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Résumé

La grenade possede de fortes capacité antioxydant et lier a la présence de polyphénols, tanin
et acide galliqgue ce dernier est utilisé en thérapeutique pour sa capacité d’inhiber la
prolifération des cellules cancéreuse, malgré ces bénéfique, ce fruit reste peu étudié en
Algérie.

Notre travail vise a évaluer les propriétés antioxydant ainsi que d’identifier les polyphénols
des extraits des écorces du Punica granatum.L,et les valoriser en les introduisant dans un
yaourt afin d’obtenir un aliment a caracteres nutritionnel et thérapeutique.

L’évolution de ces extraits est réalisée par la méthode de réduction de radical libre

DPPH.

L’extraction est fait par utilisation des trois solvants; éthanol, méthanol, acétone, la
quantification des polyphénols totaux a montré la richesse de 1’extrait éthanolique dont la
teneur est (0.245+£0.002mg EAG/Q).

A partir des résultats du test DPPH, I’extrait ethanolique a présenter la meilleure
activité inhibitrice de radicale DPPH soit une concentration inhibitrice a 50%(1C50)
égale a 1.99 mg/ml.En outre les trois extrait ont montré aussi de 1’efficace en avec
I’acide ascorbique (IC50 de0.026 mg/ml )

Le travail a compléter par une étude qui se résume dons la préparation un yaourt avec
I’incorporation d’extrait de fruit de Punicagranatum.L , en vue d’analyser [D’effet de ce
dernier sur 1’évolution des paramétres physicochimiques et microbiologiques du produit fini.
Les résultats expérimentaux ne montent que ’ajout d’extrait phénolique des ecorces de
grenade dans le yaourt a réduit la pH et a augmenté 1’acidité de plus, I’extrait semble exercer
un effet stimulant sur la croissance des bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricus). En
conclusion, les résultats obtenus indiquent que les écorces du Punicagranatum.L constituent
une source naturelle des antioxydants et qui pourraient étre utilisé en thérapie.

Mots clés : Punicagranatum , Lactobacillus bulgaricus , yaourt, activité
antioxydant,.



Abstract

The pomegranate has strong antioxidant capacity and binds to the presence of polyphenol,
tannin and gallic acid the latter is used therapeutically for its ability to inhibit the proliferation
of cancer cells, despite these beneficial, this fruit remains little studied in Algeria.

Our work aims to evaluate the antioxidant properties as well as to identify the polyphenols
from extracts of the bark of Punicagranatum.L, and valorised them by introducing into yogurt
in order to obtain a food with nutritional characteristics and therapeutic.

The evolution of these extracts is carried out by the DPPH free radical reduction

method.

The extraction is done by using the three solvents; ethanol, methanol, acetone, the
quantification of total polyphenols showed the richness of the ethanolic extract whichthe
content is (0.245+0.002mg EAG/g). From the results of the DPPH test, the ethanolic extract
to be presented the best inhibitory activity of DPPH radical, i.e. an inhibitory concentration
at50% (IC50) equal t01.99 mg/mlin addition all three extracts were also shown to be
effective in with ascorbic acid (1C50 of 0.026 mg/ml).

The work has to be completed by a study which is summarized in the preparation of a yogurt
with the incorporation of extract of the fruit of Punicagranatum.L, in order to analyze the
effect of thislast on the evolution of physicochemical and microbiological parameters offinal
Product. The experimental results only show the addition of phenolic extract from the bark
pomegranate in yogurt reduced PH and increased acidity as well, the extractseems to have a
stimulating effect on the growth of lactic acid bacteria(Lactobacillus bulgaricus). In
conclusion, the results obtained indicate that the bark of Punicagranatum. are a natural
source of antioxidants that could be used intherapy.

Key words: Punicagranatum, Lactobacillus bulgaricus, yogurt, antioxidant activi
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ni le hasard, ni la religion
et ni la superstition qui a guidé la médecine traditionnelle a employer une plante plutét qu'une
autre. Certainement, ¢’est I’expérience ou les gens apprécient les vertus thérapeutiques des
plantes.

Ces derniéres années, le role des plantes médicinales dans la santé humaine a suscité
une attention accrue. Plusieurs études epidémiologiques ont fortement suggéré qu'une forte
ingestion de produits végétaux est associée a une diminution significative du risque de
nombreuses maladies chroniques telles que l'athérosclérose, l'inflammation, le diabéte et
certains types de cancer. Ces effets bénéfiques sont en partie attribués a des composés
possédant une activité antioxydante. Les principaux antioxydants sont les vitamines C et E et
certains métabolites secondaires, en particulier les composés phénoliques.

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mise au profit
dans l'alimentation, comestibilité et pharmacie; parmi ces composés on trouve dans une
grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapie. C'est pour
cela que l'industrie pharmaceutique se tourne vers la nature et a entrepris une vaste étude
seule terrain pour un répertoire des plantes les plus prometteuses parce qu'il est nécessaire
aujourd'hui de valider l'usage traditionnel de ces plantes et d'évaluer scientifiquement leurs
activités pharmacologiques retenus (Bohrom, 1997)

La grenade (Punica granatum L.) est un fruit antique avec des antécédents médicaux.
Sa peau éepaisse, de méme que ses cloisons internes sont riches en tanins ce qu'il lui confeére
un godt acres et ameres. Les études ont montré que les antioxydants trouvés dans la grenade
ont des effets bénéfiques sur la santé cardiovasculaire semblable aux effets du vin rouge (Vitis
Vinifera) et du thé vert (Sinensis Camélia) (Rosenblat et al., 2006).

La peau de grenade (Punica granatum L.) est une partie non comestible obtenue
pendant le traitement du jus de grenade. La peau de grenade est une source riche en tanins,
flavonoides et autres composés phénoliques (Lie et al, 2006). Les propriétés antioxydantes et
antibactériennes de la peau de grenade dans les systéemes modeles in vitro ont été rapportées
(Negi et Jayaprakasha, 2003; Reddy et al., 2007; Opara et al., 2009; Alzoreky, 2009).

Des infusions a base d'écorces de grenade sont utilisées pour soigner les dysenteries
(les tanins ont un effet astringent sur la muqueuse intestinale), et ce remede a été longtemps
préconisé dans la thérapeutique traditionnelle. L'écorce et la racine du grenadier possedent des
propriétés vermifuges (Rosenblat et al., 2006).

Bien que la fabrication et la consommation des laits fermentés remonte a la plus haute
antiquité, les progres réalisés dans I'élaboration, la standardisation et la diversification des
yaourts correspondent pour la plupart aux efforts de recherche entrepris au cours du siécle
dernier.

Il est bien connu que les produits laitiers frais fermentés, comme le yaourt, sont des
aliments de grande consommation a travers le monde (Nakasaki et al., 2008).



Introduction

Avec le progres technologique réalisé, le yaourt apparait comme un produit laitier tres
digeste qui posséde une grande valeur nutritionnelle et qui est apprécié pour son godt et sa
texture (Rohmain, et al., 2010). Il convient a toutes les tranches d'age et méme chez les sujets
intolérants au lactose (Nagai et al., 2011).

Le yaourt est obtenu par incubation de lait avec un mélange de Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (JORA, 1998),
d'autres ingrédients peuvent étre ajoutés au yaourt, comme les fibres de fruits et légumes, de
fruits secs ou légumes comme les céréales.

L'objectif de la présente étude consiste a évaluer l'effet des écorces de grenade sur
I'tvolution des paramétres physicochimiques et microbiologiques d'un yaourt.

Notre travail sera réparti en deux parties:
1. Partie bibliographique portant sur des données générales sur l'espéce étudiée (Punica
granatum L.), ainsi que des généralités sur le yaourt.
2. Partie expérimentale ou sont rapportés le matériel et les méthodes utilisées, les résultats
obtenus, leur discussion et finalement une conclusion.

L'étude expérimentale est répartie comme suit :

e Extraction et dosage des composeés bioactifs tel que les polyphénols totaux ainsi que
I'évaluation de l'activité antioxydante de I'extrait de la peau de grenade.

e Incorporation des extraits de grenade dans un type yaourt afin d'étudier leur effet sur
les parameétres physicochimiques et microbiologiques de ce dernier



Partie | : Etudes
Bibliographique



Chapitre | Généralité sur les grenades

Généralité sur les grenades (Punica granatum)
1. Historique :

La grenade, en latins pomus et granatus, ce qui signifie une téte de série ou pomme granulaire,
originaire de I’Iran a Himalaya dons le nord de 1’Inde, ou elle a été cultivée de puis des milliers
d’années. Elle est aussi cultivée dans tous les continents dans des zones tempeérées chaudes :
comme le Proche orient, Chine, Sud-est des Etats-Unis, Chili, Argentine. La ville de Grenade en
Espagne doit son nom au grenadier (Ben abdennebi, 2012). Son nom est dérivé du
latin « granum » qui signifie « fruit a graine » . La grenade est mentionnée dans la mythologie
grecque, ainsi que dans la Bibl. et Coran, preuve que ce fruit est connue et consommé depuis
des millénaires (Calins Sanchez et al., 2012).

2. Nomenclature : Selon Hmid (2013), la nomenclature de Grenadier est :

Nom scientifique : Punica granatum
Nom francais : Grenadier

Nom anglais :Pomeranate

Nom espagnole : Granado

Nom italien : Melongrano

Nom arabe : Roman

3. Production de grenades dans le monde :

La superficie consacrée a la culture de la grenade dans le monde est 300 000 hectares, dont 75%
des client sont situés dans cinq pays (inde, iran, Chine’ Turquie et Etats-Unis).Pourtant,
L’Espagne, I’Egypte et Palestine sont entre 16000 et 2400 hectares, I’un des pays qui développe
I’industrie hybride (Queroz, 2009).

D’autre pays pratiquent également cette culture notamment Afghanistan, Pakistan, Arménie,
Géorgie, Tadjikistan, Jordanie, Italie, Tunisie, Azerbaidjan, Libye, Liban, Soudan, Myanmar,
Bengladesh, Mauritanie, Chypre et Grece (Melgrejoetal., 2012).

|!
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Figure01 : répartition de la production mondial de grenade (Melgarejo and Valero, 2012).
Production de grenades dons 1’ Algérie :

Les grenades sont cultivées beaucoup plus dans la zone miditirannér : Espagne, Italie, Grece,

Algérie, Tunisie, Maroc.

Le grenadier peu exigeant, les plantations sont pas tres importante

dans I’Algérie. Il existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités tres différentes.
Plusieurs sortes de grenadier sont signalées dans des petits jardins en Kabylie, on ne connait que
leur locale (Lahlou, EImouze,..) Quatorze variétés sont actuellement autorisées a la production et
a la consommation par 1I’Etat (INRAA ,2006).

Tableau I : variation de grenade autorisée a commercialiser en Algérie (INRA , 2006).

Espane rouge Gajin Selection station
Corda travita Sefri Chelfi
Mollerhuessa Zemdautomne Doux de koela
Mellisa Sulfani Messaad
Papersschell Spanish.duoy
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4. Description botanique :

La grenade est le fruit du grenadier qui est un petit arbre ou un grand arbuste (2 a7mde hauteur).
Le tronc est recouvre d’une mince écorce grise ; se ramifier irrégulierement en branche plus ou
moins épineuses et hérissées, portant des feuilles caduques et lancéolées en spires
(Boullard.1997 ; Iser, 2001).

