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Résumé

Ce travail de recherche se concentre sur I'enrichissement d'un yaourt avec du pollen, en
mettant en évidence les aspects physico-chimiques, les dosages des antioxydants (polyphénols
totaux, flavonoides) et I'activité antiradicalaire. Les résultats obtenus ont révélé une teneur
significative en polyphénols totaux (17,26 mg EGA/g) et en flavonoides (8,35 mg EQ/qg),
ainsi qu'une activité antiradicalaire élevée mesurée par les tests DPPH (65,31 + 1,05%) et
ABTS (83,80 + 0,23%).

Un yaourt enrichi en pollen a été préparé et soumis a diverses analyses, notamment le
pH, l'acidité, l'extrait sec total, la teneur en polyphénols, en flavonoides et l'activité
antiradicalaire mesuree par le test DPPH.

Ce travail met en avant l'intérét de l'enrichissement du yaourt avec du pollen, en
soulignant ses propriétés antioxydantes et ses bienfaits potentiels pour la santé. Les résultats
obtenus démontrent que le pollen peut étre une source précieuse de composés bioactifs, tels
que les polyphénols et les flavonoides, qui contribuent a l'activité antioxydante du yaourt
enrichi.

En résumé, cette étude met en évidence les bénéfices de I'enrichissement du yaourt avec
du pollen, en fournissant des résultats quantitatifs sur les composés actifs et l'activité
antiradicalaire. Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour l'utilisation du pollen
comme ingrédient fonctionnel dans les produits laitiers, offrant ainsi une option attrayante
pour I'amélioration de la valeur nutritionnelle des aliments.

Abstract

This research focuses on the enrichment of yoghurt with pollen, highlighting physic-
chemical aspects, antioxidant assays (total polyphenols, flavonoids) and anti-free radical
activity. The results obtained revealed a significant content of total polyphenols (17.26 mg
EGA/g) and flavonoids (8.35 mg EQ/g), as well as high antiradical activity measured by
DPPH (65.31 + 1.05%) and ABTS (83.80 + 0.23%) tests.

A pollen-enriched yoghurt was prepared and subjected to various analyses, including
pH, acidity, total dry extract, polyphenol content, flavonoids and antiradical activity measured
by the DPPH test.

This work highlights the value of enriching yoghurt with pollen, emphasizing its
antioxidant properties and potential health benefits. The results obtained demonstrate that
pollen can be a valuable source of bioactive compounds, such as polyphenols and flavonoids,
which contribute to the antioxidant activity of enriched yoghurt.

In summary, this study highlights the benefits of enriching yoghurt with pollen,
providing quantitative results on active compounds and anti-free radical activity. These results
open up interesting prospects for the use of pollen as a functional ingredient in dairy products,
offering an attractive option for improving the nutritional value of foods.
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Introduction

Introduction

Les produits apicoles, tels que le miel, la gelée royale, la propolis, la cire d'abeille et le
pollen d'abeille, suscitent un intérét croissant en raison de leur teneur élevée en composés
bioactifs bénéfiques pour la santé. Parmi ces produits, le pollen d'abeille se distingue en tant
qu'aliment fonctionnel contenant une concentration élevée de composés bénéfiques tels que
les acides aminés essentiels, les composés phénoliques, les vitamines et les pigments qui
possédent des propriétés antioxydantes puissantes. (Bourlioux et al ;2011)

Le lait est un ingrédient polyvalent utilisé dans de nombreux produits laitiers qui jouent
un rble essentiel dans notre alimentation, tels que le lait, le fromage, le yaourt, le beurre, la
creme et les desserts lactés. (Coulet, 2017)

Le yaourt, avec son histoire riche, fait I'objet de nombreuses recherches ces dernieres
années. Des études epidémiologiques ont établi un lien entre la consommation de yaourt et
des habitudes alimentaires saines, faisant du yaourt un indicateur universel de la qualité
alimentaire. (Kieliszek et al ;2017)

Dans cette étude, notre objectif est d'explorer les caractéristiques physico-chimiques du
pollen d'abeille, en particulier sa teneur en composés phénoliques et son activité antioxydante.
Nous nous concentrons sur I'enrichissement d'une marque populaire de yaourt, SOUMMAM
naturelle, avec les bienfaits nutritionnels et thérapeutiques du pollen. En combinant la valeur
nutritionnelle du yaourt avec les propriétés bioactives du pollen, nous pouvons créer un
produit de yaourt offrant une valeur nutritionnelle et thérapeutique accrue.

Ce travail comprend une revue de littérature approfondie et une section experimentale.
La revue de littérature comprend deux chapitres : le premier chapitre aborde le pollen, en
discutant de sa composition, de ses propriétés, des méthodes de récolte et de sa valeur
nutritionnelle et thérapeutique. Le deuxieme chapitre met I'accent sur le yaourt, en examinant
ses propriétes et le processus de fabrication du yaourt.

En résumé, notre étude vise a contribuer a la compréhension des caractéristiques
physico-chimiques du pollen d'abeille, notamment sa teneur en composés phénoliques et son
activité antioxydante. En enrichissant le yaourt avec du pollen, nous pouvons créer un produit

hautement nutritif et bénéfique, en exploitant les avantages potentiels des deux ingrédients









Chapitre 1 Généralité sur le pollen

I Généralité sur le pollen

.1 Définition

Le pollen est la structure male des plantes, également appelée gamétophyte méle. Sa
fonction est de fournir le noyau haploide qui fécondera la cellule haploide femelle, connue
sous le nom d'oosphére. Le pollen est contenu dans les antheres, des sacs polliniques
suspendus aux extrémites des filets, qui forment ensemble I'étamine. Les grains de pollen sont
souvent colorés en jaune ou en orange grace a la présence de pigments protecteurs tels que les
caroténoides et les flavonoides. Cependant, selon les especes, les grains de pollen peuvent
également présenter des couleurs pourpres, vertes, blanches, violettes, bleues ou roses.
(Meyer et al 2004).

Les grains de pollen représentent une génération supplémentaire et sont I'élément
reproducteur male des plantes supérieures. Ils sont produits dans les antheres des plantes a
fleurs a partir de cellules meres contenant des noyaux diploides volumineux. Lors du
transport, les grains de pollen se séparent completement de la plante mere et sont parfaitement
adapteés a leur role, qui est de transférer le matériel génétique. Ils sont capables de résister aux
conditions stressantes de I'environnement pendant leur parcours vers les parties femelles de la
fleur. Les grains de pollen se déposent sur le pistil de la fleur afin de la féconder, donnant

ainsi naissance a une graine qui germera pour former une nouvelle plante. (Mehdi ,2016)

ETAMINE
ETAMINE PISTIL (.,...;..,.q.f,‘.,»_,.‘;
PISTIL
FLEUR
OVAIRE _Ji
Ovule 458

GRAINE

=<, N

’ J
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Figure 1: la pollinisation (Porteau, 2013)
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1.2 Présentation du pollen
La taille des grains de pollen peut varier de 0,002 a 0,3 mm. lls se distinguent par leur

forme et I'ornementation de leur paroi, composée de sporopollénine, un polymere dur et
compact qui est la substance naturelle la plus résistante produite par une plante. La
composition du pollen présente une grande variabilité, mais certains composants sont
constants, tels que les protéines (environ 20 %), les glucides (de 25 a 48 %), les lipides (de 1 a
20 %), les vitamines (notamment les vitamines B, C, le caroténe et les caroténoides) et les sels
minéraux (environ 3 %). Un grain de pollen est composé d'un cytoplasme riche en réserves
qui renferme les noyaux reproducteurs et végétatifs, entouré d'un sporoderme. Ce dernier est

constitué de deux couches concentriques :

v" L'intine, une mince pellicule interne de nature cellulosique.

v L'exine, une enveloppe extérieure composée de sporopollénine (une substance
fortement polymérisée appartenant au groupe des caroténoides). Cette couche confere au
grain de pollen la capacité de résister a diverses causes de dégradation et de se conserver

pratiquement indéfiniment au fil du temps.

Chaqgue grain de pollen d'une espece vegétale peut étre identifié grace a son observation
microscopique, qu'il s'agisse d'une observation optique ou électronique, en se basant sur sa
forme, sa taille, ses caractéristiques morphologiques et la structure variée de sa surface.
(Renault et al., 1992).

cytoplasme alEg
noyaux

pore

intine

\— ornementation

Figure 2: La structure schématique d'un grain de pollen a éte étudiee par Prost en 1987.
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1.3 La pollinisation
Est le processus de déplacement des grains de pollen des étamines vers le stigmate. On

distingue deux types de pollinisation : I'autopollinisation et la pollinisation croisée.

L'autopollinisation se produit lorsqu'il y a transfert de pollen entre deux organes
reproducteurs de la méme plante. Cela peut se produire entre les deux organes d'une méme
fleur dans le cas d'une fleur hermaphrodite, ou entre deux fleurs différentes d'une méme
plante dans le cas de plantes monoiques. En revanche, la pollinisation croisée correspond au
transfert de pollen d'une anthére d'une plante vers le stigmate d'une autre plante de la méme
espece.

