present, or were at a higher concentration, in 

the fermented food. The investigation of the bioactive metabolites in the goat cheese should 

continue, by subfractionating the interesting extracts and evaluating the biological effects of the 

resulting subfractions on the C. elegans and human cells in order to deepen our knowledge of 
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the biological activity of the cheese. Alongside, a comparison of the beneficial effects of the 

goat cheese from this study and other raw-milk cheeses should give more information regarding 

the bioactive metabolites in cheese and its potential applications concerning human health. 
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L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette étude a permis de montrer : 

 Que l’action bénéfique des extraits de fromage de chèvre sur la longévité du nématode 

fait intervenir le facteur de transcription DAF-16.  

 Que les extraits issus du fromage de chèvre permettent de protéger le nématode en con-

dition de stress oxydant. Parmi les 5 extraits testés, seule l’action de l’extrait apolaire 

semble faire intervenir le facteur de transcription DAF-16 et le récepteur TOL-1 de la 

voie p38 MAPK. Aussi, 2 de ces extraits (extrait apolaire et un des trois extraits aqueux) 

induisent une diminution de la production de radicaux libres sur un modèle in vitro de 

leucocytes humains stimulés avec du PMA. 

 Que la bioactivité est portée par les métabolites présents spécifiquement dans le fromage 

(étant donné que les extraits de lait de chèvre ont moins d’impacts bénéfiques sur C. 

elegans en comparaison aux mêmes types d’extraits issus du fromage).  

Comme précisé dans l’article, la méthode d’extraction présentée dans le premier chapitre a 

été appliquée sur le lait de chèvre pour obtenir les différents extraits. De la même manière que 

pour le fromage, chaque extrait de lait était obtenu à la suite de trois étapes de séparation (une 

extraction suivie de deux épuisements). Le rendement à chaque étape a été calculé afin 

d’évaluer l’efficacité de l’extraction pour chaque solvant (Tableau 9). Les rendements obtenus 

mettent en évidence qu’au moins 50 % de la matière à extraire l’a été lors de la première étape 

de séparation. Ces résultats mettent en évidence que la méthodologie d’extraction développée 

et validée pour des matrices fromagères (cf. article n°1) peut être utilisée dans les mêmes 

conditions lors de l’extraction de matrices laitières.  
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Tableau 9 : Rendements des extraits de lait en pourcentage (extrait apolaire du lait, lait 
délipidé, extrait au dichlorométhane, extrait à l’acétate d’éthyle, extrait à l’éthanol et résidu 

du lait) 

Extrait de lait 

Rendements (%) 

Étape de 

séparation 1 

Étape de 

séparation 2 

Étape de 

séparation 3 
Extrait final 

Extrait apolaire du lait 23.4 1.1 0.1 24.8 

Lait délipidé - - - 69.7 

Extrait au 

dichlorométhane (MA) 
0.3 0.1 0.1 0.5 

Extrait à l’acétate 

d’éthyle (MB) 
< 0.1 < 0.1 < 0.1 0.1 

Extrait à l’éthanol 

(MC) 
0.5 0.3 0.2 1.0 

Résidu du lait - - - 62.3 

Ces rendements sont calculés à partir de la quantité de matières sèches récupérées à la fin de chaque étape de séparation. 

 

L’ensemble des travaux de recherche réalisés avec les extraits de fromage de chèvre l’a été 

à partir de fromages issus d’un même lot de production. Afin de s’assurer que les effets 

biologiques observés ne sont pas « lot de production dépendant », les études de bioactivité ont 

été refaites avec des extraits issus de caillés lactiques de chèvres de différents lots de production 

(lots produits à 1 an d’intervalle) (Figure 22). Ces résultats attestent d’une répétabilité au niveau 

de l’effet des extraits de fromage sur la survie du ver en milieu oxydant : i) au sein d’un même 

lot de fromage ; ii) entre deux lots de fromages produits à un an d’intervalle. Cela valide donc 

la méthode d’extraction employée, et confirme la pertinence de travailler à partir de cette 

matrice fromagère. 
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Figure 22 : Taux de survie relatif de la souche sauvage N2 de C. elegans en condition 
oxydante, après 5 jours d’incubation sur un milieu supplémenté avec fromage lyophilisé lot 1, 
fromage lyophilisé lot 2 et l’extrait apolaire lot 2 (A), ou l’extrait aqueux W40 lot 1, W70 lot 

1, W40 lot 2 et W70 lot 2 (B). 

 Les conditions sont considérées significativement différentes du témoin lorsque la p-value 
était inférieure à 0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) ou 0.0001 (****) (Test de Kruskal-Wallis)
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Chapitre 3 : Étude de la composition chimique de 

4 extraits de fromages définis précédemment 

comme biologiquement actifs  

A la suite des travaux présentés dans les chapitres 1 et 2 de cette partie « Résultats » du 

manuscrit, nous avons choisi d’étudier la composition chimique de 4 extraits de fromage de 

chèvre définis comme biologiquement actifs : l’extrait apolaire et les 3 extraits aqueux. 

L’objectif de cette étude est d’obtenir un visuel exhaustif de la composition chimique de ces 

extraits et de réaliser une analyse comparative de ces différents profils. Notre volonté est, à 

terme, d’établir une liaison entre le profil chimique des extraits et leurs activités 

biologiques d’intérêt. 

Les résultats obtenus précédemment montrent des disparités dans la réponse biologique des 

extraits. En effet, bien que 2 extraits aqueux (W40 et W70, Figure 20) induisent l’augmentation 

de la longévité du nématode, seul un des deux (W70) présente aussi la capacité de réduire la 

production de radicaux libres par les cellules leucocytaires humaines. Ces résultats suggèrent 

que l’extrait W70, contrairement à W40, renferme des métabolites actifs sur l’inhibition de la 

production de radicaux libres par ces cellules leucocytaires activées par du PMA. Afin de 

pouvoir déterminer ce(s) métabolite(s) actif(s), nous avons décidé d’analyser la composition 

chimique de nos extraits afin de pouvoir réaliser une analyse comparative des profils ainsi 

obtenus. La suite de ce chapitre présente les méthodes et outils développés pour analyser 

l’extrait apolaire et les extraits aqueux, ainsi que les résultats obtenus. 

 

1. Analyse de la composition en acides gras de l’extrait apolaire de      

fromage de chèvre 

L’extrait apolaire est composé de l’ensemble des molécules apolaires (principalement des 

lipides) du fromage qui ont été extraites à l’aide du cyclohexane. Le fromage contenant une 

fraction lipidique importante (jusqu’à 40 % de la masse sèche du fromage), nous avons choisi 

de réaliser cette extraction afin de délipider le fromage pour faciliter les extractions suivantes 

et les futures analyses [181]. La richesse en lipides de cet extrait apolaire nous a conduit à 

déterminer son profil en acide gras. Pour cela, nous avons eu recours à une analyse par 
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chromatographie gazeuse, couplée à de la spectrométrie de masse (GC-MS, pour séparer les 

différents acides gras et pour accéder à leur masse). L’analyse étant réalisée en phase gazeuse, 

une étape de dérivatisation a été effectuée pour transformer les acides gras en esters afin de les 

rendre plus volatiles (protocole Partie 2, § 4.1.1) [182–184]. Le profil en esters d’acides gras 

de cet extrait est présenté sur le chromatogramme de la Figure 23.  

 

 

Figure 23 : Chromatogramme des esters d’acide gras de l'extrait apolaire obtenu à la suite 
d’une analyse par GC-MS. 

