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Introduction

Le pollen, produit essentiel des plantes a fleurs, regorge de composés bioactifs tels que
les antioxydants et les agents antibactériens, (Guenaoui et al., 2024), Ces molécules
présentent un intérét croissant dans divers secteurs, de l'alimentation & la médecine en passant
par la cosmétique, en raison de leurs propriétés bénéfiques pour la santé. Cependant, la
récupération efficace de ces composés dépend largement de la méthode d'extraction utilisée,

ainsi que des conditions environnementales et géographiques. (Otmani et al., 2022)

Dans cette étude, nous avons entrepris une comparaison détaillée de deux méthodes
d'extraction de molécules bioactives du pollen, en mettant en lumiére sur la teneur en
antioxydants et les propriétés des extraits obtenus, afin de mieux comprendre les possibilités

d'exploitation de ces précieux composes pour diverses applications.

Cette étude vise a analyser les variations de composition et d'activité biologique des
extraits de pollen obtenus par différentes methodes d'extraction, en tenant compte des régions

géographiques de récolte.

L'objectif est de déterminer quelle méthode d'extraction est la plus efficace pour obtenir
des extraits riches en composes bioactifs et comment les variations des parametres

d’extraction peuvent influencer les résultats.
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I. Synthése bibliographique

I.1.La palynologie

La palynologie est 1’étude des grains de pollen et des spores, vivants et fossiles (Erdtman,
2023). Ces grains sont produits par les organes méles des plantes et transportés vers les structures
femelles pour la fécondation. Cette discipline a de nombreuses applications : elle permet d’identifier
I’origine florale du miel (mélissopalynologie), d’étudier les écosystémes préhistoriques
(paléontologie), de comprendre les allergies respiratoires (allergologie), d’analyser des structures et
sédiments souterrains (géologie), et d’aider dans les enquétes judiciaires (criminologie) (Erdtman,
2023; Ozkok, 2023). La palynologie aide également & expliquer les relations phylogénétiques entre
fossiles et espéces contemporaines, a comprendre les causes de mortalités massives d’abeilles, et a
¢tudier la biodiversité des zones visitées par les abeilles, ce qui est utile pour I’apiculture (Gastaldi

et al., 2020).
1.2.La plante mellifére

La flore mellifére (Figure 01) englobe toutes les plantes d'une région qui sont essentielles a la
production de miel, principalement en produisant du nectar (Melin, 2011) Elle inclut egalement les
plantes visitées par les abeilles (Hamel et Boulemtafes, 2017), notamment celles qui produisent du

pollen et du miellat (Rasoloarijao et al., 2019).

Les plantes melliferes les plus importantes sont celles qui ont une productivité nectarifere

élevée et réguliere, existent en vastes peuplements et donnent un miel de trés bonne qualité
(Louveaux, 1970).

Stigmate | 0 o
. r Pistil (= Gynécée)
Style

Anthére | _
§ t  Etamine
Filet

Nectaire

Pétale (Corolle) \

‘ : t Périanthe
Sépale (Calice)

Pédoncule du réceptacle floral

Figure 1 : Eléments constitutifs d'une fleur d'Hélianthéme des Apennins (Helianthemum

apenninum, Cistacées) (Delsinne, 2023).
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1.2.1. Catégories des plantes melliféres
Les plantes melliferes (Figure 02) sont classées en trois catégories en fonction de leur attrait

pour les abeilles et de leur utilisation par celles-ci :

Les plantes mixtes : Ces plantes sont visitées par les abeilles pour leur nectar et leur pollen.
Elles sont souvent caractérisées par des fleurs attrayantes pour les abeilles. Les arbres fruitiers, tels
que l'abricotier, le pommier, le poirier et le prunier, font partie de cette catégorie. Elles fournissent
aux abeilles a la fois des glucides (du nectar) et des protéines (du pollen), essentiels a leur nutrition
(Ahouandjinou et al., 2017; Rabiet, 1984).

Les plantes nectariferes : Ces plantes se distinguent par leur production de nectar, une
substance sucrée qui constitue la principale source de glucides pour les abeilles. Le nectar est
sécrété par des organes spéciaux appelés nectaires, souvent situés au fond des fleurs (Rabiet, 1984;
Yédomonhan et al., 2006).

Les plantes polliniferes : Ces plantes sont visitées par les abeilles principalement pour leur
pollen. Le pollen est une source importante de protéines, de lipides, de vitamines et de minéraux
pour les abeilles. Des exemples de plantes polliniféres incluent les coquelicots et les hélianthemes
(Coulibaly et al., 2019; Rabiet, 1984).

Figure 02 : Guides nectariferes incitant les insectes pollinisateurs a se diriger vers le pollen

et/ou les nectaires (et les organes reproducteurs !) situés au centre de la fleur. (A) Lilium
martagon (Liliacées). (B) Digitalis purpurea (Plantaginacées) visitée par un bourdon. (C) Oxalis
acetosella (Oxalidacées). (D) Astéracée ornementale, Coreopsis tinctoria. (F-G) Viola sp.
(Violacées). (H) Primevére ornementale (Primula sp., Primulacées). (E) Adonis aestivalis
(Renonculacées). (1) Ruine de Rome, Cymbalaria muralis (Plantaginacées).(Delsinne, 2023)
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1.2.2.Les principales plantes melliferes en Algérie :

Dans le sud-ouest de I’ Algérie, une étude a identifié 66 especes de plantes melliferes parmi 582
espéces en floraison, ces plantes, principalement spontanées et cultivées, appartenaient
majoritairement aux familles des Fabacées, Astéracées et Lamiacées. Les abeilles récoltaient surtout
le pollen et le nectar (Laallam et al., 2011). Parall¢lement, une recherche dans le nord de I’ Algérie
a listé 107 espéces melliféres. Ces travaux soulignent I’importance de la protection de ces habitats
pour une production de miel optimale et la santé des abeilles. Ils mettent en lumiére la diversité et la

valeur des plantes melliféres en Algérie (Tarek et Boulemtafes, 2017).

1.3. Définition du pollen

Le pollen est I'élément reproducteur male des plantes a fleurs, présent sous forme de grains
microscopiques contenus dans les anthéres des étamines (Scott et al., 2004). L'identification des
grains de pollen repose sur leur examen microscopique, ou des caractéristiques telles que la couleur,
la forme, la taille et les pores permettent de les différencier (Andersen et Bertelsen, 1972). Chaque
grain de pollen est enveloppé dans une couche resistante, renfermant des substances essentielles a
l'alimentation des larves et des jeunes abeilles (Luo et al., 2015). Cette enveloppe présente une
forme caractéristique propre a chaque espece vegétale, ce qui permet de déterminer l'origine

botanique d'un miel (Bryant Jr. et Jones, 2001).

I.4.Structure du pollen :

Un grain de pollen est une structure microscopique qui protege le matériel génétique sensible
jusqu’a ce qu’il soit regu par les structures reproductrices femelle (figue 03),(Aylanc et al., 2023;
Luo et al., 2015) et il est généralement composé d’un contenu cytoplasmique qui contient le
matériel génétique, d’une intine qui est la couche interne faite de cellulose et de pectine, et d’une
exine, la couche externe faite de sporopollenin, une substance trés résistante aux dégradations
chimiques et biologiques Enfin, le pollenkitt est une substance collante sur la surface externe qui

aide a I’adhérence sur les insectes pollinisateurs (Aylanc et al., 2023).
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Figure 03 : La structure générale d'un grain de pollen (d'Helianthus) et ces principaux
constituants et certaines des caractéristiques morphologiques répandues dans diverses espéces

dans la nature. (Aylanc et al., 2023)

1.5. Méthodes de récolte de pollen :

La récolte du pollen par I'homme, facilitée par I'abeille et les trappes a pollen, est une activité
relativement récente. Les premiéres trappes a pollen, congues en Amérique, étaient a l'origine
utilisées uniquement par les chercheurs et non par les apiculteurs. Ces derniers, se basant sur les
recherches concernant la consommation de pollen par les abeilles (figue 04), ont parfois récolté du

pollen pour compléter I'alimentation des ruches deficientes (Lavie et Fresnaye, 1963).

téte thorax abdomen

- % oy

1
1
!
|

ceil composé

antenne

rostre

Figure 04 : Morphologie générale de I’abeille. (Djebbar et Ounadi, 2017)
Différentes méthodes de collecte peuvent étre adoptées selon 1’objectif a atteindre parmi elles

on cite :
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1.5.1. Collecte manuelle
La récolte manuelle du pollen est une méthode simple et peu colteuse qui consiste a collecter le
pollen directement a partir des fleurs a l'aide de peignes spéciaux ou de brosses douces. Cette
méthode est souvent privilégiée par les petits apiculteurs car elle permet de collecter du pollen frais
sans perturber excessivement les abeilles. Cependant, elle peut étre moins efficace pour obtenir de
grandes quantités de pollen par rapport a d'autres méthodes plus spécialisées (Zili¢ et al., 2014).