La pollinisation croisée est essentielle chez les plantes dioiques, mais elle se produit
également fréquemment chez les plantes monoiques ou hermaphrodites, car ce type de
pollinisation favorise la diversité génétique de la descendance. Dans ce cas, le transfert de
pollen nécessite I'intervention d'un vecteur. Différents modes de pollinisation sont définis en
fonction du vecteur utilise :

L'anémophilie ou anémogamie : le pollen est transporté par le vent. Ce mode de
pollinisation est prédominant chez les Gymnospermes.

La zoidophilie : la pollinisation est assurée par des animaux tels que les insectes, les
oiseaux, les chauves-souris ou les mollusques gastéropodes.

L'hydrophilie : ce mode de pollinisation concerne un nombre limité d'espéces. Il s'agit
de plantes aquatiques qui fleurissent et se pollinisent sous I'eau.

Cependant, la simple mise en contact du pollen et du stigmate, que ce soit directement
ou par l'intermédiaire de vecteurs biotiqgues ou abiotiques, ne garantit pas encore la
fécondation. Plusieurs étapes supplémentaires sont nécessaires pour que les gamétes puissent

se rencontrer et se fertiliser. (Chloé dibos,2010)

1.4 Les caracteristiques physico-chimiques du pollen
Présentent des variations significatives en fonction des plantes butinées. La couleur,

I'apparence, I'odeur et le golt du pollen varient considérablement en fonction de son origine.
En ce qui concerne la taille, les pelotes de pollen récoltées par les abeilles peuvent
varier en taille en fonction des sources de collecte, mais en moyenne, elles ont un diameétre
d'environ 2,5 mm.
L'odeur du pollen peut rappeler celle du foin et peut varier en fonction de sa fraicheur,
qu'il soit frais ou congelé.
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Le godt du pollen peut étre sucré, aigre, amer ou épice, et il a une texture farineuse.

En ce qui concerne la couleur, la plupart des pelotes de pollen sont généralement jaunes
ou jaune-brun, mais il est également possible de trouver d'autres couleurs telles que le rouge,
le violet ou le noir, en fonction de I'origine botanique du pollen.

La couleur, I’apparence, I’odeur et le golt du pollen varient fortement selon 1’origine

des plantes butinées. (Bouguenoun,2016)

Figure 3: présente une photographie montrant les pelotes de pollen.
1.5 Méthode de récolte

1.5.1 Collecte effectuée par les apiculteurs

L'apiculteur collecte le pollen pendant la période de croissance, lorsque la végétation est
abondante en plantes riches en pollen. Cette collecte doit prendre en compte les besoins de la
ruche, car elle affecte le développement de la colonie. En général, I'apiculteur prélevé environ
10% du pollen, ce qui stimule la colonie. Cependant, il est important de veiller a ne pas priver
excessivement les abeilles, car cela pourrait affaiblir leur santé et entrainer leur mort. En effet,
le pollen est essentiel pour I'élevage des larves et leur alimentation. Pour réaliser cette
collecte, des trappes a pollen sont utilisées, et il est important de les espacer de quelques jours

tout en alternant les colonies productrices. (Marion 2017)
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Figure 4: Capture de pollen (Agrilisa, 2017)

1.5.2 Récolte de pollen par I’abeille

La récolte de pollen par les abeilles est effectuée par les jeunes butineuses. Voici le
processus qu'elles suivent :

Préparation : Les abeilles élévent des levures et des ferments lactiques dans le nectar
gu'elles récoltent. Cela se fait a lI'intérieur de la ruche.

Départ de la ruche : Lorsqu'une abeille quitte la ruche a la recherche de fleurs a butiner,
elle remplit son jabot avec le nectar qu'elle a préparé. Ce nectar riche est regurgité doucement
sur leurs pattes postérieures au moment de butiner.

Ce comportement est observable lorsque I'abeille est en vol stationnaire.

Contact avec la fleur : L'abeille se pose sur la fleur, et le pollen, qui est initialement sous
forme de poussiere, se dépose sur son corps lors du contact. Si le pollen ne s'est pas déposé
naturellement sur la fleur, I'abeille le libére directement sur les étamines.

Rassemblement du pollen : Une fois couverte de pollen, I'abeille utilise sa premiere
paire de pattes pour rassembler le pollen. Elle le brosse et le fait passer de lI'avant a l'arriére de
son corps a l'aide de sa deuxieme paire de pattes.

Stockage du pollen : Les boules de pollen ainsi formées arrivent aux pattes arriere de
I'abeille et deviennent plus imposantes. Les poils présents sur ces pattes permettent de retenir
les pelotes de pollen.

Compactage et ensemencement du pollen : Une fois les "corbeilles” pleines, I'abeille
effectue un vol stationnaire. Cela lui permet d'hydrater les pelotes de pollen en régurgitant a
nouveau du nectar et de les compacter. Ce processus favorise I'ensemencement du pollen par
les levures et les ferments lactiques.

Répétition du processus : L'abeille répéte ces étapes sur chaque fleur jusqu'a ce que les

boules de pollen soient suffisamment grosses pour étre rapportées a la ruche. Elles peuvent
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attendre que le poids des pelotes atteigne celui de I'abeille elle-mé&me, ce qui correspond a
environ 110 mg.

Le pollen récolté, en tant que source de nourriture riche, est principalement utilise pour
nourrir les larves. C'est pourquoi les abeilles déposent le pollen dans les alvéoles du garde-

manger, situées prés du couvain (les larves en développement) dans la ruche. (Marion 2017)

1.6 Composition nutritionnelle
La composition nutritionnelle du pollen varie selon I'espéce de plante a partir de

laquelle il est recueilli. Cependant, en général, le pollen est riche en protéines (environ 25%),
en acides aminés, en vitamines (notamment B-complexes) et en minéraux (hotamment le zinc,
le fer et le magnésium). Le pollen contient également des polyphénols, des caroténoides, des
acides gras essentiels et des antioxydants. En raison de sa teneur élevée en proteines, le pollen
est souvent utilisé comme complément alimentaire pour les athlétes et les bodybuilders. Il est
également souvent consommé pour ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes.
(Masseaux. 2016)

1.7 Effets thérapeutiques du pollen

1.7.1 Propriétés antioxydantes

Le pollen dabeille est considéré comme I'un des produits naturels riches en
antioxydants, largement utilisés pour lutter contre le stress oxydatif et les affections qui lui
sont associées. Des études ont démontré que l'activité antioxydante du pollen d'abeille est
attribuée a sa teneur en métabolites secondaires, tels que la vitamine E, la vitamine C, les
caroténoides et les composés phénoliques. Les flavonoides présents dans le pollen d'abeille,
grace a leurs groupes hydroxyle phénolique, sont capables de neutraliser les espéces réactives
de Il'oxygene (ROS) et les radicaux libres, ainsi que d'inactiver les électrophiles. Ces
propriétés antioxydantes du pollen d'abeille lui conferent un potentiel thérapeutique dans la
prévention et le traitement des troubles liés au stress oxydatif. (Apimondia, 2001 ; Nagai et
al., 2005)

1.7.2 Propriétés antidiabétique et anti-hyperglycémiantes

Le pollen dabeille a été étudié pour ses propriétés antidiabétiques et anti-
hyperglycémiantes. Le diabéte sucré est un trouble endocrinien caractérisé par une sécrétion
insuffisante d'insuline et/ou une utilisation défectueuse de celle-ci. Des recherches, menees
par Nema et al., ont montré que I'administration quotidienne de 100 mg/kg de pollen d'abeille

pendant 4 semaines a permis de réduire la glycémie et de prévenir les dysfonctionnements de
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I'axe hypophyse-testiculaire. De plus, chez les patients atteints de diabéte sucré insulino-
indépendant (DT2), le pollen dabeille a démontré une puissante activité anti-
hyperglycémique. Ses constituants bioactifs permettent de moduler I'absorption du glucose et
d'inhiber les activités de I'a-amylase et de la B-glucosidase, contribuant ainsi a la gestion du

diabéte et de ses complications graves (Thibault ;2017)

1.7.3 Propriétés hépato-protectrice

Le pollen d'abeille présente des propriétés hépato-protectrices puissantes. Selon Cheng
et ses collegues, I'administration d'extrait de pollen d'abeille a montré une augmentation de
I'activité de la catalase tissulaire, de la SOD et de la GSH-PX, et a prévenu les altérations
histologiques du foie induites par le tétrachlorure de carbone chez la souris. Ces résultats
suggerent que le pollen d'abeille pourrait jouer un réle potentiel dans la prévention des
dommages hépatocellulaires liés a I'exposition a des substances étrangeéres. Cette capacité
protectrice du foie est principalement attribuée a la présence d'antioxydants naturels tels que
les phénols et les flavonoides dans le pollen d'abeille. De nombreuses études se sont

intéressees a la capacité hépato-protectrice des composés phénoliques (Pasquale et al ;2013)