Ses feuilles sont simple, lancéolées et peuvent mesurer de 3a 8 cm de longe de couleur rouge
orangees sont tres ornementales. son fruit, la grenade, est une baie du jaune doré au rouge. La
taille de grenade est comparable a celle d’'une pomme. Cette baie renfermer de nombreuses petits
graines rouges contenues dans des loges, séparer par des membranes. Toutes ces graines
possedent un meésocarpe charnu et gélatineux, comestible et sucré, représenter la partie
comestible du fruit (Wald, 2009).

Le poids des grenades varie généralement selon ’origine et lecultivar entre 163 et 216g. De
point de vue botanique, la fruit de grenadier se compose de 3 parties :

- L’épiderme (écorce), les arilles et les pépins.
- L’épiderme et la partie extérieure de fruit représentée 28 a 32% du poids total du fruit,
alors que le taux en graines varis de 55 a 60% du poids du fruit (Oukiabli et al. , 2004).

Figure 02 : Grenade et ses nombreuses graines (Wald, 2009)

5. Classification Botanique :

Le grenadier, Punica granatum L. a été décrit par Linné et introduit dans sa classification en
1953. cette classification encore adoptée est décrit dans le tableau Il (Spichiger et al,2009).
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Tableau I1 : Classification botanique du grenadier (Spichiger et al ., 2009).

FEmbranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Mangoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Punicaceae (Lythraceae)
Genre : Punica

Fspece : Punica granatum

Punica granatuma partage sa famille botanique Puniceae, avec Punica protopunia , une
espece endémique due L’ile Yéménite de Socotra (Lansky et Newman, 2007). Cependant les
récentes études moléculaires, recommande la classification de ce genre dans la famille des
Lythraceae (Spichiger et al. , 2020 ; Walter et al. , 2002 ; Stover et Mercure, 2007).

6. Facteur climatique liées a la culture du grenadier :

. Climat :

La culture du grenadier est essentiellement limitée a une semi-aride, légerement tempérée et
subtropical. il s’adapte naturellement a des régions avec des étés chauds et des hivers froids,
comme les pays méditerranéens, Afghanistan, Iran, et les Etas Unis(Californie) (Ozgen et al, .
2008). Cette espece peut supporter des températures extrémes allant de -10et+40°C (Oukabil,
2004).Le fruit est récolté en automne, & maturation (Isrin, 2001).

. Sol :

Le grenadier s’adapte a plusieurs types de sol allant du sable pure a I’agile lourde. Il donne de
meilleurs résultats en sol d’alluvions avec des disponibilités en eaux Satisfaisantes ainsi que sur
limon lourd bien irrigué (Oukiabil, 2004). Sa croissance optimale est obtenue sur des asse lourds
et humide a pH de 5.05-7.0. est sols alcalins donne de faible rendements(Sheets et al. , 1994).
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Irrigation :

Les besoin en eau du grenadier sont pratiquement les mémes que pour les agrumes 125 a 150
cm par an. Les arbres doivent étreirrigué tous les 7-10jours en 1’absence de précipitations
significatives. Le maintien d’une humidité suffisante du sol, en fin d’été et début d’automne est
nécessaire pour réduire le fractionnement potentiel des fruits (Sheetset al, . 1994).

. Composition phytochimique du fruit :
a. Lesfeuilles:
Les feuilles du grenadier contient des flavones, telle que la lutéoléine et 1’apigénine. Cette

derniere posséderait des propriétes anxiolytiques (Lanskye, 2007). Elles renferment également
des tanins, comme la punicaline et la punicalage (Lankskye, 2007).

Figure03 : Feuilles lancéolés de Punica granatum( Wald, 2009)

b. Lesfleurs:

Les fleurs du grenadier contiennent de I’acide gallique et des triterpénes comme I’acide
ursolique, acide oéanolique, acide asitique, acide maslinique (Lanskye, 2007).

Figure04 : Fleurs aux sépales charnus et rouges et aux pétales froissés (Wald, 2009).



Chapitre | Généralité sur les grenades

C. Le fruit:

Le fruit possede dans ses différentes parties de nombreux composés chimiques d’une valeur
biologique élevée : écorce, membranes blanches, arilles et pépins.

Tt

Figure05 : La grenade et ses différentes parties (Calin Sanchez et al. 2005)

d. Les racines et écorce de I’arbre :

L’écorce de la racine de grenadier a été analysée d’abord par Mitouart, en 1824, qui en a retiré

une maticre grasse, des tanins, de 1’acide gallique, une maticre résineuse, de la mannite, du sucre
(Cazin, 1868).

Les extraits préparés a partir des racines et écorce de I’arbre ont de puissants effets
physiologique. Leur composition chimique se distingue des autres parties de 1’arbre par de forte
concentration en alcaloides (Lansky et Newman, 2007).
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Tableau I11 : composition chimique (Elodie ,2009) et principaux constituant de la différente

partie du grenade (Jurenca, 2008).

Partie du grenade

Constituants

Feuilles Tanins (punucalinetpunica a folin) et flavones glycosides (ilutéoléine
et apigénine)

Fleurs Acides gallique, acideursolique, triterpenoides

Graines Huile : qui se compose :

_Acide gras innsaturé(80%) : 95%d’acide punicique, les acides
oléique et acide olinoléques et d’autre acide

_Acide gras saturés : les acide plamique et stéarique

_Acide ellagique

Hormones stéroides et acides gras stérols : cholestérols

Jus de grenade

-sucre : glucose, fructose, saccharose

_ Acide organique : acide citrique, acide ascorbiqurr, acide gallique,
acide ellagique .

-Acide aminés : valine, poline et m »thionine

-Antioxydants : acide caféique, catéchines, EGCG, querticine,
rutine, puissants molécules antioxydants, fournissant au jus grenade,
sa couleur rouge augmente juqu’amaturiré de fruit, et diminué apres
la pression du fruit _nombreux de minéraux

Ecorce de grenade

_Acide hydroxy benzoique : I’acidegallique et ’acide ellagique
_Acide hydroxycinnamique

_Dériveés de flavonoides : molécules de coloration jaune
_Anthocyanidine : responsable de la couleure rouge des grenades
_Nombreux ellagitinins : tel que la punicaline, la punicalag

La corilagine, la granatine A et B, ces tanins représentent jusqu’a
28% de la peau du fruit

_Le pelletiérine pourrait aussi se trouver dans la peau de grenade
_Alcaloides pipéridines

€. Les écorces des grenades :

L’écorce de grenades représente 50% de pois total du grenade, qui composé de bioactifs tels
les ~poly phénols, les flavonoides, les ellagitanins, les proantocianidines et les minéraux « N, P,
Mg, Na, Ca, P » (CalinSanchezetal. , 2005). Elle est utilisée séchée, sous forme de
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morceaux brunatre ou vert rougeatre a I’extérieure, un peu verruqueux, brillants, jaunatre sur la
face intérieure concave, portant souvent 1’empreinte des graines qui y étaient incrustées.

Ces fragments sont formés d’unparenchymes de cellules a paroi minces au milieu desquelle on
distingue des groupes de cellules pierreuses et de faisceaux.

Le serveur de I’écorce de grenade est amer et astringente (Wald, 2009).

L’¢écorce de grenades a été utilisée dons plusieurs produits alimentaires et ou-il été démometre
que I’extrait de la poudre de I’écorce de grenade(PEG) peut étre considéré comme conservateur
naturel dans les produits carnés contre diverses souches tel que listeria monocytogenes, Bacillus
subiilis,

Bacillus cereus, Eshericjia coli et Staphylicoccus aureus, avec un effet bactéricide averé
(Hasmik, 2011).

8. Composition chimique des écorces de grenades :

L’écorce de grenades se compose également d’acide gras, certaines de catéchines, de quercétine
et de rutinies(Ghazaleh et al., 2013). Pourtant les flavonoides st les tanins sont abandonnée
dans la peau sauvage, dans les plantes cultivées (Wald, 2009).

La concentration en macronutriments des écorces de grenades vrais selon les facteur (climat et
sol) ; elle est moins importante que celle rapportée pour le fruit.

Selon MirdehghanetRahemi(2006) la teneur en K N Ca P Mg Na, mis a part le calcium qui est
plus abondant dans les écorces ainsi que le sodium qui lui a une teneur équivalente. il est riche
en ellegitannins tels que la Punicalline, la Punicalagine,Corilagine, la Granatine.Aainset B. Il
continent de I’acide hydroxy benzoique, tel que I’acide gallique et 1’acide ellagique, ainsi que les
anthocyanes, sont responsable de la couleur de la grenade. Nous avons également remarqueé la
présence d’alcaloides : Pelletirrine d’apré (Prakash C, Prakash I., 2011).

@)

I

O o | “OH
N HO
||_| OH
Structure de La pelletierine L’acide gallique Acide ellagique

Figure 06 : les structures chimiques des ellagitannins. (PrakashC , Prakashl, 2011).
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9. Utilisation de grenades :

. Usage Médicinale :

La grenadiere a été utilisé en médecine traditionnelle dans nombreuse cultures (Lansky et al. ,
2000). La grenade est considérée comme un fruit complet dans le coran.

L’ancienne science médicinale indienne la identifiée comme une petite plante médicinale.
(Kullkani et al., 2004).

L’écorce de grenade, les racines et es feiulles ont été utilisées en décoction pour traiter les
diarrhées, les troubles digestifs et stoper les hémorragies. (Stover et Mercure, 2007).

Les écorces de fuie sont utilisées aussi contre les parasites intestinaux, en particulier le vers
solitaire (ténia) et la dysenterie amibienne.

Elles contiennent des alcaloides, dont la pelletiérine, vermifuge efficace contre le ténia, inscrite
au Codex de la pharmacopée francaise depuis 1937 (Cutray et al., 2010).

Une autre étude publiée par Al-Saeed et al. (2015), a révélé I’efficacité de 1’extrait éthanolique
des écorces de grenade dans le traitement des plaies infectées par des champignons, pouvant la
propriété antiseptique de 1’écorce de grenade.

. Autre utilisation :

Au Japon, un insecticide est dérivé de 1’écorce de I’arbre. le bois de couleur jaune pale est trés
dur. Cependant, étant disponible uniquement en petits morceaux, il est utilisé pour la confection
de cannes.

Les études récentes ont démontrées 1’effet thérapeutique de quelque unes deces utilisations
(Stiver et Mercure, 2007).

C. Utilisation agroalimentaire :

Nous citons I’utilisation dons le domaine alimentaire. Une étude récente a démontré que 1’extrait
méthanolique de peau de grenade améliore la stabilité oxydative de 1’huile de tounesol, a
différentes concentration. L’extrait de la peau de grenade a des [C] de 800 a 850 ppm, aa une
efficacité de stabilisation comparable aux antioxydants synthétique classique, a savoir le BHT a
sa limite légale (200ppm) (Shahid, 2008).
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10.Propriété thérapeutique :
Les grenades considérent comme composons naturelles gracea ses propriétés

a. Propriété antioxydant :

L’activité antioxydante in vitro de la grenade et de ses dérivés est d’autres ’ont évalué
(Tezacan et al. , 2009 ; Jacob rt al., 2008).Tzulk et coll.(2007) capacité antioxydant élevée
déterminée de pinicalagines dans composition, pas d’anthocyanes.

Les grenades sont parmi les fruits plus riche en vitamine C et en composé phénolique et en acide
phenolique (EI-Nemr et 1992).