 

La méthode analytique employée (paramètres de l’analyse Partie 2, § 4.2.2) a permis 

d’effectuer une bonne séparation des signaux majoritaires observés. Elle reste cependant peu 

optimisée concernant les faibles signaux entre 8.5 et 10 minutes. Néanmoins, le 

chromatogramme obtenu est suffisant pour différencier les différents composés détectés en 

spectrométrie de masse. En comparant les signaux obtenus avec ceux de la base de données à 

disposition, il a été possible d’identifier plusieurs esters et de caractériser les acides gras 

présents dans notre extrait apolaire issu du fromage de chèvre (Tableau 10, le pourcentage de 

concordance correspond au pourcentage de similitude entre le spectre de masse obtenu et celui 

de la base de données). L’analyse de ces résultats montre que 19 acides gras de masse différente 

ont pu être identifiés dans cet extrait apolaire (variant de 88 g/mol à 452 g/mol).  
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Tableau 10 : Attribution des signaux détectés dans l’extrait apolaire.  

Temps de rétention 
(min) 

Composé identifié Concordance (%) Formule brute 

2,449 Acide butanoïque 98 C4H8O2 

2,558 Ethylcyclopentane 97 C6H12 

3,919 Acide hexanoïque 96 C6H12O2 

5,267 Acide caprylique 96 C8H16O2 

6,425 Acide caprique 95 C10H20O2 

7,435 Acide laurique 97 C12H24O2 

8,340 Acide isomyristique 93 C14H28O2 

8,633 Acide sarcinique 95 C15H30O2 

8,748 Acide pentadécanoïque 97 C15H30O2 

9,000 Acide palmitique 94 C16H32O2 

9,08 Acide palmitoléique 95 C16H30O2 

9,156 Acide arachidique 85 C20H40O2 

9,375 Acide mélissique 90 C30H60O2 

9,417 Acide hénéicosanoïque 89 C21H42O2 

9,448 17-pentatriacontene 88 C35H70 

9,518 Acide 14-methyl-hexadecanoique 95 C17H34O2 

9,839 Acide élaïdique 96 C18H34O2 

9,911 Acide stéarique 91 C18H36O2 

9,999 Acide linoléique 92 C18H32O2 

L’attribution a été réalisée par rapport à la base de données à disposition. Le pourcentage de concordance 
indique la similitude entre le spectre de masse issu de l’extrait et celui de la base de données. 
 
 

Ces travaux ont donc permis de déterminer la composition en acides gras de l’extrait 

apolaire issu du fromage de chèvre. Cependant, il serait nécessaire de poursuivre les études afin 

d’identifier la/les molécule(s) responsable(s) de l’activité biologique mise en évidence pour cet 

extrait lors des différents tests biologiques mis en œuvre. Pour réaliser cela, il est possible de 

fractionner l’extrait et d’évaluer l’activité biologique des différentes fractions obtenues. Étant 

donné que ces molécules ont une polarité très similaire, il sera difficile de les séparer en utilisant 

cette propriété. L’utilisation de techniques de séparations basées sur les différences de masse 

des molécules (par exemple, les Biobeads®) peut permettre de solutionner ce problème. Les 

différentes fractions ainsi obtenues devront, à leur tour, être testées selon les cribles biologiques 

adéquats afin de déterminer les fractions bioactives, de les sélectionner pour ensuite les sous-
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fractionner jusqu’à pouvoir déterminer la/les molécule(s) responsable(s) des activités 

biologiques recherchées (démarche bioguidée).  

 
 

2. Développement d’un outil d’analyse comparative des compositions 

des extraits non apolaires issus des fromages et du lait de chèvre 

Concernant les trois extraits aqueux issus du caillé lactique caprin définis précédemment 

comme biologiquement actifs : i) un premier a été obtenu par extraction à l’eau à 40°C sur le 

fromage lyophilisé délipidé ; ii) un second a été obtenu par extraction, à l’eau, à 70°C, du même 

fromage de chèvre lyophilisé et délipidé ; iii) un troisième a été obtenu en utilisant l’eau à 40 °C 

comme solvant lors de l’extraction fractionnée (Figure 20). La détermination de la composition 

chimique de ces 3 extraits aqueux est réalisée en mettant en œuvre une méthodologie de 

séparation par chromatographie liquide, couplée à une détection par spectrométrie de masse 

(LC-MS). Pour chacun des trois extraits, un profil chromatographique est ainsi obtenu. Une 

analyse comparative des profils chromatographiques de ces extraits permet ainsi de mettre en 

évidence les homologies et les différences concernant leur composition chimique. Chaque profil 

chromatographique étant la résultante de la présence de plusieurs milliers de molécules, une 

analyse comparative informatisée a donc dû être développée et mise en place. L’objectif final 

de ces analyses comparatives est d’arriver à déterminer plus aisément les molécules ou 

« groupes » de molécules susceptibles d’être porteuses des activités biologiques d’intérêt mises 

en évidence avec les tests biologiques sur le modèle C. elegans. 

Dans ce cadre, l’analyse comparative n’ayant pas vraiment d’intérêt à être conduite sur 

seulement 3 extraits aqueux, l’ensemble des extraits non apolaires (issus des extractions de 

plusieurs lots de production du même type de caillé lactique caprin, mais aussi de l’extraction 

de lait de chèvre) réalisés au cours de ce travail de thèse ont été analysés 

chromatographiquement et leurs profils ont été comparés. Cela a donc concerné 18 extraits, 

comme définis ci-dessous et détaillés dans le Tableau 11 :  
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Tableau 11 : Informations relatives à chaque extrait utilisé au cours de l’étude. 

Nom  
d’extrait Aliment Lot de  

production 
Solvant 

 d’extraction 
Température 
d’extraction 

Extraction en 
parallèle 

Procédé 
d’extraction 

W40 Fromage 1 Eau 40 °C - II 

W70 Fromage 1 Eau 70 °C - II 

C-FL Fromage 1 
Ethanol 
absolue 

20 °C - I 

WF Fromage 1 Eau 40 °C - I 

W40 (2) Fromage 2 Eau 40 °C 
X 

II 

W70 (2) Fromage 2 Eau 70 °C II 

C-FL (2) Fromage 2 Ethanol  
absolue 

20 °C - I 

WF (2) Fromage 2 Eau 40 °C - I 

W40 (3) Fromage 2 Eau 40 °C 
X 

II 

W70 (3) Fromage 2 Eau 70 °C II 

W40 (4) Fromage 1’ Eau 40 °C 
X 

II 

W70 (4) Fromage 1’ Eau 70 °C II 

W40 (5) Fromage 2’ Eau 40 °C 
X 

II 

W70 (5) Fromage 2’ Eau 70 °C II 

W40 (6) Fromage 2’ Eau 40 °C 
X 

III 

W70 (6) Fromage 2’ Eau 70 °C III 

Résidu du 
lait 

Lait 3 Résidu - - - 

Lait délipidé  Lait 3 Résidu - - - 

Lot : lot de fromage à partir duquel l’extraction a été réalisée (1 : Lot 1 (juin 2018) ; 2 : Lot 2 (juillet 2019) ; 1’ et 2’ 
correspondent aux fromages des lots 1 et 2, mais dont l’extraction a été réalisée plus de 6 mois après leur date d’achat. 
Extraction en parallèle : indique si deux extractions ont été réalisées en parallèle, dans les mêmes conditions (température 
ambiante, humidité, etc.). Procédé d’extraction : indique le procédé employé pour obtenir l’extrait (I : extraction fractionnée 
du fromage ; II : extraction à l’eau sur le fromage délipidé ; III : extraction à l’eau sur le fromage lyophilisé).  
Concernant l’extrait éthanolique du fromage, seule la partie soluble dans l’eau a pu être analysée par cette méthode (cf. Partie 
2, 4.2.1) 
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 14 extraits aqueux issus de caillés lactiques de chèvre 

o 2 extraits à l’eau à 40 °C issus du procédé d’extraction I (dernière étape de la série 

d’extractions chimiques sur le fromage) (Protocole Partie 2, § 2.1.2 ; Figure 18) 

o 5 extraits à l’eau à 40 °C sur le fromage lyophilisé délipidé, issus du procédé d’ex-

traction II (Protocole Partie 2, § 2.1.3 ; Figure 18) 

o 5 extraits à l’eau à 70 °C sur le fromage lyophilisé délipidé, issus du procédé d’ex-

traction II (Protocole Partie 2, § 2.1.3 ; Figure 18) 

o Un extrait à l’eau à 40 °C et un extrait à l’eau à 70 °C sur le fromage lyophilisé non 

délipidé, issus du procédé d’extraction III (Protocole Partie 2, § 2.1.4)  

