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Introduction _

Le pollen est un complément alimentaire naturel issu des étamines des fleurs, riche en
nutriments et en composés phénoliques, en vitamines et en enzymes. Il est de plus en plus
valorisé pour ses propriétés biologiques, notamment antioxydantes, antimicrobiennes et anti-
inflammatoires (Komosinska-Vassev et al., 2015). Cependant, sa composition chimique est
particuliérement sensible aux conditions environnementales, particuli¢rement a 1’oxydation, a
la lumiére et a ’humidité, ce qui le rendant un élément assez sensible, mettant en péril sa

stabilité et son efficacité en tant qu’ingrédient fonctionnel ou thérapeutique (Guine, 2015).

L’encapsulation apparait comme une stratégie technologique prometteuse qui consiste a
abriter les composés bioactifs dans une matrice protectrice dans le but d’améliorer leur stabilité
et controler leur libération dans le temps et de renforcer leur efficacité¢ biologique
(Gharsallaoui et al., 2007). Cette technique est largement utilisée dans les domaines
pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique et donne de nombreuses possibilités
d’application pour le pollen, notamment sous forme de microcapsules ou de films polymériques

(Anal et al., 2007; Machado et al., 2022).

Ce travail vise a déterminer les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides de
pollen d'abeille et a évaluer sa capacité antioxydante. Cette étude vise également a encapsuler
des extraits phénoliques de pollen a I'aide d'un mélange de polymeéres (gélatine et alginate) en
mettant I’accent sur la préparation de systemes d'encapsulation, I'évaluation de leur stabilité et
la caractérisation de la libération prolongée des composés bioactifs. Cette démarche vise a
étudier le potentiel de cette encapsulation a protéger les extraits phénoliques du pollen d'abeille

contre 'acidité gastrique lorsqu'ils sont utilisés comme compléments alimentaires.
Cette étude comporte deux parties principales :

v La premiere partie comprend la revue bibliographique qui présente la composition
chimique et les propriétés biologiques du pollen, et les méthodes d'encapsulation couramment

utilisées.

v La deuxiéme partie renferme la partie expérimentale qui met en évidence la teneur en
composée phénolique, l'effet antioxydant du pollen et la méthode utilisée pour encapsuler les
extraits du pollen, les techniques analytiques utilisées pour étudier la stabilité des capsules ainsi

que les résultats obtenus et leur interprétation.
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Partie bibliographique

Chapitre I : Généralités sur le pollen

1. 1. Définition de pollen

Le mot "pollen" vient du grec.... «palé» et qui signifie "farine" ou "poussicre
pollinique". Cependant, le terme "palynologie", issu de la méme racine, désigne I'étude

scientifique des pollens (Kiared et al., 2017).

Le pollen est une fine poussiére constituée de grains microscopiques produits par les
anthéres des fleurs chez les angiospermes et par les cones males chez les gymnospermes. Il joue
un role essentiel en tant qu’agent male de la fécondation. Sa couleur varie en fonction de la
plante d’origine, présentant une large palette de couleurs allant du blanchatre au rose, du jaune

au vert et du rouge au marron foncé (Ravazzi, 2002).

Le pollen d’abeille est un mélange naturel de pollen de nectar de fleurs et de sécrétions
salivaires des abeilles. C’est I’un des produits de la ruche les plus riches en protéines, sucres,
polyphénols, acides gras, minéraux et vitamines (Algethami et al., 2022). Les abeilles
ouvrieres pollinisent les fleurs et collectent de grandes quantités de pollen. Apres la collecte, le
pollen est humidifi¢ avec des sécrétions salivaires des butineuses et du nectar des fleurs pour

étre rassemblés en granules de 1,4 4 4 mm (Qiao et al., 2023).
1. 2. Structure du grain de pollen

Le pollen est un composant naturel du miel et posséde une forme, une taille et une
ornementation spécifique qui dépend des plantes butinées par les abeilles (Pospiech et al.,
2021). Le pollen est également utilisé pour déterminer 1’origine géographique et botanique du
miel, ou pour identifier le type du miel, qu’il soit monofloral ou polyfloral (Shubharani et al.,

2013).
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Cytoplasme

Pore

Intine

\ Ornementation

Figure 1 : Structure du grain de pollen (https://tsel.mm).
1. 2. 1. Exine

L’exine représente la paroi externe du grain de pollen qui est constituée de
sporopollénine, une substance organique trés résistante composée essentiellement des
caroténoides, des composés phénoliques et des phénylpropanoides. La sporopollénine protege
les parties internes de pollen, en particulier des rayonnements ultra-violets (Blackmore et al.,

2007). L’exine est constituée par :
A. Tectum

Le tectum est la partie visible du grain de pollen, varie selon les especes végétales, et
joue un role clé dans la reconnaissance entre le grain de pollen et le stigmate, précurseur

essentiel a la fécondation (Heslop-Harrison, 1971).
B. Columelles

Les columelles sont de petites colonnes verticales situées sous le tectum qui servent de
piliers soutenant la surface extérieure. Leur longueur et leur densité peuvent varier selon les
especes végetales. Les columelles confeérent a 1’exine sa structure tridimensionnelle distinctive

(Rowley & Skvarla, 1975).
C. Foot layer

Le foot layer est la couche interne de I’exine et est généralement dense et continue et
parfois discontinue selon les especes végétales. Cette couche forme la limite entre 1’exine et
I’intine, joue un rdle de soutien et est importante pour la forme et la structure du grain de pollen

(Erdtman, 1952).
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1. 2. 2. Intine

L’intine est la paroi interne du grain de pollen qui est composée principalement de
cellulose et de pectine et cette paroi est plus souple et plus mince que I’exine. L’intine joue un

role clé dans la germination et la croissance du tube pollinique (Derksen et al., 1999).
1. 2. 3. Noyaux

Le grain de pollen lorsque est mature contient deux noyaux distincts issus de la mitose
d’une cellule haploide initiale : le noyau végétatif et le noyau reproducteur, qui ont des fonctions

bien différenciées dans le processus de fécondation (Cheung & Wu, 2008).
A. Noyau végétatif

Le noyau végétatif est responsable de la formation du tube pollinique, une structure
tubulaire qui se développe a partir du grain de pollen aprés sa germination sur le stigmate. Ce
tube pénetre dans les tissus du style jusqu’a atteindre I’ovule. Ce noyau ne participe pas
directement a la fécondation, mais permet le transport des gametes males vers le sac
embryonnaire. Le noyau végétatif est également impliqué dans la dégradation enzymatique des

tissus du pistil pour faciliter la progression du tube (Cheung & Wu, 2008).
B. Noyau reproducteur

Le noyau reproducteur subit une mitose asymétrique dans le tube pollinique pour former
deux gameétes males haploides. Ces gametes sont ensuite délivrés a I’ovule via le tube pollinique
(Lord & russell, 2002). Chez certaines espaces un gamete male fusionne avec 1’oosphére pour
former le zygote (2n). Cependant, I’autre gamete fusionne avec les deux noyaux polaires pour
former le tissu triploide nourricier appelé albumen (3n), essentiel au développement

embryonnaire (Heslop-Harrison et al., 2023).
1. 3. Composition chimique du pollen d’abeille

Plus de 250 composés bioactifs ont été identifiés dans le pollen d’abeille, qui contient
principalement des glucides, des protéines et des lipides, ainsi que des vitamines, des minéraux,

des caroténoides, des phénols et des oligo-¢léments (Boulfous et al., 2025).
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1. 3. 1. Glucides

Le pollen est une source naturelle et importante de glucides. Ce produit de la ruche est
riche en sucres simples tels que le glucose et le fructose (environ 90 %) et contient également
d’autres sucres présents en petites quantités comme le saccharose, le maltose et mélizitose

(Qian et al., 2008).