La composition des différentes parties du grenades a montré 1’éxistence des polyphénols ayant
des propriété antioxydant tres importantes & savoir les tanins que 1’on trouve en concentration
tres éléves dans les tiges et les écorces du grenade (Seeram et al. , 2006). Seeram et ses
collaborateurs (2006) ont, par ailleurs, montré que les différents antioxydants du jus de grenade
agissant de maniére synergique, puisque le jus de grenade a une activité antioxydante plus
élevéeextrait de tanin totaux de grenade ou que 1’acide éllagique seul.

b. Propriétéanti-inflammatoire :

Des études in vivo ont démontré que 1’huile de graines pressées du grenadier inhibe la cyclo-
oxygenase et lipo-oxygénase. La cyclo-oxygenase, enzyme clé dans la conversion a éte ihébée de
37% par I’extrait d’huile de graines Pressées.La lipo-oxygénase, qui catalyse la conversion de
I’acide arachidonique en leukotriénes, ont été inhibés de 75% par méme extrait (Schubert et al.,
1999).

Des rats obeses ayant recu une supplémentation de jus de grenaded’extraits de fruits de grenadier
montre une diminution significative de I’expression des marqueursde 1’inflammation vasculaire,
la tromboponodine et la cytokine (de Nigris et al, 2007). Cependant, la propriété anti-
inflammatoire du grenadier dans les protection de I’endothélium et dans la diminution de
’athérosclérose n’ont pas ¢été encore validees par des essais cliniques chez ’homme (Basu et
Penugonda, 2009).

C. Propriété anti-cancéreuse :

L’acide ellagique, 1’acide caféique, la lutéoléine et I’acide punicinique sont des molécules
présentes dans grenade et elles sont testées en tant qu’inhibiteur de la croissance in vitro de
cellules cancéreuses humaines de prostate. Chaque molécule et a une concentration de 4mg/mi
inhibe, de maniéré significative, la prolifération des cellules cancéreuse (Hamid, 2013).
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D’autre part ils semblent présenter d’intéressantes et multiples propriété contre le cancer du
sein (Kim et al. , 2002) et cancer du colon (Inhibition de 30 a 100%) (Seeram et al. , 2005),
aussi bien dans un but préventif que dans un but thérapeutique (Kim et al. , 2002).

Propriété anti microbienne :

Les polyphénols de grenades ont des effets antiviraux et antimicrobiens intéressants. Le jus de
grenade contient des inhibiteurs d’entrée HIV-1. L’¢étude de ce complexe montre qu’il bloque la
liaison du virus avec certains récepteurs cellulaire (Neurath et al, . 200).

L’écorce de grenade posséde donc, in vitro, une activité antibactérienn. La combinaison unique
des tanins et des alcaloides issus de cette écorce, ainsi que leur action synergétique, explique
probablement cette activité antibactérienne non retrouvée dans d’autres fruits ¢galement riches
en tanins et alcaloides (Prashanth, 2001).

Toxicité de grenades :

Beaucoup d’études ont prouvent que lorsque le tannin dépassant 0.25% dans 1’aliment est
cancérogene (Morton, 1987).

A fin pour mieuxcomprendre I’effet de la consommation de grenade ou leur extrait sur
I’organisme et leur r6le dans la traitement de certaine maladie, il est nécessaire de connaitre les
substance bioactives et leurs propriétés.

Il a été dit que la punicalagine, le tanin ellegique hydrolysable et le polyphénol antioxydant tres
abondant dans la jus de grenade  étaient  toxique pour le  bétail.

|g
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Les composés phénoliques
1. Généralité :

Les composées phénolique oupolyphénols sont des métabolismes secondaire largement distribué
dans le réegne végeétale.

Ces composées sont présents dans tous diverses parties de mantes, mais leur distribution
quantitative varie selon les plantes en tissu. Plus de 8000 structuresont été identifiées, allant du
simple au acide composés phénoliques a des substances hautement polymérisées telle que les
tanins (Dai et Mumper, 2010).

Ils caractérisent par la présence d’au moins un cycle benzénique, qui est directement connecté a
au moins un groupe hydroxyle libre ou impliqué dans une autre fonction : Ether, ester, hybrides
(Bruneton, 1999).

Les polyphénols sont toujours les ingrédients actifs de nombreuses plantes médicinales, et ils ont
la capacité de réguler I’activité d’un grand nombre d’enzymes et de certains récepteurs
cellulaires. De plus, un grenade nombre polyphénols se sont avérés in vitro avoir des propriétés
antioxydants, anti-inflammatoires, antifongiques été antivirales (Khan, 2010).

Les composons phénoliques favorisent également la croissance et le développement des plant
grace a divers effets. ils interviennent par exemple dans le métabolisme et le transport de 1’uxine
(Treutter, 2006) et le métabolisme et le transport de 1’éthyléne (Vendrell, 2003).

Les flavonoides peuvent méme réguler la formation de grains de pollen dans pétunia (Naomi et
al, 1999).

La grenade est une source de nombreux composés biologiquement connus, tel que 1’acide
ellagique, le gallotannin, 1’anthocyanine utilis¢é comme antioxydant(Kkaplanteeta al, 2001 ;
Noda et al, 2002 ; Cerdaeeeetal., 2003). Les polyphénols composent par quatre familles : les
acide phénoliques, les, flavonoides, les anthocyanes et les tanins.

2. Classification des polyphénols

Les polyphénols sont composés par regroupement des substances chimiques et un ou plusieurs
groupes hydroxyle, plus d’autre des constituants (Salunkhe, 1990). Selon Motilva et ses
collegues(2013), il n’y a pas de classement générale des Polyphénols. Par conséquent, de
nombreux autres ont proposé leur classification.
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Figeure07 : Les défiantes clases des composes phénoliques (Ilham hmid, 2014).

a. Acide phénoliques :

Le terme d’acide phénolique sont des dérivés s’appliquer a tous les composés Organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Beddou, 2015).

Ils sont présentés dans le grenade par la présence de ’acide gallique et 1’acide éllagique
(Amakura et al, 2006).

a. 1. Acide benzoique :

Les acides benzoiques sont des dérivés de ’acide benzoiques et ont une structure générale
de(C6_C1).Ce molécules existent souvent sous forme d’esters ou glycosides (Harra, 2012).

R1=R2=R3=Rd4 =H:acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4=H,R3=OH:acide p-hydroxybenzoique
R1=R4=H,R2=R3=0H: acide protocatéchique
R1=Rd4=H,R2=0CH3,R3=OH: acide vanilique
R4 R1=H R2=R3=Rd4 = OH: acide gallique

Figure 08 : structure chimique des acides benzoique (Kapsokefalou, 2006)
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a. 2. Acide cinnamiques

Les acides cinnamiques ont une structure de(C6_C3).lls généralement associés a molécules
organiques. le degré d’hydroxylation cyclique et de méthylation de benzene, qui provoque une
réactivité chimique importante de ces molécules.(Harrar, 2012).

CH=CH=COOH CH=CH-COOH CH=CH-COOH
HO H;CO
Acide cinnamique OH OH
Acide caféique Acide ferulique

Figeure09 : Structure des acides cinnamiques ( Newsletter, 2005).

b. Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolismes secondaires des plantes représentant une large gramme
de composés naturels, Ils sont des pigments végétaux et sont responsables de la couleurs des
fleurs, des fruit et des feuilles (Anderson, 1995).

Le terme flavonoides rassemble une trés large gramme de composes naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (au-dela
de la chlorophylle, des caroténoides et des betalanines), méme si leur présence est parfois
masquée par leur présence sous forme «leuco», ce qui explique leur commercial dans
I’industrie alimentaire (Gabor, 1988).

Figure 10 : structure de flavonoide
Les flavonoides ont des couleurs allant du jaune claire au jaune or. Selon les détails structuraux
de leur squelette de base en C6, les flavonoides se divisent en 6 groupes : Flavons, flavonols,

flavonones, isoflavonols, chalcones, aurones

Ces composons existent sous forme libre ou sous forme d’hétérosides (Heller, 1993).
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b. 1. Flavonols

Les composés les plus représentatifs de cette famille sont le Kempférol été Quercitrine. Ce
dernier est connu pour voir une forte capacité antioxydant, en raison de sa structure chimique est
propice au piégeage des radicaux libres. La concentration est environ 15 a 30 mg/kg
d’ingrédients frais (Manach et al, 2004).

b. 2. Les flavonones

Ils sont dérivés de la chalcone et de ’or grace a la cyclisation au centre du cadre, de sorte
hétérocycle. lls se caractérisent par 1’absence de doubles liaisons entre C2 et C3 L’existence de
centre asymétrique.

b. 3. Les flavones

Parmi les fruits et Iégumes, le moins contenu de flavonoides, ils se composent essentiellement
de lutéoline glycosylée et d’apignine. les seuls aliments connus a ce jour sont le persil et céleri
(Manach et al ., 2004).

b. 4. les isoflavoes

Les produits a base de soja sont la principale source d’isoflavons. Les aliments peuvent étre
glycoslées ou non. lls existent également dans Haricots (Manach et al, 2004).

C. Les tanins

Les tanins végétaux sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau, avec le poids
moléculaire est compris entr 500 et 3000 unité. Ils conviennent a la préparation du cuir et la
réaction classique du phénol. De plus, ils ont des propriétés spéciales telles que la capacité de
précipiter des alcaloides, la gélatine et autre protéines (Sereme et al ., 2010). lls sont divisés en
deux catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.

C. 1. Les tanins hydrolysables

Sont des esters du D-glucose et de ’acide gallique ou de ses dérivés, en particulier 1’acide
ellagique et sont des substances facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique
(tannase) (Cowan, 1999 ; O’connel et Fox, 2001).

Les tanins hydrolysables sont constitués d’un noyau central « le glucose » et de chaines latérales
(en position 1, 2,3, 4ou 6 sue le glucose) comprenant 1 a n monomere(s) d’acide phénol.
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Des liaisons carbone a carbone entre noyaux (liaison biphenyle réalise par couplage oxydatif),
conduisent a des molécules ramassées plus rigides de solubilité diminuée dite les tanins
éllagiquees(Guignard, 1996).

OH
HO OH
0
QH
HO A 0 o 0 OH
OH o o -0
0 Q [ © OH
HO” Y HO 0 0
H
Un HO OH oH
OH HO  OH
Acide gallique 1, 2, 3, 4, 6-pentagalloyl-O-Dglucose

Figeurell : La structure de I’acide gallique et d’un tanin gallique (Burent, 2008)
c. 2. Les tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polymeéres composés des substances
suivantes d’unités de flavan reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6
(O’connel et Fox, 2001). En raison de leur complexation salivaires, les tanins condensés sont
responsables de 1’astringence caractéristique des fruits avant maturité.

Les tanins condenseés ne traversent pas la barriere intestinal, ils sont donc beaucoup moins
taxique que les tanins hydrolysables (Virigini et al, 2003).
H
é/on

OH
OH
HO O HO '
OH ; YO
® H

(+)-Catechin (2R, 3S5) (-)-Epicatechin (2R, 3R)

(«)-Catechin (25. 3R) (+)-Epicatechin (28, 38)

Figeurel2 : La structure des tanins condensés (Hagerman,2002)
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3. Roéle et propriété des composés phénoliques

Les polyphénols ont un réle reconnu maintenant dans différents
Aspect de 'utilisation :

3.1.Dans les aliments

Les effets bénéfiques des polyphénols ont fait I’objet d’une attention particuliéres dans deux
domaines : phytothérapie et hygiene alimentaire (Leog, 2002). Les polyphénols aussi utilisé
comme additif dans les industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. Les industriels
commercialisent  maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des suppléments
alimentaires. De plus, leur activité antioxydant assure une meilleure conservation des derniers
alimentaires en empéchant la peroxydation lipidiques.