1.5.2.Les trappes a pollen
Les apiculteurs utilisent plusieurs types de trappes a pollen pour collecter les pelotes rapportées
par les abeilles, tout en veillant & ne pas nuire au développement des colonies. Une ruche nécessite
entre 20 et 50 kg de pollen par an, sa principale source de protéines. Les apiculteurs ne prélévent
qu'environ 10% de cette quantité (2 a 5 kg) pour ne pas perturber les abeilles. Les trappes a pollen,
placées a I'entrée des ruches, détachent les pelotes des abeilles en les forcant a passer a travers des
grilles avec des mailles d'environ 4,5 mm de diametre (Gharbi, 2011). Voici les types de trappes a

pollen évaluées :

I.  Trappes a tiroir frontal : Montées a l'entrée des ruches, avec des mailles de 4,7 a 5 mm de
diamétre. (Mohamed et al., 2022)

Figure 05 : Trappes a tiroir frontal (Mohamed et al., 2022).
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Il.  Trappes a pollen de fond : Installées sous les disques des pores des ruches sur le fond de la

planche, avec des mailles de 4,6 mm de diametre.

Figure 06 : Trappes a pollen de fond (Mohamed et al., 2022).

I1l.  Trappes a glissiéres en plastique : Fabriquées en plastique avec des pores de 4 a 5 mm de

diameétre, similaires a un séparateur de reine placé a l'entrée de la ruche.

p—

Figure 07 : Trappes a glissiéres en plastique (Mohamed et al., 2022).

Les mailles des trappes sont congues pour étre suffisamment larges pour permettre le passage
des abeilles, mais assez étroites pour détacher les pelotes de pollen. Un tiroir sous la trappe recueille
les pelotes, tandis qu'un tamis de 3 mm empéche les abeilles de récupérer leur pollen. L'efficacité
des trappes se mesure par le pourcentage de pelotes collectées par rapport au nombre total de

pelotes ayant traversé la trappe, avec une efficacité ideale de 10% (Gharbi, 2011).
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1.6. Composition Phytochimiques du pollen
Le pollen est un complément alimentaire riche en composés bioactifs, sa composition exacte et

ses effets sur la santé sont encore a 1’étude (Ares et al., 2017).

Le tableau I : composition phytochimique du pollen de différentes sources végétales :

Nutriment (100g) Ciste Chataignier | Saule Bruyére | Coquelicot
Calories (Cal) 354 316 354 319 316
Protéines (g) 14,2 19,56 15,5 15,5 22,8
Lipides (g) 6,56 4,19 58 3,26 3,26
Acide Linoléique (g) 0,7 0,31 0,31 0,13 0,31
Acide Alpha-Linolénique (g) 0,52 0,15 0,33 0,55 0,55
Glucides (g) 52,17 46,77 64,5 48,66 40,97
Fibres (g) 12,80 14,4 14,4 13,0 9,2
Vitamine B1 (mg) 0,80 0,52 1,01 0,38 0,47
Vitamine B2 (mg) 0,76 1,17 0,86 0,86 0,36
Vitamine B3 (mg) 4,60 6,7 7,1 4,79 2,27
Vitamine B5 (mg) 0,86 1,24 0,9 0,9 1,45
Vitamine B6 (mg) 0,27 0,29 0,30 0,25 0,04
Vitamine B9 (mg) 124 371 844 128 157
Vitamine C (mg) 14,2 14,3 29,8 20,2 67,1
Vitamine E (mg) 27,8 4,2 11,8 9,28 1,44
Cuivre (mg) 0,68 0,61 0,85 0,63 0,63
Magnésium (mg) 26,5 50,1 71,4 60,1 41,3
Phosphore (mg) 200,1 337,5 566 279,9 448
Zinc (mg) 2,26 6,47 4,7 3,2 4,41
Potassium (mg) 370 504 484 433 433
Sodium (mg) 26 31 31 31 24
Polyphénols (mg/) 1959 2086 1500 1788 1420
ORAC (mmoles/g) 536 406 199 379 283
Kaempférol-3.0-glucos. 61,9 575 48,3 648,3 -
Isorhamnétine-3.0-glucos. 282 158 7,1 37,1 -
Rutine - 335 1207 239 -
Lutéoline-7-glucoside 13,9 6,6 30,7 175 -
Phytostérols (mg) 232 191 - - -
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1.7.Quelques propriétés nutritionnelles du pollen

Le pollen est un aliment trés nutritif et complet, souvent décrit comme la poussiére qui donne la
vie, et il est considéré comme le seul aliment parfaitement complet. (Nicolson, 2011)\Voici un
résumé de sa valeur nutritionnelle :

Glucides : Le pollen contient des glucides tels que le fructose, le glucose, le saccharose et les
fibres, qui fournissent de I'énergie et sont essentiels pour le fonctionnement du cerveau (Bogdanov,
2012).

Protéines et acides aminés : Le pollen est une source importante de protéines et contient tous
les acides aminés essentiels nécessaires a la croissance et a la réparation des tissus corporels
(Nicolson, 2011).

Graisses : Le pollen contient également des graisses, qui fournissent de I'énergie et sont
nécessaires pour certaines fonctions corporelles, comme I'absorption des vitamines liposolubles
(Bogdanov, 2012; Chau et Rehan, 2024).

Fibres brutes : Le pollen est une bonne source de fibres brutes, qui favorisent la digestion et
sont essentielles pour une alimentation équilibrée (Bogdanov, 2012).

Acides gras non estérifiés (AGNE) et acides aminés (AA) : Le contenu en AGNE et en AA
du pollen varie selon les familles et les genres, mais il est riche en acides gras essentiels oméga-6 et
omega-3 ainsi qu'en acides aminés essentiels (Chau et Rehan, 2024).

Ratios P:L et omega-6:3 : Les ratios protéines-lipides varient considérablement, mais les
ratios oméga-6:3 sont genéralement inférieurs a un, ce qui est bénéfique (Chau et Rehan, 2024).

Il est important de noter que la composition nutritionnelle du pollen peut varier en fonction de
son origine botanique. Une analyse chimique spécifique du pollen est donc nécessaire pour obtenir

une image precise de sa valeur nutritionnelle (Nicolson, 2011).

1.8.Quelques propriétés thérapeutiques du pollen

Le pollen est un aliment souvent sous-estimé, mais ses effets bénéfiques sur la santé sont
impressionnants, bien qu’ll possede des propriétés anti-inflammatoires, anticancéreuses,
antibactériennes, hépatoprotectrices, anti-athérosclérotiques, et immuno-modulatrices, toutefois Les
polyphénols et les flavonoides présents dans le pollen jouent un role clé dans ces effets en inhibant
I'inflammation, en induisant l'apoptose des cellules cancéreuses, en luttant contre les infections
bactériennes et fongiques, en protégeant le foie contre les toxines, en réduisant le taux de lipides

sanguins et en renforcant le systeme immunitaire (Denisow et Denisow-Pietrzyk, 2016).



Chapitre 1 : T~ 111 14 =5 1ol o] | o] [To]o [ g=Vo Y [0 TN [

Anti-inflammatoire :

flavonoides, des polyphénols, des

substances aromatisantes, des

Anti-athérosclérotique : : .
acides gras, des phytostérols.