 2 extraits de fromage obtenus avec l’éthanol lors du procédé d’extraction I (Protocole 

Partie 2, § 2.1.2  ; Figure 18) 

 2 extraits issus du lait  

o Un extrait « lait délipidé » obtenu après délipidation du lait de chèvre au cyclo-

hexane (Protocole Partie 2, § 2.2.2 ; Figure 19) 

o Le résidu solide final du lait de chèvre, obtenu après l’extraction à l’éthanol (der-

nière étape de la série d’extractions chimiques sur le lait, Protocole Partie 2, § 2.2.2 ; 

Figure 19) 

 

2.1. Détermination de la composition chimique des extraits  

La détermination de la composition des extraits (tous les extraits sauf les extraits apolaires) 

a été réalisée par LC-MS (afin de séparer les différentes molécules et d’accéder à leur masse). 

Tous les extraits ont été analysés selon la même méthode, le même jour, de manière à ce que 

l’ensemble des analyses soit effectué dans les mêmes conditions (état de l’appareil, éluant 

utilisé, etc.). Des blancs (injection d’un solvant pour vérifier l’absence de contaminant dans 

l’appareil avant analyse) ont également été ajoutés en début et pendant la séquence d’analyse 

(5 au total), et ont été utilisés lors du traitement des données.  

 

2.2. Analyse comparative des compositions chimiques des extraits 

2.2.1. Extraction et traitement des données  

Une fois les chromatogrammes obtenus (pour les extraits et les blancs), ceux-ci ont été 

traités à l’aide de la plateforme de calcul en ligne Workflow4Metabolomics (W4M) afin 
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d’obtenir les données relatives à la composition chimique des extraits [185]. L’obtention de ces 

données a été effectuée en deux étapes :  

 L’extraction des pics, afin de déterminer leurs caractéristiques : l’intensité et la combi-

naison « m/z / RT » (masse de la molécule divisée par sa charge / temps de rétention, 

c’est-à-dire le temps que va mettre une molécule pour passer de l’injecteur au détecteur).  

 Le prétraitement des données (Partie 2, § 4.3), qui a pour objectif de les préparer en vue 

de leur analyse.  

Ces informations ont été classées sous forme d’une matrice de données, qui liste les 10022 

pics observés (correspondant à la totalité des différents pics chromatographiques détectés dans 

l’ensemble des extraits analysés). Cela a permis d’établir le « profil brut » de chaque échantillon  

(18 profils d’extrait au total et 5 profils pour les blancs).  

 

2.2.2. Analyse comparative des extraits 

A partir de ces profils, il est possible de comparer les différents extraits deux à deux afin de 

rechercher les différences et les points communs dans leur composition. Pour cela, dans un 

premier temps, une matrice « présence/absence de pics » a été créée. Puis, les données 

composant cette matrice ont été « nettoyées » en appliquant différents traitements (détaillés ci-

après), de manière à ne conserver que les données relatives à chaque extrait pour leur 

comparaison : 

 Tout d’abord, les données ont été « filtrées » en éliminant les « bruits parasites » liés à 

l’analyse LC-MS (appareil, solvants, etc.). Concrètement, les données concernant les 

pics présents dans l’analyse du premier blanc ont été supprimés. Ceci permet de ne con-

server que les données caractéristiques des pics présents dans l’extrait étudié.  

 Ensuite, les données concernant les pics correspondants aux 10 premières secondes de 

l’analyse chromatographique (temps correspondant au temps d’élimination du volume 

d’éluant présent entre le système d’injection et le détecteur au moment de l’injection de 

l’extrait étudié) ont été éliminées.  

 Puis, enfin, les données correspondantes aux 15 dernières minutes de chaque analyse 

ont été supprimées. Ces données correspondent à celles obtenues lors de la phase de 

lavage de la colonne du système chromatographique.  

Ces trois traitements ont permis d’éliminer toutes les données de la matrice de données qui 
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n’étaient pas spécifiques aux extraits analysés. Le nouveau jeu de données obtenu (8805 pics) 

permet d’établir un « profil filtré » pour chacun des extraits analysés par LC-MS (donc 18 

profils d’extrait). Le profil d’un extrait peut être représenté graphiquement, chaque signal étant 

décrit par un point de coordonnées (abscisse : RT et ordonnée : m/z) (Figure 24). Cela permet 

d’obtenir un visuel exhaustif de la répartition des molécules en fonction du temps de rétention 

(donc de leur polarité) et de la masse. Néanmoins la méthode appliquée jusqu’ici a tout de 

même permis d’améliorer la qualité des données, comparativement aux données brutes, 

permettant ainsi de pouvoir effectuer une comparaison de la composition chimique entre 

extraits. Au cours du traitement de données les blancs 2 à 5 n’ont pas pu être totalement 

exploités, du fait de la présence de signaux supplémentaires par rapport au premier blanc, qui 

semble montrer qu’il persiste des traces provenant de l’extrait analysé précédent dans la 

séquence analytique. Il sera donc nécessaire de réaliser des traitements supplémentaires pour 

mieux comprendre l’origine de ces signaux et de rester très prudents quant à leur interprétation.  

 

 

Figure 24 : Représentation du « profil filtré » de l’extrait W40 (obtenu par extraction à l’eau à 
40 °C du fromage, selon le procédé II). 

Cette représentation contient au total 7276 points, c’est-à-dire 7276 pics. ● : pic détecté en 
ionisation positive ; ● : pic détecté en ionisation négative. Étant donné que les pics négatifs 

sont moins nombreux, ils sont représentés par-dessus les pics positifs afin qu’ils ne soient pas 
masqués.
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L’analyse comparative entre deux extraits se fait à partir de leurs profils filtrés respectifs.  

Cela permet notamment le calcul du « pourcentage d’homologie » entre ces deux extraits 

(correspondant au pourcentage de pics analytiques communs aux deux extraits). L’ensemble 

des pourcentages d’homologie entre les différents extraits analysés (comparaison des extraits 

deux à deux) est présenté dans le Tableau 12. 

Dans le Tableau 12, les extraits ont été positionnés selon un ensemble de paramètres 

concernant leur extraction : dans l’ordre, la matrice modèle d’étude (lait ou fromage), le solvant 

d’extraction utilisé (éthanol ou eau) et la température d’extraction (40 °C et 70 °C). Cette 

présentation a ainsi permis de définir 4 « classes » distinctes d’extraits :  

 Classe d’extraits n°1 : extraits issus de l’extraction du caillé lactique caprin, à l’eau à 

une température de 40 °C. Cela concerne 8 extraits différents.  

 Classe d’extraits n°2 : extraits issus de l’extraction du caillé lactique caprin, à l’eau à 

une température de 70 °C. Cela concerne 6 extraits différents.  