Dans I’industrielcosmétique, les compositionsphénoliques trouvent leur application pratique en
luttant contre la production des radicaux libres néfaste dans la santé et la beauté de la peau.

3.2.chez ’homme

Les recherches sur le composés phénoliques en générale et les flavonoides en particulier sont
trés poussées en raison de leur divers propretésphysiologiques comme les activités
antiallergique, antiartherogeenique, anti-inflammatoire, hépato protective, antimicrobienne,
antiviral, antibactérienne, antithombonique, cardioprotective et vas dilatoire(Middleton et al,
2000 ; Ksouri et al, 2007).
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1. Historique

Origine d’Asie, le mot yaourt ( Yyaghortouyagourt ) venait de «yaghurmark », mot
signifiant « épaissir » (TAMIN et DEETH, 1980).

D’aprés la découverte par Louis Pasteur de lafermentation lactique, De nombreux chercheures
s’intéressent aux microorganismes présents dans le lait. En 1902, RIS et KHOURY, deux
médecins francais ont isolé des bactéries présentes dans le lait fermenté Egyptien. Puis
METCHINKOFF (1845-1916) a isolé des bulgarécus « a analysé 1’acidification du caillé et a
proposé une solution production sur et normale (ROUSSEAU, 2005).

Par la suit, de nombreux autre produits sont entrés sur le marché : le lait fermenté pro biotique,
lait fermenté de longévité (Pasteurisé, HUT, lyophilisé ou produits secs) et « agréables » (a
boire, moussants ou glaceés).

Traditionnellement, c’est le yaourt dit « nature ou pur » et ferme qui constituait I’essentiel des
productions de lait fermentés. Entre 1960 et 1970, sont apparus les produits sucrés puis
aromatisés et aux fruits. Actuellement, ils majoritaire dons le marchée sont. L’émergence de
yaourt brassé est une autre étape importante du processus commerciale du lait fermentée.

En outre, le développement commercial des produits pro biotiques sont importants et répondent
aux besoins des consommateurs (BRULE, 2003).

2. Définition du yaourt et réglementation

Selon le Codex Alimentarius, le yaourt est un produit laitier coagulé résulte de la fermentation
lactiques par des bactéries lactique ; Lactobacillus delbruekii sous-espécebilgaricus et
Streptococcus salivariussous-espéce thermophilusa partir du lait frais, ainsi que lait pasteurisé
(ou concentré, partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec ou sans addition (de lait en
poudre, poudre de lait...) les microorganismes doivent étre viable et abondants.

Les bactéries lactiques doivent étre ensemencées simultanément et trouvées vivants dans le
produit a raison d’au moins 107 bactéries/g. (ANONYME, 2005).

Lors de la mise en consommation de yaourt, la quantité d’acide lactique libre contenue dans le
yaourt ne doit pas inférieure a 0.8g pour 100g de produit (Mahaut et al., 2010).

Les critéres pris en compte par le Codex Alimentariuset la F.I.L dans laréglementation du
yaourt sont suivants :

e Dénomination : elle varie selon les langues, mais les termes les plus utilisés sont
« youghurt », «yogurt » ou « yaourt ».
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e Le type de produit : il est défini souvent en fonction de teneur en matiére grasse ou de
I’adjonction éventuelle d’ingrédients (Yoghourt partiellement écrémé ou maigre, yoghourt
écréme, yoghourt sucré et nature).

e Le type de ferment utilisé : La dénomination « yaourt » nécessite 1’utilisation obligatoire des
deux ferment caracteéristiques Stréptococcusthérmophius et Lacobacillusbulgaricus (Luuquet
et carrieu, 2005).

e La quantité de ferment contenue dans le produit fini : la FIL fixe la quantité ferment
vivants, égale a 10”bactéries par gramme apportés a la partie lactée jusqu’a la date limite de
consommation.

e La viabilité de flore lactique : flore viable pendant toute la durée de vie.

e Ingrédients laitiers: Lait pasteurisé, congelé, écrémé, concentré, en poudre, creme et
caseines..etc.

e Ingrédients non laitiers : une multitude d’ingrédients peut étreincorporée dans leyaourt, I
peut s’agit par exemple de fruits sous différents forme (purée, jus, pulpe, sirop..etc), de céréales,
de légumes ou de sucre. La quantité d’ingrédients nonlaitiers est fixée par le Codex
Alimentarius, la FIL et la pluparts des pays a moins de 30% en poids du produit fini.

e pH : La FIL préconise une teneur de 0.7 % d’acide lactique. Cette valeur est respectée dans
certains pays avec une variabilité de 0.6% a 15 %. Certaine normes imposent un pH inférieure a
4.50u 4.6.

e Taux de matiére grasse : Il doit étre minimum, inférieur a 3% dans le cas des yaourts
(nature sucre ou aromatisé) compris entre 0.5 et 3% dans le cas des yaourts partiellement écrémé
et 0.5% dans les yaourts écrémés.

e Teneur en protéines : elle est égale a 208% dans le produitfini (Luquet et carrieu, 2005).
En fonction de la technologie de fabrication, les yaourts sont divisés en deux groupes :

e Yaourt fermes : dont la fermentation a lieu en pots, ce sont généralement des yaourts natures
ou aromatisés.

e Yaourt brassés : dont la fermentation a lieu en cuve avant le conditionnement. Ce sont
généralement des yaourts brassés natures ou aux fruits (Luquet et Carrieu, 2005).
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3. Les types de yaourts :

Ils existent plusieurs types de yaourt qui différent par leur composition chimique,

leur

technologie de fabrication ainsi que leur saveur. Le tableau suivant résume les différents types

de yaourt.

Tableau 1V : Différents types du yaourt et leur caractéristiques (Vignola, 2002)

Les différents types

Caractéristiques

Selon la teneur en

matiere grasse

e Yaourt entier

MG minimum 3%.

e Yaourt partiellement
écréme

MG moins de 3% et plus
de 0,5% .

e Yaourt écrémé

MG maximale 0,5.

Selon la
fabrication

technologie  de

e Yaourt étuvé ou ferme

Ce sont des yaourts nature
ou aromatisés, qui ont une
texture ferme a surface
lisse incubé et refroidi en
pot.

e Yaourt brassé

Il présente une texture
presque fluide. Amené a
une consistance crémeuse
aprés coagulation, incubé
en cuve et refroidi avant le
conditionnement

e Yaourt a boire

Similaire au type brassé
mais dont le coagulum est
réduit a I'état liquide
avant conditionnement

Selon les additifs alimentaires

e Yaourt aromatisé

Addition d'aréme.

e Yaourt fruité

Addition de fruit.

e yaourt light

Addition
sans sucre

d’édulcorant
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4. Matiéres utilisées pour la production du yaourt :

a. Lait frais

La principale matiére pour la fabrication des yaourts est le lait de vache. Il est constitué
d'environ 88% d'eau et de 12% de matiére seche contenant des glucides, des protéines, des
lipides et des minéraux (Amellal-Chibane, 2008)

Le lait est un produit de forte valeur nutritionnelle. C'est I'un des rares aliments a contenir une
teneur équilibrée en nutriments de base (glucides, lipides et protides). C'est aussi I'un des rares a
convenir a toutes les tranches d'age (nourrissons, enfants, adolescents, adultes, personne agées)
qui le consomment tel quel a I'état liquide (lait frais) ou sous forme de produits dérives (fromage,
yaourt, cremes glacées...etc). Avec une valeur énergétique de l'ordre de 700Kcal/l, le lait de
plusieurs espéces animales constitue une source importante et relativement bon marché d'apport
quotidien en acides aminés et acides gras essentiels ainsi qu'en calcium alimentaire. Le lait est
aussi riche en d'autre sels minéraux (notamment phosphore et magnésium) et en vitamines du
groupe B(B1, B2, B5 et B12) et en vitamine A.

Pour répondre a ces besoins, le lait bovin est le plus utilisé dans le monde et dans notre pays. Les
especes voisines (ovin, caprin, camelin) représentent un pourcentage de production relativement
faibles, n'excédant pas 10%.

b. La poudre de lait

La poudre de lait constitué essentiellement de matiere séche du lait et d'une trés faible quantité
d'eau (de 2 a 5%), elle a l'avantage de pouvoir se stocker et se transporter aisément pour étre
utilisée via la recombinaison comme matiére premiere pour la production de fromages, de laits
fermentés. de creme glacées...etc.

Les poudres commercialisées sont en réalité de trois types, classeées selon l'intensité du
traitement de déshydratation (et le degré de dénaturation qu'il génére) opéré. Le degré de
dénaturation est exprimé par l'indice d'azote protéique en milligrammes de protéines sériques
non dénaturées par gramme de poudre considérée. Les poudres ayant été préparées avec un
traitement thermique bas (LowHerat, égal ou supérieur a 6) contiennent une faible quantité de
protéines dénaturées et sont utilisées dans des produits ou les propriétés de solubilité, de
gélification et d'émulsion sont recherchées.

Il s'agit des poudres de meilleure qualité convenant aussi bien a la préparation du lait de
consommation que celui destiné a la fromagerie ainsi qua la fortification du yaourt
(NOZINCK, 1982 ; MODLER, 1985).

|g
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C. L’eau

L'eau est I'une des matiéres premiéres de tous les types des produits laitiers reconstitués et
recombinés. Elle doit étre potable, de bonne qualité, dépourvue de microorganismes et d'un
niveau de dureté acceptable (Gosta, 1995).

d. Les additifs

En outre, d’autres composés sont rajoutés au mélange afin d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques et nutritionnelles ainsi que la consistance du produit fini. Ces composés
comportent du sucre, ardmes, épaississants, stabilisants,... (Gosta, 1995).

Dans le cas des yaourts brassés sans matiere grasse, des agents de texture (épaississants ou
gélifiants) sont souvent ajoutés. Ils améliorent I’apparence, la viscosité et la consistance des
yaourts. Les additifs les plus fréquemment utilisés sont : la gélatine, les alginates, les celluloses,
les amidons, et les pectines (Amellal-Chibane, 2008).

Les fruits dans les yaourts sont apportés sous forme de préparations de fruits avec ou sans sucres
ajoutés. Les agents de texture, incorporés dans la préparation de fruits, participent également a
I’amélioration de la texture des yaourts. Les fruits les plus consommés sont les fruits rouges et
les fruits exotiques (Vignola, 2002).