Antioxydant

Contient des formes libres

d ac1des' gras, y Compris Affecte la voie pro-inflammatoire enzym,es ?ntlpxydantee_s, des
I’oméga-3 a-ALA I INF-kB composés d’huiles volatiles, des

s - substances caroténoides,

affectant les |lipides totaux, le S ! L :
ltriacylglycérol, le | cholestérol, BRINE ! = pmmERIC ECE oF entaiion.
1

|I’agrégation plaquettaire et I’ Teal e Affecte les espéces réactives de
activité fibrinolytique. I’oxygéne (|ROS).
i = POLLEN
i a B o <
Antiallergigue = i E = Anticancérigéne :
Contient des flavonoides rad ' SRS = :
Sord g - - — - - S flavonoides et des acides
stéroides entrainant .- - Antibactérien/Antifongique : 2 phénoliques
l’activation des cellules Contient des flavonoides et des :
mastocytes, acides phénoliques avec de la BRI voll’es TTNf-a. {ROS
l la liaison IgE a FceRI et glucose oxydase et Tl'apoptose
Ha scrsbond nistame. entraine la dégradation de la 1 Diminution/Inhibition
membrane cytoplasmique et . o
I’autolyse cellulaire. 1 : Augmentat ion/Activation

Figure 8: Propriétés thérapeutiques potentielles du pollen (Denisow et Denisow-Pietrzyk, 2016).

1.9.Quelques méthodes d’extraction des molécules bioactives
1.9.1. Extraction par solvant

L'extraction par solvant, aussi appelée extraction liquide-liquide, implique le transfert de
composes d'une phase liquide a une autre phase liquide non miscible, elle est utilisée pour isoler des
composes d'une substance en exploitant leur difféerence de solubilité entre le solvant et la substance
d'origine (Abe et al., 2010).

Le principe de l'extraction par solvant repose sur trois facteurs clés :

e La miscibilité des liquides : Certains liquides, comme l'huile et I'eau, ne se mélangent pas
méme apres agitation. Ainsi, il est essentiel de connaitre la densité des deux liquides pour une
extraction liquide-liquide.(Abe et al., 2010; Boukhatem et al., 2019)

e La solubilité des especes chimiques : Les solutés présentent une capacité variable a se
dissoudre dans un solvant. Si la quantité de soluté dépasse la capacité de dissolution du solvant, une
solution saturée se forme. (Abe, DelyleetAlvarez, 2010)

e Le choix du solvant d'extraction : Le solvant choisi doit étre liquide a la température et a
la pression de I'extraction, non miscible avec I'eau, et lI'espece a extraire doit étre plus soluble dans
le solvant que dans l'eau (Abe et al., 2010). Les solvants les plus couramment utilisés sont I'hexane,
le cyclohexane, I'éthanol, et parfois le dichlorométhane et I'acétone. Le solvant sélectionné doit étre
autorisé et présenter une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou l'oxygene (Fine et al.,
2013).

10
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1.9.2. Extraction par Soxhlet :

La méthode Soxhlet, inventée en 1879 par Franz von Soxhlet pour la détermination des
matieres grasses dans le lait, est une technique d'extraction continue des composés d'intérét presents
dans un solide a l'aide d'un solvant. Cette méthode, largement utilisée dans des domaines tels que
I'agriculture, I'environnement, l'alimentation et la pharmaceutique, est devenue l'outil standard pour
I'extraction solide-liquide (Virot et al., 2007). Son principe repose sur le lavage répété de
I'échantillon solide avec du solvant frais. Le solvant est chauffé dans un ballon, vaporisé, puis
condensé dans un condenseur au-dessus du thimble (récipient en forme de cylindre) contenant
I'échantillon.(Lépez-Bascon et Luque de Castro, 2020) Le solvant liquide traverse alors le thimble,
dissolvant les composés d'intérét, avant d'étre siphonné de retour dans le ballon pour un nouvel
cycle d'extraction. Ce processus permet une extraction exhaustive des composés ciblés (Luque de
Castro et Priego-Capote, 2010).

1.9.3. Extraction par maceration :

La macération est une technique d’extraction qui consiste a immerger une substance végétale,
telle que les graines de pollens, dans un solvant, puis cette substance est ensuite agitée fréquemment
dans un récipient fermé jusqu’a ce que les composants solubles soient dissous (Tambun et al.,
2021). Cette methode est particulierement adaptée pour les médicaments thermolabiles. Bien que la
maceration nécessite du temps, elle est simple, économique et efficace pour extraire les composeés

actifs des plantes (Velavan, 2015).

1.9.4. Extraction par agitation :

L'extraction par agitation est une méthode trés répandue pour extraire des composés bioactifs a
partir de matériaux naturels comme le pollen, les fruits ou les plantes (Ahmed et al., 2020). Elle
consiste a préparer I'échantillon en le broyant ou en le découpant, puis a le placer dans un solvant tel
que l'éthanol, ensuite en agitant continuellement, on favorise la dissolution des composés
recherchés dans le solvant, une fois I'extraction terminée, on peut séparer les phases organique et
aqueuse si nécessaire, et enfin, pour concentrer les composés extraits, on utilise souvent une
évaporation sous vide (Ahmed et al., 2020; Das et Eun, 2018).

1.9.5.Extraction par ultrasons :

L’extraction assistée par ultrasons est une technique nouvelle et respectueuse de
I’environnement qui permet d’extraire efficacement les composés bioactifs des plantes et autres
matiéres biologiques (Oroian et al., 2020; Wen et al., 2018). Cette méthode utilise des ondes
ultrasoniques puissantes générées par un transducteur piézoélectrique, Ces ondes provoquent un

phénoméne appelé cavitation acoustique, qui génére des conditions extrémes a 1’échelle
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microscopique, ainsi les bulles de cavitation implosent prés des particules végeétales, créant des
forces de cisaillement, des températures élevées et des pressions intenses (Burgers, 2016; Wen et
al., 2018). Les avantages de cette technique comprennent sa rapidité, son efficacité, sa réduction de
I’utilisation de solvants et ses cotits de production plus faibles (Wen et al., 2018).

1.9.6.Extraction par micro-ondes :

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) est une technique moderne et efficace utilisée
pour extraire des composeés bioactifs a partir de plantes (Kaufmann et Christen, 2002). Elle repose
sur le chauffage selectif des échantillons vegétaux a l'aide d'un dispositif spécifique, ce qui permet
de rompre les liaisons faibles et de libérer les composés dans le solvan (Kumar et al., 2018;
Sethunga et al., 2022). Différentes variantes de cette méthode existent, notamment l'extraction
assistée par micro-ondes en phase solide (MASE), en phase liquide (MALE), sous pression (MAP),
et l'extraction assistée par micro-ondes-hydrodistillation (MAHD) (Sethunga et al., 2022).

1.9.7.Extraction par CO2 supercritique :

L'extraction au dioxyde de carbone supercritique (SC-CQO2) est une technique moderne utilisée
pour extraire des substances bioactives a partir de matiéres végétales (Tonthubthimthong et al.,
2001). Elle repose sur l'utilisation du dioxyde de carbone dans un état supercritique, ou il se
comporte a la fois comme un gaz et un liquide en raison de la température et de la pression élevees
(Kuk et Dowd, 1998).

Cette methode utilise le CO2 dans un état supercritique comme solvant pour extraire des
composes bioactifs de diverses matieres premieres, et le CO2 supercritique solubilise les composes

d’intérét et les transporte hors du matériau (Herzi, 2013).

1.9.8. Extraction assistée par enzyme :

L'extraction assistée par des enzymes (EAE) est une méthode qui exploite la capacité
spécifique des enzymes a catalyser la dégradation ou la modification des parois cellulaires, facilitant
ainsi la libération des composes intracellulaires d'intérét, en particulier les composés phénoliques
(Tizon Alba et al., 2023). Les enzymes ciblent des composants spécifiques des parois cellulaires,
tels que la pectine, I'amidon ou la cellulose, ce qui permet d'améliorer le rendement d'extraction des

composeés d'intérét (Marathe et al., 2017).
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Il. Matériel et méthodes :

Notre étude vise a comparer les méthodes d'extraction par agitation et par ultrasonication des
extraits de pollen, en quantifiant les antioxydants présents dans des échantillons provenant de
différentes régions de Bejaia. Nous cherchons également a évaluer I'activité antioxydante de ces
extraits en utilisant divers tests tels que le pouvoir réducteur, le test FRAP, l'activité anti-
radicalaire vis-a-vis du radical libre DPPH et l'activité anti-radicalaire ABTS. Et pour évaluer
I'activité antibactérienne, nous utilisons des souches de Escherichia coli et Staphylococcus

aureus sur gélose.
I1.1.Echantillonnage du pollen :

Le travail porte sur l'analyse de plusieurs échantillons de pollen apicole (Figure 09),

collectés dans diverses zones de la région de Béjaia. (Tableau II).