1.7.4  Propriétés néphroprotectrices

Le pollen d'abeille, en raison de sa composition riche en diverses molécules bioactives,
présente une activité néphroprotectrice puissante. Dans une étude réalisée sur des rats, il a été
observé que I'extrait de pollen d'abeille améliorait les parameétres biochimiques tels que la
créatinine et la bilirubine, renforgait le systéme de défense antioxydant comprenant la SOD, la
CAT et le GSH, réduisait les biomarqueurs du stress oxydatif tels que le MDA et I'iINOS, et
prévenait les dommages histologiques rénaux induits par le cisplatine. De plus,
I'administration intrapéritonéale d'api génine a conduit & une diminution des niveaux de
COXI, COXIl et MDA, ainsi qua une augmentation des niveaux rénaux de GSH
(Thibault ;2017)

1.7.5  Propriétés anti-inflammatoires

Le pollen d'abeille a été largement étudié pour ses propriétés anti-inflammatoires, et de
nombreuses recherches scientifiques ont confirmé son puissant effet dans ce domaine. Les
extraits de pollen d'abeille contiennent des flavonoides et des acides phénoliques qui jouent
un réle essentiel dans leur activité anti-inflammatoire. Plusieurs composés phénoliques
individuels ont démontré des effets anti-inflammatoires en agissant sur différentes voies de

signalisation. Par exemple, l'acide caféique, I'acide férulique et I'acide cinnamique, qui sont
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des acides phénoliques présents dans le pollen d'abeille, sont connus pour leur puissante
inhibition du facteur de nécrose tumorale (TNF), ce qui conduit a une régulation négative de

la voie de signalisation pro-inflammatoire du facteur nucléaire NF-KB (Bogdanov, 2014)

1.7.6  Antidépresseur

Pour mieux comprendre l'effet du pollen sur la dépression, il est important de
comprendre le mécanisme de cette maladie. La dépression est une affection qui répond a des
critéres précis. le patient doit présenter au moins cing des symptémes suivants de maniére

quotidienne pendant au moins deux semaines (I’Inserm ;2016)

Tristesse quasi permanente.

Perte d'intérét pour toutes les activités et absence de plaisir.
Sentiment de dévalorisation et de culpabilité.

Idées morbides.

Ralentissement psychomoteur.

Fatigue importante (asthénie).

Perte d'appétit.

Troubles du sommeil.
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Difficultés de concentration.
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Il Généralité sur le yaourt
1.1 Définition

Le yaourt peut étre défini scientifiquement comme un produit laitier fermenté obtenu
par l'incubation de lait avec des souches de bactéries lactiques spécifiques, principalement
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus, a une température comprise entre 38
et 43°C. La fermentation entraine I'acidification du lait et la coagulation des protéines, ce qui
donne une texture proche d'un gel, ainsi qu'un goQt et une odeur acidulés caractéristiques. Le
yaourt peut étre fabriqué avec du lait, tout ou partiellement écrémé ou entier, de vache, de
brebis, de chévre ou d'autres animaux, et peut étre aromatisé ou sucré pour répondre aux
préférences des consommateur (Gelebart ; 2019)

1.2 Composition chimique du yaourt :
Le yaourt est principalement composé d'eau, de protéines, de glucides, de lipides et de

minéraux. Sa composition chimique peut varier en fonction du lait utilise (vache, chévre,
brebis)

Tableau I: compositions chimiques du yaourt nature au lait partiellement écrémé
(Syndifrais, 1997).

Composition pour 100 g | Yaourt entier non sucré
Eau 87.90
Lipides (g) 1,2
Glucides (g) 5
Protides (mg) 4,3
Phosphore (mg) 114
Magnésium (mg) 13
Calcium (mg) 148

11.3 Bacteéries specifiques du yaourt
Les bactéries spécifiques utilisées pour fermenter le lait et produire du yaourt sont

généralement des souches de Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus. Ces
bactéries lactiques sont capables de métaboliser le lactose présent dans le lait et de produire de

I'acide lactique, ce qui entraine I'acidification du lait et la coagulation des protéines.

11.3.1 Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus est une bactérie Gram-positive de forme coccale, facultativement
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anaérobie et immobile et non pathogéne, probiotiques. Elle est principalement présente dans
les laits et fromages fermentés. Cette bactérie thermorésistante est sensible a la méthyléne
bleue (0,1%) et aux antibiotiques. Elle est isolée du lait et des produits laitiers et se présente
sous forme de chaines de longueurs variables ou de paires de coques. Sa température de
croissance optimale varie entre 40 et 50°C, et elle présente un métabolisme homofermentaire.
Son rble majeur est de fermenter le lactose présent dans le lait pour produire de l'acide
lactique, qui acidifie le produit. De plus, elle contribue a la texture des laits fermentés en
augmentant leur viscosité par la production de polysaccharides, composés de galactose, de

glucose et de petites quantités de rhamnose, d'arabinose et de mannose. (Mihoubi, 2019)

Figure 5: Streptococcus thermophilus (Terre ;1986)

11.3.2 Lactobacillus bulgaricus

Le Lb. Bulgaricus est une bactérie Gram-positive, qui se présente sous forme de
batonnets ou de chaines et qui ne forme pas de spores. Elle est immobile et son role est crucial
dans la production de yaourt grace a son métabolisme strictement fermentaire qui produit
principalement de I'acide lactique a partir de sucres hexoses par la voie d'Embden-Meyerhof.
Cependant, la bactérie n'a pas la capacité de fermenter les pentoses. Elle est thermophile et se
développe a une température optimale d'environ 42°C grace a la présence de calcium et de
magnésium. La présence de Lb. Bulgaricus dans la préparation de yaourt est essentielle pour

assurer ses qualités organoleptiques et hygiéniques. (Savadogoet et al, 2011)
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Figure 6: Lactobacillus Bulgaricus (Terre ;1986)

11.4 Croissance associative dans le yaourt

La relation symbiotique entre St. thermophilus et Lb. Bulgaricus est une composante
cruciale du processus de fermentation pour produire du yaourt de haute qualité. Cette
association renforce I'acidité, la viscosité et I'ardbme du produit final. Lorsque les deux souches
bactériennes sont cultivées ensemble, la production d'acide lactique est augmentée par rapport
a une culture séparée. Lb. Bulgaricus apporte les peptides et acides aminés libres nécessaires
pour la croissance de St. thermophilus, tandis que ce dernier stimule la croissance de Lb.
Bulgaricus en produisant des quantités significatives d'acides pyruvique, formique, folinique
et de CO2. La production d'acide formique dépend de plusieurs facteurs tels que les souches
bactériennes, le milieu de culture et la température. En outre, I'acide lactique produit par St.
thermophilus abaisse le pH du lait & un niveau optimal pour que Lb. Bulgaricus prospeére.
(Béal et al ;2003)
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Figure 7: proto coopération entre S. thermophilus et Ib. Bulgaricus (Mahout et al ;2000)
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I1.5 Le processus de fabrication de yaourt :
La fabrication du yaourt varie selon les types de yaourts, mais en géneral, elle

implique plusieurs étapes principales.
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Figure 8: Processus de fabrication de yaourt : yaourt ferme et yaourt brassé (Weerathilake
et al ;2014)
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11.6 Valeurs nutritionnelles et intéréts thérapeutiques de yaourt

11.6.1 Valeurs nutritionnelles

Les yaourts et les laits fermentés présentent de nombreux avantages nutritionnels,
notamment leur forte teneur en calcium et en vitamines, ainsi qu'un équilibre optimal de
macronutriments. En outre, leur processus de fermentation leur permet de posséder des

avantages supplémentaires par rapport au lait frais. (Béal et al.2003)

11.6.1.1 Digestibilité du lactose

La présence de bactéries lactiques vivantes dans le produit permet une meilleure
assimilation du lactose chez les consommateurs présentant une déficience en lactase. C’est
d’ailleurs a ce jour la seule allégation santé qui a été reconnue par I’E.F.S.A. en 2011. La
lactase bactérienne est en effet toujours active lors du passage des bactéries dans le tractus
intestinal, ou elle peut hydrolyser le lactose résiduel contenu dans les produits (environ 30
g/L), limitant ainsi la production d’acides organiques et de gaz (CO2, hydrogene, méthane)
dans le colon du consommateur. Il est cependant établi que les bactéries doivent étre vivantes
dans le yaourt au moment de sa consommation pour que cette fonctionnalité soit active. (Béal
et al ; 2003)