€. Bactéries caracteristique du yaourt

Les deux bactéries utilisées dans la préparation de yaourt, ont pour réle principale d’abaisser le
pH du lait au point isoélectrique de la caséine (pH 4,6) de facon a former un gel. Outre le golt
acidulé qu’elles donnent au gel, elles assurent une saveur caractéristique due a la production des
composés aromatiques et a la production de polysaccharides (Sodini et Beal, 2012).

e. 1. Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus bulgaricus est un bacille Gram+, immobile, a sporulé, micro aérophile (Doleyres,
2003) et thermophile. Cette bactérie posséde un mécanisme strictement fermentaire avec
production exclusive d’acide lactique a partir des hexoses. Sa température optimale de
croissance est approximativement 42°C. Elle a un rdle essentiel dans le développement des
qualités organoleptique et hygiénique du yaourt (Marty-Teysset et Garel, 2000)..
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€. 2. Streptococusthermophilus

Le réle principal de St. thermophilus est la fermentation du lactose du lait en acide lactique et
en plus de son pouvoir acidifiant, elle est responsable de sa texture dans les laits fermentés. Elle
augmente la viscosité du lait par production de polysaccharides (Bergamairer, 2002).

5. Processus de fabrication du yaourt

La fabrication du yaourt, méme si elle est connue depuis des temps trés lointains, demeure un
procédé assez complexe et en perpétuelle évolution car, il intégre a chaque fois les connaissances
et les progres réalisés dans des domaines varies.

Les étapes de fabrication peuvent différer selon qu'on a affaire a un yaourt « étuvé » dont la
fermentation se fait aprés conditionnement en pots et le yaourt « brassé », dont la fermentation se
fait en cuve. Le coagulum obtenu dans ce dernier cas est brassé pour étre rendu plus ou moins
visqueux, puis conditionné en pots.

Le procéd¢ de fabrication différe d’un type de yaourt a un autre, et les principales étapes sont
illustrées dans le diagramme suivent.



Diagramme 01:Diagramme général de fabrication du yaourt ferme et du yaourt brassé(Beal et

al., 2008).
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a. Réception du lait
Le lait destiné a la production de yaourt doit étre d’une qualité bactériologique trés élevée. I
doit avoir une faible teneur en bactéries et substances susceptibles d’empécher le développement
du levain du yaourt. Le lait ne doit pas contenir des antibiotiques et des bactériophages (Sodini
et Béal, 2012). Il est primordial de mettre en place des la réception du lait ou toutes autres
matieres premiéeres, des méthodes et des procédures rapides et simples permettant de détecter les
anomalies et les pertes possibles de contrdle (Amellal-Chibane, 2008).

b. Standardisation

Pour remédier aux variations naturelles de la composition, le lait est standardisé au taux de
matiére grasse désiré (écrémage total ou partiel) et peut étre enrichi en extrait sec laitier par
addition de la poudre de lait ou les protéines laitieres ou addition d’autres ingrédients comme le
sucre et les ardbmes. Et ceci, afin de répondre aux spécifications nutritionnelles et organoleptiques
du produit (Pernoud et al., 2005) et aussi améliorer la qualité organoleptique du yaourt.

C. Homogeénéisation

L’homogénéisation a principalement des effets sur deux composantes du lait soit, les matiéres
grasses et les protéines :

e Effet sur la matiére grasse : ’homogénéisation réduit la taille des globules gras et empéche
la séparation entre le gras et le reste du mélange évitant ainsi la remontée de la créme a la surface
durant la fermentation (Lamontagne, 2002).

e Effet sur les protéines :cette opération augmente également la viscosité du lait et par
conséquent, celle du yaourt en lui conférant une meilleur stabilité des protéines et réduisant
I’exsudation du sérum lors du stockage.

Enfin, ’homogénéisation confére un aspect plus blanc au produit fini (Pernoud et al., 2005).
Pour des raisons hygiéniques et pour éviter une recontamination du lait, [’étape
d’homogénéisation est généralement positionnée avant le traitement thermique du mix ou au
cours de sa montée en température vers 64°-70°C (Lamontagne, 2002; Sodini et Béal, 2012).
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d. Traitement thermique

Une fois la préparation du lait terminée, celui-ci est soumise a un traitement thermique de
pasteurisation (90°C a 95°C pendant 3 a 5 min). Ce traitement permet de :

Créer des conditions favorables au développement des bactéries lactiques, Détruire les bactéries
pathogenes et indésirables, et inactiver les inhibiteurs de croissance (PaciKora, 2004 ; Jeantet
et al., 2008). Le traitement thermique a également un effet sur la conformation
tridimensionnelle des protéines, induisant la modification de leurs propriétés fonctionnelles.

Il dénature la majorité des protéines du lactosérum (85%) qui se fixent ainsi sur les molécules de
caseines. En fin, il modifie les équilibres salins, en entrainant une augmentation de la taille des
micelles de caséines, de leur stabilité et de la qualité de I’eau liée (Mahaut et al.,

€. Fermentation lactique

Le lait, enrichi et traité thermiquement, est refroidi a la température de fermentation 40-45°C.
Cette température correspond a I’optimum de développement symbiotique des bactéries lactiques
(Loones, 1994). Leur inoculation se fait a un taux assez élevé, variant de 1 a 7%, pour un
ensemencement indirect a partir d’un levain avec un ratio Streptococcus thermophilus/
Lactobacillus bulgaricus de 1,2 a 2 pour les yaourts natures, et pouvant atteindre 10 pour les
yaourts aux fruits ( Mahaut et al., 2000).

L’ensemencement direct a partir de bactéries lactiques concentrées congelées se fait a des taux
de I’ordre de 0,03%. Une bonne agitation est nécessaire pour rendre parfaitement homogéne le
mélange lait/ferment. Le lait ainsi ensemenceé est amené a une température généralement voisine
de 45°C par un passage a travers des réchauffeurs a plaques. La température optimale de
développement du streptocoque est de 42-45°C, celle du lactobacille de 47-50°C. Selon les
régions, les consommateurs préferent des yaourts plus ou moins acides et plus ou moins
aromatique. Les caractéres recherchés dépendent des souches utilisées et de la température
d’incubation. L’abaissement de celle-ci de 1 a 3°C (42-44°C), favorise le développement du
streptocoque et donc la production d’ardbmes. L’augmentation légere (45-46°C), favorise le
lactobacille donc la production d’acides (Enkelejda, 2004).

f. Conditionnement et stockage

L’ajout éventuel des fruits intervient avant le conditionnement. Enfin, les yaourts, conditionnés
dans des pots en verre ou en plastique, sont stockés en chambre froide a 4°C. A ce stade, ils sont
préts a étre consommeés. La durée limite de leur consommation est de 28 jours (Paci kora, 2004;
Luquet et Carrieu, 2005).



Chapitre 111 Generalités sur le yaourt

Pendant le stockage, les bactéries lactiques maintiennent une activité réduite. Cette
évolution, appelée post-acidification, se traduit par une légére baisse du pH, surtout pendant les 2
premiers jours de stockage (Amellal-Chibane, 2008).

6. Caractérisation du yaourt
a. Paramétres physico-chimiques

a. 1. pH et taux d’acide lactique

La Fédération Internationale du Lait (F.I.L), préconise une teneur de 0,7% d’acide lactique. Cette
valeur est respectée dans certains pays avec une variabilité allant de 0,6 a 1,5%. Certaines
normes imposent un pH inférieur a 4,5 ou 4,6 (Luquet et carrieu, 2005).

La réglementation Algérienne exige que, lors de la mise en consommation, la quantité¢ d’acide
lactique libre contenu dans le yaourt ne doit pas étre inférieure a 0,8g pour 100g de produit.
Selon I’article (02) de D’arrété interministériel du 07 Octobre 1998, qui apprécie les
spécifications techniques des yaourts (JORA, n° 86).

a. 2.Taux de matiere grasse (MG)

Il doit étre au minimum inférieur a 3% (m/m) dans le cas des yaourts (nature, sucré ou
ardbmatisé), compris entre 0,5 et 3% dans le cas des yaourts partiellement écrémes et 0,5% dans
les yaourts écrémés (Ozer et al., 1998).

a. 3.Extrait sec total (EST)
La matiére séche est la fraction massique des substances restantes apres dessiccation compléte
de I’échantillon. Elle est exprimée en pourcentage ou en g/l (Nongonierma et al., 2006).

a.4. Paramétres microbiologiques

Selon la norme nationale de 1998 ; n°35 parue au journal officiel, les yaourts ne doivent
contenir aucun germe pathogéne. Le traitement thermique appliqué sur le lait avant la
fabrication du yaourt est suffisant pour détruire les microorganismes non sporulés pathogenes ou
non. Leur présence dans le yaourt ne peut étre que de maniere accidentelle, le pH acide du
yaourt le rend hostile aux germes indésirables.

Tableau V:Critéres microbiologiques du yaourt (J.O.R.A, 1998).

Yaourt N C M

Coliformes totaux 5 10
Coliformes fécaux 5 2 1
St.aureus 5 2 10
Levure 5 2 < 102
Moisisures 5 0 Absence
Salmonelle 5 0 Absence
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N : Nombre d’unités composant I’échantillon. C : Nombre d’unités de 1’échantillon donnant des
valeurs situées entre m et M. m: Le seuil au-dessous duquel le produit est considéré comme
étant de qualité satisfaisante. M: Seuil limite d’acceptabilité au-dela duquel les résultats ne sont
plus considérés comme satisfaisants, sans pour autant que le produit soit considéré comme
toxique. M = 10m : lors du dénombrement effectué en milieu solide. M = 30m : lors du
dénombrement effectué en milieu liquides.

7. Intéréts nutritionnels et thérapeutiques

Les produits laitiers fermentés sont largement consommeés et présentent des caractéristiques
nutritionnelles et probiotiques bien spécifiques (Serra et al., 2009 ; Sodini et Béal, 2012)

a. Intéréts nutritionnels

Un pot de yaourt nature posséde la méme valeur nutritive qu'un verre de lait (Jeantetet al.,
2008). Au cours de la fermentation, la composition du lait subit un certain nombre de
modification, dont certaines font que le produit soit de meilleure valeur nutritionnelle et
thérapeutique (Serraet al., 2009 ; Sodini et Beal, 2012) a savoir:

eAmélioration de I’absorption du lactose : La présence des bactéries vivantes dans le yaourt
permet une meilleure assimilation du lactose chez les personnes déficientes en lactase (Jeantet
et al., 2008)

. « Amélioration de la digestibilité de la matiére grasse : Bien que l'activité lipolytique soit
faible, une augmentation significative en acides gras libres dans un yaourt est constatée (Jeantet
et al., 2008).

e Amélioration de la digestibilité des protéines : Le yaourt est deux fois plus digeste que le
lait et contient deux fois plus d’acides aminés libres. Cette propriété résulte du traitement
thermique et de I’activité protéolytique des bactéries (Jeantet et al., 2008).

b. Effets thérapeutiques

b. 1 .L’activité anti microbienne

Le yaourt joue un rdle important dans la prévention contre les infections gastrointestinales, son
intérét dans le traitement contre les diarrhées infantiles, a été demontré par (Lucas et al., 2004).
Les bactéries du yaourt produisent des substances antimicrobiennes etdes pro biotiques(Jeantet
et al., 2008). Leur pouvoir antagoniste résulte aussi de la production du peroxyde d’hydrogene et
de bactériocines, limitant la croissancede certains germes pathogenes (Tabak et Bensoltane,
2011).

b. 2 .Activité anti carcinogéne

Les bactéries modifient les enzymes bactériennes a 1’ origine de carcinogéne (indicateur de
cancer) dans le tube digestif, inhibant ainsi la formation des substances précancéreuses (Jeantet
et al., 2008).