La teneur moyenne en sucre des grains de pollen varie de 57 a 81 g/100 g dont le
fructose, le glucose et le saccharose représentant 30 a 50 g /100 g de pollen sec. La quantité de
sucres dans le pollen varie en fonction de I’origine botanique et de la région de récolte (Sattler

et al., 2015).
1. 3. 2. Protéines et acides aminés

La valeur nutritionnelle du pollen d’abeille est due a sa richesse en acides aminés
essentiels et non essentiels. Plusieurs recherches ont montré la présence entre 19 et 42 acides
aminés (protéinogeénes et non protéinogenes) dans différents types de pollen (Bayram et al.,
2021). La proline est 1’acide amin¢ le plus abondant avec environ 22,88 mg/g. D’autres acides
aminés importants tels que 1’acide glutamique, 1’asparagine, 1’acide aspartique, la lysine, la
leucine et le GABA ont également été détectés en quantité significative (Komosinska-Vassev

etal., 2015).
1. 3. 3. Lipides et acides gras

La teneur en matieres grasses des grains de pollen varie selon les especes végétales,
atteignant jusqu'a 20 % (Campos et al., 2008). Le pollen contient 13 types d'acides gras, saturés
et insaturés. Les acides gras les plus représentatifs sont I’acide linoléique (oméga 6), essentiel
a la sant¢ des abeilles. Il contient également de 1'acide palmitique, de 1'acide oléique (oméga 9),
de l'acide myristique, de 1'acide caproique, de 'acide laurique et de 'acide stéarique (Liolios et

al., 2015).
1. 3. 4. Composés phénoliques
A. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une sous-classe importante de composés phénoliques, qui
jouent un rdle clé dans les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes du
pollen. Parmi les acides phénoliques présents dans ce dernier : I'acide caféique, I'acide férulique,

'acide p-coumarique, I'acide vanillique et I'acide chlorogénique (Bedjih et al., 2025).
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La concentration en ces composés varie selon 1’origine botanique et géographique et les

conditions de récolte de pollen (Silva et al., 2006).
B. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques largement présents dans le pollen et leur
structure commune contient trois cycles (deux cycles benzéniques et un cycle hétérocyclique).
Ces composés sont responsables de la couleur et du gotit amers des grains de pollen (Campos
et al., 2008). Plusieurs flavonoides ont ét¢ identifiés dans les extraits aqueux de pollen,
notamment la quercétine, le kaempférol, I'isorhamnétine, la myricétine, la lutéoline et la
catéchine, souvent sous la forme de flavonols 3-glycosides (Markham & Campos, 1996 ;

Kolayli et al., 2024).
1. 3. 5. Autres composés
A. Minéraux

Le pollen contient de nombreux minéraux essentiels tels que le potassium (K), le
phosphore (P), le calcium (Ca), le magnésium (Mg), le zinc (Zn), le fer (Fe) et le sélénium (Se)
(Ciri¢ et al., 2023). Les minéraux présents dans le pollen ont la capacité a soutenir les fonctions
métaboliques, enzymatiques et immunitaires du corps humain (Komosinska-Vassev et al.,

2015).
B. Vitamines

Le pollen est une source naturelle riche en vitamines hydrosolubles (vitamine C) et
liposolubles (vitamine E). Parmi ces vitamines figurent les vitamines du groupe B (B1, B2, B6,
B9 et B12), qui sont essentielles au métabolisme énergétique, au fonctionnement du systéme
nerveux et a la formation des globules rouges. La vitamine C renforce les défenses immunitaires

et agit comme antioxydant (Komosinska-Vassev et al., 2015).
C. Enzymes

Plusieurs enzymes sont présentes dans le pollen tels que l'amylase qui facilite la
digestion des glucides et la phosphatase qui intervient dans la libération des groupes phosphate
nécessaires a l'activation de certaines protéines (Sawicki et al.,2022). La glucose oxydase
produit du peroxyde d’hydrogeéne, aux propriétés antimicrobiennes, et la catalase neutralise les
radicaux libres. Toute cette activité enzymatique confere au pollen ses fonctions de défense

biologique et de préservation cellulaire (Taha, 2015).
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1. 4. Effets thérapeutiques

Le pollen est un produit alimentaire connu pour ses composés bioactifs et ses vertus
thérapeutiques. Ce produit de la ruche est utilis¢ comme complément alimentaire et en
médecine traditionnelle, notamment dans le traitement des maladies associées au stress

oxydatif, a I'inflammation et aux troubles métaboliques (Aylanc et al., 2023).
1. 4. 1 Effet antioxydant

Le pollen d’abeille présente des activités antioxydantes €élevées qui sont corrélées a ses
teneurs en composés phénoliques, qui sont connus pour leurs propriétés antioxydantes. Ces
composés ont la capacité d'inactiver les especes réactives de 'oxygeéne (ERO), les électrophiles

et d'éliminer les radicaux libres (Tutun et al., 2021).

D’une manicre générale, les échantillons du pollen les plus riches en antioxydants
affichent les teneurs les plus élevées en polyphénols confirmant que ces composés contribuent
de maniére significative a la capacité antioxydante totale de pollen (Rodriguez-Pélit et al.,
2023). Cela rejoint les conclusions de plusieurs études qui ont montré que la présence de
polyphénols dans le pollen est un bon indicateur de son potentiel antioxydant et thérapeutique.
11 est toutefois important de noter que d’autres composés non phénoliques pourraient aussi jouer
un role dans ’activité antioxydante globale de pollen, notamment des minéraux, des acides
aminés, des peptides, des protéines, des acides organiques et des enzymes, mais a des
concentrations plus faibles que les composés phénoliques (Martinello, 2021 ; Tutun et al.,
2021). Ainsi, I’effet antioxydant du pollen d’abeille est principalement dii a sa richesse en
composés phénoliques, et varie selon 1’origine botanique et géographique du pollen, influengant

ainsi son potentiel bénéfique pour la sant¢ (Hemmami et al., 2020).
1. 4. 2. Effet sur le traitement de la prostate chronique

La prostatite bactérienne chronique touche un large éventail de personnes, provoquant
des douleurs, des problemes des voies urinaires et des problemes psychologiques dans leur vie
sexuelle. Les composés bioactifs de pollen exercent une activité anti-inflammatoire par
I’inhibition de l'activit¢ de la cyclooxygénase (COX) et la lipoxygénase (LOX) qui se
manifestent par la production de médiateurs lipidiques pro-inflammatoires (prostaglandines et
leucotriénes). Cela réduit la formation de molécules responsables de la douleur, du gonflement
et de I’infiltration inflammatoire dans le tissu prostatique. Ainsi, cela réduit I’inflammation

chronique au niveau du tissu prostatique (Komosinska-Vassev et al., 2015).
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En parall¢le, les composés bioactifs de pollen modulent la voie de signalisation NF-xB,
limitant I’expression des cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a, IL-1f et IL-6. Le pollen
a une double action enzymatique et immunomodulatrice qui permet de freiner I’inflammation
induite par I’infection bactérienne, ce qui favorisant la régénération tissulaire et le retour a un

fonctionnement prostatique normal (Qiao et al., 2023).
1. 4. 3. Effets antidiabétiques

Le pollen est un régulateur important des glucides et joue un rdle protecteur dans le
stress oxydatif contre la destruction des cellules B-pancréatiques et la résistance a 1'insuline

(Daudu, 2019).

Les vitamines E et C et les flavonoides contenus dans le pollen neutralisent les radicaux
libres en protégeant la membrane cellulaire et I'ADN et en améliorant 'activité enzymatique de
la superoxyde dismutase (SOD) et de la glutathion peroxydase (GPx). Certains flavonoides tels
que la quercétine, le kaempférol et l'apigénine favorisent la régulation des cellules
productrices d'insuline, préviennent l'apoptose, activent la voie de signalisation intracellulaire
PI3K/AKT et MAPK responsables de la survie et de la prolifération cellulaires, et stimulent les

genes responsables de la formation des cellules  (Yang, 2019).