11.6.1.2 Digestibilité des protéines

Les bactéries lactiques vivantes dans le yaourt offrent des avantages pour les
personnes souffrant d'une intolérance au lactose. En effet, I'E.F.S.A. a reconnu en 2011 que la
fonctionnalité principale de ces bactéries est d'améliorer I'assimilation du lactose. Grace a la
lactase bactérienne qui reste active dans le tractus intestinal, la dégradation du lactose résiduel
est possible, limitant ainsi la production d'acides organiques et de gaz dans le colon. Il est
important de noter que les bactéries doivent étre en vie au moment de la consommation du

yaourt pour que cette fonctionnalité soit effective (Babio ;2017)

1.7 Intéréts thérapeutiques
Le yaourt a prouveé son efficacité dans la prévention des infections gastro-intestinales

et dans le traitement des diarrhées infantiles. En effet, les bactéries présentes dans le yaourt
ont des propriétés antimicrobiennes et probiotiques, ce qui les rend efficaces dans le contréle
de la croissance de certains germes pathogenes grace a la production de peroxyde d'hydrogéne
et de bactériocines. Des études montrent que les bactéries du yaourt sont capables de produire
des substances antagonistes qui peuvent neutraliser les effets des bactéries pathogenes.
(Tabak et Bensoltane ;2011)
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11.7.1 Activité antimicrobienne :

Le yaourt joue un rdle important dans la prévention contre les infections gastro-
intestinales et son intérét dans le traitement contre les diarrhées infantiles. Les bactéries du
yaourt produisent des substances antimicrobiennes. Leur pouvoir antagoniste résulte aussi de
la production du peroxyde d’hydrogeéne et de bactériocines, limitant la croissance de certains

germes pathogenes (Tabak et Bensoltane ; 2011)

11.7.2 Stimulation du systéeme immunitaire

Les yaourts peuvent stimuler le systeme immunitaire de différentes manieres. Les
probiotiques présents dans les yaourts peuvent aider a renforcer la barriére intestinale, ce qui
peut empécher les bactéries nocives de pénétrer dans le corps et provoquer une infection. Les
prébiotiques contenues dans les yaourts peuvent également aider a nourrir les bactéries saines
dans notre intestin, ce qui peut améliorer la santé globale du systéeme immunitaire. De plus,
les yaourts sont souvent riches en nutriments tels que la vitamine D et les vitamines B, qui
sont importants pour une bonne fonction immunitaire. En général, une alimentation saine et
équilibrée, qui inclut des aliments tels que les yaourts, peut aider a maintenir un systéme
immunitaire fort (Ben Yahia ;2013)

11.7.3 Action préventive contre les cancers de la sphere digestive

Des études ont suggeéré que les lactobacilles, qui sont des probiotiques présents dans le
yaourt, pourraient modifier les enzymes bactériennes impliquées dans la formation de
substances précancéreuses dans le tube digestif, appelées inducteurs du cancer. Cette
modification pourrait inhiber la formation de ces substances et, par conséquent, réduire le

risque de cancer de la sphére digestive. (Pierre Bourlioux et al ,2011)
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I  Matériel et méthodes

I.1 Préparation de I’échantillon
La préparation de I'échantillon a été réalisée au laboratoire d'analyses biochimiques de

I'université de Bouira. Cette étude s'est concentrée sur la formulation d'un yaourt enrichi en
pollen, ainsi que sur I'étude de ses caractéristiques physico-chimiques. Parallelement, la
teneur en composés phénoliques et les activités antioxydantes de l'extrait de pollen ont

également été déterminées

Etude des activités biologiques

J U 4

Activite antioxydant ‘ Dosage des TPC Dosage des flavonoides
Test ABTS Test Test
DPPH FPRA

Figure 9: Schéma récapitulatif des protocoles expérimentaux (test de décoloration de
I’ABTS, DPPH et dosage des TPC)

1.2 Matériel végétal

Nous avons mené notre étude sur le pollen d'abeilles provenant de Bouira, Ce matériel
végetal a été récolté et conservé dans des flacons en verre. Avant cela, il a été séché dans une
étuve a une température de 40 °C pendant 24 heures afin de réduire sa teneur en eau. Ensuite,

il a été trié pour éliminer les impuretés telles que les ailes d'abeilles, la poussiére etc.
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Figure 10: Image des pelotes de pollen.

Le pollen a été transformé en une fine poudre en le broyant avec un moulin a café
électrique de marque MAC 36. Ensuite, il a été tamisé pour obtenir une texture homogéne.
Cette poudre a été placée dans un flacon en verre et soigneusement conservée a l'abri de la

lumiére, de I'numidité et de l'air jusqu'a son utilisation ultérieure.

Figure 11: Photographie de pollen tamisée
1.3 Extraction
Pour évaluer la teneur en composés phénoliques et étudier I'activité antioxydante de la
poudre de pelotes de pollen, une extraction a été effectuee :
e Nous avons mélangé 2 g de pollen avec 20 ml d’éthanol
e Ensuite, nous avons laissé agir pendant 10min
e Apres cela, nous avons placé le mélange dans 1’ultrason pendant 15 min a

une température de 35°c
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Figure 12: photographie d’un ultrason

e Le mélange est centrifugé pendant 15 min a 8000 rotations par minute, et le surnageant
est récupére
e Aprés avoir récupéré le surnageant ; nous I’avons transféré dans un rota vapeur pour

évaporer complétement I’éthanol

Figure 13: Photographie d’une Figure 14: photographie d’un
centrifugeuse rota vapeur

Ensuite, nous avons placé 1’échantillon dans un lyophilisateur afin d’obtenir un extrait

sec, une fois I’extrait sec obtenu, nous avons procédé au dosage

1.3.1 Extraction assistée par ultrason
La méthode d'extraction utilisée était I'extraction assistée par ultrasons (EAU). Cette

méthode vise a extraire un maximum de molécules chimiques a partir du pollen en utilisant de
I'éthanol comme solvant
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1.3.2 Principe

Le principe de l'extraction assistée par ultrasons repose sur l'utilisation des ondes
ultrasonores, qui sont des ondes mécaniques ayant une fréquence supérieure a la limite de
l'audition humaine (16 kHz). Les ultrasons peuvent se propager a travers les liquides, les
solides et les gaz (Esclapez et al., 2011). Lorsqu'ils se propagent, le milieu dans lequel ils se
trouvent subit une alternance de compression et de décompression, ce qui entraine la
formation de bulles. Les ultrasons induisent des variations de température et de pression a
I'intérieur de ces bulles, et lorsque la taille critique est atteinte, les bulles implosent. Ce

phénomeéne est appelé cavitation (Mason et al., 1996)

1.4 Calcule du rendement

.41 Rendement

Le calcul du rendement s'effectue en utilisant la formule suivante :

Rendement (%) = (Poids de I'extrait sec en g / Poids de la poudre seche de pollen en g)
x 100

Dans cette formule :

Rendement (%) représente le rendement d'extraction en pourcentage.

Poids de I'extrait sec en g correspond au poids de I'extrait sec obtenu.

Poids de la poudre séche de pollen en g correspond au poids initial de I'échantillon de

pollen utilise.

1.5 Dosages des polyphénols totaux

1.5.1 Principe

Dosage des polypheénols totaux (TPC) a éte réalisé en utilisant le test de Folin-Ciocalteu
(FC).

Ce test repose sur la réduction d'un complexe jaune de molybdotungstane par les
composes phénoliques, ce qui produit une coloration bleue. L'intensité de la couleur est
proportionnelle a la concentration des composés phénoliques oxydés (Singleton et al., 1999).
Aprés une période d'incubation d'une heure dans I'obscurité, les absorbances ont été mesurées

a une longueur d'onde de 760 nm.

1.5.2 Mode opératoire
Pour le dosage des polyphénols totaux, le mode opératoire suivi est le suivant :
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Dans des tubes a essai, un volume de 0,2 ml de chaque extrait dilué dans le solvant
approprié a été mélange.

A ce mélange, 1 mL du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué & 1:10 dans de I'eau distillée) a
été ajouté.

Apreés un repos de 4 minutes, 0,8mL de la solution de Na2CO3 (7,5%) ont été ajoutés au
mélange.

Le mélange a été homogénéisé et incubé a I'obscurité et a température ambiante pendant
30 minutes (ou 1 heure).

L'absorbance du mélange a été mesurée a l'aide d'un spectrophotométre UV-VISIBLE a
une longueur d'onde de 765 nm.

Une gamme d'étalonnage en milieu aqueux a été réalisée avec de l'acide gallique, en
suivant les mémes conditions opératoires que pour I'extrait.

Les résultats obtenus ont été exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique par

gramme d'extrait (mg EAG / g d'extrait)

1.6 Dosage des flavonoides

1.6.1 Le dosage des flavonoides repose sur le principe suivant :

L'ajout du trichlorure d'aluminium & un extrait entraine la formation d'un complexe
jaunatre. Cette réaction est due a la fixation des ions AICI3 sur les atomes d'oxygeéne présents
sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. Pour déterminer la quantité de flavonoides dans un
extrait, il est courant d'utiliser la quercétine comme étalon de référence. La quercétine est un
flavonoide largement utilisé comme standard pour évaluer la teneur en flavonoides dans un
échantillon (Bahorun et al., 1996).