Tableau 11 : Les régions d’origine des échantillons de pollen

P1 Souk El Ténine
P2 Tighremt
P3 Aokas

P4 Adekar

P5 Kherrata

Figure 09 : Photographie Originale des échantillons du pollen.
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11.2.Protocoles d'extraction

11.2.1.Préparation d’extrait éthanolique de pollen par agitation

Selon Bougandoura et Bendimerad, (2012), nous avons mélangés 1 g de pollen avec 70 mL
d'éthanol a 70% dans un bécher. Ce mélange est ensuite placé sur une plaque agitatrice avec un
barreau magnétique, démarrant a 300 tours par minute, puis augmentant successivement a la
vitesse maximale, et ce pendant 4 heures. Aprés agitation, le mélange est filtré avec du papier

filtre pour obtenir I'extrait, qui est ensuite conservé dans un réfrigérateur.

Figure 10 : Photographie Originale de Figure 11 : Photographie Originale des

I' Agitation du Pollen sur la Plaque agitatrice. extraits obtenu par agitation.

11.2.2.Préparation d’extrait éthanolique de pollen assisté par ultrason :

Pour extraire les composés bioactifs du pollen, nous avons utilisés 3 g de pollen avec 60 mL
d'éthanol a 70% dans un bécher. Ce mélange est ensuite placé dans un appareil a bain
ultrasonique réglé a 40°C pendant 45 minutes. Apres cette étape, nous effectuons un dégazage
pendant 5 minutes, suivi d'une filtration. Enfin, nous ajustons le volume de l'extrait pour le

ramener a son volume initial.

Figure 12 : Photographie Originale de Figure 13 : Photographie Originale des
I'"Extraction Ultrasonique sur le Pollen. extraits obtenu par ultrasonication.
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11.3. Dosage des protéines

La méthode de Bradford (1976) a été employée pour estimer la concentration en protéines
des échantillons de pollen. Cette méthode, basée sur la réaction colorimétrique, implique
I'utilisation du colorant "bleu de Coomassie G250". Ce colorant, naturellement vert foncé en
milieu acide, subit un changement de couleur pour devenir bleu lorsqu'il se lie aux groupements
NHs" des protéines, permettant ainsi une évaluation précise de leur concentration (Bradford,
1976). Une quantité de 100 pl a éte prélevée de chaque échantillon d’extrait de pollen issus des
deux méthodes, dans des tubes numérotés et 5 ml de réactif de Bradford ont été ajoutés. Les
échantillons ont été homogénéisés par vortex. Un blanc a été préparé avec 100 pl d'eau distillée
et 5 ml de réactif. Tous les tubes ont été incubés a température ambiante pendant 2 minutes.
L'absorbance a été lue a 595 nm. Les résultats ont été présentés en milligrammes équivalents de

sérum albumine bovine pour 1 gramme d'échantillon (mg EqBSA/g).

I1.4.Dosage des antioxydants

11.4.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols repose sur la réaction entre les composés phénoliques présents
dans les extraits et le réactif de Folin-Ciocalteu, constitué dun mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque les
composeés phénoliques subissent une oxydation, ils générent un mélange d'oxydes bleus de
tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23), la coloration bleue résultante étant
proportionnelle a la concentration des composés phénoliques dans la solution. (Pérez et al.,
2023).

La teneur en composes phénoliques a été évaluée selon la méthode décrite par Naithani et
al. (2006). Dans des tubes a essai, 100 pl de chaque extrait de pollen issus des deux méthodes
ont été mélangés avec 100 pl de réactif de Folin-Ciocalteu et 2 ml de solution de carbonate de
sodium (NaxCOsz) a 2%. Incuber les tubes a l'obscurité & température ambiante pendant 30
minutes. L’absorbance est lue a 750 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide
gallique par 100g d’échantillon (mgEAG/100g).
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I1.5. L activité antioxydante des extraits

11.5.1. Pouvoir réducteur

Diverses études ont mis en évidence une relation étroite entre les activités antioxydantes et
la capacité de réduction (Bentabet et al., 2014). Cette méthodologie est souvent utilisée pour
évaluer la capacité de réduction des antioxydants contenus dans les extraits, en catalysant la
conversion du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?*) En d'autres termes, elle permet de mesurer
la capacité des antioxydants a neutraliser les radicaux libres, un processus crucial dans la

prévention du stress oxydatif et de diverses maladies (Doukani et al., 2014).

Selon le protocole décrit par Beretta et al. (2005), 500 uL d'extrait de chaque échantillon
des extraits de pollen issus des deux méthodes sont mélangés avec 1500 pL de tampon phosphate
et 1500 pL de potassium hexacyanoferrate. Apres vortex, le mélange est incubé a 50°C dans un
bain-marie pendant 20 minutes. Ensuite, 1500 L d'acide trichloracétique (TCA) sont ajoutés,
puis le mélange est vortexé a nouveau. Un volume de 1250 uL de ce mélange est prélevé et dilué
dans 1250 pL d'eau distillée (H20). Ensuite, 1250 puL de chlorure ferrique (FeCls) sont ajoutés,
suivi d'un nouveau vortex. Apres une incubation de 10 minutes, I'absorbance est mesurée a 700

nm. Les résultats sont calculés selon la formule suivante :

Abs C

Abs E )] x 100

Pouvoir réducteur % = [1 — (

e Abs C : Absorbance du contréle

e Abs E : Absorbance de I’échantillon.

11.5.2. Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test FRAP est largement utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant. Son principe repose
sur la réduction du complexe ferrique 2,4,6-tripyridyl-1,3,5-striazine (Fe**-TPTZ) en sa forme
ferreuse colorée (Fe?*-TPTZ) en présence d'antioxydants. Le complexe ainsi formé présente une

teinte bleu-violet, a une absorbance maximale a 593 nm (Alvarez-Suarez et al., 2010).

D’aprés Maksimovi¢ et al. (2005), 100 ul de chaque extraits de pollen issus des deux
methodes (dilué a 1/5 : 100 pl d'extrait dans 400 pl d'éthanol) sont mélangés avec 1 ml de réactif
FRAP, préparé en respectant un rapport volumétrique spécifique de (100.10.10). Et que pour
chaque 100 ml de tampon d'acétate de sodium 300 mM, on ajoute 10 ml de TPTZ 10 mM et 10
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ml de FeCls 20 mM. Aprés une incubation de 5 minutes, I'absorbance est mesurée a 593 nm. Les

résultats sont calculés selon la formule suivante :

Abs C
Abs E

FRAP % = [1 — (

)] x 100

e Abs C : Absorbance du contréle
e Abs E : Absorbance de I’échantillon.

11.5.3.Activité anti radicalaire DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

La molécule de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable en raison
de la delocalisation de son électron non apparié, ce qui lui confere une couleur violette intense
détectable par absorption. Lorsqu'elle entre en contact avec des composés capables de céder un
atome d'hydrogéne ou un électron, la forme réduite de DPPH (DPPHy>) est produite, se traduisant
par une perte de la couleur violette et l'apparition d'une teinte jaune pale due a la présence de
groupements picryl. L'absorbance de cette solution est ensuite mesurée a une longueur d'onde de
517 nm (Giil¢in et al., 2003).

Pour déterminer le pourcentage de réduction du DPPH, la méthode de Meda et al. (2005)
est utilise, 100ul de chaque extrait de pollen issus des deux méthodes ont été mélanges avec 1 ml
de solution de DPPH, puis homogénéisés. Aprés une période de 15 minutes a l'obscurité,
I'absorbance est mesurée a 517 nm. Le pourcentage de réduction du DPPH est calculé en utilisant

la formule suivante :

Activité antiradicalaire % = (AbsC-AbSE) 100

Abs C

e Abs C : Absorbance du controle

e Abs E : Absorbance de I’échantillon.