De plus, le pollen augmente également la sensibilité a I'insuline et réduit la formation
de glycolisation avancée (AGESs) et qui ralentit 1'absorption du sucre dans l'intestin et réduit la

glycémie apres les repas (Setyawan, 2024).
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Chapitre II : Encapsulation

La technologie d’encapsulation existe depuis des décennies. Elle date des années 1950
lorsqu’elle a été utilisée pour la premicre fois par Green et ses collaborateurs. Ils ont encapsulé
du colorant par la technique de coacervation de la gélatine et de la gomme arabique pour la

production du papier sans carbone (Jain et al., 2021).

Les techniques d’encapsulation ont été¢ largement utilisées dans diverses industries
telles que les domaines pharmaceutiques, alimentaires, cosmétiques et parfumeries en raison de
ces avantages. Notamment la protection contre I’humidité ou 1’oxygene, la prévention des
réactions chimiques entre deux espéces actives, la modification de la densité, de la couleur, et
de la forme, I’augmentation de la stabilit¢ et la libération contrdlée des substances actives de

maticres bioactives d’origine végétale (Nesterenko et al., 2013).

2.1. Définition

L’encapsulation se définit comme le procédé par lequel on prépare des particules
individualisées, en enferment des matiéres actives solides, liquides ou gazeuses dans ces
microcapsules, qui libérent leur contenu de fagon controlée dans un environnement choisi sur

une période de temps prolongé (Anal et al., 2007).

2.2. Types de microcapsules

Les microcapsules se divisent en deux groupes de particule solides et sphériques :

2.2.1. Microparticules

Présentent une taille comprise entre 1 um et 1000 um (1 mm) et contiennent
typiquement entre 5 et 90 % (en masse) de matiere active. Elles peuvent se présenter sous deux

types de morphologies distinctes (Ray et al., 2016).
A. Microspheres

Les microspheres ce sont des particules constituées d’un réseau macromoléculaire ou
lipidique continu formant une matrice dans laquelle se trouve finement dispersée la matiere
active. Cette derniére peut se présenter sous forme de fines particules solides ou encore de

gouttelettes de solutions (Ray et al., 2016).
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B. Microcapsules

Les microcapsules ce sont des particules réservoirs constituées d’un cceur de matiére
active liquide ou solide, entourées d’une enveloppe solide continue de matériau enrobant (Ray

etal., 2016).
2.2.2. Nanoparticules

Les nanoparticules ce sont des systemes colloidaux dont la taille est comprise entre 10
et 1000 nm, elles sont a base de polymeres généralement biodégradables, ou de lipides capables

de retenir des molécules actives par séquestration et/ou adsorption (Zuidam et al., 2010).
A. Nanosphéres

Les nanosphéres ce sont des nanoparticules de type matriciel ou le principe actif est

dispersé ou dissous dans la matrice de polymeére, ou de lipides (Shishir et al., 2017).
B. Nanocapsules

Les nanocapsules ce sont des nanoparticules de type réservoir, constituées d’un cceur
généralement liquide entouré d’une fine membrane de polymere généralement dont 1’épaisseur

ne dépasse pas quelques nanometres (Shishir et al., 2017).
2.3. Différentes techniques d’encapsulation

La diversité des méthodes rend difficile le choix de la technique en rapport avec les
objectifs spécifiques recherchés. L'une des difficultés réside dans le fait que plusieurs termes
peuvent désigner la méme méthode. C’est le cas par exemple des termes spray-cooling,
sprayfreezing et spray-congealing qui désignent la pulvérisation d’un liquide dans une chambre
froide en vue de I’obtention de fines particules séches ou encore le terme extrusion retrouveé
dans la littérature sous 1’appellation de prilling. C’est également le cas pour la gélification
ionotropique et la coacervation, respectivement appelées méthode électrostatique et méthode

de séparation de phases (Nedovic et al., 2011).

L autre difficulté est liée a I’interdépendance des procédés utilisés durant les étapes de
I’encapsulation. L’émulsification (procédé permettant de former des capsules huileuses ou
aqueuses) est une technique d’encapsulation a part entiére. Les capsules obtenues peuvent étre
réticulées dans un bain de solution gélifiante ou subir une évaporation du solvant (Poncelet et

al., 2008).
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Laréticulation par gélification et 1’évaporation de solvant sont aussi considérées comme
des méthodes d’encapsulation a part entiére. Pour simplifier, Poncelet et al. (2008) ont proposé

une description basée sur les différentes étapes de I’encapsulation et non sur les méthodes :

» Incorporation de I’ingrédient bioactif dans la matrice
» Encapsulation proprement dite par des procédés mécaniques

» Stabilisation du systéme par des procédés chimiques ou physicochimiques

2.3.1. Procédés physicochimiques
A. Gélification ionique

Ce procédé repose sur 1’utilisation de la charge opposée entre un polymeére et une
solution ionique, par exemple l'alginate et le chlorure de calcium, pour créer un gel réticulé.
Lorsqu'un composé bioactif est mélangé a la solution d'alginate de sodium et extrudé goutte a
goutte dans une solution de calcium a l'aide d'une seringue, la structure d'alginate réticulée ainsi
formée prend la forme de particules d'alginate capables d'encapsuler le composé bioactif en leur

ceeur (Kim et al., 2003 ; Ching et al., 2017).
2.3.2. Procédés mécaniques
A. Gélification ou congélation de gouttes (Prilling)

Le principe de la technologie du spray cooling est similaire au principe du spray drying,
or il ne s’agit pas de séchage sous air chaud mais de refroidissement rapide de gouttelettes
constituées d’une cire a haut point de fusion. Le principe est donc basé sur la solidification des

cires (De Vos et al., 2010).

La matrice d’encapsulation doit avoir un point de fusion treés supérieur a la température
de I’air de refroidissement ainsi qu’un pic de solidification le plus fin possible. L’actif peut étre
solide ou liquide, hydrophobe ou hydrophile. Les microsphéres obtenues ont une granulométrie
qui varie de 100 2 400 um, avec un taux d’encapsulation pouvant atteindre 40 a 60 % (Augustin

et al., 2009).
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Chapitre I1I : Matériel et méthodes

3. 1. Echantillons

Un total de cinqg échantillons de pollen sont utilisés dans cette étude .IIs ont été collectés

au printemps depuis cinq régions différentes de la wilaya de Bejaia on Printemps (Tableau I).

Tableau I : Régions de collecte des échantillons de pollen.

Identifiant Région de récolte Année de récolte
P1 Souk El Ténine 2024
P2 Tighremt 2024
P3 Aokas 2024
P4 Adekar 2024
P5 Kherrata 2024

Les échantillons sont conservés a température ambiante et a 1’abri de 1a I’humidité
jusqu’a leur utilisation. La figure ci-dessous montre la photographie des échantillons de pollen

analysés.

Figure 2 : Photographie des échantillons du pollen (Originale).
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3. 2. Protocole d'extraction

Les composés phénoliques sont extraits du pollen selon la méthode de Rodriguez-
Gonzalez et al. (2018). Une quantité de 3 g de pollen est mélangée a 60 ml d'eau distillée. Ce
mélange est ensuite placé dans un bain a ultrasons a 40 °C pendant 45 minutes. La solution est
ensuite filtrée et centrifugée (3000 rpm pendant 10 minutes) pour éliminer les particules

insolubles. Enfin, I'extrait aqueux est conservé a 4 °C jusqu'a son utilisation pour les analyses.
3. 3. Dosage des antioxydants
3. 3. 1. Dosage des composés phénoliques totaux

La quantité de composés phénoliques est déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteau. Ce réactif est composé de acides phosphomolybdiques et phosphotungstiques, qui
sont réduits en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne par oxydation des
phénols, produisant ainsi une couleur bleue proportionnelle a la concentration de ces derniers

(Ribérau-Gayon et al., 1982 ; Pérez et al., 2023).