1.6.2 Mode opératoire

Les échantillons ont été préparés soit dans I’eau distillée, I’éthanol 96%, ou le méthanol
tout en précisant la masse pesée, puis un volume de 0,5 ml de chaque préparation a été ajoutée
a 1ml de la solution d’ALCL3 a 2% (préparé dans 1’éthanol)

Apres incubation pendant lh L’absorbance a ét¢ lue a 430 nm a l’aide d’un
spectrophotometre UV — visible (Bahroune et al ,1996), La concentration en flavonoides de
chaque extrait a été estimée a partir d’un courbe étalon de la quercétine comme standard et
préparé sous les mems conditions que 1’échantillon

Les résultats ont ét¢ exprimés en mg €quivalent de quercétine par g d’extrait (mg EQ /

d’extrait)
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1.7 Evaluation de I’Activité antioxydante
L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits peut étre realisée a l'aide de

plusieurs tests. La plupart de ces tests se basent sur la coloration ou la décoloration d'un
réactif dans le milieu réactionnel. Les tests les plus couramment utilisés sont le test DPPH
(radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) et le test ABTS (2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate)).

1.7.1  Pouvoir réducteur (FRAP)

1.7.1.1 Principe

Le pouvoir réducteur (FRAP) est un test utilisé pour mesurer la capacité des extraits a réduire
le fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe K3Fe (CN)6 (ferricyanure de potassium) en
fer ferreux (Fe2+). Initialement de couleur jaune, le fer ferrique est réduit en présence d'un
agent réducteur et devient bleu ou vert en absorbant un électron. Le changement de couleur du
jaune au bleu ou au vert est proportionnel a l'activité antioxydante des extraits de plantes
(Habibou et al., 2019). L'absorbance du milieu réactionnel est mesurée a une longueur d'onde
de 700 nm. Le pouvoir réducteur des extraits testés est consideré comme plus éleve lorsque

I'absorbance augmente (Hubert, 2006)

1.7.1.2 Mode opératoire

Le mode opératoire pour le test du pouvoir réducteur (FRAP) est le suivant :

Préparer une série de dilutions de chaque extrait. Dans des tubes a essai, mélanger 1 ml
de chaque extrait dilué avec 2,5 ml d'une solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml
d'une solution de ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 a 9% (m/v).

Ajouter ensuite 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de solution de FeCI3 a 1% a chaque tube.

Mesurer I'absorbance de chaque solution a une longueur d'onde de 700 nm en utilisant
un spectrophotomeétre, en prenant un blanc de réference.

Les résultats obtenus sont représentés sous forme de graphiques montrant les valeurs

d'absorbance en fonction des différentes concentrations utilisées.

1.8 Activité antiradicalaire utilisant le DPPH

1.8.1 Principe
L’activité antiradicalaire utilisant le DPPH (2,2-diphényl-1-pycril-hydrazyl) repose sur

le principe suivant :
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Cette méthode se base sur la capacité des antioxydants a réduire le radical libre DPPH.
L'antioxydant peut réagir avec le radical DPPH en libérant un atome d'hydrogéne du
groupement hydroxyle ou en libérant un électron (Cristina et al., 2009). Le radical DPPH a
une absorption maximale mesurable par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 515 nm,
et sa neutralisation par un antioxydant peut étre facilement suivie par spectrophotométrie
UV/visible (Mishra et al., 2012).

1.8.2 Mode opératoire

Le mode opératoire pour l'activité antiradicalaire utilisant le DPPH est le suivant :

Préparer une solution de DPPH en dissolvant 2,4 mg du réactif dans 100 ml d'éthanol
absolu (99,8%).

Préparer une série de dilutions pour chaque extrait.

Dans des tubes a essai, homogeénéiser 0.5 ml de chaque dilution d'extrait avec 9.5 ml de
la solution de DPPH.

Incuber le mélange a I'abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 minutes.

Mesurer I'absorbance du mélange a une longueur d'onde de 517 nm en utilisant un
spectrophotometre.

Les résultats obtenus sont exprimeés en fonction de I'absorbance mesurée et peuvent étre
comparés a un blanc pour évaluer I'activité antiradicalaire des extraits (Djerrad et al ;2015).

L'activité antioxydante de chaque extrait a été exprimée en pourcentage d'inhibition du
radical DPPH, calculée a l'aide de I'équation suivante :

Activite antiradicalaire (%) = [(Abs ¢ - Abs e) / Abs c] * 100

ou:

Abs c représente I'absorbance du contréle, c'est-a-dire I'absorbance du DPPH sans aucun
échantillon.

Abs e représente I'absorbance de la solution de DPPH en présence de I'échantillon.

Le blanc utilisé dans cette équation est I'éthanol absolu, qui sert de référence pour la
mesure de l'activité antioxydante.

Les valeurs de l'activité antiradicalaire exprimées en pourcentage d'inhibition peuvent
étre comparées avec les IC50 obtenus en utilisant trois antioxydants standards : l'acide
gallique, I'acide ascorbique et la quercétine. Ces comparaisons sont effectuées en utilisant les

mémes conditions expérimentales.
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Figure 15: Le mécanisme réactionnel qui se produit lors du test DPPH®* entre le radical
DPPH? et un antioxydant (AH) a été représenté dans |'étude réalisée par Michel en 2011.

1.9 Pouvoir antiradicalaire ABTS

1.9.1 Principe
Le pouvoir antiradicalaire ABTS est basé sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser le
radical cation ABTS:+ de couleur verte-bleue en le transformant en ABTS incolore. Ce
radical est préformé en présence d'ions persulfate. En présence d'un antioxydant, le radical
ABTS-+ est converti en une forme non radicalaire, entrainant la disparition de la coloration
intense verte-bleue. La mesure de la densité optique a une longueur d'onde de 734 nm permet
de suivre ce changement. Ce test est simple, pratique, reproductible et peut étre réalise dans
divers milieux.
Le pourcentage de réduction est calculé selon la formule suivante :
v Activité antiradicalaire ABTS (%) = [(Abs ¢ - Abs e) / Abs ¢)] x 100
v Abs c représente I'absorbance du controle.
v Abs e représente I'absorbance de I'échantillon.

1.9.2 Mode opératoire

Le test ABTS a été réalise en suivant la méthode décrite par (Re et ses
collaborateurs ;1999). Deux solutions ont été préparées : une solution d'ABTS (7 mM) et
une solution de persulfate de potassium (2,4 mM). Le radical cationique ABTS" + a été généré
en mélangeant ces deux solutions en quantités équivalentes. Le mélange a été laissé réagir
pendant 12 heures a température ambiante et a I'abri de la lumiere. Ensuite, 1 ml de la solution
obtenue a été dilué avec 60 ml d’éthanol de maniére a obtenir une absorbance de 0,8, qui a été

mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a une longueur d'onde de 734 nm.
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Figure 16: Réaction de I'ABTS: avec des composés antioxydants (Boligon et al., 2014)
1.10 Enrichissement du yaourt avec le pollen :
Le yaourt utilisé est un yaourt nature de la marque SOUMMAM, achetés
commercialement, 1’enrichissement a été réalisé en utilisant différentes concentrations de
pollen, comme indiqué ci-dessous :

Tableau 11: les quantités de I’extrait de pollen incorpores dans le yaourt nature

Marque de | Nature
Yaourt utilisé
Echantillon (Et) Soummam Naturel
Echantillon (E1) Soummam Naturel
Echantillon (E2) Soummam Naturel
Echantillon (E3) Soummam Naturel

\
»

Avant D’enrichissement apreés I’enrichissement

Figure 17: photographie de yaourt enrichi et non enrichi
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1.10.1 Extraction

Afin de quantifier les composés phénoliques et d'étudier l'activité antioxydante du
yaourt enrichi en pollen, une extraction a été effectuée.
Chague échantillon de yaourt (10g) a été dilué¢ avec de I’cau distillée(2,5mL)
v" Les échantillons ont ensuite été centrifugés a 8000 rt pendant 30 min
v' Le surnageant a été récolté et filtré a traverse un filtre & membrane en polypropyléne
de 0,45 pum
v L’extraction a été réalisée en triple sur différents pots

v" Les extraits obtenus ont été conservés a 4°C jusqu’a ’analyse ultérieure

1.11 Analyses physicochimiques

1.11.1 Teneur en cendres :

1.11.1.1 Principe :

La teneur en cendres correspond a la quantité de résidu minéral laissé apres la
combustion de la matiére organique. La méthode de calcination par voie séche consiste a
placer I'échantillon dans un four a haute température pour détruire la matiere organique et

obtenir un résidu mineral (cendres) de couleur grise, claire ou blanchatre (Afnor ;1982).

