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I ntroduction

L’organisme humain subit un phénomene d oxydation ce qui engendre un stress
oxydatif. Ce dernier est la cause de dommages dans les molécules biologiques (ADN,
Protéines, glucoses et lipides), d’ou I’ apparition de plusieurs maladies tels que le cancer et
I’ athérosclérose (Rice-Evans, 1999, Favier, 2003). Afin de lutter contre ces radicaux
nocifs, I’organisme humain utilise des systemes de défense antioxydants endogéenes
(superoxyde dismutase et catalase) et exogenes (apportés par I’ alimentation).

Depuis trés longtemps, le recours a la médecine traditionnelle a connu un regain
d attention et d’intéréts dans le monde. Basée sur des connaissances traditionnelles, mises
au point depuis la nuit des temps, I’ apithérapie appartient a I’ensemble des médecines
dites " naturelles ”, par 1’utilisation des produits de la ruche (miel, propolis, gelée royale,
pollen, cire). Ces derniers ont regu beaucoup d’ attention vue leur intérét qui est attribué a
leurs propriétés antibactériennes et antioxydantes. Ils sont d’une grande utilisation dans le
domaine thérapeutique pour le traitement des mal adies.

Le miel est un produit naturel qui a accompagné |"homme depuis la plus haute
antiquité. Cet éixir précieux est élabore par les abeilles de I’ espece Apis mellifera a partir
du nectar des fleurs aussi bien que du miellat (Azeredo et al., 2003). Les composés
phénoliques du miel contribuent de maniére significative a son pouvoir antioxydant, ainsi
que d'autres composes, moins importants. Par ailleurs, plusieurs éudes ont montré que
I'activité antioxydante du miel varie largement en fonction de la source florale (Doukani et
al, 2014). Un autre produit de la ruche connait de plus en plus un intéét dans I’ api
thérapie, il s'agit du pollen. Ce dernier est la nourriture protéinique des colonies d abeilles
(Bogdanov et al., 2006). Il est trés riche en composants chimiques (protéines, lipides,
glucides, vitamines hydrosolubles et liposolubles...) (Campos et al., 2008), il est considéré
comme une source d’ antioxydants qui sont des substances de protection pour |’ organisme
(Percie de sert,2009).

Notre travail est basé sur une éude évauative de I’ activité antioxydante du miel
additionné de pollen. Ce document est subdivisé en trois parties. Une premiere partie
englobe une présentation générale des deux produits de la ruche (miel et pollen), mais
auss un apercu simplifié sur I'activité antioxydante. Une deuxiéme partie concerne
I"approche expérimentale qui a pour but dévaluer I'activité antioxydante de six
échantillons de miels et un échantillon de pollen, ainsi que de leur mélange. Enfin les

résultats et discussion sont rassemblés dans la troisiéme partie.
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l.Lemid
| .1.Définition

Selon la commission du Codex Alimentarius (2001), le miel est défini comme étant la
substance sucrée naturelle produite et traitée par les abeilles mellifiques de I’ espece Apis
mellifera, a partir du nectar des fleurs ou des sécrétions provenant des parties vivantes des
plantes ou des excrétions laissées par des insectes suceurs qu’ elles butinent, transforment,
combinent avec des matiéres spécifiques gu’ elles secrétent, emmagasinent et laissent murir
danslesrayons de laruche.

[.2.0rigines et variétés du miel

L’origine de miel est importante vis-avis de I'’évaluation de sa qualité par les
consommateurs. Son origine botanique et géographique influence sur ses caractéristiques
organoleptiques (Baroni et al., 2008).

Il existe deux grandes variétés de miel, distinguées en fonction de leur origine
sécrétoire : le miel issu de substances végétales (nectar) et le miel provenant de substances
animales (miellat) (Schivre, 2006).

| .2.1.Nectar

Le miel peut étre issu directement du nectar des fleurs. C est un suc sécrété a certaines
périodes par les nectaires des plantes. Les butineuses aspirent cette solution sucrée en
sinstalant sur la plante qu’ elles ont choisi. Elles en prélevent une quantité infinitésimale
avec leur trompe. Parfois, elles profitent des trous percés dans la corolle des fleurs par les
bourdons, ou encore sucent le jus des raisins attaqués par les guépes (Fronty, 1985). La
production du nectar dépond de I’age, la taille et la position de la fleur. Elle dépend