Chapitre 111 Géneralités sur le yaourt

b. 3. Activité anti-cholestérolémies

La consommation de yaourt permet  de prévenir les maladies coronariennes et serait plus
efficace que le lait, pour maintenir une cholestérolémie basse (Jeantet et al., 2008).
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1. Matériels

a. Site et conditions d’échantillonnage :

Le matériel végétale utilisé et composé d’écorce de grenade (Punica granatum). Les fruits
de grenade ont été récolteés le mois de Décembre 2020 a la région de Sidi Khaled de la
wilaya de sidi bel Abbes, situé dans le nord-ouest de territoireNational, elle est située au
carrefour de quatre grendes ville (Oran, Tlemcen, Mascara et Ain T émouchent).

(AN

Sidi Bel Abbeées

&>

Figurel3 : Carte géographique de la zone Sidi Khaled- SBA

Les écorces ont récupérées, an suit nettoyées et séchées a température ambiante et a
I’abri de la lumiére et de ’humidité durant 4 mois. Le séchage étant le moyen de
conservation simple, sa durée dépend de la teneur en eau dans le végétal, ainsi que la
température ambiante.

Par la suite sécher 1’écorce dans 1’étuve pendant 4jours a une température stable est 40°C.
Et puis mettre cette partie de plante broyée a I’aide d’un mortier. puis passer dons un
Moulinex afin d’obtenir une poudre fine qui doit étre recueilli par un tamisage a Imm. La
poudre obtenue est conservée dans une boite hermétiquement fermé jusqu’a le jour de
son utilisation pour empéche I’oxydation.. Les précautions prises visent a réduire les divers
mécanismes de dégradation relatif s aux caractéres organiques de ses matiéres premieres
(Ferrari, 2002).
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Figures 15 : I’échantillon aprés séchage

” Q

.

Figure 16 : I’échantillon au court de broyage Figeurl?7 : I’échantillon en poudre
b. Produits chimiques utilisés

e Etude biochimique : Ethanol, Méthanol, Acétone, Acide gallique (AG), carbonate de
sodium (Na2Co3), acide ascorbique, Folin —Ciocalteu (FCR), vanilline, Nitrite de sodium
(NaNo2), Chlorure d’aluminium (AICI3), Chlorure de fer (FeCl3), Acide chlorhydrique
(HCI), Hydroxy de potassium (NaOH), DPPH (Diphénylepicryl-hydrazyle).

e Etude microbiologique : Ferment lactique(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
bulgaricus), eau physiologique, Gélose de Man, Rogosa, Sharpe (MRS), phénolphtaléine,
NaOH préparée al/9 N.
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C. Appareillage :
Les appareillages utilisés dans cette étude sont :Balance de précision (Sartorius), Etuve
(Mammert), agitateur magnetique (Tacussel), rota vapeur (Heidolph), Bain marie

(Mammert), Spectrophotométrie U.V visible (Optizan), Vortex (Heidolph),pH metre
(Hanna), Autoclave, four pasture, beck benzene.

2. Méthodes

a. preparation des extraits

L’extraction se fait par trois solvants organiques. la méthodes se fait sur la poudre
d’écorces de grenade, correspond a une macération a froid, suivie par une évaporation.

b. Extraction par macération

Extraction réalisé par la poudre de I’écorce de grenade (15g) dans 150ml de solvant a
polarité croissante (Méthanole80%, Ethanol 70% et Acétone), s’est une extraction
alcoolique solide—Iliquide. Ensuite on agit pendant 24h a I’aide d’un agitateur . Apres la
macération les solutions obtenu sont filtrées a I’aide d’un entonnoir et papier Whatman
n°1, Puis le solvant a été évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif (rota vapeur) a une
température ambiante 40°C (éliminer le solvant et concentrer I’extrait), afin d’obtenir un
extrait sec (extrait méthanolique, extrait ethanolique et extrait acétonique).

Figeurl8 :macération Figeurl9 : Filtration
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Figeures20 : solutions apres filtration Figeur2l : Evaporation rotatif

=

Figeur22: Les extraits secs

C. Calcule de rendement des extraits

Le rendement de ’extrait exprime en pourcentage est calculé d’aprés la formule suivante :

R(%) = (P1-P2/P3)*100

P1 : pois de I’extrait (Q) . P3 : pois de matiére séche (g).

P2 :Pois de tare a vide (g). R% : rendement en pourcentage
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3. Dosage des composés phénoliques

a. Polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de 1’extrait est déterminé par 1’utilisation de réactif de
Folin-Ciocaltu qui décrit par la méthode de Singleton et al,1999.

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupement
hydroxyles présents dans 1’extrait.

e Protocole expérimental :

Le protocole utilisé est basé sur celui decrit par (Singleton et Ros, 1965), en y apport
quelque modification ;

Dans un tube & essai, 200ul de chaque extrait a été mélangé avec 1ml de réactif de folin-
Ciocalteu dilué 10 fois.

Puis, on ajoute 0.8ml de Carbonate de sodium (Na2Co3) 7.5% .

Les tubes sont agités et maintenus a 1’obscurité pendant 30 min a température du
laboratoire.

L’absorbance été mesurée a 765nm conte le blond( 1’eau distillé).

Les polyphénols sont quantifiés par une courbe d’étalonnage préparée a partir de
différente concentration d’acide gallique utilisé comme standard.

Les résultats sont exprimés en équivalent acide gallique par rapport a la matiereséche
(Mg EAG/qg).

b. Dosage des flavonoides
Les flavonoides ont été¢ déterminés, selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3),
de (leucoanthocyaneBruneton, 1993).
Dans un tube on ajoute 0.15ml de chaque extraits a ét¢ mélonger avec 2ml d’eau distille.
Puis on ajoute 0.15ml de nitrate de sodium (NaNo2) a 5%.
Aprés 5 min, 0.15ml de trichlorure aluminium(AICI3) a 10% sont ajoutés .
Aprés 6 min 2ml de (NaOH) a 4% a été ajoutés
on complété par 0.2ml de ’eau distillé pour avoir le volume finale de Sml.
Les tubes sont maintenus a I’obscurité pendant 15 min a température du laboratoire.
L’absorbance a été mesurée a 510 nm contre le blanc (eau distillé).
Les flavonoides sont quantifiés par une courbe d’étalonnage de catéchine,
Les résultats sont exprimés en (mg EC/g).
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C. Dosage des tanins totaux

C. 1. Tanins hydrolysables

La méthode de Taup (de Grain de beauté) et le Batelier, (1987) a été basée sur une
réaction avec le chlorure ferrique. Le mélange d’extrait tannique avec le réactif de
chlorure ferrique aboutit a la formation de complexe coloré pourpre avec Fe3*la formation
d’ions (le Diminuer-forgeron, 1973).

FeClI3 permet de détecter la présence ou non des tanins. La couleur vire au bleu noirs en
présence de tanins gallique et ou brun verdatre en présence de tanin catchique, (Rizk,
1982).

Solution de0.01 M FeCI3 + 0.001M de HCI (v/v), on ajoute 3.5ml de réactif
On ajoute 0.5ml d’extrait, apres 15 sec, lisez 1’absorbance a 660nm .les tanins hydrolysable
ont exprimeés par la relation :

T%= DO(M.V/E moles P)

T% : pourcentage de tanins hydrolysable M : 300 d’acide gallique
DO : densité optique V : volume d’extrait utilisé
E moles : 2169 d’acide gallique P : poids d’échantillon

C. 2. Tanins condensés

Les tanins sont difficilement solubles dans 1’eau froide mais solubles dans 1’ecau chaude, et
dans les alcools et I’acétone, insoluble dons les solvants On apolaire (éther). Leur solubilité
selon leur degré de polymérisation.

e Dans un tube on ajoute 50ul d’extrait avec 1.5ml de solution méthanol vanilline de 4%
e Aprés 0.75ml de HCI concentré a été ajouté au mélange, puis agiter de nouveau.

L’absorbance a ¢été mesurée a 500nm apres incubation de 20min.la courbe
d’étalonnage a été préparée dans les mémes conditions en utilisant la catéchine. Exprimés
en (mg EC/g).
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4. Evaluation de P’activité antioxydant

L’activité anti-radicalaire des composés phénoliques contenu dans 1’extrait préparé
piégeant les radicaux libres en les mesurant DPPH (2,2°- diphénul-1- pyrrole hydrazine).
Lorsqu’il est restauré (capturé, son violet foncé devient jaune produits testés) (Zaghad,
2009).

2

NO, NO
. H
OZNQN—N + AH—— O;N‘QN~N + A’
NO, @ NO
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Figeure 23 : Réaction d’un antioxydant avec le radicale DPPH
Protocole expérimentale

50ul de la solution méthanoique de chaque extraits a une concentration de 3mg/ml et
1950ul de la solution méthanoique de DPPH (0.00125%).

Aprés incubation de 30 min a la température de laboratoire, L’absorbance a été mesuré a
515 nm contre un témoin négatif (méthanol).

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a 1’acide ascorbique comme
antioxydant standard, le pourcentage d’inhibition (PI) est estimé selon la formule suivant :

Pl=[(A blanc -A échantillon / Aéchantillon]*100

P1 : Pourcentage d’inhibition.
A blanc : Absorbance du blanc (Témoin négatif).
A échantillon : Absorbance de I’extrait.
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5.Essai de fabrication de yaourt enrichi d’extrait d’écorce de
grenade(Punicagranatum)

a. Protocol expérimentale

Le lait utilisé pour produire du yaourt est un lait pasteurisé produit par le département
GIPLAIT a Sidi Bel Abbes. Les extrait purs de grenade avec différents solvants polaires
sont ajouté au cour de processus de fabrication duyaourt étuvé (Mettre directement dans le
lait pasteurisé pour refroidir et maintenir au chaud a 45°C). a des taux variable de 0, 2, 4 et
6%, respectivement.

Puis les échantillons de lait riche en extrait des écorces de grenade sont enssemencés par
des souches spécifiques de yaourt avec 3% de levains et un rapport delg/l de ferement
lactique « Streptococcus thermophilus(St) et Lactobacillus bulgaricus (Lb) », n’ajoutant
aucun additif ~ aux produits transformés ( Pas de saccharose, pas de parfum ou d’autre
additifs).

La concentration de chaque extrait étudié est présentée par le nombre de trois réplicas un
pot d’une contenance de 100ml de produit fini  soit un total de 12 échantillons
expérimentaux.

b. Préparation des levains

Un litre de lait destiné a la préparation du ferment a été préparé a un taux de 135¢/l de
poudre de lait « écrémé », pasteurisé a 100°C pendant 2 min , puis refroidir a 45°C

Ce lait a été ensemencé avec 1g de souche lactique (Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus) et étuvé a 45°C pendant 1 heure.

Ce levains sera incorporé dans les laits destinés a la fabrication des yaourts & un taux de
3% (3ml de levain dans100ml de lait pasteurisé enrichi d’extrait d’écorce de grenade et
maintenu durant environ 3 heure a 45°C).

C. Technologie de fabrication de yaourt

Le lait utilisé dans 1’¢tude et un lait de vache pasteurisé conservé au froid a 4°C, Aprés un
Iéger chauffage a 45°C, a des prises de (03*100ml) d’échantillons de lait maintenus a cette
température, sont additionnés chaque extrait de 1’écorce de grenade obtenu selon le type
de solvant utilisé (Ethanol) lors de I’extraction a raison de 0, 2, 4et 6%respectivement.
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Les échantillons ont enfin, ensemencés a raison de 3% du levain lactique préparé. Les pots
des différentes preparations sont par la suit recouverts par du papier aluminium pour étre
destinés a la fermentation pendant 4 heures dans un bain marie réglée a 45°C.