11.5.4. Test ABTS

Le test ABTS utilise le 2,2'-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate) diammonium
(ABTS) comme réactif. L'ABTS est un composé soluble dans I'eau qui, lorsqu'il est oxydé par un

agent oxydant tel que le persulfate de potassium, forme le radical cation ABTS+. Ce radical
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cation ABTS+ est bleu-vert et absorbe la lumiére a une longueur d'onde de 734 nm. Lorsqu'un
antioxydant est ajouté a la solution d'’ABTS+, il neutralise le radical cation, réduisant ainsi son
absorbance a 734 nm. Cette réduction de I'absorbance est directement proportionnelle a la

capacité antioxydante de I'échantillon testé (Re et al., 1999).

Selon Re et al. (1999), 100 uL de chaque extrait de pollen issus des deux méthodes sont
mélangés avec 1 ml de solution ABTS. L'absorbance du mélange est ensuite mesurée apres 7
minutes & une longueur d'onde de 734 nm. La différence d'absorbance entre la solution d'ABTS
en présence et en absence de I'échantillon est indicative du potentiel des composés responsables
de cette activité a neutraliser le radical ABTS+. Les résultats sont exprimés en pourcentage

d'inhibition du radical, calculé selon la formule suivante :

ABTS (%) = B2sC-AbsE) 10

Abs C

e Abs C : Absorbance du contrdle
e Abs E : Absorbance de I’échantillon.

11.6.Test d’activité antibactérienne

11.6.1. Protocole de préparation des extraits par I’évaporateur rotatif

Afin de préparer les échantillons de l'extrait de pollen a évaluer I’activité antibactérienne,
selon (Penchev, 2010), un évaporateur rotatif est utilisé pour séparer I’extrait du solvant. Du
diéthyléther est ensuite ajouté et agité doucement. Le mélange est transféré dans des boites de
Pétri, séchés, puis grattés et places dans des Eppendorfs. Du DMSO est ajouté selon le poids de
I’extrait sec, puis le mélange est vortexé. Les extraits sont filtrés deux fois avec des filtres de

0,45 et 0,22 micrometres pour éliminer champignons et bactéries.
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Figure 14 : photographie Originale de la préparation de I’extrait par I’évaporateur rotatif.

a.Préparation du gélose Mueller Hinton

Pour préparer la gélose Mueller-Hinton, 18 g de gélose MH sont pesés et ajoutés a 1 litre
d'eau distillée dans un erlenmeyer, puis le mélange est porté a ébullition tout en étant agité. La

solution est ensuite versée a mi-volume dans des flacons stériles.
b.Protocole de Coulage des Boites de Pétri

Le milieu de culture gélosé Mueller Hinton est aseptiquement coulé dans des boites de Pétri,
puis laissées a température ambiante pendant quelques minutes pour permettre a la gélose de se

solidifier pour permettre un durcissement complet de la gélose.
c. Test de sensibilité

Pour évaluer l'activité antibactérienne in vitro, deux souches bactériennes de référence sont
utilisées : Escherichia coli (ATCC25922) et Staphylococcus aureus (ATCC25923). La pureté de
ces souches est vérifiée en utilisant la méthode macroscopique (observation de la forme et du

mode d'association) et la méthode microscopique (coloration de Gram).

Pour préparer les suspensions bactériennes, les flacons stérilisés et une solution saline de

0,9% sont utilisée.
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La méthode de diffusion sur gélose décrite par le “Clinical and Laboratory Standards
Institute” CLSI (2015), a I’aide d’un écouvillon, les souches bactériennes ont été ensemencées a
la surface de la gélose avec un inoculum ajusté a une turbidité de 0,5 McFarland, confirmée par
une mesure d'absorbance de 0,08 a 0,1 a 630 nm. 6 puits sur la surface de la gélose ont été créés,
50uL de chaque extrait est déposé dans chaque puit. Les boites de Pétri sont incubées pendant 24
heures a 37 °C, puis les diamétres des zones d'inhibition autour des spots sont mesurés en
millimeétres et comparés aux contrdles positifs pour évaluer l'efficacité antibactérienne des

extraits de pollen.

Les extraits de pollen sont classés selon I'échelle d’estimation de I’activité antimicrobienne
(Ponce et al., 2003) : non sensible (<8 mm), sensible (8 a 14 mm), tres sensible (15 a 19 mm) et

extrémement sensible (>20 mm).
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Chapitre 111 : R ESU LS. & Discussion.

1.1.1.Résultats et Discussion :

I11.1.Dosage des Protéines :

La (figure 15) représente les résultats obtenus en fonction de la teneur en protéines ont

permis de représenter la I’histogramme suivant :
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Figure 15 : la teneur en protéines des échantillons de pollen.

Les résultats indiquent que la teneur en protéines la plus élevée est observée pour P3M1
(Aokas - Agitation) a 93,94 mg EqQBSA /g, tandis que la plus basse est pour P5M2 (Kherrata -
Ultrasonication) a 14,86 mg EqQBSA/g.

En comparaison, les teneurs en protéines trouvées par Taha, Al-KahtanietTaha, (2019)
pour différents types de pollen, les résultats obtenus dans cette étude montrent des variations
significatives dans la teneur en protéines des échantillons de pollen en fonction de la méthode
d'extraction utilisée. La Méthode 1 (agitation) a montré des teneurs en protéines allant de
28,84 a 93,94 mg EqBSA /g, et la Méthode 2 (ultrasonication) a produit des valeurs allant de
14,86 a 48,80 mg EqQBSA /g.

L’analyse ANOVA de teneur en protéines a montré 1 groupe homogene (a) pour la
premiére méthode et 1 groupe homogene pour la deuxiéme méthode, les autres échantillons

montrent une différence significative a p<0,05

Selon le test de Student, les moyennes des valeurs de teneur en protéines des échantillons
de pollen traités par agitation (M1) et par ultrasonication (M2) montrent une différence

significative.
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Pour faciliter la comparaison, il est nécessaire de convertir les teneurs en protéines
obtenues en mg EqBSA/g dans cette étude en g/100 g. Toutefois, méme sans conversion
directe, il est évident que les teneurs en protéines dans cette étude sont significativement plus

élevées que celles rapportées par Taha, Al-KahtanietTaha, (2019).

Les échantillons extraits par 1’agitation (M1) montrent des teneurs en protéines plus
élevées, atteignant jusqu'a 93,94 mg EqBSA/g pour P3ML, tandis que les échantillons extraits
par l‘ultrasonication (M2) affichent des valeurs inférieures, avec un maximum de 48,80 mg
EqgBSA/g pour P2M2.

Les résultats de Taha, Al-KahtanietTaha, (2019) indiquent que la teneur en protéines
varie également en fonction de la source de pollen, avec des valeurs allant de 15,19 g/100 g

pour le pollen de tournesol a 20,23 g/100 g Ms pour le pollen de luzerne.

Les résultats montrent que les extraits de pollen obtenus dans cette étude possedent des
teneurs en protéines supérieures a celles rapportées par Taha, Al-KahtanietTaha, (2019),
suggérant une efficacité potentiellement accrue des méthodes d'extraction utilisées ici. Les
variations observées entre les différentes méthodes d'extraction (M1 et M2) soulignent
également l'importance de la sélection de la méthode appropriée pour maximiser la

récupération des protéines du pollen.

111.2.Dosages des antioxydants :

111.2.1.Dosage des polyphénols totaux :

La (figure 16) représente les résultats obtenus en fonction de la teneur en en composés

phénolique ont permet de représenter la I’histogramme suivant :

6000.00

5000.00

- aa
ab a ba
4000.00
3000.00
AB AP
2000.00 Bp BB
cp Ba

1000.00 .

0.00

PIM1 P2M1 P3M1 P4M1 P5M1 PIM2 P2M2 P3M2 P4M2 P5M2

mgEAG/100g

Figure 16 : La teneur en composés phénolique totaux dans les échantillons de pollen.
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Nos résultats révelent des variations significatives dans les niveaux de composés
phénolique totaux du pollen entre les différentes régions étudiées a Bejaia.