également de I’ humidité relative de I’ air et du milieu environnant (Sanz et al., 2008).

| .2.2.Midlat

Le miellat est une substance sucrée plus complexe que le nectar recouvrant les feuilles
de certaines plantes (Darigol, 1979). Il provient des substances rejetées par les insectes
piqueurs et suceurs de seve de la famille des homoptéres (pucerons, cochenilles) ; Ces
derniers absorbent |a séve des plantes et regjettent les matiéres sucrées sous forme de

gouttel ettes, que les abeilles récuperent sur les feuilles des plantes (L equet, 2010).
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[.3. Composition

Le miel renferme plus de 181 substances (Al-mamary et al., 2002). Sa composition
chimique varie d un échantillon a I’ autre, et dépend étroitement de I’ origine botanique, de
la nature du sol et d’ autres facteurs (Bath et Singh, 1999).

| .3.1.Eau

La teneur en eau du miel est en moyenne de 17% a 20%, elle varie selon I’ origine
florale, la saison et lafagcon dont I’ apiculteur fait larécolte. Un miel trop sec est difficile a
extraire et a conditionner ; trop humide il risque de fermenter au cours de la conservation
(Louveaux, 1985 ; Lobreau-Calen et al., 1999).

| .3.2.Glucides

La plus grande partie de la matiere seche du miel est représentée par les glucides (3/4
de son poids). Le miel contient environ 38,5% de fructose et 31,3% de glucose. D’ autres
sucres tels que le matose (7,2%), le saccharose (1,5%) et quelques oligosaccharides
(4,2%) sont présents dans le miel (Gonnet, 1973 ; 1982 ; Louveaux, 1985 ; Shin et Ustunal,
2005).

[.3.3.Matieres azotées

Les miels convenablement récoltés sont pauvres on substances azotées (moins de 1%),
congtitués de protéine et d’ acides aminés libres d origine animale et végétale (Schivre,
2006). Les matieres azotées peuvent provenir du nectar et/ou du miellat, du pollen ou des
secrétions des abeilles butineuses (Anklam, 1998). Il peut y avoir jusqu'a 19 acides aminés
libres différents dans le miel, dont la proline représente 50 a 85%. Dans un miel mur non

falsifié, la quantité de proline est supérieure ou égale a 180 mg/kg (Hermosin et al., 2003).

I.3.4.Acides organiques

Les miels sont acides et ont en générale un pH compris entre 3,1 et 4,5. 1l contiennent
un mélange d’ acides organiques dont certains sont présents dans le nectar alors que d autre
résultent des multiples réactions survenant au cours de I’ élaboration du miel (Louveaux,
1985 ; Lobreau-Calen et al., 1999). Le principal acide organique du miel est |I'acide
gluconique résultant de la dégradation enzymatique du glucose. D’ autre acides peuvent
également étres présents tel que les acides acétique, butyrique, citrique, formique, lactique,
succinique, maligue et pyroglutamique (Shin et Ustunol, 2005).
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[.3.5.Hydroxyméthylfurfural (HMF)

L'HMF (5- Hydroxymeéthyl-2-furfural) est un aldéhyde cyclique formé par
déshydratation du fructose et du glucose en milieu acide et a température élevée (Gidamis
et al., 2004 ; Burdurlu et al., 2006). L’'HMF n’est pas un composant naturel des miels mais
trouvé presgue toujours a I'état de traces plus ou moins importants (Schivre, 2006).
Plusieurs facteurs influencent la formation de I’'HMF dans le miel tels que latempérature
et ladurée du chauffage, ainsi que les condition de conservation et |es propriétés chimiques
du miel (Zappala et al ., 2005). Selon le Codex Alimentarius (2001), la quantité d HMF
dans le midl doit étre inférieure a 40 mg/kg. Certains miels provenant des pays ou des
régions tropicales peuvent avoir des teneurs en HMF de 80 mg/kg. Sa mesure permet
d évauer lafraicheur du miel (zappalaet al., 2005).

|.3.6.Composés phénoliques

Le pollen, les nectars ou la propolis sont les sources des composés phénoliques des
miels, ce sont des produits du métabolite secondaire des végétaux (Thomas-Berberan et al.,
1993 ; Waston, 2000). Certains phénols participent a I’'ardbme au méme titre que les
substances terpéniques. D’autres sont impliqués dans la saveur, et enfin les substances
phénoliques interviennent plus ou moins dans la couleur par I'intermédiaire des
flavonoides (Amiot et al., 1989).