 Classe d’extraits n°3 : extraits issus de l’extraction du caillé lactique caprin, à l’éthanol 

à une température de 20 °C. Cela concerne 2 extraits différents.  

 Classe d’extraits n°4 : extraits issus de l’extraction du lait de chèvre. Cela concerne 2 

extraits différents.  

L’analyse comparative des pourcentages d’homologie au sein de chacune des 4 classes 

d’extraits met en évidence que :  

 La classe d’extraits n°1 est celle présentant le plus de disparités au sein de ses échantil-

lons, en particulier avec l’extrait « W40 (3) ». Cependant, aucun paramètre (Tableau 

11) n’a pour l’instant permis d’expliquer cela. 

 Les classes d’extraits n°3 et n°4 se distinguent nettement des classes d’extraits n°1 et 

n°2, avec des « pourcentages d’homologie » inférieurs à 50 et une homogénéité des va-

leurs plus importante.  
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Tableau 12 : « Pourcentage d’homologie » entre extraits comparés 2 à 2.  

 
Dans ce tableau les extraits ont été rassemblés en fonction du modèle d’étude (lait ou fromage), du solvant et de 
la température d’extraction.
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Afin de poursuivre l’analyse comparative de ces différentes classes d’extraits, en plus des 

« pourcentages d’homologie », des calculs de distances entre les extraits ont été réalisés. Le 

calcul de ces distances permettra de représenter ces classes d’un point de vue mathématique, et 

ainsi de pouvoir réaliser davantage de traitements de données (calcul de moyennes, d’écarts-

types, etc.) impossibles à effectuer avec les « pourcentages d’homologie ». Afin de déterminer 

ces distances, chaque extrait est représenté par un vecteur. Chaque vecteur comporte 8805 

coordonnées (correspondant à chaque pic de la matrice de données des « profils filtrés »). La 

valeur de chacune de ces coordonnées sera égale à 1 ou à 0 (selon la présence ou absence du 

pic dans l’extrait, respectivement). La distance D entre deux extraits x et y correspond à la 

distance euclidienne entre les deux vecteurs correspondants (Équation 3).  

Équation 3 :    𝐷(𝑥, 𝑦) = ∑(𝑥 − 𝑦 )  
 

Avec xi et yi : coordonnées des deux vecteurs x et y, respectivement.  
 

L’obtention des distances entre les extraits (deux à deux) permet de représenter 

graphiquement chaque classe d’extraits sous la forme d’un nuage de points. Chaque point 

représente un extrait de la classe étudiée. Il est alors possible de déterminer, pour chacune des 

4 classes d’extraits, i) le centre de gravité (correspondant à l’extrait fictif le plus représentatif 

du nuage de points) et ii) l’écart-type (correspondant à la disparité des distances au sein d’une 

même classe d’extraits) (les valeurs d’écart-type pour chaque classe sont indiquées dans la 

diagonale du Tableau 13). Une valeur élevée de l’écart-type met en évidence une différence 

importante entre les extraits d’une même classe d’extraits. Les données présentées dans le 

Tableau 13 permettent de confirmer les observations précédentes, à savoir que la classe 

d’extraits n°1 est la moins homogène des 4, avec la valeur d’écart-type la plus élevée (28,22). 
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Tableau 13 : Ecart-type des distances intra-classe, et distances inter-classes.  

 Classe d’extraits 
n°1 

Classe d’extraits 
n°2 

Classe d’extraits 
n°3 

Classe d’extraits 
n°4 

Classe d’extraits 
n°1 28,22 31,69 62,10 67,86 

Classe d’extraits 
n°2 31,69 20,57 64,74 69,12 

Classe d’extraits 
n°3 62,1 64,74 15,17 49,12 

Classe d’extraits 
n°4 67,86 69,12 49,12 14,12 

Les valeurs en diagonales correspondent à l’écart-type des distances au sein d’une classe (distances 
intra-classe). Les autres valeurs correspondent à la distance séparant le centre de gravité de deux 
classes distances inter-classes) 

    

La représentation des classes d’extraits sous la forme de nuages de points (chaque point 

correspondant à un extrait appartenant à la classe) correspond à des espaces dont les dimensions 

sont importantes. L’espace de chacune des classes a une dimension correspondant au nombre 

total de pics chromatographiques observés dans l’ensemble des analyses chromatographiques 

(« profils filtrés », 8805 pics) des extraits composant la classe. De ce fait, il est donc impossible 

de se représenter mentalement ces espaces. Cependant, il est toutefois possible de visualiser 

chaque « classe » (correspondant à chaque espace) sous la forme d’un cercle, dont le centre 

correspond au centre de gravité de cette « classe », et le rayon correspondrait à l’écart-type 

(Figure 25). A partir de cette représentation, il est possible de visualiser les distances séparant 

les différentes classes d’extraits : cela correspond à la distance entre les centres de gravité des 

différentes classes, c’est-à-dire à la distance entre les centres des différents cercles (Figure 25). 

Les valeurs des distances entre classes sont présentées dans le Tableau 13 (valeurs autres que 

celles présentes sur la diagonale du Tableau 13).  
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Figure 25 : Représentation des deux classes d’extraits n°1 et n°3 sous forme de cercle 

 

L’objectif de recourir au calcul de ces distances entre les classes d’extraits est de déterminer 

si elles sont, ou non, clairement distinctes les unes des autres. Si deux classes d’extraits sont 

considérées comme distinctes l’une de l’autre, il est possible de conclure que les compositions 

chimiques de leurs extraits respectifs sont très différentes. Si les représentations circulaires de 

deux classes d’extraits se chevauchent, cela signifie qu’il existe des similitudes de composition 

chimique entre les extraits respectifs qui les composent. Afin de déterminer ces éventuels 

chevauchements, il est nécessaire de comparer la distance séparant deux classes avec la somme 

de leurs écart-types. L’exemple présenté en Figure 25 met en évidence que la valeur 

correspondant à la distance entre les classes n°1 et n°3 (62,10) est supérieure à la somme des 

écart-types (28,22 + 15,17 = 43,38). Par conséquent ces deux « classes » sont différentes (ainsi 

que les extraits qui les composent). Le même résultat est obtenu pour la comparaison des classes 

d’extraits n°3 et n°4. Concernant les classes d’extraits n°1 et n°2, la valeur de la distance les 

séparant (31,69, valeur en orange dans le Tableau 13) est inférieure à la somme de leurs écart-

types (28,22 + 20,57 = 48,78). Ces deux classes d’extraits se chevauchent partiellement (Figure 

26). Ceci est cohérent dans la mesure où les extraits qui les composent sont tous issus 

d’extractions aqueuses du caillé lactique. Cependant, étant donné que ces deux classes ne se 

superposent pas, cela confirme que la variation de la température d’extraction (40 °C ou 70 °C) 

a bien eu un impact sur la composition chimique des extraits obtenus.  
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Figure 26 : Représentation des deux classes d’extraits n°1 et n°2 sous forme de cercles qui se 
chevauchent partiellement. 

 

 Les résultats obtenus avec cet outil sont prometteurs, malgré le nombre restreint 

d’échantillons à disposition. Ces résultats ont permis de valider la méthodologie analytique 

développée au cours de ces travaux. Celle-ci pourra donc être mise en œuvre lors de futurs 

travaux, sur un nombre plus important d’échantillons, et pour déterminer les molécules 

porteuses de l’activité biologique au sein des extraits de fromage.  