Les résultats obtenus par les méthodes d'extraction M1 (agitation) et M2 (ultrasonication)
révelent des niveaux de composés phénoliques totaux plus élevés pour la méthode M1 dans
toutes les régions étudiées. Pour I’extrait de pollen de Souk EI Ténine P1, la méthode M1
présente un contenu phénolique de 4397,72 mg/100g, tandis que la méthode M2 affiche une
valeur de 2202,49 mg/100g. Pour I’extrait de pollen de Tighremt P2, la méthode M1 montre
une valeur de 4859,29 mg/100g, et la méthode M2 donne 1559,71 mg/100g. Pour I’extrait de
pollen de Aokas P3, la méthode M1 présente 4328,66 mg/100g, alors que la méthode M2
montre 2274,14 mg/100g. Pour I’extrait de pollen de Adekar P4, la méthode M1 donne un
contenu phénolique de 5044,65 mg/100g, contre 1461,06 mg/100g pour la méthode M2.
Enfin, celui de Kherrata P5, la méthode M1 affiche une valeur de 1064,90 mg/100g, tandis
que la méthode M2 montre 1422,64 mg/100g.

L’analyse ANOVA des teneurs en compos€ phénolique a montré un groupe homogene (a)
pour la premiere méthode et 2 groupes homogenes pour la deuxiéme methode les autres
échantillons montre une différence significative a p<0,05.

Selon le test de Student, il y a une différence significative entre les moyennes des valeurs
de teneur en composés phénoliques des échantillons de pollen traités par agitation (M1) et par
ultrasonication (M2).

En comparant les niveaux de contenu phénolique entre différentes régions, on constate
que le contenu phénolique d'Adekar est supérieur a celui de la Russia-Perm Region en
Turquie raporté par Ozcan et al. (2019), avec 5044.65 mgEAG/100g et 719.58 mg/100g
respectivement. Egalement supérieure a celui de Sefrou au Maroc obtenu par Asmae et al.
(2021), qui a 32.39 mg GAE/qg.

Les variations dans les niveaux de composés phénoliques entre différentes régions
peuvent étre expliquées par divers facteurs, tels que les conditions environnementales, la
variété des plantes, les pratiques agricoles et le climat. Ces différences soulignent I'importance
de tenir compte des influences environnementales et géographiques lors de I'évaluation des
composés phénoliques, car elles peuvent influencer significativement les niveaux et les types
de composés présents dans les plantes. Nos résultats mettent en évidence des niveaux de
composés phénoliques plus élevés dans certaines régions par rapport a d'autres études, ce qui
indique le potentiel de ces régions pour la production de pollen riche en composés
phénoliques bénéfiques pour la santé. De plus, notre étude montre que la méthode d'agitation
est plus efficace pour I'extraction des composés phénoliques, ce qui souligne I'importance de

choisir la méthode d'extraction appropriée pour obtenir les meilleurs résultats.
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111.3. L’activité antioxydante des extraits.
I11.3.1.Pouvoir réducteur :
La (figure 17) représente le pourcentage d’apparition de couleur 1ié au pouvoir

réducteur de pollen par les 2 méthodes.
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Figure 17 : valeurs de pouvoir réducteur des extraits de pollen.

Ces résultats représentent les pourcentages de conversion de couleur par le pouvoir
réducteur des extraits de pollen, comparés a l'acide gallique, connu pour ses propriétés

réductrices, qui a un pourcentage de 83,85%.

Les résultats ont montré que le pourcentage de conversion de couleur le plus élevé a été
obtenu avec l'ultrasonication pour le pollen de la région de Adekar (P4), avec un taux de
87,76%. En revanche, le pourcentage d'inhibition le plus faible a été enregistré avec I'agitation

pour le pollen de la région de Kherrata (P5), avec un taux de 74,12%.

L’analyse ANOVA de pouvoir réducteur a montré 2 groupes homogenes (a et c) pour la
premiere méthode et 1 groupes homogénes pour la deuxieme méthode et P2M1 montre une

différence significative a p<0,05.

Selon le test de Student, les moyennes des valeurs de pouvoir réducteur des échantillons
de pollen traités par agitation (M1) et par ultrasonication (M2) montrent une différence
significative.

En comparant les résultats moyens des pourcentages d'inhibition obtenus avec les
méthodes d'extraction (agitation et ultrasonication) a la moyenne globale de I’acide gallique
des pourcentages de pouvoir réducteur, on constate que lultrasonication a généralement
donné des valeurs supérieures a la moyenne globale pour tous les échantillons de pollen, a
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I'exception de P1 (Souk El Ténine) ou l'agitation a donné un résultat Iégerement supérieur a la
moyenne globale. Par exemple, pour P4 (Adekar), l'ultrasonication a produit un pourcentage
d'inhibition de 87,76%, tandis que la moyenne globale est de 83,86%. En revanche, l'agitation
a donné des pourcentages d'inhibition inférieurs a la moyenne globale pour tous les
échantillons de pollen.

Ces résultats suggérent que l'ultrasonication est une méthode d'extraction plus efficace
que l'agitation pour extraire les composés bioactifs du pollen, avec des performances variables

selon la région de récolte du pollen.
111.3.2. Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) :

Les valeurs de Pouvoir Antioxydant de Réduction du Fer ont été représente sur la (figure
18).
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Figure 18 : Pouvoir Antioxydant de Réduction du Fer.
Les résultats de l'analyse FRAP des échantillons de pollen des différentes régions,

montrent des variations significatives. Le résultat maximal de I'analyse FRAP a été obtenu par
I'échantillon PAM2 de la région de Souk EI Ténine avec une valeur de 48,53%, tandis que le
résultat minimal a été obtenu par I'échantillon P5M1 de la région de Kherrata avec une valeur
de 12,40%.

L’analyse ANOVA de FRAP a montré un groupe homogene (a) pour la deuxiéme
méthode et les autres échantillons montrent une différence significative a p<0,05.

Selon le test de Student, il existe une différence significative entre les moyennes des
valeurs de FRAP des échantillons de pollen traités par agitation (M1) et par ultrasonication
(M2).
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En comparant ces valeurs a l'acide gallique (AG), qui a une valeur de 66,88%, nous
pouvons observer que tous les échantillons présentent des valeurs inférieures a celle de I'AG.
Les echantillons obtenus par agitation montrent des résultats FRAP inférieurs a ceux de
l'acide gallique : PIM1 (17,77% < 66,88%), P2M1 (18,92% < 66,88%), P3M1 (33,61% <
66,88%), P4AM1 (35,93% < 66,88%), et P5SM1 (12,40% < 66,88%). Pour les échantillons
obtenus par ultrasonication, les valeurs sont également inférieures a I'AG mais globalement
plus élevées que celles obtenues par agitation : P1M2 (48,53% < 66,88%), P2M2 (32,46% <
66,88%), P3M2 (45,67% < 66,88%), PAM2 (42,26% < 66,88%), et P5M2 (31,04% <
66,88%).

Les différences dans les résultats FRAP des échantillons de pollen sont dues a l'efficacité
variable des méthodes d'extraction (ultrasonication vs agitation), les conditions géographiques
et climatiques des régions de collecte, la saison de récolte, les méthodes de stockage et
traitement post-récolte, la diversité botanique des plantes sources, et les facteurs biologiques
et génétiques des plantes et des abeilles. Ces facteurs influencent la composition chimique et

I'activité antioxydante du pollen.

111.3.3.Activité anti radicalaire DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
La figure 18 représente les résultats obtenus par I’activité anti radicalaire DPPH.
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Figure 19 : les valeurs de I’activité antiradicalaire DPPH.
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L'analyse comparative des méthodes d'extraction de pollen, agitation (M1) et
ultrasonication (M2), a révélé des différences marquantes dans l'activité antioxydante des

échantillons.

Pour l'agitation, I'ICso varie de 670,50 pg/ml (P1, Souk El Ténine) a 1061,42 pg/ml (P5,
Kherrata), tandis qu'avec l'ultrasonication, les valeurs vont de 131,62 pg/ml (P2, Tighremt) a
731,61 pg/ml (P4, Adekar).