Au terme de la fermentation les produits expérimentaux une fois caillés, sont conservés au
froid positif a 4°C dans un réfrigérateur pendant une période de conservation de 21 jours.

135g poudre de lait écrémé

+

L’eau distillée

> Pasteurisation
100°C/2min

1litre de lait

1g de ferment lactique
(St),(LB)

Incubation
45°C/1h

|

Refroidissement 45°C

Levain lactique (S/L)

Diagramme02 :Préparation des

levains lactique
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Lait de vache (pasteurisé)

Chauffage a 45°C
.V o +Extrait d’écorce de
Lait45°C grenade +levain 3%

0% 2% 4% 6%

Acidité U
" \
Dénombrement

U

Diagramme 03 : Technologie de fabrication de yaourt

|
U U U
u U U
U U U

6. Mesure et controle sur le yaourt

Les analyses expérimentales seront réalisées en doubles essais, dans chaque pot de
yaourt et pour chaque traitement effectué.

. parametres physicochimiques

. 1. Acidite

L’acidité sera déterminée d’une fagon précise par titration de 10ml d’une prise de
yaourt a I’aide d’une soude caustique NaON préparés a 1/9 Nen présence de 3a4 gouttes
de phénophtaléine.
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a.2.pH

Le dosage du pH est réalisé par un pH-métre étalonné par deux solution : 1’une acide et
’autre basique.

b. Analyse Microbiologique
e Lactobacillus bulgaricus : Le dénombrement des germes sera effectué par culture

d’une pris de dilution sur un milieu de culture sélectif « MRS » incubé a 37°C
pendant 48h.
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1. Etude physicochimique
a. Extraction des polyphénols totaux

a. 1. Le rendement

Les antioxydants végétaux sont extraits de matieres premiére avec des solvants
organiques tels que 1’éthanol, le méthanol, I’acétone et 1’éther méthylique.

L’éthanol est un extracteur efficace pour les gros grammes de polyphénols, donc c¢’est
un solvant courant a 1’échelle du laboratoire et a 1’échelle industrielle.(Wang et al,
2004).

Apres D’extraction et récupération, différents extraits sont obtenus séquentiellement. Il
se présente sous forme d’extrait d’éthanol, extrait de méthanol, et extrait d’acétone .Le
rendement, la couleur, et ’aspect physique de chaque extrait présent dans le tableau 06.
Le rendement (%) est déterminé par rapport a 159 de broyat.

Tableau VI : Rendement, aspect et couleur des divers extraits apartir des écorces de
grenade Punica granatum L.

Extrait Aspect Couleur Rendement(%0)
Ethanol Caramel Marron foncé 48.34%
Meéthanol Caramel Marron 34.23%
Acétone Caramel Marron caramel 15.06%

Le rendement fait référence a la qualité de 1’extrait, exprimé en pourcentage par rapport
a 15g de matiére séche, Selon le rendement de 1’extrait obtenu a partir de 1’écorce de
Punicigranatima.Lvarie entre 48.34% et 15.06%. L’extrait d’éthanol est présent
rendement élevé, c'est-a-dire par rapport au poids du broyat,le rapport de DM est
d’environ 48.34% (15g), suivi de I’extrait méthanolique a raison de 34.23% MS. mais le
rendement de I’extrait acétonique est plus faible environ 15.06%

D’aprés certain étude (tableau 07) cette méthode d’extraction trés efficace dans
I’extraction des antioxydants de I’écorce de grenade (Kanoun et al .2014), notent que
pour le solvant organique (L’éthanol a 70%), le rendement d’extraction des écorces de
grenade est I’ordre de 3.7% qui est inférieur a nos résultats. Le rendement est variable
malgré que la technique d’extraction soit la mémé : dépend plusieurs parametres tels
que le séchage, le broyage, la polarité des solvants et la nature des composés a extraires
le temps d’extraction et la qualité de solvant, la méthode est les conditions dans
lesquelles I’extraction a été effectuée (Bourgou, 2016).
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Tableau VII : Rendement en extrait de 1’écorce de grenade de certaines études

Travaux Solvant Rendement

(Okonogi et al, Ethanol 6.21%

2007)

(Sultana et al, 2008) Méthanol 80% 29.9%
Méthanol 29%

(Igbal et al, 2008) Acétone 17%
Ethanol 21%

(Li et al,2006) Mélange de solvant 31.5%

a. 2.Teneur en polyphénols totaux

Le teneur en polyphénols totaux des différents extraits de 1’écorce de grenade (Punica
granatum.L), mesuré par  spectrophotométrie  par la  méthode de
Folinciocalteu(Singleton et al, 1956) en utilisant la courbe d’étalonnage réalisée avec
I’acide gallique (MgEAG/Q).

La principale raison du choix des polyphénols totaux est leurs propriétés antioxydants
(Haleng et al, 2004).

phénols totaux

Figeure24 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Le résultat e la détermination des polyphénols totaux montre la richesse de 1’extrait
éthanolique en composés phénoliques totaux est estimée a 0.245+0.002 (mg EAG/Q),
puis ’extrait méthanolique montré un contenu faible, suivie de I’extrait acétonique, soit
des teneurs de I’ordre de (0.169+ 0.077mg EAG/g) et (0.165+£0.119 mg EAG/Q).

0,3
0,245

0,25

0,2

0,169 0,165
0,15 mpolyphénol (mgEAG/ g)
| ]

0,1

0,05
O T T 1
ethanol methanol acéton

Figure25: Teneurs en polyphénols totaux des extraits de I’écorce de Punica granatum
L.

L’étude réalisée par (Shibent et al , 2012) indiquentunteneur en polyphénols totaux de
(274417 mg EAG/g) dans I’extrait méthanolique 80% des écorces de p.granatum .Une
autre étude faite sur 1’écorce de grenade en utilisant I’extrait étanoliquea 70%, donne
une quantité importante en polyphénols totaux égale a 301.77mg EAG/g (Archene et
Bratati. 2014)qui sont trés élevée que nos résultat.

D’aprés la bibliographie, plusieurs facteurs influer sur le teneur en composés
phénolique, Des études ont montré que le facteurs extrinséque tels que les facteurs
climatique et les facteurs génétique, mis malgré le degré de maturation du plant et la
durée de stockage ont une forte influence sur contenu en polyphénols (Fiorucci, 2006)

a. 3. Teneurs en flavonoides

On a choisi cette classe de polyphénols parce que les flavonoides constituent la classe
poly phénolique la plus importante, avec plus de 5000 composés (Gomez_Caravaca et
al, 2006).

Le dosage spectrophotométrie de flavonoides a été réalis¢ par la méthode d’AlCI3, en
utilisant la quercétine comme étalon.

|§



Chapitre V Résultats et Discussions

Flavonoides
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Figeure26 : courbe d’étalonnage de quercétine

D’aprés les résultats obtenus (figeure27), montrent que 1’extrait étanolique présente un
teneur élevée(0.893+0.266mgEAG/g) suivie par 1’extrait méthanolique (0.720+0.026mg
EAG/Qg) par apport au 1’extrait acétonique qui est faible (0.559+0.029mgEAG/Q).

0,893
09

08 0,72
0,7
0,6 0,553

0,5 i flavonoide(mgEAC/ g)

04 u
0,3
0,2
01

Ethanol Metanol Aceton

Figeur27: teneurs en flavonoides des extraits de grenade P.granatum
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Nos résultats sont importante comparativement a ceux trouveés par Jinnawt et al (2012),
qui marque que I’extrait éthanolique des écorces de P. granatum contient une quantité
de flavonoide de 38.44+1.44ugEQ/mg, d’aprées CAM et HISIL (2010) I’extrait
méthanolique a un teneur de (18.1 mgEQ/g) qui est supérieure a notre extrait.

Dans les écorces de grenade, des taux de (56.4+£2.7mg ER/g) et (30.37mg EQ/g) ont été
enregistrés respectivement par 1’étude de (Shiban et al, 2012 ; Bendjabbeur, 2012).

a. 4. Teneurs en tanins hydrolysables et tanins condensés

Le dosage des tanins hydrolysables a été réalisés selon la méthode de chlorure ferrique,
avec 1’acide gallique qui est utilisé comme étalon, les résultats obtenus sont présentés
dans la (figur28) , A partir de courbe d’étalonnage , I’extrait étanolique a un teneur en
tanins hydrolysable élevée de (0.273+0.012mgEAG/Q) suivie par 1’extrait méthanolique
qui est proche de celle de [D’extrait acétonique (0.111+0.026 mg EAG/g) et
(0.102+£0.019 mg EAG/q).

0,3

0,273

0,25

0,2

m tanin hydro(mgEC/g)

0,15

[ |
0,111 0,102

0,1

0,05

ethanol methano acéton

Figure28 : teneurs en tanins hydrolysables dep.granatum

L’étude réaliséepar ELFALLEH et al (2012) montré que ’extrait hydrolique et pour
concentration mentionnée présent 62.71 mg EAG/g .Cependant, la méme étude et une
autre étude (CAM et HISIL, 2010)ont obtenus des valeurs de 139.63mgEAG/g et
262.7mg EAG/g pour un extrait méthanolique et hydro-éthanolique. Ces derniéres sont
supérieure comparées a nos resultats.

Concernant les résultats de tanins condensés sont obtenus a partir de la courbe
d’étalonnage de catéchine.
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Tannins

Abs

concentration ’H;__'_,"l
Figure29 : la courbe d’étalonnage de catéchine

Le teneur présente en (figure 30) est élevé dans les trois extraits le teneur 1’extrait
¢thanolique est plus important (9.563+0.776 mg EAG/g) puis 1’extrait Métanolique de
(6.88+0.360 mg EAG/g) et I’extrait tonique de (5.813+0.453 mg EAG/g).

Nos résultats est tres faible par rapport aux résultats démontrés par REGUIEG YSAAD
et HAMMADI (2017) qui mesuré le teneur des tanins condensés de trois extraits des
écorces de grenades (extrait queux, méthanolique et éthanolique) de valeurs 81.86 a 153
mgEAG/g
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Figeur30: teneur de Tanins condensés des écorces de P. granatum
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a. 5. Activités antioxydants

La méthode de piégeage des radicaux libres (DPPH) est utilisée pour évaluer I’activité
antioxydant de notre échantillon car il est simple, rapide et efficace en raison de la grande
stabilité des radicaux libres (BOZIN et al, 2008).

Puisqu’il n’y a pas de mesure absolue de la capacité antioxydant d’un composé, les résultats
sont généralement comparés a des antioxydants de référence, tels que des acides ; Acide
ascorbique (vitamine c) (Alyafi, 2007).

La courbe de régression (figeure31,32,33) montre le pourcentage d’effet inhibiteur des
radicaux libres DPPH augments avec I’augmentation de la concentration d’extrait, Le niveau
maximum de rechercher sur les plantes (Motalleb et al., 2005).

Le test au DPPH est une méthode employée pour évaluer le potentiel antioxydant des
différents composés naturels vue sa rapidité, sa fiabilité et son faible cout (Senthilkumar et
al, 2012).