 

2.3. Mise en relation de la composition chimique des extraits avec leurs activités 

biologiques  

L’objectif de développer ces différents outils de traitement de données est d’orienter la 

détermination des molécules bioactives en comparant les profils moléculaires des extraits 

bioactifs et ceux des extraits ne présentant pas de bioactivité (en éliminant notamment toutes 

les molécules communes aux extraits non bioactifs). Pour cela, les jeux de données sont traités 

en conservant les données correspondant aux pics chromatographiques communs à tous les 

extraits porteurs de la même activité biologique (ex : extraits entraînant la survie du nématode 

C. elegans en condition de stress oxydant), et absents des profils chromatographiques des 

extraits non porteurs de cette activité. Cela permet donc de ne conserver que les signaux 

correspondant à des molécules potentiellement porteuses de l’activité biologique étudiée.  

Afin d’illustrer cette méthode, celle-ci a été appliquée en s’intéressant uniquement aux 
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extraits aqueux de fromages de chèvre ayant présenté un effet bénéfique sur la survie du ver en 

milieu oxydant. Cela a permis de réduire le nombre de signaux, passant de 8805 à 4420, soit 

50 % des signaux des « profils filtrés » (Figure 27). La représentation graphique en Figure 27 

montre que les signaux correspondant à des molécules potentiellement porteuses de l’activité 

se situent essentiellement dans la première partie du chromatogramme (RT < 1000 secondes). 

Concernant la masse des signaux, celle-ci semble se répartir en majorité en dessous de 600 

g/mol, mais le nombre de pics candidats est encore trop important pour pouvoir distinguer 

nettement des molécules ou des « groupes » de molécules. En augmentant le jeu de données, 

c’est-à-dire en disposant d’un nombre plus important d’extraits bioactifs et non bioactifs, il 

serait possible de réduire davantage le nombre de signaux correspondant aux molécules 

responsables de cette activité biologique. Cela permettrait donc de gagner du temps pour 

déterminer ces molécules bioactives (ou au moins de déterminer des zones de localisations 

distinctes sur les profils chromatographiques) et pour diriger le fractionnement afin de les isoler. 

Cet outil apparaît donc comme prometteur pour la recherche de métabolites actifs dans les 

extraits. 

 

Figure 27 : Ensemble des signaux correspondant à des molécules pouvant être responsables 
de l’activité bénéfique et présents dans les extraits aqueux entrainant une survie du nématode 

en condition de stress oxydant (W40, W40 (4), W40 (6), WF, W70, W70 (4) et W70 (6)).  

Au total, 4420 signaux ont été identifiés sur les 8805 issus des profils filtrés
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Les ressources naturelles constituent un réservoir de molécules d’une grande diversité, dont 

certaines possèdent un effet bénéfique sur la santé humaine. La bioressource végétale a ainsi 

été très étudiée pour un usage santé, dans le but de développer de nouveaux traitements [1,3]. 

D’autres ressources naturelles restent cependant peu explorées, comme la bioressource 

microbienne. Ces microorganismes présentent un fort intérêt en tant que nouvelle source de 

métabolites bioactifs originaux. Pour cette raison, la recherche et l’obtention de métabolites 

bioactifs, produits par des microorganismes non pathogènes utilisés et/ou retrouvés dans les 

matrices alimentaires, apparaissent comme prometteuses. La plupart des matrices alimentaires 

n’ont jamais été étudiées en tant que sources de molécules bioactives. Cependant, il est possible 

de considérer certaines d’entre elles, en particulier les matrices fermentées, comme des 

bioréacteurs permettant la production, par les communautés microbiennes qu’elles renferment, 

d’une grande diversité de métabolites. Parmi ces aliments fermentés, le fromage au lait cru 

(donc à microbiote complexe) apparaît comme une source intéressante de métabolites dont le 

potentiel d’innovation lié à leurs activités biologiques est important.  

La recherche des molécules potentiellement bioactives issues de fromages et l’étude de leurs 

activités nécessitent le développement d’une stratégie. Au cours de cette thèse, les travaux ont 

été focalisés sur la recherche de molécules ayant un effet sur le vieillissement, et principalement 

sur le processus de longévité. Pour cela, une stratégie se décomposant en quatre étapes a été 

développée : 

- Etape 1 : sélection du fromage modèle d’étude.  

- Etape 2 : extraction du fromage afin d’obtenir différents extraits, de composition molé-

culaires différentes. L’extraction a été réalisée de façon à permettre l’obtention de la 

majorité des molécules présentes dans cette matrice fromagère. 

- Etape 3 : étude de l’impact des différents extraits sur le processus de vieillissement et 

détermination des mécanismes d’action des extraits bioactifs. Lors de cette étape, des 

tests biologiques mettant en jeu des modèles in vitro et in vivo ont été utilisés. 

- Etape 4 : étude de la composition des extraits définis comme bioactifs lors de l’étape 3. 

La sélection du fromage pour l’étude a conduit à retenir un caillé lactique caprin à 20 jours 

d’affinage. Comme décrit dans la partie « État de l’art » de ce manuscrit (Partie 1, Chapitre 4, 

§ 1.1.), ce fromage a été retenu car il s’agit d’un modèle de fromage considéré comme 

« simple », plus approprié pour développer et valider une stratégie de recherche de métabolites, 

en comparaison avec d’autres variétés de fromage « plus complexes ». Ce fromage a été 
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sélectionné à une période de 20 jours d’affinage, qui correspond à la période à laquelle il sera 

le plus souvent commercialisé et consommé. 

Une fois le fromage sélectionné, la deuxième étape de cette stratégie consiste en la 

séparation des molécules de la matrice fromagère. Afin de réaliser cela, une méthode 

d’extraction différentielle a été développée au cours de cette thèse. L’utilisation de 5 solvants 

de polarités croissantes (cyclohexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol absolue et eau) 

a permis l’obtention de 8 extraits de natures différentes : un extrait apolaire (issu de l’extraction 

au cyclohexane), un extrait obtenu avec le dichlorométhane, un extrait obtenu avec l’acétate 

d’éthyle, un extrait obtenu avec de l’éthanol, 3 extraits aqueux (obtenus avec des températures 

d’extraction différentes) et le résidu final du fromage. La réalisation d’une étude dite par 

« épuisement » a permis de valider l’efficacité de la méthode d’extraction développée sur le 

caillé lactique caprin. A ces 8 extraits a été ajouté le fromage lyophilisé, qui a été considéré 

comme un extrait en soit dans le cadre de ces travaux, conduisant ainsi à un total de 9 extraits. 

L’évaluation de l’activité biologique des extraits ainsi obtenus a consisté à déterminer leur 

effet sur le vieillissement (étape 3 de la stratégie). Un modèle in vivo, mettant en jeu le nématode 

C. elegans, a été choisi comme crible biologique, car il permet l’évaluation de l’impact des 

extraits sur le paramètre « longévité ». Cette évaluation biologique a permis d’identifier et de 

retenir 6 extraits qui présentent un impact positif sur la longévité du nématode : fromage 

lyophilisé, extrait apolaire, les 3 extraits aqueux et le résidu final du fromage. La poursuite des 

travaux de recherche a permis de mettre en évidence que l’action bénéfique de 5 de ces 6 extraits 

(fromage lyophilisé, extrait apolaire et les 3 extraits aqueux) implique le facteur de transcription 

DAF-16, protéine régulant les phénomènes de vieillissement chez le ver [157,162,163]. Des 

études complémentaires ont montré que ces 5 extraits, issus du caillé lactique caprin, permettent 

une protection du nématode en condition de stress oxydant (maintien du paramètre 

« longévité » contrairement à la condition témoin (non-ajout d’extrait dans le milieu de culture 

du nématode)). Il a aussi été montré que, parmi ces 5 extraits testés, seule l’action de l’extrait 

apolaire implique à la fois le facteur de transcription DAF-16 et le récepteur TOL-1 de la voie 

p38 MAPK. L’ensemble de ces résultats met en évidence, sur le modèle in vivo utilisant le 

nématode, que : i) 5 extraits issus du caillé lactique caprin ont un effet positif sur le processus 

de vieillissement (augmentation de la longévité) ; ii) ces 5 mêmes extraits ont également un 

effet protecteur contre le stress oxydant (processus intervenant notamment lors des affections 

liées au vieillissement [22]) en augmentant la résistance du nématode cultivé en condition 

oxydante ; iii) la bioactivité de ces extraits implique deux mécanismes biologiques : la voie 
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DAF-2/ILR et la voie p38 MAPK (deux voies biologiques conservées entre le ver et l’Homme). 