Cette tendance se confirme dans le classement des échantillons : P2M2 < P3M2 < P1M2
< P4M2 < P5M2 pour l'ultrasonication et P2M1 < P3M1 < P1M1 < P4M1 < P5M1 pour

I'agitation, soulignant la supériorité de l'ultrasonication en termes d'activité antioxydante.

L’analyse ANOVA de DPPH a montré une différence significative a p<0,05 entre tout les

groupe des deux méthodes.

Selon le test de Student, il y a une différence significative entre les moyennes des valeurs

de DPPH des échantillons de pollen traités par agitation (M1) et par ultrasonication (M2).

Les résultats d'ICsp pour les deux méthodes d'extraction agitation et ultrasonication,
montrent des valeurs généralement plus élevées que celles obtenues par Bakour et al. (2021).
pour divers types de pollen, ce qui suggere une activité antioxydante relativement plus faible
pour nos échantillons., nos échantillons de pollen présentent des valeurs d'ICso allant de
670,50 a 1061,42 pg/mL pour la méthode d'agitation et de 131,62 a 731,61 pg/mL pour la
méthode d'ultrasonication. En comparaison, Bakour et al. (2021). ont obtenu des valeurs
d'ICso plus basses pour d'autres variétés de pollen, telles que le pollen de Genét a balais (200
png/mL), le pollen d'Oranger amer (80 pg/mL), le pollen de Coriandre (140 pg/mL), le pollen
de Grenadier (6 pg/mL), le pollen de Chéne vert (10 pug/mL) et le pollen de Rue (80 pg/mL).
Cependant, malgré ces différences, certains de nos échantillons, tels que le pollen d'Aokas
avec une valeur d'ICso de 212,75 pg/mL et le pollen de Kherrata avec une valeur d'ICso de
169,38 pg/mL, montrent des valeurs comparables a celles de certaines variétés de pollen
étudiees par Bakour et al. (2021), ce qui suggere un potentiel antioxydant similaire pour ces

échantillons.

Les résultats mettent en évidence la diversité des activités antioxydantes du pollen selon
la variété et les conditions de récolte, ce qui pourrait avoir des implications significatives pour
son utilisation thérapeutique ou alimentaire. De plus, I'importance du choix de la méthode
d'extraction pour maximiser l'activité antioxydante du pollen est soulignée, ouvrant ainsi des

perspectives prometteuses pour son application dans divers domaines.
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111.3.4. Test ABTS

La figure 20 représente les résultats obtenus par I’activité anti radicalaire ABTS.
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Figure 20 : les valeurs de I’activité antiradicalaire ABTS.

Les résultats obtenus montrent que la méthode d'ultrasonication (MZ2) produit
généralement des rendements supérieurs en termes d'activité antioxydante mesurée par le test
ABTS (ICs0) comparativement a la méthode d'agitation (M1). Pour I'échantillon P1, la valeur
de I'lCso est de 605,45 pg/mL avec la méthode M2, contre 735,91 pg/mL avec la méthode
M1.

La valeur maximale obtenue avec la méthode M1 est de 1453,00 pg/mL pour
I'échantillon P4 (Adekar), tandis que la valeur minimale est de 735,91 pg/mL pour
I'échantillon P1 (Souk El Ténine). En comparaison, la méthode M2 montre une valeur
maximale de 605,45 pg/mL pour I'échantillon P1 (Souk EI Ténine) et une valeur minimale de
322,11 pg/mL pour I'échantillon P5 (Kherrata).

L’analyse ANOVA d’ABTS a montré 2 groupes homogenes (a et ¢) pour la premiére

méthode et les autres échantillons montrent une différence significative a p<0,05.

Selon le test de Student, il y a une différence significative entre les moyennes des valeurs

de ABTS des échantillons de pollen traités par agitation (M1) et par ultrasonication (M2).

En comparaison avec les résultats rapportés par Bakour et al. (2021) pour diverses
sources de pollen, les valeurs d'ICso sont généralement plus faibles, indiquant une activité
antioxydante plus élevée. Mentha spicata présente une valeur d'ICso de 0,08 mg/mL et
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Anethum graveolens de 0,24 mg/mL, tandis que dans cette etude, les valeurs les plus faibles

obtenues avec la méthode M2 sont de 322,11 pug/mL pour I'échantillon P5 (Kherrata).

Ces différences substantielles mettent en évidence l'impact significatif des méthodes
d'extraction et des conditions expérimentales sur les rendements d'extraction des composes
phénoliques, soulignant ainsi la nécessité d'une approche méthodologique cohérente pour
permettre des comparaisons pertinentes entre différentes études. Les variations observées
peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs, notamment la plante spécifique utilisée, le solvant

d'extraction, les conditions d'extraction (température, durée, agitation), ainsi que la méthode

de mesure du rendement.

111.4. Test d’activité antibactérienne

111.4.1.Test antibactérien sur Escherichia coli

Les résultats de test d’inhibition antibactérienne sur E.Coli sont représentés sur la figure

e RESUIEALS & Discussion.
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Figure 21 : Résultats de test d’inhibition antibactérienne sur E.Coli.
Tableau 111 : Résultats de test d’inhibition antibactérienne sur E.Coli.
E.Coli P1M1 | P2M1 | P3M1 | PAM1 | P5M1 | PIM2 | P2M2 | P3M2 | PAM2 | P5M2
Inhibition mm 9,5 13 0 13,5 0 12 10,5 8,5 14 0
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Les résultats d'activité antibactérienne des échantillons de pollen contre Escherichia coli
montrent des variations significatives en fonction de l'origine et de la méthode d'extraction.
Les échantillons obtenus par agitation (M1) ont présenté des zones d'inhibition allant de 0 mm
(P3M1, Aokas et P5M1, Kherrata) a 13,5 mm (P4M1, Adekar), tandis que ceux obtenus par
ultrasonication (M2) ont varié de 0 mm (P5M2, Kherrata) a 14 mm (P4M2, Adekar).

L’analyse ANOVA de test d’inhibition antibactérienne sur E.Coli a montré 2 groupes
homogenes (a et c) pour la premiére méthode et les autres échantillons montrent une
différence significative & p<0,05.

Selon le test de Student, aucune différence significative apparente entre les moyennes des
valeurs de test d’inhibition antibactérienne sur E.Coli de I’échantillon de pollen (P5M1)
obtenu par agitation et (P5M2) obtenu par ultrasonication. Mais il y a une différence
significative entre les moyennes des autres valeurs de test antibacterien des échantillons de
pollen traités par agitation et par ultrasonication.

En comparaison, les résultats de Khadra et al. (2019) pour le pollen d'Inulaviscosa
montrent une inhibition constante de 13 mm a des concentrations de 1 mg/mL et 0,1 mg/mL.
Les échantillons de P2M1 (Tighremt) et P4AM1 (Adekar) ont des inhibitions similaires a celles
de Khadra et al., (2019), tandis que d'autres échantillons, comme P1M1 (Souk El Ténine) et
P2M2 (Tighremt), montrent des inhibitions légérement inférieures. Les échantillons de P3M1,
P5M1 et P5M2 n'ont révélé aucune activité antibactérienne, ce qui differe des résultats
rapportés par Khadra et al. (2019).

111.4.2. Test antibactérien sur Staphylococcus aureus
Les résultats de test d’inhibition antibactérienne sur S.aureus ont été représentés sur la figure
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Figure 22 : Résultats de test d’inhibition antibactérienne sur S.aureus.
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Tableau IV : Résultats de test d’inhibition antibactérienne sur S.aureus.

S.Aureus P1IM1 | P2M1 | P3M1 | PAM1 | PSM1 | P1IM2 | P2M2 | P3M2 | P4AM2

P5M2

Inhibition mm 12,5 15 0 19,5 11 15 13,5 0 16,5

9,5

Les résultats d'activité antibactérienne des échantillons de pollen contre Staphylococcus
aureus (S. aureus) varient en fonction de l'origine et de la méthode d'extraction. Les
échantillons obtenus par agitation (M1) montrent des zones d'inhibition allant de 0 mm
(P3M1, Aokas) a 19,5 mm (P4M1, Adekar), tandis que ceux obtenus par ultrasonication (M2)
varient de 0 mm (P3M2, Aokas) a 16,5 mm (P4M2, Adekar).