1.11.1.2 Mode opératoire :

Une quantité de 5 g de pollen est pesée dans un creuset en porcelaine préalablement
pesé a vide. Le creuset contenant le pollen est ensuite placé dans un four a moufle réglé a
600°C pendant cing heures, permettant ainsi la combustion complete de la matiére organique.
Aprés la combustion, le creuset est retiré du four et refroidi dans un dessiccateur. Ensuite, le
creuset est pesé a nouveau.

La teneur en cendres est calculée en utilisant la formule suivante :

Teneur en cendres (%) = (M1 -M2) /M

ou:

M : poids de la prise d'essai (

ML : poids du creuset aprées incinération (en grammes).

M2 : poids du creuset vide (en grammes).

1.11.2 L’humidité
Dans une capsule en porcelaine préalablement sechée et tarée, introduire 3 g de

I'échantillon de pollen a analyser. Placer la capsule dans une étuve réglée a 105°C pendant 24
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heures. Apreés refroidissement dans un dessiccateur, peser le pollen. Remettre la capsule
contenant le pollen dans I'étuve pendant 1 heure supplémentaire, puis procéder a une nouvelle

pesée. Répéter cette opération jusqu'a obtenir un poids constant.

1.11.3 Mesure du pH

Le pH est une mesure de I'activité des ions H+ présents dans une solution. Pour mesurer
le pH du yaourt enrichi au pollen, une sonde d'un pH-metre (Nf v 05-108 ;1970) est utilisée.
La sonde du pH-métre est directement immergée dans le yaourt, et la valeur du pH est

affichée directement sur I'écran du pH-métre

1.11.4 Mesure de I'acidité titrable

L'acidité du yaourt est exprimée en degrés Dornic (°D), qui correspond a la quantité
d'acide lactique présente dans le yaourt. Pour la déterminer, un titrage acidobasique du yaourt
analysé a été effectué en utilisant une solution basique de NaOH. Deux a trois gouttes de
phénolphtaléine ont été ajoutées, puis le mélange a été titré avec une solution d'hydroxyde de
sodium (NaOH) (1N) jusqu'a ce que la couleur vire au rose, qui persiste pendant quelques
secondes (Nf v 04-206, 1969).

Expression des résultats

La mesure de I'acidité titrable est calculée selon la formule suivante :

°D = (N.V.100/20)

N : Normalité de NaOH

V : Volume de NaOH titré (mL)

100 : Masse molaire de I'acide lactique (g/mol)
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Il Reésultats et discussions
1.1 Le Rendement

Le rendement de I'extraction du pollen a été calculé a 38%, en utilisant de I'éthanol a
98% comme solvant. Ce résultat est 1égérement inférieur a celui obtenu par Solange et al ;
2007, qui ont rapporté un rendement de 40%.

Cette différence peut s'expliquer par I'utilisation de solvants différents, des méethodes
d'extraction différentes, le pH du milieu d'extraction, la température et les différentes origines
géographiques du pollen.

Des études menées par Zadernowski et al ; 2005, ont également montré que de telles
différences peuvent étre attribuées a des parameétres choisis lors de I'extraction, tels que la
polarité du solvant utilisé, qui joue un réle crucial dans I'augmentation de la solubilité des
composés phénoliques.

De plus, ces variations peuvent étre influencées par des facteurs agroécologiques,
géneétiques et les méthodes spécifiques d'extraction utilisées. Certains chercheurs suggérent
également que les conditions météorologiques et I'emplacement géographique de la culture
(nord ou sud) pourraient avoir une incidence sur les concentrations finales de composes

phénoliques obtenues.

1.2 Les cendres
L'expression "cendres totales" fait référence a la partie inorganique d'un échantillon

alimentaire qui reste aprés incinération a 600 °C. Ce résidu contient des oligo-eéléments tels
que le calcium, le phosphore, le sodium, le potassium, le magnésium et le manganése.

La teneur en cendres des pollens étudiés est de 6%. Cette valeur est plus élevée que celle
rapportée par Human et al., (2006), qui est de 3,6%, ainsi que par Feas et al, (2012), qui est
de 2,9%

1.3 L'humidité
La teneur en eau du pollen est un indicateur de sa qualité, car elle affecte plusieurs

aspects du produit, tels que sa conservation, son godt et son ardme (Morgano et al., 2011).

Ce parametre joue un r6le important dans la promotion ou [linhibition du
développement des microorganismes dans les aliments.

En effet, un taux d’humidité élevé crée un environnement propice a la multiplication
des bactéries responsables de I'altération. Le pollen d'abeille est connu pour étre un matériau
tres hygroscopique, ce qui le rend sensible a la croissance microbienne et fongique (Bleha,
2019).
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Nos résultats montrent un taux d'’humidité de 12,8%, qui est inférieur a celui rapporté par
(Zuluaga ;2015)qui est de 32%.

Un taux d'humidité élevé favorise I'altération de l'aliment, et donc pour préserver la
qualité du pollen, deux techniques de conservation sont souvent utilisées : la congelation et le
séchage (déshydratation). Ces méthodes permettent de réduire la teneur en eau du pollen et

ainsi prolonger sa durée de conservation.

1.4 Dosage des antioxydants d’extrait de pollen

11.4.1 Teneurs en polyphénols totaux

Le dosage de I'extrait de pollen a révelé une concentration de 17,62 mg EGA/g
(équivalent acide gallique) par gramme. Cette teneur est inférieure aux résultats rapportés par
(Mayda et al) qui ont trouvé une teneur en composés phénoliques totaux (TPC) de 26,69 mg
EAG /g (equivalent acide gallique) par gramme.

Une autre étude portant sur le pollen d'abeille a également signalé une variation du
TPC entre 12,9 et 19,8 mg GAE /g (équivalent acide gallique) par gramme, ce qui englobe la
teneur obtenue dans nos résultats.

Il est important de noter que ces composés phénoliques sont les principes actifs
présents dans de nombreuses plantes meédicinales. Méme a des concentrations faibles, ces
molécules ont un impact direct sur la qualité nutritionnelle des produits alimentaires. Leur

présence dans le yaourt enrichi en extrait de pollen peut contribuer aux effets bénéfiques pour

la santé.
Tableau I11: Résultats des teneurs du pollen en antioxydants
Antioxydantes Teneure
Polyphénols 17.26 £0,02 mg EAG/g
Flavonoides 8.35 mg+0,01mg EQ /g

Teneurs en flavonoides

Comme indiqué dans le tableau 3, la teneur en flavonoides du pollen étudié est
supérieure a celle obtenue par (Mayda et al) Dans leur étude sur quelques échantillons de
pollen, qui était de 3,74 mg QE /g (quercétine équivalente) par gramme.

En revanche, ces résultats sont proches de ceux obtenus par (Feas et al ; 2012,) qui ont

montré des teneurs de 7,1 mg QE/qg.
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Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des végétaux et jouent
un rdle crucial dans la protection des tissus végétaux contre les agressions externes, comme
cela a été souligné par (Hardi ;2015).

Ils sont également considérés comme des antioxydants puissants capables d'éliminer
les radicaux libres, selon (Narayana et al ;2001)

De plus, les TFC (total flavonoide content) sont connus pour leur capacité a chélater
les ions métalliques, comme I'ont démontré( Kumar et Pandey ;2013).
Ainsi, la teneur élevée en flavonoides dans le pollen étudié suggére la présence de ces

composés bénéfiques dans le yaourt enrichi en extrait de pollen

11.4.1.1 Discussion

Effectivement, les différences observées dans les valeurs de TPC (polyphénols totaux)
et de TFC (flavonoides totaux) entre notre étude et les études antérieures peuvent étre
attribuées a plusieurs facteurs. Tout d'abord, I'origine de la plante étudiée peut jouer un réle
important, car les plantes peuvent présenter une variation naturelle de leur composition

phénolique en fonction de leur espece, de leur variété et de leur environnement de croissance.

De plus, les méthodes d'extraction et les solvants utilisés peuvent également influencer les
résultats. Différentes méthodes d'extraction, telles que I'extraction par solvant, I'extraction par
ultrasons, l'extraction par macération, peuvent étre utilisées, et chacune de ces méthodes peut
entrainer des rendements différents en termes d'extraction de composés phénoliques. De
méme, le choix du solvant d'extraction peut influencer la solubilité et I'efficacité d'extraction
des polyphénols et des flavonoides.

Il convient également de noter que les techniques analytiques utilisées pour la
quantification des composés phénoliques peuvent varier d'une étude a l'autre. Différentes
méthodes de dosage, telles que la spectrophotométrie, la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) ou la chromatographie en phase gazeuse (GC), peuvent étre utilisées, et
chaque méthode peut fournir des résultats Iégerement différents.