Nos résultats exprimés en pourcentage de I’activité antioxydant (Tableau 08),
I’extraitéthanolique présente la meilleure activité inhibitrice de DPPH, (58.16+0.11314%)
pour la dose de 3mg/ml, se confirme par les valeurs des IC50 déterminées, 1’extrait
éthanolique présent 1’activité antioxydant la plus importante & 1.99 mg/ml. Suivi par I’extrait
méthanolique et I’extrait acétonique avec des taux (42.88+1.58392%) et (41.920+.67882%),
pour concentration de 3mg/ml.

De méme les concentrations d’inhibition (IC50) sont plus important que de 1’extrait
éthanolique soient 7.74 et 9.89 mg/ml respectivement.

En comparaison, les activités antioxydants de différents extraits restent inferieure par rapport
au control positif de vitamine C (98.705+0.855%) avec une IC50 de I’ordre de 0.026mg/ml
lorsque 1’acide ascorbique a été additionné a raison de 0.25mg/ml.

L’extraction séquentielle des polyphénols de 1’écorce de grenade a donné des pourcentage
d’inhibition d’absorbance de DPPH de (90.53%, 86.4%, 83.2%) pour le méthanol, d’acétone
et éthanol respectivement (Zahin et al, 2010), ces resultats sont trés important que nos
résultats.

Donc, dons cette partie il est établir une relation pouvant existe entre la présence des
composés phénoliques et 1’activité antioxydant. En effet les résultats de cette régression
indique une relation positive ente les polyphénols et 1’activité antioxydantdes déférentes
extraits des écorces de p.granatum. Les résultats obtenus dans cette expérience montrent que
I’extrait de 1’écorce de grenade a une activité antioxydant importante, et sa richesse en
composée phénolique.
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Tableau VIII : Taux inhibitions maximales des extraits déterminé par le DPPH.

Extraits Imax (mg/ml)

Ethanol 58.16+0.11314% (a 3mg/ml)
Méthanol 42.881+.58392% (a 3mg/ml)
Acétone 41.92+0.67882% (a3mg/ml)
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Figur35 : Concentration d’inhibition des différents extraits de P.granatum.

b. Essai de fabrication de yaourt enrichi d’extrait d’écorces de grenade (Punica
granatum)

b. 1. Mesure et controle sur les yaourts

b. 1.1. Parameétres physicochimiques

> Acidite

Au cours de I’expérience, lors de la premicre fermentation, nous avons remarqué 1’acidité du
yaourt a augmenté de maniéré significative de 37.89°D a Oheure a 46.43°D aprés 4heures de
fermentation, 1’acidité du yaourt augmente de 49.14°De 7j le 21 jours se termine & 53.67°D en
moyenne durée de conservation a 4°C.

Les résultats sont présent est dons la figeur36 et le tableau09.

|g
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Figeur36 : Evolution de I’acidité Doronic des yaourts additionnés de I’extrait de grenade a
différentes doses en fonction du temps.

Tableau IX : effet d’incorporation d’extrait de grenade sur 1’acidité des yaourts
chaque résultats la moyenne de deux valeurs obtenus(n=2), + I’écarts type, H, heure,

J :jours.
Période Temps | Taux d’incorporation d’extrait de grenade Moyenne
0% 2% 4% 6%
Oh 31 36.1 404 43 37.85
Période de + + + +
fermentation 1.41 1.27 2.26 1.27
4h 41.65 44.8 48.65 50.65 46.43
+ + + +
0.49 1.13 0.49 0.63
7] 46.16 48.45 48.85 53.6 49.14
Période de + * + +
poste 0.49 1.13 0.49 0.63
acidification [ 14; 50.61 52.2 52.95 58.05 53.45
+ + + +
0.54 0.14 0.07 0.35
21j 50.99 51.26 53.29 58.17 53.67
+ + + +
0.01 0.04 0.43 0.39
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Selon les teneurs en extrait de fruit de grenade pendant toute 1’expérience I’ajoute les
variables de 2%, 4% et 6%, 1’acidit¢ du yaourt augmenté expérimental est connue des
augmentation significative (tableau09).

Contrairement au pH, 1’acidité augmente tout au long de la période d’expérience est passé de
37.85°D a Oheure pour atteindre 53.67°Den moyenne en 21ljour, méme au 21ljour de
stockage, cette acidité est restée dans les normes acceptables, car il ne dépasse pas 150°D.

> pH

La valeur de pH est I’un des paramétres physicochimiques qui joue un role important dans la
croissance des micro-organismes dans les aliment. Le pH acide est bon pour les levures et les
moisissures se développent tant que les bactéries aiment la pH neutre. De maniérées
générales, la valeur de pH passe de 4.09a 3.20 valeur moyenne pendant la fermentation et la
post-acidification.

Par ailleurs, les valeurs ce pH augmentent inversement proportionnelle en fonction des taux
d’extrait ajoutés dans les yaourts expérimentaux (Figure37, tableaul0).

=—0%
3 —=2%

4%
==6%

Oh 4h 7 14 21

Figure37 :Effet d’incorporation de I’extrait de grenade sur 1’évolution de pH des yaourts
étuvés experimentaux en fonction du temps
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Tableau X : Evolution de pH des yaourts incorporé d’extrait de grenade
Chaque résultat constitue la moyenne des deux valeurs obtenues (n=2), £ écarts types, H :
heure ; J :jours.

Période Temps | Taux d’incorporation d’extrait de grenade Moyenne
0% 2% 4% 6%
Oh 5 5.04 5.045 4.89 4.99
Période de + * t +
fermentation 0.14 0.06 0.03 0.007
4h 4.39 4.35 4.32 4.19 4.31
+ + + +
0.007 0.03 0.007
0.07
7] 4.01 3.98 3.62 3.60 3.82
Période de + * * +
poste 0.02 0.01 0.03 0.007
acidification | 14; 3.68 3.67 3.65 3.66 3.66
+ + + +
0.01 0.02 0.014 0.014
21j 3.24 3.19 3.19 3.17 3.20
+ + + +
0.02 0.007 0.0007 0.01

Pendant les deux périodes d’expérience, dela phase de la fermentation jusqu'a la phase de
post-acidification soit 21 jours de conservation au froid a 4°C. , les valeurs de pH ont diminué
de 4.99 a 3.20. Ces réduction de pH résultent d’une production d’acide lactique suit a une
fermentation du lactose du lait par les deux souches spécifiques ensemencées Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus  bulgaricus(Alias et Lenden, 1984 ; Luquet, 1990).
Cependant les valeurs de pH ont connu une décroissance en fonction des doses d’extraits
incorporées dans les yaourts expérimentaux.

Nos résultats montrent que la valeur depH plus acide que les résultats rapportées par Mediani
et Guerhli (2015) soit 4.77+0.023, ils sont proche de celui rapporté par Sidoummou,(2011)
avec une valeur de 4.02+0.042, Ces valeurs de pH sont liées a la richesse de 1’écorce de
grenade en composés acides (hydroxybenzoique, gallique été ellagique) (Ilham Hmid, 2014).
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La fonction acidifiante est la plus recherchée des bactéries lactique, qui a pour effet une
production importante d’acide lactique conduisant & une acidification rapide et durable
(Jones, 2004).

b. 1.2. Parameétres microbiologique
> Lactobacillus bulgaricus

Le nombre des grammes Lactobcillus bulgaricus a augmenté de début de fermentation au 21
éme jour de coacervation (post-acidification) soit de 41.5.10° a 139.25.10> UFC/ml.

Par ailleur, le nombre des Lctobacillusbulgaricus augmentent  proportionnellement en
fonction des doses d’extraits de grenades incorporés dans les yaourts (figure38 ; tanleaull).
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Figure38 : Evolution du nombre de Lactobacillus bulgaricus(N*103UFC/ml) des yaourts
étuvés additionnés de I’extrait d’écorce de grenade en fonction du temps
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Tableau XI : Evolution des nombres de lactobacillus bulgaricus (N*103UFC/ml) des

yaourts additionnés de I’extrait de grenades.

Chaque résultat constitue la moyenne des deux valeurs obtenues (n=2), + écarts types, H:

heure ; J : jours

Période Temps | Taux d’incorporation d’extrait de grenade Moyenne
0% 2% 4% 6%
Oh 20 325 53 60.5 41.5
Période de
fermentation 2.82 2.12 1.41 5.12
4h 26.63 36.05 46.34 115 47.01
0.04 0.21 0.04 7.07
7] 42.3 60.31 77.09 85.04 73.67
Période de
poste 0.56 0.035 0.14 0.07
acidification
14j 63.45 118 122 166.49 108.47
0.35 14 141 0.71
21j 80 81.95 1775 181.49 139.25
1.41 0.07 0.70 0.71

11 est couramment admis aussi que Lb .bulgaricusposséde une aptitude a fermenter d’avantage
le lactose lors de la conservation des yaourt au froids positif a 4°C et a produire des EPS
rapports de 4/1, respectivement

composés de galactose, glucose et de rhamnose a des

(Tamime, 1999).
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Etant riche en principaux composé nutritionnels et en facteur de croissance, 1’évolution des
taux de grenades dans les yaourts expérimentaux a sans doute favorise une plus ample
prolifération et donc la fermentation des germes lactiques specifiques du yaourt ce qui, par
voie de conséquence ont gardé une plus grande production de lactate accompagné d’une nette
diminution du pH du milieu (Blanc, 1984).

La prolifération des germes spécifiques au cours de fermentation augmenté en fonction des
taux d’extraits des écorces de grenade et donc leur pouvoir acidifiant.

Les résultats préliminaires d’essai d’incorporation d’extrait de grenade dans les yaourts
présentent une bonne fermentation (levain de bonne qualité).

En outre, le nombre de germes lactique au terme de la production est conforme a la norme
dictée par la codex alimentarius de <10, germes UFC/ml.
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Conclusion

L’écorce de grenade est une source importante de composés bioactifs tels les polyphénols, les
flavonoides, les ellagitanins, les protacianidines.

L’écorce de grenade est employée en médecine humaine pour le traitement de maladies
diverses, ces derniéres années, ont démontré ses effets antimicrobiens, antioxydants et méme
anti-cancers.

A partir des résultats obtenus, les grenades prouvent étre valorisés grace a I’exploration des
écorces en les incorporent dans un yaourt afin d’obtenir fonctionnel a caractére nutritionnel et
thérapeutique.

Dans le présent travail, le teneur totale en polyphénols varie selon la nature du solvant, elle est
beaucoup plus important dans 1’extrait éthanolique que dans les extraits méthanolique et
acetonique.

L’activité antioxydant des extraits d’écorces de grenade exprimé par la méthode de radicale
libre DPPH a révélé que I’activité la plus élevée a été obtenu dans 1’extrait éthanolique.

Ces résultats pourraient servir a développer des technique de valorisation des écorces de fruits
de grenade comme un conservateur a effet antioxydant dans 1’industrie agroalimentaire.

Les résultats de I’incorporation de 1’extrait des écorces de P. granatum dans le yaourt,
présenté une diminution de pH, une augmentation de ’acidité titrable avec une évolution de
nombres des germes spécifiques. En outre les polyphénols des écorces de grenade ont stimulé
la prolifération de la flore lactique et donc leur pouvoir acidifiant.

Ce travalil, ressort qu’il est possible de valoriser un déchet ménager, type d’écorce de grenade
afin de produire un yaourt aromatisé, coloré naturellement. De plus, ce yaourt est enrichi en
polyphénols et il est doté¢ d’un pouvoir antioxydant, un aliment bénéfique pour 1’organisme et
donc fonctionnel.
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