L’analyse ANOVA de test d’inhibition antibactérienne sur S.aureus a montré 1 groupe
homogene (A et B) pour la deuxieme méthode et les autres échantillons montrent une

différence significative a p<0,05.

Selon le test de Student, il y a une différence significative entre les moyennes des valeurs
de test d’inhibition antibactérienne sur E.Coli des échantillons de pollen traités par agitation
(M1) et par ultrasonication (M2).

Comparés aux résultats de Khadra et al. (2019), qui a observé des inhibitions de 15 mm
et 14 mm a des concentrations de 1 mg/mL et 0,1 mg/mL respectivement pour le pollen
d'Inulaviscosa, les échantillons de P2M1 (Tighremt) et PLM2 (Souk El Ténine) montrent des
inhibitions similaires de 15 mm. Cependant, PAM1 (Adekar) présente une inhibition
supérieure de 19,5 mm, tandis que P1M1 (Souk El Ténine) et P5M1 (Kherrata) ont des

inhibitions inférieures de 12,5 mm et 11 mm respectivement.

Ces résultats mettent en évidence l'importance de l'origine du pollen et de la méthode
d'extraction sur l'activité antibactérienne. Et soulignent I'importance de la provenance et de la
méthode d'extraction pour maximiser l'activité antibactérienne des pollens, et indiquent des
variations significatives dans la composition phytochimique des échantillons de pollen, ce qui

suggere des implications potentielles pour leur utilisation en tant qu'agents antibactériens.
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Conclusion

L'étude comparative de deux méthodes d'extraction de molécules bioactives du pollen a
été réalisée avec des échantillons récoltés depuis différentes régions de Bejaia. Les résultats
ont révélé des variations significatives dans la teneur en protéines, en composés phénoliques,

ainsi que dans l'activité antioxydante et antibactérienne des extraits de pollen.

Les échantillons extraits par agitation (M1) ont généralement présenté des teneurs plus
élevées en protéines et en composes phénoliques que ceux extraits par ultrasonication (M2)
issus de toutes les régions étudiées. Cependant, l'ultrasonication a montré de meilleures
performances en termes d'activité antioxydante, tels que le pouvoir réducteur, le test FRAP,
l'activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical libore DPPH et l'activité anti-radicalaire ABTS,

ainsi qu'en termes d'activité antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Ces reésultats soulignent I'impact de 1’origine botanique, des conditions liés a
I’environnement et a la géographie sur la composition phytochimique du pollen. De plus, ils
indiquent que le choix de la méthode d'extraction est crucial pour maximiser la récupération
des composés bioactifs du pollen. Ces conclusions pourraient avoir des implications
importantes pour l'industrie alimentaire, pharmaceutique et cosmétique, en identifiant les
régions propices a la production de pollen riche en composés bioactifs benéfiques pour la

santé.

Cela ouvre des perspectives tell que I’optimisation des Méthodes comme Combiner
agitation et ultrasonication, et utiliser des techniques comme I'extraction par solvant assistée
par micro-ondes, et le développement des protocoles standardisés et utilisation des techniques

avancées comme la HPLC pour garantir la reproductibilite.
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Annexes 1 : Préparation des solutions
1- Bradford pour 500 ml
Solution de Bradford (500 ml)
H3PO4 — 50 ml
Ethanol — 25 ml
Bleu de Coomassie — 50 mg

Compléter jusqu'a 500 ml avec de I'eau
distillée

2- Préparation ABTS
C=7mM
MM = 514.62 g/mole
1000 ml—3.602 g
100 ml - X
X=036g

3- Potassium persulfate (K2S:0s)
C=245mM
MM = 270.33g/mol
1000ml — 0.662¢g
100ml — x

X=0.066

4- DPPH :
IM — 39433
6x10°M — x
X=0.02369
1000ml — 0.0236
100ml — x
X=0.0024g

5- FRAP
- TPTZ =0.15g — 50ml I’eau distillé
- FeCI3=0.16g — 50ml I’eau distillé
- Tampon d’acétate 2.46g — 10ml I’eau
distille
Meélange de FRAP {80ml Tampon
d’acétate + 10ml FeClz + 10ml TPTZ}

6- Acide Gallique
AG : 10 mg — 20ml



Annexe 2 : Les Courbes d’étalonnages :
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Figure 01 : coure d’étalonnage des composés phénoliques totaux.

y =0.3x + 0.3944

R2=0.9854
[
L]
0.2 0.4 0.6

08 [BSA] mg/le

Figure 02 : courbe d’étalonnages des protéines.
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ReCS:trtTeeé-tude comparative vise a comparer l'efficacité de deux méthodes d'extraction du pollen, l'agitation et l'ultrasonication,
pour obtenir des extraits riches en antioxydants. Les échantillons de pollen ont été prélevés dans cing régions différentes de Béjaia, a
savoir Souk El Ténine, Tighremt, Aokas, Adekar et Kherrata, afin de refléter la diversité botanique de la région. Les extraits obtenus
ont été analysés pour leur teneur en composés phénoliques totaux et leur capacité antioxydante, a l'aide de tests reconnus tels que le
pouvoir réducteur, le test FRAP, l'activité anti-radicalaire DPPH et le test ABTS, qui permettent de mesurer la capacité des extraits a
neutraliser les radicaux libres, des composés associés au stress oxydatif et a diverses maladies. Les résultats ont révélé des
différences significatives entre les méthodes d'extraction, tant en termes de rendement que dactivité antioxydante. Les extraits
obtenus par ultrasonication ont montré une teneur plus élevée en composés phénoliques totaux et une capacité antioxydante plus
importante que ceux obtenus par agitation. Ces résultats suggérent que l'ultrasonication est une méthode plus efficace pour extraire
des composés bioactifs du pollen. De plus, I'étude a évalué l'activité antibactérienne des extraits contre des souches de référence
d'Escherichia coli et de Staphylococcus aureus, démontrant une activité significative pour les deux méthodes d'extraction, soulignant
ainsi le potentiel des extraits de pollen comme agents antibactériens. En conclusion, cette recherche met en évidence l'efficacité
supérieure de l'ultrasonication par rapport a l'agitation pour extraire des composés bioactifs du pollen, offrant ainsi des extraits
présentant une activité antioxydante et antibactérienne supérieure. Ces résultats ouvrent la voie a de futures études sur l'utilisation
potentielle des extraits de pollen dans diverses applications, notamment dans le domaine de la santé et de I'alimentation.

Mots clés : extraction, ultrasonication, agitation, pollen, antioxydants.

Abstract :

This comparative study aims to compare the effectiveness of two pollen extraction methods, agitation and ultrasonication, in
obtaining antioxidant-rich extracts. Pollen samples were collected from five different regions in Béjaia, namely Souk EIl Ténine,
Tighremt, Aokas, Adekar, and Kherrata, to reflect the botanical diversity of the region. The obtained extracts were analyzed for their
total phenolic content and antioxidant capacity using recognized tests such as reducing power, the FRAP assay, DPPH radical
scavenging activity, and the ABTS assay, which measure the ability of the extracts to neutralize free radicals, compounds associated
with oxidative stress and various diseases. The results revealed significant differences between the extraction methods in terms of
both yield and antioxidant activity. The extracts obtained by ultrasonication showed higher total phenolic content and greater
antioxidant capacity than those obtained by agitation. These findings suggest that ultrasonication is a more effective method for
extracting bioactive compounds from pollen. Furthermore, the study evaluated the antibacterial activity of the extracts against
reference strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus, demonstrating significant activity for both extraction methods, thus
highlighting the potential of pollen extracts as antibacterial agents. In conclusion, this research highlights the superior effectiveness
of ultrasonication compared to agitation for extracting bioactive compounds from pollen, offering extracts with superior anti oxidant
and antibacterial activity. These results pave the way for future studies on the potential use of pollen extracts in various applications,
particularly in the fields of health and food.

Keys words : extraction, ultrasonication, agitation, pollen, antioxidants.
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