Aussi, une étude complémentaire utilisant un modèle biologique in vitro, mettant en jeu des 

leucocytes humains stimulés au PMA (phorbol myristate acetate), a permis de montrer que 2 

des extraits issus de la matrice fromagère modèle (extrait apolaire et un des trois extraits aqueux) 

induisent une diminution de la production de radicaux libres. Ces résultats in vitro sont 

prometteurs et permettent d’envisager une application sur la santé humaine.  

La quatrième étape de la stratégie de recherche développée a consisté à étudier 

comparativement la composition chimique des extraits ayant été définis précédemment comme 

biologiquement actifs (étape 3). Cette étude a été réalisée en analysant les extraits apolaires et 

aqueux (obtenus dans les mêmes conditions) issus de différents lots de production de la matrice 

fromagère modèle, mais aussi du lait caprin ayant servi à la production de ces lots de fromage. 

L’objectif de cette étape a été d’obtenir un visuel exhaustif de la composition de chaque extrait 

et ensuite de réaliser une analyse comparative des profils ainsi obtenus. Cela permettra, à terme, 

d’envisager d’établir le lien entre la composition d’un extrait et son activité biologique (en 

mettant en évidence les molécules susceptibles d’être porteuses de l’activité). Au cours de la 

thèse, une méthode d’analyse a été développée afin de comparer deux à deux les profils 

chimiques de composition des extraits non apolaires. La mise en œuvre de cette méthode a 

permis, en comparant le profil des extraits définis comme bioactifs et des extraits considérés 

comme non bioactifs, de réduire le nombre de molécules potentiellement responsables de la 

bioactivité (passant de 8805 signaux à 4420, soit une réduction de 50 %). Cependant, des études 

supplémentaires sont nécessaires pour déterminer plus précisément les molécules actives, et 

notamment augmenter le nombre d’extraits à analyser ainsi que pour avoir, parmi ces extraits, 

des réponses biologiques différentes (des extraits actifs et des extraits non actifs) pour affiner 

la recherche.  

 
L’ensemble des résultats rappelés précédemment a été obtenu dans le cadre du 

développement d’une stratégie innovante visant à rechercher des métabolites bioactifs dans un 

aliment fermenté particulier : le fromage au lait cru. L’obtention d’extraits de fromage à l’aide 

de solvants a déjà été réalisée dans certaines études, de manière à isoler des molécules 

spécifiques de l’aliment (peptides, polyphénols, acides gras, etc.) en vue de les étudier 

notamment pour leurs propriétés organoleptiques, nutritionnelles et texturantes ou pour leurs 

activités [148,186–193]. La méthode d’extraction développée et appliquée au cours de la thèse 

se distingue de ces travaux en balayant l’ensemble de la gamme de polarités moléculaires. Cela 

permet d’extraire efficacement la très grande majorité des molécules du caillé lactique caprin. 
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Cependant, cette méthode a été développée en utilisant qu’une seule des nombreuses matrices 

fromagères existantes. Cette même méthodologie d’extraction développée a été mise en œuvre 

pour extraire du lait de chèvre. Cela a permis de confirmer que cette méthodologie d’extraction 

était utilisable, avec la même efficacité (par épuisement avec calcul des rendements à chaque 

étape), pour l’extraction du second type de matrice alimentaire rencontrée dans la filière laitière 

(matrice liquide : le lait). Ces résultats laissent envisager la possibilité d’utiliser cette méthode 

d’extraction pour isoler et étudier les molécules de différents laits (issus de différents animaux) 

et/ou de différents fromages (issus de laits de différents animaux et/ou issus de différents 

procédés de fabrication). Cela permettrait d’étendre l’étude actuelle en réalisant une étude 

comparative entre ces fromages et notre caillé lactique caprin. Cela pourrait permettre 

d’identifier d’autres nouvelles molécules bioactives, et/ou d’identifier d’autres sources, au sein 

de la filière alimentaire laitière, contenant les mêmes molécules bioactives que celles issues du 

caillé lactique caprin mais disponibles en plus grande quantité ou à moindre coût (ex : issues 

de lait/fromage de vache plutôt que de lait/fromage de chèvre) [194,195]. Ce dernier point est 

particulièrement important pour envisager une éventuelle valorisation de ces molécules 

naturelles bioactives dans les domaines de la santé (animale et humaine), de la pharmabiotique 

et de la nutraceutique.  

Les différents résultats obtenus sur le nématode au cours des travaux de thèse confirment la 

présence d’au moins 3 familles moléculaires bioactives dans le caillé lactique caprin : une 

famille apolaire (issue de l’extrait apolaire) et deux familles polaires différentes, issues des 

extraits aqueux à 40 °C et à 70 °C. En effet, ces deux extraits aqueux présentent une différence 

dans leur activité biologique (par exemple lors de l’étude de la longévité du mutant GR1307 

n’exprimant pas DAF-16). Cela confirme donc l’intérêt de faire varier la température lors de 

l’extraction aqueuse de la matrice fromagère modèle, cette variation permettant d’extraire des 

molécules bioactives de natures différentes. L’ensemble des résultats obtenus sur le ver 

suggèrent également que, pour ce caillé lactique caprin, seuls l’extrait apolaire et les extraits 

aqueux présentent un effet bénéfique lors des tests biologiques. Cet élément est important afin 

d’envisager une future valorisation de ces extraits sous forme d’ingrédients bioactifs à 

destination des secteurs de la santé, de la nutraceutique ou de la pharmabiotique. En effet, il ne 

sera d’une part, pas nécessaire de réaliser toute la série d’extractions avec les 5 solvants de 

polarité croissante pour obtenir un extrait actif. D’autre part, cela permettra d’envisager un 

transfert industriel facilité du procédé d’extraction, en évitant l’emploi de solvants difficilement 

utilisables en industrie pour des raisons réglementaires et/ou de sécurité. Il apparaît donc 
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suffisant de réaliser uniquement le procédé d’extraction II, c’est-à-dire une délipidation du 

fromage lyophilisé au cyclohexane suivi d’une extraction à l’eau à 40 °C ou à 70 °C (Figure 

18).  

Les résultats de ces travaux de thèse permettent aussi de confirmer que la méthode 

développée pour cribler l’activité biologique d’extraits de fromage a permis de montrer la 

pertinence d’utiliser le modèle C. elegans. Cela a permis une évaluation rapide de l’impact des 

extraits directement sur un modèle in vivo, et de réaliser un premier tri parmi les extraits de 

fromage. Ce modèle a également permis d’approfondir les mécanismes biologiques impliqués 

dans l’action des extraits présentant une activité intéressante. Contrairement à des tests in vitro 

sur modèle cellulaire, ce modèle permet de réaliser une étude d’impact des extraits sur un 

organisme multicellulaire plus complexe. Cependant, ce modèle ne permet pas de se soustraire 

aux études sur mammifères, qui peuvent être nécessaires pour évaluer l’impact des extraits sur 

leurs organismes en vue d’une future valorisation dans le domaine de la santé (animale et 

humaine).  