Un mélange de 100 pl de I’extrait aqueux de pollen(50mg/ml, 100 pl de Folin-Ciocalteu
et 2 ml de carbonate de sodium (2%) est préparé. Aprés une incubation de 30 minutes a
I’obscurité, I’absorbance est mesurée a 750 nm (Naithani et al., 2006). Les résultats des teneurs
en composés phénoliques des échantillons de pollen sont exprimés en mg équivalent (E) d'acide

gallique (AG) par g de pollen en utilisant la courbe d'étalonnage d'acide gallique (Annexe I).
3. 3. 2. Dosage des flavonoides

Les concentrations en flavonoides des extraits de pollen sont déterminées par la méthode
au chlorure d'aluminium. Cette méthode repose sur la formation d'un complexe entre 1'ion
aluminium Al (IIT) et les groupes carbonyle et hydroxyle des flavonoides, ce qui produit une
couleur rose proportionnelle a la concentration en flavonoides des échantillons de pollen

(Alvarez-Suarez et al., 2009).

Un mélange de 1 ml d'extrait de pollen et de 0,3 ml de nitrate de sodium (5 %) est
préparé. Cinq minutes plus tard, 0,3 ml de chlorure d'aluminium (10 %) est ajouté. Apres 6
minutes d'incubation, 2ml d'hydroxyde de sodium (4 %) sont additionnées au mélange et
I'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 510 nm (Chang et al., 2002). Les résultats
des teneurs en flavonoides des échantillons de pollen sont exprimés en mg équivalent (E)

catéchine (C) par g de pollen en utilisant la courbe d'étalonnage de la catéchine (Annexe II).
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3. 4. Activités antioxydantes
3. 4. 1. Activité antiradicalaire DPPH

Cette réduction est obtenue grace au don d'un atome d'hydrogeéne ou d'un électron par
les antioxydants au radical DPPH®, ce qui se traduit par un changement de couleur de la solution
vers un jaune pale di a la présence du groupement picryl (Giilgin et al., 2003). L'évaluation de
l'activité antiradicalaire par le DPPH repose sur la réduction des radicaux DPPH* (qui donnent

une couleur violet foncé a la solution) en leur forme réduite DPPH-H

Un volume de 100 pl de ’extrait de pollen est mélangé a 1 ml de la solution
méthanolique de DPPH (6 x 107> M). Aprés homogénéisation et incubation a l'obscurité pendant
15 minutes, I'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 517 nm (Meda et al., 2005). Le

pourcentage de réduction du DPPH est calculé selon la formule suivante :

(Abs C— AbsE) %

Abs C 100

Activité antiradicalaire % =

Abs C : Absorbance du controle et Abs E : Absorbance de I’échantillon.

3. 4. 2. Activité antiradicalaire ABTS

L'évaluation de l'activité antiradicalaire de I'ABTS est basée sur le contact des radicaux
libres ABTS™" de couleur bleu-vert avec des donneurs d'électrons tels que des composés
antioxydants de pollen pour former des radicaux ABTS neutres et la décoloration de la solution

(Re et al., 1999).

Un volume de 1 ml de la solution ABTS (7 mM) est ajouté a 100 ul d'extrait de pollen.
Apres une incubation de 7 minutes, I'absorbance du mélange est mesurée a une longueur d'onde
de 734 nm. La variation d'absorbance entre la solution contenant I'échantillon et la solution de
controle (DPPH sont extrait) refléte la capacité des composés présents a neutraliser le radical
ABTS" (Re et al., 1999). Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition des radicaux

libres ABTS, calculé selon 1'équation suivante :

(Abs C— AbsE)

Abs C x 100

ABTS (%) =

Abs C : Absorbance du contréle et Abs E : Absorbance de I’échantillon.
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3. 4. 3. Pouvoir réducteur

L'évaluation du pouvoir réducteur des échantillons de pollen repose sur la détermination
de la capacité de ses composés antioxydants a réduire le chlorure ferrique (FeCls) en chlorure
ferreux (FeClz) de couleur verte dont I'intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur de ces

échantillons (Doukani et al., 2014).

Un volume de 500 pl de l'extrait de pollen est mélangé avec 1500 pl de tampon
phosphate (Ph 6,6 )et 1500 pl de potassium hexacyanoferrate. Aprés homogénéisation, la
solution est incubée a 50 °C dans un bain-marie pendant 20 minutes. Ensuite, 1500 ul d'acide
trichloracétique (TCA) sont ajoutés, puis le mélange est homogénéisé a nouveau. Un volume
de 1250 pl de mélange est prélevé et dilué dans 1250 pl d'eau distillée. Ensuite, 1250 pl de
chlorure ferrique (FeCl3) sont additionnés. Aprés 10 minutes d’incubation, I'absorbance est

mesurée a 700 nm (Beretta et al., 2005). Les résultats sont obtenus selon la formule suivante :

Abs C
Abs E

Pouvoir réducteur % = [1 — ( )] x 100

Abs C : Absorbance du contréle et Abs E : Absorbance de I’échantillon.
3. 5. Encapsulation des extraits phénoliques de pollen d’abeille

Un total de cinq extraits aqueux de pollen qui proviennent de différentes régions de
Bejaia (Kherrata, Aokas, Souk El Ténine, Tighremt et Adekar) sont encapsulés en utilisant la

technique de gélification ionique.

3. 5. 1. Préparation de la solution gélatine et alginate

Les deux biopolymeres sont dissout dans de l'eau ultrapure a l'aide d'un agitateur
magnétique. Une quantité de 187 mg d'alginate est dissoute dans 10 ml d'eau ultrapure jusqu'a
dissolution compléte, et 125 mg de gélatine sont dissoutes dans le méme volume d'eau pendant
15 minutes a 50 °C. Les deux solutions sont mélangées pour former le complexe gélatine-

alginate, le mélange est ensuite refroidi a température ambiante (Bastos et al., 2020).
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3. 5. 2. Préparation des capsules

Un volume de 5 ml d'extrait aqueux de pollen est ajouté a la solution gélatine-alginate.
Apres homogénéisation, le mélange est laissé reposer environ 2 heures pour ¢liminer les bulles
d'air. Le mélange est ensuite ajouté goutte a goutte a I'aide d'une seringue de 5 ml a une solution
de chlorure de calcium (4 %). Les capsules ainsi formées sont ensuite conservées dans la
solution de CaCl2 pendant 15 minutes sous agitation magnétique. Apres trois lavages a 1'eau
ultrapure, les capsules sont ensuite séchées a I'air (environ 25 °C) pendant 24 heures (Dallabona

et al., 2020).

Figure 3 : Etapes de réalisation de I’encapsulation.

3. 6. Caractérisation des capsules
3. 6. 1. Observation microscopique

Les capsules contenant les extraits phénoliques de pollen sont placées sur une lame et
une observation au microscope (grossissement 4 x 4) est effectuée pour évaluer leur forme et
leur taille. La longueur et la largeur des capsules sont calculées a I'aide du logiciel de traitement

d'images Image J.
3. 6. 2. Détermination de ’efficacité d’encapsulation

L'efficacité de l'encapsulation est déterminée en dissolvant 10 mg des capsules séchées
dans 5 ml de citrate de sodium (5%). Aprés homogénéisation et centrifugation a 3000 rpm
pendant 20 minutes (Machado, A.R et al., 2022). L'efficacité d'encapsulation (EE) est calculée

selon la formule suivante :

j (CPTe

CPTi> x 100

EE : efficacité d’encapsulation ; CPT.: teneur en composés phénoliques totaux encapsulés ; CPT; :
teneur initiale en composés phénolique totaux de la solution utilisée lors du processus d’encapsulation.
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3. 6. 3. Indice de gonflement

Une quantité de 10 mg de capsules seéches est placées dans des récipients contenant dans
50 ml I'eau distillée. Ensuite les capsules sont retirées des récipients a des intervalles de 0, 30,
60, 90 et 120 minutes et placées sur du papier absorbant pour éliminer l'exceés d'eau. Ces
derniéres sont pesées sur une balance analytique de précision et l'indice S est calculé selon

I'équation suivante (Machado et al., 2022) :

(M — M)

S =
M,

S : I’indice de gonflement ; MO : la masse initiale des particules séches ; Mt : masse des particules apres

immersion dans 1’eau a un intervalle de temps donné.
3. 6. 4. Cinétique de libération des composés phénoliques

La libération des composés phénoliques a partir des capsules est évaluée en immergeant
celle-ci dans du HCI a un pH de 1,5 et du Tampon phosphate a un pH de 7,2, afin de simuler le

pH des environnements gastrique et intestinal, respectivement.