En résumé, les variations dans les valeurs de TPC et de TFC entre notre étude et les
études antérieures peuvent étre attribuées a la diversité des facteurs, tels que l'origine de la
plante, les méthodes d'extraction, les solvants et les techniques analytiques utilisées. Il est
important de prendre en compte ces facteurs lors de la comparaison des résultats entre
différentes études.
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1.5 Evaluation de P’activité antioxydante

11.5.1 Activité antioxydant DPPH

Les résultats obtenus dans le test DPPH indiquent une activité antiradicalaire élevée de
I'échantillon de pollen analysé. Une réduction de 65,31% du radical DPPH a été observée, ce
qui suggere la présence de composés antioxydants dans I'échantillon. Cette activité
antiradicalaire est supérieure a celle rapportée par (Kroyer et al ;2001 ) (53%), ce qui
confirme la richesse de notre échantillon en polyphénols et flavonoides, connus pour leur
potentiel antioxydant.

De plus, la valeur d'IC50 (concentration a laquelle 50% de I'activité antioxydante est
inhibée) a été déterminee a 6,411+0,046 mg/ml. Une valeur d'IC50 plus faible indique une
activité antioxydante plus élevée, ce qui suggere que I'échantillon de pollen présente une
bonne capacité a neutraliser les radicaux libres.

Il est également souligné que la méthode d'extraction par ultrasons utilisée dans notre
étude s'est révélée efficace pour extraire les composés antioxydants du pollen. Cette méthode
d'extraction peut permettre une meilleure récupération des polyphénols et flavonoides,
contribuant ainsi a l'activité antioxydante observée.

En conclusion, les résultats du test DPPH montrent une forte activité antiradicalaire de
I'échantillon de pollen, suggérant la présence de composés antioxydants bénéfiques. Ces
résultats mettent en évidence le potentiel du pollen enrichi dans le yaourt comme source
d'antioxydants naturels.

Tableau IV: Résultats des tests antioxydantes

Activité antiradicalaire Pourcentage d’inhibition
65,31 +1,05 %

Radical DPPH

11.5.2 Activité antiradicalaire ABTS
Les résultats obtenus dans le test d'activité antiradicalaire ABTS confirment la forte

capacité antioxydante de I'échantillon de pollen analysé. L'activité antiradicalaire de
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I'échantillon, mesurée a 83,80%, indique une réduction quasi compléte des radicaux ABTS.
Comparé aux résultats de I'étude de(Zuluoga et al ; 2015) ou une activité antiradicalaire de
43% a été rapportée, nos résultats démontrent une activité antioxydante nettement supérieure.

Il convient de souligner que différents facteurs peuvent influencer les résultats de
I'activité antioxydante, tels que la variété de pollen, les méthodes d'extraction et les conditions
expérimentales. Dans notre étude, nous avons utilisé une méthode d'extraction par ultrasons,
ce qui peut contribuer a une meilleure récupération des composés antioxydants du pollen.

Ces résultats soutiennent I'idée que le pollen est riche en antioxydants et confirment la
valeur nutritionnelle et thérapeutique du yaourt enrichi en extrait de pollen. L'activité
antioxydante élevée de notre extrait éthanolique de pollen suggere que ce yaourt peut offrir
des bénéfices potentiels pour la santé en raison de sa capacité a piéger les radicaux libres et a

réduire le stress oxydatif.

11.5.3 Pouvoir réducteur FRAP

Les résultats du test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) confirment la
capacité réductrice de I'échantillon de pollen analysé. La capacité réductrice mesurée a 0,70 *
0,01 mg/ml est similaire a celle rapportée par (Maksimovic et al ; 2005) qui variait entre 0,79
+ 0,005 mg/ml et 1,6 + 0,005 mg/ml.

La capacité réductrice des échantillons peut varier en fonction des composés
phénoliques présents, qui sont responsables de l'activité antioxydante. La présence de ces
composes phénoliques dans I'extrait de pollen utilisé dans notre étude indique sa richesse en
antioxydants et son potentiel antioxydant.

Ces résultats suggérent que le yaourt enrichi en extrait de pollen peut offrir des
avantages pour la santé en raison de sa capacité réductrice élevée. Les composés phénoliques
présents peuvent contribuer a l'activité antioxydante du yaourt, ce qui peut aider a réduire le

stress oxydatif et a protéger les cellules contre les dommages causés par les radicaux libres.

1.6 L’analyse physico- chimique de yaourt enrichi

11.6.1 PH
L'analyse du pH du yaourt enrichi est une étape importante pour évaluer sa qualité
organoleptique. Le pH peut avoir un impact sur la texture, le godt et la stabilité du yaourt.
Dans notre étude, les valeurs de pH obtenues pour les concentrations de pollen de 0,5
%, 1 % et 2 % étaient respectivement de 4,34, 4,39 et 4,43. Ces valeurs se situent dans la
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plage rapportée par I'étude de (Jimoh et Kolapo ; 2007), qui indiquait des valeurs de pH
allant de 3,39 a 5,68 pour le yaourt.

La correspondance des valeurs de pH obtenues dans notre étude avec celles rapportées
dans la littérature suggere que le yaourt a subi une incubation adéquate et contenait une
quantité satisfaisante de ferments lactiques pour atteindre ces valeurs.

Une différence a été observée entre le pH du yaourt avant I'enrichissement en pollen,
qui était de 4,5, et celui du yaourt enrichi, qui était de 4,43, 4,39 et 3,43 respectivement. Cette
diminution du pH peut étre attribuée a I'ajout de pollen, car certaines études, telles que celle
de (Campos et al ; 2008), ont montré que le pollen avait un effet acidifiant.

Il est important de noter que des variations de pH peuvent avoir des implications sur la
stabilité et la durée de conservation du yaourt enrichi en pollen. Cependant, dans les limites
des valeurs rapportées, les variations observées dans notre étude sont considérées comme

acceptables et cohérentes avec I'ajout de pollen.

PH
4,5
4,45
4,4
4,35
4,3
4,25
Ech(t Ech(1) Ech(2) Ech(3)

les déffirentes concentartions du l'extrait de
pollen incorporés dans le yaourt

Figure 18: histogramme présente les valeurs de ph du yaourt enrichi
11.6.2 Acidité titrable
Les résultats révelent que les yaourts contenant du pollen d'abeille ajouté présentent

une acidité titrable faible, comme indiqué dans le tableau

Tableau V: lacidité titrable du yaourt additionné de pollen d'abeille

Echantillons Acidité titrable
Contréle 60
Echantillon avec 0.5% de pollen 61.00
Echantillon avec 1 % de pollen 63.00
Echantillon avec 2 % de pollen 65 .00
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Cette observation pourrait étre attribuée a I'effet inhibiteur du pollen d'abeille sur
I'activité des bactéries lactiques telles que Streptococcus Thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus, perturbant ainsi le processus de fermentation lactique.

Ces résultats sont en accord avec les études antérieures (Lomova et al ; 2014)

(Maksimenkov et al., 2016) disponibles dans la littérature.

1.7 Dosages des antioxydants du yaourt enrichi au pollen

11.7.1 Flavonoides
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Figure 19: la teneur en flavonoides dans le yaourt enrichi

Les résultats de la figure démontrent de maniére évidente que I'ajout d'extrait de pollen
conduit a une augmentation significative de la concentration en flavonoides & mesure que la
concentration en TFC augmente.

On observe une augmentation de la concentration en flavonoides, passant de 0,95 mg
EQ/g a I'échantillon 1 a 4,24 mg EQ/g a I'échantillon 4.

Ainsi, plus la concentration de pollen est élevée, plus le taux de flavonoides augmente.

Ces résultats indiquent clairement que le pollen est une source riche en flavonoides.

11.7.2 Les polyphénols

Les résultats de notre étude montrent une augmentation des concentrations de
polyphénols avec lI'augmentation des concentrations de pollen. L'échantillon 1 (0,5%) présente
une valeur de 6,67 mg EAG/g, tandis que I'échantillon 4 (2%) présente une valeur de 16,20
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mg EAG/g. Il est intéressant de noter que I'échantillon 4 & 2% présente un taux de
polyphénols similaire a celui du témoin (pollen) avec des valeurs de 16,24 mg EAG/g et 17,26
mg EAG/qg respectivement.

Cette augmentation peut étre expliquée par la libération progressive des polyphénols,
qui sont liés aux protéines du lait. Les protéines du lactosérum ont la capacité de se lier a
différents types d'agents, tels que les polyphénols présents dans le pollen.