La réalisation de la quatrième étape de la stratégie développée au cours de cette thèse a 

conduit au développement d’une méthode d’analyse comparative qui permet de comparer deux 

à deux les profils d’extraits. Les résultats obtenus (permettant de focaliser la recherche des 

molécules responsables de l’effet bénéfique des extraits sur la survie du ver en milieu oxydant 

sur un peu moins de la moitié de l’ensemble des molécules extraites du fromage) sont 

prometteurs pour la suite des travaux, et laissent envisager deux optiques permettant la 

valorisation de ce travail : i) dans une démarche de recherche, pour identifier plus rapidement 

et plus facilement des familles de molécules bioactives dans des extraits (par analyse 

comparative des compositions d’extraits bioactifs et d’extraits non bioactifs) ; ii) dans une 

démarche de valorisation industrielle en proposant une méthodologie s’inscrivant dans une 

démarche qualité (pour référencer des nouvelles matières premières et/ou pour contrôler des 

produits finis). En effet, cette méthodologie d’analyse comparative peut permettre : 

 De proposer une approche nouvelle afin de resserrer la recherche d’une molécule 

bioactive dans les extraits. Cette approche repose sur la comparaison entre les profils 

d’extraits (actifs et/ou non actifs). Cela permettra ainsi de réduire le nombre de mo-

lécules candidates potentielles à isoler et à caractériser.  

 De constituer une base de données contenant les profils de composition des extraits 

d’intérêt, biologiquement actifs et qui puisse être utilisée lors d’une approche pré-
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dictive. Ainsi, en analysant un nouveau fromage (extrait dans les mêmes condi-

tions), il sera possible de supposer que celui-ci sera biologiquement actif ou non, en 

comparant son profil de composition chimique avec ceux des extraits actifs contenus 

dans la base de données.  

 D’utiliser également cette base de données comme une base de référence lors d’une 

démarche de qualité, dans le cadre d’une valorisation industrielle. Cette démarche 

permettra la sélection des nouvelles matières premières (nouveaux producteurs de 

fromages) et/ou de contrôler la qualité des produits finis (extraits de fromage) pour 

une utilisation en tant qu’ingrédients actifs.  

Le travail réalisé autour du développement de cet outil est prometteur, mais requiert d’être 

poursuivi afin d’augmenter le nombre de données à disposition. Pour cela, il est nécessaire de 

réaliser de nouveaux extraits, que ce soit à partir d’un même type de caillé lactique caprin ou 

en étudiant d’autres types de fromage (pâtes persillées, pâtes cuites, etc.).  

 

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette thèse a ainsi permis de développer une 

nouvelle stratégie innovante afin de déterminer les fonctionnalités d’un caillé lactique caprin et 

de sa flore microbienne. Les résultats obtenus ont permis de montrer : i) la faisabilité de la 

stratégie développée ; ii) la possibilité d’obtenir des extraits de fromages qui soient bioactifs ; 

iii) la possibilité d’accélérer la recherche des molécules porteuses de l’activité biologique en 

réduisant de 50 % le nombre de molécules à étudier. Ces résultats encouragent à poursuivre 

l’investigation sur deux aspects : 

 Valoriser les résultats obtenus sur le ver, en poursuivant l’étude sur d’autres tests 

afin d’évaluer l’implication éventuelle d’autres mécanismes biologiques, par 

exemple à l’aide de tests d’activités antioxydantes et anti-inflammatoires (notam-

ment radicaux libres, PGE2, IL1-β). Il serait également intéressant de poursuivre en 

étudiant l’effet des extraits chez le mammifère et/ou l’Homme, par des tests in vitro 

spécifiques (par exemple, activité chondroprotectrice pour l’arthrose), voire in vivo 

(par exemple sur des rats arthrosiques). 

 Étudier la composition chimique des extraits, à l’aide de l’outil de traitement de 

données développé au cours de la thèse, afin de déterminer la ou les molécule(s) à 

isoler. Cela permettra de réaliser le fractionnement des extraits concernés, afin d’ob-

tenir ces métabolites et d’évaluer leurs activités.  
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Enfin, il serait intéressant d’étudier la composition microbienne du caillé lactique caprin, 

afin d’identifier le(s) microorganisme(s) à l’origine de la production du ou des métabolite(s) 

bioactif(s). Cela permettra, à terme, de proposer des ingrédients innovants d’origine naturelle :  

 Soit en réalisant un extrait d’une matrice fromagère optimisée (enrichie avec la 

souche du microorganisme d’intérêt, permettant la production du (des) métabolite(s) 

bioactif(s) d’intérêt). 

 Soit en cultivant le(s) microorganisme(s) d’intérêt(s) et en lui (leurs) faisant produire 

les métabolites voulus dans un réacteur à fermentation (induction métabolique).  

 Dans l’objectif d’une application comme pré ou pro biotique : en produisant la (les) 

souche(s) isolée(s) de microorganisme(s) qui sera (seront) consommée(s) par le pa-

tient. L’objectif est que le(s) microorganisme(s) produise(nt) des métabolites une 

fois dans le corps.  

 Soit en produisant le(s) microorganisme(s), pour ensuite proposer des lysats conte-

nant les molécules actives ou bien qui, une fois consommées, induiraient la produc-

tion de molécules actives dans le corps (par exemple, par le microbiote intestinal qui 

serait alors stimulé).  

 

L’objectif final est de réaliser des études supplémentaires, comme celles détaillées ci-dessus, 

afin d’évaluer l’activité biologique de ces ingrédients. Il sera alors envisageable de valoriser les 

résultats obtenus via le développement d’un nouveau programme visant à utiliser le ou les 

ingrédients actifs dans la composition de produits microbiotiques en santé animale et humaine. 

Ainsi, cela conduira au développement d’une nouvelle forme galénique pouvant être valorisée 

au niveau industriel, pour être, à terme, mise sur le marché. 
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Annexe 1. 

Données de la littérature recensant les activités 

biologiques bénéfiques pour la santé humaine et 

animale attribuées aux microorganismes et/ou à 

leurs métabolites 

Nom de la souche Activité Type d’étude Référence 

Propionibacterium 

freudenreichii  
Anti-inflammatoire In vitro sur des PBMC [135] [196] 

Propionibacterium 

freudenreichii ssp 

shermanii 

Anti-inflammatoire 

In vitro dans le milieu de culture de 

PBMC issues de patients ayant 

consommé la bactérie  

[7] 

Bidifobacterium animalis 

ssp lactis 
Anti-inflammatoire 

In vitro dans le milieu de culture de 

PBMC issues de patients ayant 

consommé la bactérie 

[7] 

Lactobacillus delbrueckii 

ssp lactis  
Anti-inflammatoire 

In vitro sur des cellules épithéliales 

humaines du colon HT-29, activées 

avec TNF-α 

[8]  

Lactobacillus delbrueckii 

ssp bulgaris  
Anti-inflammatoire 

In vitro sur des cellules épithéliales 

humaines du colon HT-29, activées 

avec TNF-α 

[8] 

Lactobacillus acidophilus Anti-inflammatoire 

In vitro sur des cellules épithéliales 

humaines du colon HT-29, activées 

avec TNF-α 

[8] 

Lactobacillus gasseri Anti-inflammatoire 
In vitro sur des cellules épithéliales 

humaines du colon HT-29, activées 
[8] 
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avec TNF-α 

Bifidobacterium longum Anti-inflammatoire 
Utilisée comme souche de 

référence 
[135,137,196] 