Une quantité de 50 mg de capsules est placé dans 4 ml de milieu de libération (HCI et
Tampon phosphate). Pendant ce processus, le mélange est maintenu sous agitation a une vitesse

de rotation de 400 tours par minute et a une température de 37 + 0,5 °C.

Des aliquotes de 100 ul de chaque milieu de libération sont prélevés chaque 30 minutes
(30, 60, 90, 120, 150, 180 minutes) et mélangés avec 100 pl de réactif de Folin-Ciocalteu et 2
ml de solution de carbonate de sodium (2%). Les tubes sont ensuite incubés a I'obscurité
pendant 30 minutes et I’absorbance est mesurée a 750 nm (Machado et al., 2022). La
concentration en composés phénoliques dans le milieu de libération est déterminée en se

référant la courbe d'étalonnage d'acide gallique.

Le mécanisme de libération des composés phénoliques a partir des capsules d'alginate-
gélatine est évalué¢ en appliquant un modele de superposition linéaire (LSM). Ce modele
cinétique prend en compte les effets de transport de Fick et du cas II dans les matrices

hydrophiles.
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Le langage de programmation Python 3.11 a été utilisé pour appliquer 1'équation qui

décrit ce modéle :

T X|1- —5 €XP (=kpt|+ (1 —X)[1 — exp (—kgt)]

(00]

3. 7. Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + écart type de trois essais.
L'analyse statistique est réalisée pour révéler la présence ou l'absence de différences
significatives dans les teneurs en antioxydants et les activités antioxydantes entre les extraits de
pollen analysés. Pour cela, le logiciel STATISTICA 7.1 est utilisé pour réaliser I'analyse de la
variance a un seul critére de classification (ANOVA) entre ces différents extraits. Les deux
testes Kolmogorov-Smirnov est Levene sont utiliser pour vérifier la normalité et ’homogénéité
des variances. Le test post-hoc LSD-Ficher est utilisé pour la comparaison des moyennes des
paramétres étudiés. Cependant, ’ANOVA de Kruskal-Wallis est utilisé pour étudier les
variables non gaussiennes ou non homogeénes. Les résultats sont classés par ordre croissant : a
>b >c>d>e. Les valeurs partagées par la méme lettre ne présentent aucune différence

statistique significative.
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Chapitre IV : Résultats et discussion

4. 1. Teneurs en antioxydants
4. 1. 1. Teneurs en polyphénols totaux

Les résultats des concentrations en composés phénolique des échantillons de pollen
analysées sont présentés dans la figure 4. L’histogramme ci-dessous montre que le pollen de
Thighremt a enregistré le taux des polyphénols le plus élevé avec une valeur de 7,1 mg EAG/g.

Cependant, 1’¢échantillon de Kherrata a marqué la concentration la plus faible (3,71 mg EAG/g).
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Figure 4 : Teneurs en composés phénoliques totaux des échantillons de pollen.

L’analyse de la variance des teneurs en composés phénoliques totaux a montré des

différences significatives a p<0,05 entre les différents échantillons de pollen analysés.

Les concentrations en polyphénols obtenues dans ce travail sont proches de celles
trouvées par Hemmami et al. (2020) dans le pollen d’Algérie et incluses dans I’intervalle
rapporté par Sawicki et al. (2022) dans le pollen polonais avec des valeurs respectives de 3,8 a

9,16 mg EAG/g et de 0,47 4 32,52 mg EAG/g.

Les variations dans les niveaux de composés phénoliques totaux du pollen sont dues a
plusieurs facteurs tels que les différentes especes végétales sur lesquelles le pollen est récolté
par les abeilles car chaque espéce végétale possede un profil métabolique spécifique influengant

la quantité et la nature des composés phénoliques présents (Pascoal et al., 2014).
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Les conditions géographiques et climatiques comme la température et 1’exposition
solaire et la pluviométrie ou le type de sol qui jouent un réle dans la biosynthése des phénols
chez les plantes et la sécheresse ou les rayonnements UV qui se considére comme un stress
abiotique stimulent la production de composés phénoliques en tant que mécanisme de défense

(Martins et al., 2011).

De plus, la période de récolte et le stade de développement floral influencent la
composition phénolique du pollen, car ces composés sont synthétisés a différentes étapes du
développement des fleurs (Campos et al., 2008). Les méthodes de récolte, de séchage et de
stockage ont également un impact significatif. L’exposition du pollen a la lumiére, a la chaleur
ou a I’oxygene pendant ces étapes peut entrainer 1’oxydation et la dégradation des composés

phénoliques, réduisant ainsi leur concentration mesurée (Soares de Arruda et al., 2021).

4. 1. 2. Teneurs en flavonoides

Les résultats des teneurs en flavonoides présentes dans les extraits de pollen sont illustrés
dans la figure 5. Le pollen d’ Adekar a montré la concentration la plus élevée (4,71 mg EC/g).

Cependant, 1’échantillon de Aokas a marqué la concentration la plus faible (0,59 mg EC/g).
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Figure 5 : Teneurs en flavonoides des échantillons de pollen.

L’analyse statistique ANOVA des teneurs en flavonoides des échantillons de pollen
analysés a montré un groupe homogéne (Souk El Ténine et Tighremt) en revanche les autres

échantillons sont statistiquement différents a p<0,05.
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Les taux des flavonoides obtenus dans ce travail sont supérieurs a ceux trouvées par
Hemmami et al. (2020) dans le pollen de Roumanie avec des valeurs qui varient de 0,19 4 0,30
mg EC/g et incluses dans I’intervalle rapportés par Sawicki et al. (2022) dans le pollen polonais

avec des concentration de 0,47 a 32,52 mg EC/g.

Des différences notables ont été¢ observées dans le profil flavonoique de pollens de la
méme espece récoltés dans des régions climatiquement distinctes (Silva et al., 2021). Les
méthodes utilisées pour extraire et quantifier les flavonoides ont un impact majeur sur les
résultats obtenus. L’utilisation de solvants comme le méthanol ou I’éthanol, combinée a

I’extraction par ultrasons, augmente le rendement en flavonoides (Nadeem, 2023).

4. 2. Activités antioxydantes
4. 2. 1. Activité antiradicalaire DPPH

Les résultats de I’activités antiradicalaires DPPH pour les extraits de pollen sont
présentés dans la figure 6. L’échantillon de Kherrata marque ’activité la plus élevée avec une
valeur de 71,73 % qui est similaire a celle de standard acide ascorbique (71,77 %). Cependant,
I’échantillon Adekar montre le pourcentage d’inhibition de radicaux libres DPPH le plus faible

avec une valeur de 35 %.
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Figure 6 : Résultats des activée antiradicalaires DPPH des échantillons de pollen.

L’analyse ANOVA de [Dactivité antiradicalaire DPPH montre que 1’échantillon
(Kherrata et I’acide ascorbique) et (Souk EL Ténine et Adekar) présentent un groupe homogene

et le reste des échantillons sont statistiquement différents a p<0,05.
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Les résultats de 1’activité antiradicalaire DPPH obtenus sont inclus dans ’intervalle
trouvés par Lija et al. (2007) qui varie de 8,6 jusqu’a 91, 3 %. En revanche, Bedjih et al. (2025)

ont rapporté des valeurs (58,55 a 84,85 %) supérieures a celles obtenues dans la présente étude.

L’activité antiradicalaire varie dans les extraits de pollen selon plusieurs factures. Les
déférences des concentrations en flavonoides influencent la neutralisation des radicaux libres
de sorte que les polyphénols ont une capacite €élevée a céder des électrons a 1’atome hydrogeéne

ce qui augmente 1’activité antioxydant (Tutun, 2021).