Cette liaison entraine la formation de complexes solubles. La dégradation progressive
des proteéines du lait libére les composés phénoliques, ce qui explique Il'augmentation
significative des polyphénols observée suite a l'ajout de l'extrait de pollen (Oliveira et
al ;2015)

Ces résultats suggerent que l'ajout d'extrait de pollen peut étre bénéfique pour
augmenter la teneur en polyphénols dans un échantillon. Les polyphénols sont connus pour
leurs propriétés antioxydantes et leurs bienfaits pour la santé. Par conséquent, l'utilisation
d'extrait de pollen pourrait étre une stratégie intéressante pour ameéliorer la valeur

antioxydante des produits laitiers.
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Figure 20: la teneur en polyphénols dans le yaourt enrichi

1.8 L’activité antiradicalaire DPPH
L'ajout de I'extrait de pollen entraine une augmentation de l'activité antiradicalaire du

yaourt enrichi a 70 % par rapport a l'activité antiradicalaire du pollen seule qui était de 65 %.
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Cette observation est cohérente avec les études menées par (Hong et al ; 2020) sur le yaourt
enrichi en jus de paprika, qui a également conduit a une augmentation de l'activité
antiradicalaire, ainsi que par (Lee et al ;2021) sur le yaourt enrichi en extrait de Ginseng, ou
I'activité antiradicalaire a augmenté.

Cette augmentation de l'activité antiradicalaire est en partie attribuable aux composés
phénoliques présents dans I'extrait de pollen. De plus, (Sah et al ;2014) ont rapporté que
lorsque le degré d'hydrolyse des protéines du lait augmentait, I'effet antioxydant, tel que

I'activité de piégeage des radicaux DPPH et ABTS, augmentait également.

La valeur d'IC50 (concentration a laquelle 50% de I'activité antioxydante est inhibée) a
été déterminée a 6,264+0,036 mg/ml.

De plus, il a été constate que I''C50 de I'activité antiradicalaire du yaourt enrichi est
inférieure a celle de l'extrait, avec une activité antioxydante supérieure a celle de I'extrait,
avec des valeurs respectives de 70% et 65%.

Ainsi, une diminution de I''C50 de l'activité antiradicalaire indique une plus grande
capacité antioxydante, et donc une moindre concentration de la substance est nécessaire pour
neutraliser une quantité donnée de radicaux libres.

En d'autres termes, une IC50 plus basse suggére une capacité accrue a neutraliser les
radicaux libres, ce qui témoigne de la bonne capacité de I'échantillon de pollen a remplir cette

fonction.
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Figure 21: activité anti radicalaire DPPH de pollen
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Figure 22: évaluation de ’activité anti radicalaire DPPH dans le yaourt enrichi

Discussion des résultats d’activité antioxydante de pollen en générale

Aprés avoir examiné nos résultats ainsi que d'autres recherches, nous pouvons
conclure qu'il existe une corrélation dans la capacité antioxydante du pollen, qui présente une
activité intéressante. Cependant, cette activité peut varier en fonction de nombreux facteurs.

Il a été établi que l'activité antioxydante est positivement liée a la structure des
polyphénols. En général, les polyphénols possédent une activité antioxydante élevée en raison
du grand nombre de groupes hydroxyles présents dans leur structure. Ces groupes hydroxyles
ont la capacité de fournir des protons pour stabiliser et neutraliser les radicaux libres tels que
les radicaux hydroxyle, superoxyde, pyroxyle et alkoxyles (Lu et al ; 2010).

Selon les recherches menées par (Do et al ;2014), la technique d'extraction joue un
role crucial dans l'isolement et la récupération des composés phytochimiques présents dans les
matieres végétales. Les solvants d'extraction les plus couramment utilisés sont

traditionnellement I'eau et lI'alcool éthyligue.

Les travaux de (Su et al ;2006) ont démontré que la récupération des polyphénols et
d'autres composés antioxydants présents dans les matiéres végétales dépend fortement de la
solubilité de ces composés dans un solvant spécifique, ainsi que de la polarité, de la viscosité
et du pH du solvant. D'autres facteurs tels que la taille des particules, la présence de
substances interférentes, le type de solvant, la température, le temps d'extraction et le rapport
de meélange jouent également un role important dans l'efficacité de I'extraction (Hayat et
al ;2009).

Il est donc essentiel de prendre en compte ces facteurs lors de I'évaluation de I'activité
antioxydante du pollen et de comparer les résultats obtenus dans différentes études. Les
différences observées dans les activités antioxydantes du pollen peuvent étre attribuees a ces

variations dans l'origine de la plante, les solvants d'extraction utilisés, les conditions
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d'extraction et d'autres paramétres expérimentaux. Par conséquent, il est important de

normaliser ces facteurs pour obtenir des résultats comparables et fiables.






Conclusion générale

Conclusion

Cette étude menée sur le pollen d'abeille cultivé dans la région de Bouira en Algérie
avait pour objectif de mettre en évidence les valeurs de ce produit et de réaliser une étude
phytochimique approfondie. Les métabolites secondaires du pollen ont été extraits a l'aide
d'un solvant éthanol a 80% en utilisant la technique de I'extraction assistée aux ultrasons.

Les extraits obtenus ont ensuite été utilisés pour quantifier les polyphénols totaux et les
flavonoides, ainsi que pour évaluer l'activité antioxydante des extraits de pollen. Les tests
réalisés, tels que le test du radical DPPH, le test ABTS et le pouvoir réducteur, ont révélé une
capacité antioxydante intéressante des extraits de pollen.

L'évaluation de Il'activité antioxydante de I'extrait de pollen a démontré que ce type de
pollen présente un intérét nutritionnel important et peut étre considéré comme un complément
alimentaire de qualité. L'enrichissement du yaourt avec I'extrait de pollen s'est avéré étre une
méthode tres intéressante pour améliorer sa qualité nutritionnelle et thérapeutique. De plus,
cela permet de masquer le goGt désagréable du pollen, facilitant ainsi sa consommation. .

Les résultats obtenus ont révelé une teneur significative en polyphénols totaux (17,26
mg EGA/g) et en flavonoides (8,35 mg EQ/g), ainsi qu'une activité antiradicalaire élevée

mesurée par les tests DPPH (65,31 £+ 1,05%) et ABTS (83,80 + 0,23%).

En résumé, I'enrichissement du yaourt avec l'extrait de pollen offre une opportunité de
créer un produit alimentaire plus nutritif et bénéfique pour la santé. Cela permet également de
bénéficier des propriétés du pollen sans avoir a le consommer directement, ce qui peut étre

une alternative attrayante pour les personnes souhaitant profiter des avantages du pollen.

Perspectives

- Il serait intéressant d'approfondir les analyses physico-chimigues du pollen et du
yaourt afin d'obtenir plus de données détaillées.

- Il serait pertinent d'étudier d'autres organes de la plante si l'objectif est la
caractérisation variétale du pollen.

- Il serait pertinent d'explorer l'identification d'autres métabolites secondaires en
utilisant différentes techniques et solvants d'extraction, ce qui pourrait fournir
une compréhension plus compléte de la composition chimique du pollen et de

ses propriétés.
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L’appareillage

Annexe

L’appareillage utilisé durant les expériences est représenteé dans le tableau ci-dessous :

Appareils Réferences

Broyeur électrique
Balance électronique

Ultrasons

Etuve

Centrifugeuse
Réfrigérateur

Agitateur magnétique

Spectrophotométre UV-visible

Vortex

Bain marie

Vortex

pH meétre

Moulinex, AR110510, France
OHAUS, px85, B937268868, USA

JP SELECTA S A, 611898, Spain
MEMMERT, B319.0656, Germany

Sigma 3-16L, 172577, Germany
Maxi power

Stuart, SB162, R600002574, PRC

Optima, SP-3000nano, 5T5701-143132-00,
Japon
Nahita, C84181, 50681500

MEMMERT WNB22, L519.0937, Germany

Nahita, C84181, 50681500

Mettlertoledo, Five Easy F20, B615331415,
Switzerland)

Annexe 01 : L’appareillage utilisé afin de réaliser la partie expérimentale

Produits chimiques

Différentes réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans les expériences. Le tableau ci-

dessous représente ses derniers :

réactifs chimiques et solvants Formule chimique

Ethanol

Folin ciocalteu

C2H50H
(H3PW12040) et (H3PM0040).



Carbonate de sodium Na2CO3

DPPH C18H12N506
ABTS C18H18N406S4
Ferricyanure de potassium C6N6FeK3
Chlorure de fer FeCI3

Phosphate de sodium monobasique NaH2P0O4.H20
monohydraté

Phosphate de sodium dibasique Na2HPO4.12H20
dodecahydraté

Annexe 02 : les réactifs chimiques et solvants utilisés durant les expériences et leurs formules
chimiques

Les courbes d’étalonnage

1,4
1,2 .
= y=00067x+0372 .7 *
2=0090882 ..
9 1 RZ=09882 _ .
~ 0 e
o] 08 | e
3 J
S o | e
g00
()

S 04
wn
e!
< 0,2

0

0 20 40 60 80 100 120 140

Acide Galique mg/mL

Annexe 03 : Courbe d’¢étalonnage de dosage des composés phénolique totaux.
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Annexe 04 : Courbe d’étalonnage de dosage des flavonoides

500

Annexe 05 : courbe de pouvoir réducteur FRAP
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Annexe 06 : courbe de activité antioxydante DPPH
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Annexe 07 : proto coopération entre st. thermophilus et Ib. Bulgaricus