Lactobacillus salivarius Anti-inflammatoire 
Utilisée comme souche de 

référence 
[8,137,196] 

Lactococcus lactis ssp 

lactis 

Lactococcus lactis ssp 

cremoris 

Anti-inflammatoire 
In vitro dans le milieu de culture de 

PBMC 
[137] 

Lactobacillus reuteri  

Lactobacillus paracasei 
Anti-inflammatoire 

In vivo chez une souris avec une 

colite induite qui a consommé la 

bactérie 

[30] 

Streptococcus 

thermophilus 
Anti-inflammatoire 

In vivo chez une souris avec une 

gastrite induite qui a consommé la 

bactérie  

[197] 

Lactobacillus fermentum Antioxydante 

Mesure de la capacité antioxydante 

des bactéries par des tests physico-

chimiques  

[198] 

Lactobacillus plantarum Antioxydante 

Mesure de la capacité antioxydante 

d’un EPS produit par la bactérie, à 

l’aide de tests physico-chimiques 

[199] 

Enteroccocus faecium Antioxydante 

Mesure de la capacité antioxydante 

d’un EPS produit par la bactérie, à 

l’aide de tests physico-chimiques 

[171] 

Enterococcus faecalis Antioxydante 

Mesure de la capacité antioxydante 

d’un EPS produit par la bactérie, à 

l’aide de tests physico-chimiques 

[200] 

Lysinbacillus fusiformis Antioxydante 

Mesure de la capacité antioxydante 

d’un EPS produit par la bactérie, à 

l’aide de tests physico-chimiques 

[201] 
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Lactobacillus casei Anti-arthrosique 

In vivo chez des souris et rats ayant 

une arthrose ou une arthrite induite 

ayant consommé la bactérie 

[202,203] 

Streptococcus equi Anti-arthrosique 

In vivo après avoir réalisé une 

injection intra-articulaire de 

hyaluron produit par la bactérie 

chez des lapins ayant une arthrose 

induite  

[204] 

Lactobacillus rhamnosus Anti-arthrosique 

In vivo après avoir réalisé une 

injection intra-péritonéale d’EPS 

produit par la bactérie chez des 

souris ayant une arthrose induite  

[205] 

Lactobacillus rhamnosus  

Lactobacillus acidophilus 
Anti-arthrosique 

In vitro sur l’ARN de monocytes 

différenciés en contact avec le 

milieu de culture des bactéries 

[138] 

Lactobacillus plantarum Antimicrobienne 
Mesure in vitro de l’activité de 

cette souche bactérienne 
[9] 

Enterococcus faecium 

Streptococcus 

thermophilus 

Lactobacillus casei 

Lactobacillus sakei ssp 

sakei 

Antimicrobienne 

Mesure in vitro de l’activité de 

diverses souches bactériennes 

isolées d’un fromage 

[176] 

Lactobacillus plantarum Antimicrobienne 
Mesure in vitro de l’activité d’un 

EPS produit par la bactérie 
[206] 

PBMC : Cellules mononuclées du sang périphériques 

EPS : exopolysaccharide 

TNF-α : facteur de nécrose tumorale



ANNEXE 2  

 
 

215 
 

Annexe 2. 

Préparation des solutions et milieux de culture 

1) Préparation des solutions 

Tampon M9 : 

Composition pour 1 L de tampon : 

 3 g de phosphate monopotassique KH2PO4 

 6 g de phosphate dissodique Na2HPO4 

 5 g de chlorure de sodium NaCl 

 0,25 g de sulfate de magnésium heptahydraté MgSO4, 7 H2O 

 Ajuster à 1 L avec de l’eau distillée  

Stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 20 minutes. Stockage à 4 °C. 

 

Solution de chlorure de calcium (CaCl2) 1 M (50 mL) : 

 5,55 g de chlorure de calcium CaCl2  

 Ajuster à 50 mL avec de l’eau distillée 

Autoclaver à 121 °C pendant 20 minutes. 

 

Solution de sulfate de magnésium (MgSO4) 1 M (50 mL) : 

 6,02 g de sulfate de magnésium MgSO4  

 Ajuster à 50 mL avec de l’eau distillée 

Autoclaver à 121 °C pendant 20 minutes. 

 

Solution de tampon phosphate 1 M, pH = 6 (1 L) : 

 108,3 g de phosphate monopotassique KH2PO4 

 35,6 g de phosphate dipotassique K2HPO4 

 Ajuster à 1L avec de l’eau distillée 

 Ajuster à pH = 6 

Stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 20 minutes.  
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Solution éthanolique de cholestérol à 5 mg.mL-1 : 

 0,025 g de cholestérol 

 50 mL d’éthanol pur 

Vortexer jusqu’à dissolution complète. Ne pas autoclaver. 

 

Solution de fluorodesoxyuridine (FUdR) 6 mM : 

 0,030 g de fluorodesoxyuridine FUdR  

 10 mL de tampon M9 à température ambiante 

Vortexer jusqu’à dissolution complète et stériliser par filtration 0,22 μm. Cette solution est 

à préparer avant utilisation, et à l’abri de la lumière si possible, le FUdR n’étant pas stable en 

solution. 

 

2)  Préparation des milieux 

Milieu gélosé Nematode Growth Medium (NGM), pour entretien des souches de vers : 

Composition pour 1 L de milieu : 

 3 g de chlorure de sodium NaCl  

 17 g d’agar 

 2,5 g de peptone 

 4 g d’extrait de levure 

 975 mL d’eau distillée 

Autoclaver à 121 °C pendant 20 minutes. 

 

Après autoclavage, laisser refroidir le milieu de base dans un bain marie à 50 °C pendant 1 

h puis ajouter stérilement : 

 1 mL de solution de CaCl2 

 1 mL de solution de cholestérol 

 1 mL de solution de MgSO4 

 25 mL de tampon phosphate pH=6 

 Quantité adéquate de solution de FUdR pour obtenir une concentration finale de 

0.12 mM de FUdR dans le milieu. 
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Bien agiter le milieu, le couler en boites de Pétri et laisser solidifier à température ambiante. 

 

Milieu gélosé Nematode Growth Medium (NGM), pour étude de l’impact des extraits de 

fromage et de lait (longévité, qPCR, survie sur milieu oxydant) : 

Composition pour 1 L de milieu : 

 3 g de chlorure de sodium NaCl  

 6 g d’agarose biomoléculaire 

 975 mL d’eau distillée 

Autoclaver à 121°C pendant 20 minutes. 

 

Après autoclavage, laisser refroidir le milieu de base dans un bain marie à 50 °C pendant 1 

h puis ajouter stérilement la quantité adéquate de solution de FUdR pour obtenir une 

concentration finale de 0.12 mM de FUdR dans le milieu. 

Bien agiter le milieu, le couler en boites de Pétri et laisser solidifier à température ambiante. 

 

Milieu gélosé Nematode Growth Medium (NGM), pour étude de l’impact des extraits de 

fromage sur le nématode mutant TJ356 (DAF-16::GFP) : 

Composition pour 1 L de milieu : 

 3 g de chlorure de sodium NaCl  

 6 g d’agarose biomoléculaire 

 975 mL d’eau distillée 

Autoclaver à 121°C pendant 20 minutes. 

 

Après autoclavage, laisser refroidir le milieu de base dans un bain marie à 50 °C pendant 1 

h puis ajouter stérilement : 

 1 mL de solution de CaCl2 

 1 mL de solution de cholestérol 

 1 mL de solution de MgSO4 

 25 mL de tampon phosphate pH=6 

Bien agiter le milieu, le couler en boites de Pétri et laisser solidifier à température ambiante.
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Annexe 3. 
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