4. 2. 2. Activité antiradicalaire ABTS

Les résultats de I’activité antiradicalaire ABTS réalisée sur les différents échantillons de
pollen sont représentés dans I’histogrammes ci-dessous (figure 7). Dans lequel on remarque
que I’acide ascorbique marque la plus grande activité antiradicalaire (87,22 %) et 1’extrait

d’Aokas enregistre la plus faible activité¢ avec une valeur de 24 %.
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Figure 7 : Résultats des activée antiradicalaires ABTS des échantillons de pollen.

L’analyse ANOVA montre que les extraits de Souk El Ténine, Adekar, Kherrata et
Tighremt forment un groupe homogene et I’extrait Aokas et 1’acide ascorbique sont

statistiquement différent a p<0,05.

Les résultats de ’activité antiradicalaire ABTS trouvée dans les extraits de pollen
analysés sont inférieurs aux résultats rapportés par Bedjih et al. (2025) avec des valeurs qui

varient de 88,62 a 90 %.
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La capacité antioxydante des flavonoides dépend fortement de la présence du nombre
et de la position des groupes hydroxyles (-OH) sur leur squelette aromatique. Les flavonoides
possédant des groupes hydroxyles en positions ortho sur le cycle B (3',4"), comme la quercétine,
présentent une activité antioxydante élevée. Cette disposition favorise la formation d’un
systeme catéchol, qui permet une meilleure délocalisation des €lectrons apres le don d’un atome

d’hydrogene stabilisant le radical formé (Zhang et al., 2020).

En revanche, des molécules telles que la kaempférol, qui ne présentent qu’un seul
hydroxyle sur le cycle B (position 4'), montrent une activité¢ antioxydante modérée, en raison

d'une moindre capacité de stabilisation radicalaire (Kolar et al., 2024).

Il convient également de noter que la méthylation de certains groupes hydroxyles,
remplagant -OH par -OCHs diminue ’activité antioxydante et méme si deux échantillons de
pollen présentent une quantité similaire de flavonoides, leur composition qualitative et
structurale peut expliquer des différences notables leurs résultats dans le test ABTS. La richesse
en flavonoides fortement hydroxylés comme la quercétine est donc un facteur déterminant de

I’activité antiradicalaire (Moalin et al., 2011).

4. 2. 3. Pouvoir réducteur

Le figure 8 illustre le pouvoir réducteur des différents échantillons de pollen analysés,
exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus montrent que 1’échantillon d’Adekar présente le
pouvoir réducteur le plus élevée (87,62 %), tandis que 1’échantillon d’Aokas affiche la valeur

la plus faible (49,69 %).
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Figure 8 : Résultats de pouvoir réducteur des échantillons de pollen.
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L’analyse statistique de pouvoir réducteur des échantillons analysés révele un seul
groupe homogene (kherrata et Tighremt). En revanche, les autres extraits (Aokas, Souk El

Ténine et Adekar) et 1’acide ascorbique sont statistiquement différents a p<0,05.

La variation de pouvoir réducteur explique par la déférence dans la composition
biochimique des échantillent que la concentration ¢élevée en composés phénolique notamment
les flavonoides et positivement corrélée au pouvoir réducteur e (Pascoal et al., 2014) et la
structure moléculaire des composée antioxydant et les interactions synergique entre les

¢chantillons (Kostic et al., 2020).

4. 3. Encapsulation

4. 3. 1. Morphologie
A. Taille des capsules

Les données de tableau II fournissent une caractérisation morphométrique des capsules
de pollen pour les cinq types de capsules (Souk El Ténine, Adekar, Kherrata, Tighremt et
Aokas), en termes de longueur (L) et de largeur (1). Les valeurs présentées incluent la moyenne
+ écart-type, ainsi que la plage de variation de tailles (min-max). Ces mesures, ont été¢ obtenu

avec le logiciel Image J puis traites avec Excel.

Tableau II : Taille des capsules élaborées.

. . . Distribution de Pourcentage
Echantillons Taille (mm) Min-Max la taille (mm) (%)
<1,53 50
+ _ )
Souk El L 1,53+0,37 0,606 -2,692 1.53 50
Ténine <1,43 50
+ -
I 1,43+0,39 0,347-2.,5 143 =0
L 1,39+0,42 0,649 -2,596 <139 62,79
>1,39 37,21
Adekar <134 3721
:t _ bl b
I 1,34+0,39 0,336- 2,685 134 62.79
<1,43 54,40
Kherrata L 1,43+0,4 0,608-2,585 ~1.43 45.60
) I 1,42+0,42 0,608 -2,454 <142 60,40
T e >1,42 39,60
<1,85 43,03
S L 1,8540,50 0,769 -3,075 185 56.97
- I 1,52+0,41 0,383 -2 ,425 <1,52 3721
T T >1,52 62,79
<1,75 53,50
L 1,75+0, 378 1,051 -2,493 1,75 46.50
Aokas 13 50
I 1,324+0,36 0,577 -2,41 ~1.32 50
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L'échantillon de Tighremt présente les moyennes de longueur (L = 1,85) et de largeur (1
=1,52) les plus élevées. Cela dit que les capsules de pollen de cette région sont en moyenne,

significativement plus grandes que celles des autres échantillons.

L'échantillon Aokas suit Tighremt en termes de longueur moyenne (L = 1,75), et sa
largeur moyenne (1 = 1,32) est comparable a celle de Tighremt relative a la largeur des autres
¢chantillons. Kherrata (L = 1,43 ; 1 = 1,42) est 1égeérement plus petit que Aokas en longueur

mais a une largeur moyenne ¢élevée, similaire a celle de Tighremt et Aokas.

Les échantillons Souk El Ténine (L = 1,53 ; 1= 1,43) et Adekar (L = 1,39 ; 1 = 1,34)
présentent les plus petites moyennes de longueur et de largeur. Adekar est le plus petit des cing
¢chantillons en moyenne. Malgré sa grande taille moyenne, Tighremt présente les plus grands
¢carts-types pour la longueur (+ 0,50) et la largeur (+ 0,41). De plus, sa taille Min-Max est la
plus étendue (0,769 - 3,075 mm pour la longueur ; 0,383 - 2,425 mm pour la largeur). Cela
indique une variabilit¢é morphologique notable au sein de cet échantillon, avec des capsules

allant de tres petites a treés grandes.

Les écarts-types pour Souk El Ténine, Adekar, Kherrata, et Aokas sont relativement
comparables, se situant autour de + 0,3 mm a + 0,4 mm. Cela suggere un degré de variabilité
interne similaire pour ces groupes, bien que leurs moyennes different. Les tailles Min-Max
confirment également cette variabilité, montrant que méme les échantillons de petite taille

moyenne peuvent contenir quelques capsules plus grandes et inversement.

Le tableau fournit également une "Distribution de la taille (mm)" et un "Pourcentage
(%)". Cela indique la proportion de capsules dont la taille est inférieure ou supérieure a une
certaine valeur seuil, qui est liée a la moyenne de chaque échantillon. Pour Souk El Ténine,
50% des capsules sont <1,53 mm et 50% sont >1,53 mm pour la longueur (L), ce qui est attendu
si la moyenne est au centre de la distribution. Des observations similaires s'appliquent pour

Aokas.

Pour Adekar, 62,79% des capsules ont une longueur (L) <1,39 mm, et 37,21% sont
>1,39 mm. Ceci indique une distribution légeérement asymétrique ot une proportion plus
importante de capsules est plus petite que la moyenne, suggérant des extrémités plus longues
vers les capsules de grandes tailles. On a observé des valeurs similaires pour Kherrata et
Tighremt, avec un taux plus élevé de capsules en dessous de leur moyenne respective pour la

longueur.
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B. Etude microscopique

Les images de la figure 9 montrent que les particules obtenues a partir des différentes
régions ont des formes variées mais tendent vers la méme morphologie, avec une forme ovale

ou ronde, mais certains présentaient des irrégularités ou une saillance due au processus

Y

d’égouttage. La surface de presque toutes les capsules n’était pas lisse.

Tighremt (G : 4x4) Aokas (G : 4%x4) Alginate (G : 4x4)

Figure 9 : les capsules sous le microscope optique

Pour la plupart des images (Souk El Ténine, Adekar, Tighremt, Aokas), on observe
clairement des saillances visibles. Par contre pour la particule (Kherrata) est un peu différente.
Elle semble plus aplatie et présente une texture de surface plus rugueuse, sa forme est plus

irréguliérement ovoide.

Etant donné la constance du grossissement (4x4), les structures Souk El Ténine,
Adekar, Kherrata, Tighremt et Aokas semblent avoir une taille générale comparable dans le

champ de vision, suggérant des dimensions similaires a ce grossissement.
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4. 3. 2. Efficacité d’encapsulation

Les résultats de ’efficacité d'encapsulation des différents échantillons des capsules sont
présentés dans la figure 10. L’histogramme ci-dessous montre que la meilleure capacité est
obtenue par I’extrait de Souk Ténine avec une valeur de 88 % et la faible capacitée

d’encapsulation est marqué par I’extrait d’Aokas (78 %).
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Figure 10 : Résultats des efficacités d’encapsulation.

L’analyse de la variance de I’efficacité d’encapsulation révele que les capsules obtenues
des extrais de Souk El Ténine ne sont pas statistiquement différentes de celles de Kherrata et
Adekar. Les capsules de Tighremt ne présentent pas de différences significatives avec celles de
Kherrata et Adekar. Cependant, I’extrait de souk El Ténine est significativement différent de
celui de Tighremt. De plus, les capsules des extraits d’Aokas ne sont pas statistiquement
différentes de celles de Tighremt mais statistiquement déférentes de celles des autres

échantillons.

L'efficacité d'encapsulation varie entre 78 et 88 % pour les différents échantillons. Tous
les échantillons montrent une efficacité d'encapsulation relativement élevée, ce qui est positif
pour la technique de la gélification ionique, qui s'est révélée tres efficace. L'échantillon Souk
El Ténine (environ 88%) présente la plus haute efficacité d'encapsulation suivi par les
échantillons Adekar (environ 83%) Kherrata puis Tighremt. L'échantillon d’Aokas (environ

78%) a l'efficacité d'encapsulation la plus faible.
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4. 3. 3. Indice de gonflement

Le graphique 11 illustre I’indice de gonflement qui refléte la capacité d'absorption des
capsules en mesurant leur poids (en mg) au fil du temps (sur 120 minutes) pour les six

¢chantillons distincts (Souk El Ténine, Kherrata, Tighremt, Aokas, Adekar, Témoin).
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Figure 11 : Courbes des indices de gonflement (S).

Pour tous les échantillons, 1’indice de gonflement des capsules augmente avec le temps,
indiquant que les capsules absorbent du liquide et gonflent. Ce processus est particulierement

rapide durant les premicres 30 minutes, puis tend a ralentir.

L'échantillon témoin se distingue clairement par son indice de gonflement le plus élevé.
Il commence au méme poids initial (environ 10 mg) que les autres, mais son poids augmente
de maniere beaucoup plus significative, atteignant pres de 58 mg aprés 120 minutes. Sa pente
est la plus raide au début et continue d'étre plus élevée que les autres sur toute la durée de

l'expérience, indiquant une excellente capacité d'absorption et un gonflement soutenu.

L'échantillon Kherrata montre une bonne capacit¢ de gonflement, se classant en
deuxiéme position. Il atteint environ 35 mg aprés 120 minutes, avec une cinétique de
gonflement relativement rapide.Les échantillons Tighremt, Aokas, Souk El Ténine et Adekar
présentent des performances de gonflement plus modérées et assez proches les unes des autres.
Ils atteignent des poids finaux variant entre environ 20 mg et 30 mg aprés 120 minutes.

Tighremt semble 1égerement supérieur a Aokas, Souk El Ténine et Adekar.
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Aokas et Souk El Ténine ont des profils de gonflement trés similaires, atteignant des
poids finaux proches. Adekar montre le profil de gonflement le plus bas, mais reste supérieur a
la moyenne du début. Pour la plupart des échantillons, la phase initiale (0 a 30 minutes) est celle

ou le gonflement est le plus rapide, avec une augmentation significative du poids.

Au-dela de 30 minutes, la vitesse de gonflement ralentit pour la plupart des échantillons,
suggérant que les capsules approchent de leur capacit¢é maximale d'absorption ou que la
diffusion de l'eau a l'intérieur devient plus lente. L'échantillon Témoin est une exception

notable, ou la vitesse de gonflement reste ¢levée.

4. 3. 4. Profils de libération
A. Libération en milieu acide

La figure 12 représente les profils de libération des composés phénoliques a partir des
capsules de Souk El Ténine, Kherrata, Tighremt Aokas, Adekar dans le milieu acide. Les
courbes de Souk El Ténine, Kherrata et Aokas montrent une relation linéaire entre la quantité
de composés phénoliques libérée et le temps, tandis que les courbes de Tighremt, Adekar et sont
presque linéaires. Cela démontre que la libération des composés phénoliques des capsules

¢tudiées dans le milieu acide est temps-dépendante.

Les résultats obtenus montrent une faible libération des polyphénols a 30 minutes (t3o0)
pour I’extrait d’Adekar avec une valeur de 0,01 mg, suivi par les extraits de Tighremt (0,09
mg), Souk El Ténine (0,1 mg) et Aokas (0,15 mg), tandis que I’extrait de Kherrata marque le
taux de libération le plus ¢élevé (0,21 mg). Les courbes ci-dessous montrent également des
différences de libération nettement visibles a 150 minutes (ti50) entre TIGH (0,81 mg), Kherrata

(0,77 mg), Souk El Ténine (0,50 mg), Aokas (0,45 mg) et Adekar (0,40 mg).

La libération des composés phénoliques a partir des capsules de Souk El Ténine,
Kherrata, Tighremt, Adekar et Aokas est tres faibles en milieu acide. Cela peut s'expliquer par
la présence de groupes carboxyles qui dissocient ou incorporent des protons qui rend le
comportement de 1'alginate dépendant du pH. Lorsque le pH de milieu est inférieur au pKa des
acides constitutifs de I’alginate tels que le D-mannuronique (pKa =3,38) et L-guluronique, (pKa
= 3,65), ce polymére incorpore des protons et devient insoluble, protégeant ainsi les composés

phénoliques encapsulés (Machado et al., 2022).

29



Chapitre IV Résultats et discussion _

0.9 ] —@— Souk El Ténine Kherrata Tighremt Adekar Aokas

0,7 ]

0,6
0,5

0,4 u/‘/.
03 /

0,2

0,1 , /

0 : o T T T T
0 30 60 90 120 150

Quantité des CP libérée (mg)

Temps (min)

Figures 12 : Courbe de libération des composés phénoliques en milieu acide a partir des

capsules ¢élaborées avec les extraits de Souk El Ténine, Kherrata, Tighremt, Adekar et Aokas.

B. Libération en milieu neutre

Les figures 13 et 14 représentent les profils de libération en milieu neutre (tampon
phosphate) des composés phénoliques a partir des capsules obtenues des extraits de Souk El
Ténine, Kherrata, Tighremt Aokas et Adekar. Le rapport M(t)/M (o) représente la quantité des

phénols libérée a I’instant (t) par rapport a la quantité totale libérable de ces composés.

Les courbes ci-dessous montrent une libération exponentielle des composés phénoliques
des différents types de capsules en fonction de temps. Les capsules Kherrata, Souk El Ténine
et Aokas, révelent que 50 % des composés phénoliques sont libérés respectivement a 4, 6 et 7
minutes. En revanche les capsules de Adekar et Tighremt ont atteint cette quantité a 27 minutes.
Ce qui démontre que la vitesse de libération pour les extraits Souk El Ténine, Kherrata, Aokas,

est largement supérieure a celles des extraits Adekar et Tighremt.

A partir de 30 minutes (t30), les capsules de Kherrata, Souk El Ténine et Aokas montrent
une similitude de profils de libération avec des taux respectives de 67, 65 et 66 %. Ces mémes
extraits marquent une légeére augmentation dans la libération des composés phénoliques a 60
(t60), 90 (too) et 120 (ti20) minutes jusqu’a 150 (tis0) dont les pourcentages de composés

phénoliques libérés dans le milieu a tampon phosphate sont de 94, 93 et 93 %, respectivement.
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Les courbes relatives aux extraits de Adekar et Tighremt révelent des taux de libération
de 52 et 56 % a t3o et une légere augmentation de la quantité de composés phénoliques libérés

a t0, too et tioo t avec un maximum de libération marqué a tiso de 91 et 92 %.

Les résultats obtenus montrent deux types de courbes distinctes. Les courbes des extraits
de Kherrata et, Souk El Ténine et Aokas sont caractérisées par une libération de la moiti¢ des
composés phénoliques libérable dans le milieu a tampon phosphate pendant 4 a 7 minutes. Ces
courbes montrent un maximum de libération de 93 a 94 % a ti1s0. En revanche, les extraits de
Adekar et Tighremt libeérent 50 % de leurs contenus phénoliques pendant 27 min et atteignent

91 et 92 % a t150.
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Figure 13 : Courbe de libération des composés phénoliques en milieu neutre a partir des

capsules élaborées avec 1’extraits de Tighremt.
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Figure 14 : Courbe de libération des composés phénoliques en milieu neutre a partir des capsules €élaborées avec les extraits de Souk El Ténine,

Kherrata, Adekar et Aokas.
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Les parametres de modéle de superposition linéaire présentés dans le tableau III
montrent que les capsules obtenues par les extraits de Souk El Ténine, Kherrata et Aokas sont
caractérisés par une libération contrélée par un mécanisme mixte (diffusion de Fick et relaxation
de la matrice polymérique) avec un facteur d’équilibre A proche ou égale a 0,5. Cependant, les
capsules de I’extrait Adekar présentent une libération dominée par la diffusion avec A=0,73 et
celles de Tighremt montrent une libération dominée par un processus de relaxation avec
A=0,26. Les facteurs de contribution de la diffusion de Fick et de relaxation (k1 et k2) révélent
une diffusion rapide et une relaxation lente pour les capsules obtenues des extraits de Souk El
Ténine, Kherrata, Tighremt et Aokas. En revanche, les capsules de ’extrait de Adekar montrent

une relaxation rapide et une diffusion de Fick négligeable. Silva, (2018).

Tableau III : Parametres de mod¢le de superposition linéaire (LSM) pour la libération des

composés phénoliques des capsules.

Extrait A k1 (min") k2 k1 (min™)
Souk El Ténine 0,47 0,65 0,01
Kherrata 0,50 0,73 0,01
Tighremt 0,26 0,82 0,02
Adekar 0,73 0,01 0,77
Aokas 0,46 0,73 0,01

A : facteur d’équilibre entre les deux contributions ; K1 : facteur de contribution de la diffusion

de Fick, K2 : facteur de contribution de la relaxation de la matrice polymérique.

Le mécanisme de diffusion observé est de type fickien. Les composés phénoliques
stockés a I’intérieur des capsules diffusent progressivement dans le milieu digestif a une vitesse
qui dépend a la fois de la perméabilité de la matrice et du gradient de concentration des phénols
entre I’intérieur de la capsule et le milieu extérieur. Plus la concentration initiale en composés

phénoliques est élevée, plus la vitesse de libération est importante Gharsallaoui et al., (2015).

La diffusion des composés phénoliques est également influencée par la surface de
contact entre les capsules et le milieu environnant, plus cette surface est grande, plus le
relargage des composés est significatif. En particulier, les molécules situées a proximité de la
paroi externe des capsules sont libérées plus rapidement, car leur diffusion a travers les parois

est facilitée (Silva et al., 2018).
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Conclusion | NN

Les résultats obtenus confirment que les échantillons de pollen d'abeille analysés sont
riches en composés bioactifs, en particulier 1'échantillon de Tighremt, qui se caractérise par une
forte concentration en polyphénols, et I'échantillon de Kherrata, qui a enregistré un taux élevé
de flavonoides. Les échantillons étudiés présentent également des niveaux variables d'activité
antioxydante qui est estimée par les activités antiradicalaires DPPH et ABTS et le pouvoir

réducteur.

Cette ¢tude a également démontré la possibilit¢ de préparer des capsules a base
d’alginate et de gélatine contenant des extraits phénoliques de pollen d’abeille, avec une
efficacité d'encapsulation élevée. Les capsules obtenues présentent une morphologie sphérique,
un diametre variable, et une structure de type réservoir, avec un cceur contenant le principe actif

entouré d’'une membrane d’enrobage.

Les particules obtenues par encapsulation a 1'aide de polymeres d'alginate et de gélatine
montrent un potentiel intéressant dans le contréle de la libération des composés phénoliques
dans des environnements acides et neutres. L’association des deux polyméres (alginate et
gélatine) offre également une protection efficace aux composés encapsulés dans le milieu acide

avec libération progressive de ces composés en milieu neutre.

La technique de gélification ionique utilisée pour l'encapsulation présente plusieurs
avantages : elle est simple a mettre en ceuvre, facilement transposable a I’échelle industrielle,
et fait appel a des matériaux biocompatibles. Ainsi, les particules d’alginate représentent une
alternative fiable, économique et prometteuse pour I’encapsulation d’extraits phénoliques de

pollen, notamment en vue d'applications futures en tant que complément alimentaire.

Ce travail mérite d'étre complété par :

e L’analyse HPLC des composés phénoliques du pollen d'abeille ;

e [’évaluation de l'activité antioxydante des composés phénoliques libérés dans le milieu
neutre ;

e Des tests in vivo sur des modéles animaux pour évaluer la protection des composés

libérés.
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Résumé

Dans le cadre de la valorisation du pollen en tant qu’ingrédient bioactif, ce travail s’inscrit dans une
démarche visant a optimiser I’extraction de ses composés antioxydants et réaliser I’encapsulation. Les
échantillons de pollen d’abeilles ont été collectés dans cinq régions de Béjaia (Souk El Ténine, Tighremt,
Aokas, Adekar et Kherrata) pour garantir une diversité botanique représentative. Les extraits aqueux de
pollen ont été analysés pour déterminer leur teneur en composés phénoliques totaux et leur activité
antioxydante (tests DPPH, ABTS, pouvoir réducteur). L’encapsulation a été réalisée via une mixture de
gélatine et alginate suivie pars des tests de comparaison (Résultats des efficacités d’encapsulation, Indice
de gonflement, Profils de libération). Ces étapes préalables sont essentielles au développement de systémes

d’encapsulation destinés a des applications alimentaires, nutraceutiques ou pharmaceutiques.

Mots clés : pollen, composés phénoliques, activité antioxydante, encapsulation, cinétique de libération.

Abstract

As part of the valorization of pollen as a bioactive ingredient, this work aims to optimize the
extraction of its antioxidant compounds and to carry out its encapsulation. Bee pollen samples were
collected from five regions of Béjaia (Souk El Ténine, Tighremt, Aokas, Adekar, and Kherrata) to ensure
representative botanical diversity. Aqueous pollen extracts were analyzed to determine their total phenolic
content and antioxidant activity (DPPH, ABTS, and reducing power assays). Encapsulation was carried out
using a gelatin—alginate mixture, followed by comparative tests (encapsulation efficiency, swelling index,
and release profiles). These preliminary steps are essential for the development of encapsulation systems

intended for food, nutraceutical, or pharmaceutical applications.

Key words: Pollen, phenolic compounds, antioxidant activities, encapsulation, release kinetics.
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