Les polyphénols regroupent plusieurs composeés dont les principaux identifiés dans le
miel sont les flavonoides : les flavonols (la quercétine, les kaempférols) qui sont utilisés
comme des marqueurs de I'origine florale de quelques miels (Gomez-caravaca et al.,
2006).

| .3.7.Substances divers

Le miel renferme aussi des éléments figurés en faibles concentrations, les lipides sont
presque inexistants dans le miel. Cependant on peut trouver des glycérides et des acides
grastels que les acides palmitiques, oléiques, linoléques (Gonnet, 1985). Les vitamines se
trouvent en faibles quantités dans le miel. Elles sont le plus souvent du groupe B et trés
rarement du groupe A et D (Lobreau-Callen et al, 1999). 1l contient également des graines
de pollen, des champignons et des levures, des débris d’insecte et des bactéries a |’ état de

spores du genres Bacillus (Louveaux, 1985 ; Aupy et al ., 1994).
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|.4. Propriétésbiologiques
[.4.1.Valeur nutritionnelle

Le miel, en tant qualiment glucidique, apporte 303 kcal/100g. Il contribue a
I”amélioration des capacités de I’ organisme des personnes agées et des malades, de part sa
richesse biologique, le miel augmente aussi |es capacité de défense immunitaire et renforce
ains la lutte contre les agressions, il est recommandé particulierement pour les enfants et
les sportifs (Blasa et al., 2006). Il favorise I'assimilation du calcium et I’ absorption du
magnésium qui sont deux minéraux indispensables au bon fonctionnement de I’ organisme
(Meda, 2005).

[.4.2.Activités antimicrobiennes

L’ activité antimicrobienne du miel varie d'un miel a un autre selon I’ origine botanique
du nectar et du miellat et de lateneur en différents antioxydants (Al-Mamary et al., 2002).
Les caractéristiques du miel qui contribuent a cette activité antibactérienne sont sa pression
osmotique élevée, I'oxydation enzymatique du glucose, sa faible activité de |’ eau, son
acidité, sa faible composition en protéines et sa viscosité élevée (The National Honey
board, 2003).

L’ effet antibactérien du miel est généralement attribue au peroxyde d’ hydrogene qui
résulte de |’ oxydation du glucose par la glucose oxydase active dansle miel (Al Mamary et
al., 2002 ; luralina et Fritz, 2005). Selon laréaction :

Glucose oxydase
H.O,+ Acide gluconique » Glucose +H,0+0,

|.4.3.Propriétésthérapeutiques

Le miel est un produit faisant partie de la médecine traditionnelle grace a ses propriétés
diététiques et curatives (Beretta et al., 2005). Les vertus thérapeutiques du miel sont
attribuées a son activité antioxydante et antibactérienne, utilisé pour le traitement des
brulures, des désordres gastro-intestinaux, de I’ asthme et des ulcéres de peau (Al Mamary
et al., 2002 ; Ferreira et al., 2009). Administré par vois buccale, le miel peut guérir ou
soulager I'insomnie, les maux de gorge et certaines infections gastriques. || augmente aussi

lateneur du sang en hémoglobine et la vigueur musculaire (jean-prost., 2005).
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Il1. LePollen

I1.1.Définition

Le terme pollen vient du grec qui veut dire «palé»: farine ou poussiére (Donadieu,
1983). Il constitue chez les végétaux supérieurs |I’élément méle des plantes a fleurs. Il se
présente sous forme de graines microscopiques contenues dans les anthéres des étamines
(Jeans-Prost et Medori, 2005). Il se présente sous |I’aspect de minuscules grains ayant
suivant leur origine florale une morphologie différente et des formes trés variées (Gonzalez
et al., 2005 ; bellanger, 2009). Les couleurs des pollens sont tous aussi variables; elles
varient du jaune pale au noir, en passant par toutes les nuances du brun et du rouge (Figure
1) (Darrigol, 1979 ; Alméida-Muradian et al., 2005). Selon Bogdanov et al. (2004), la
couleur, I’ apparence, I’ odeur et le gout du pollen varient fortement selon |’ origine florale.

Le pollen est indispensable a la survie de la ruche car il représente le principa aliment
des larves, et pour cette raison les apiculteurs | appellent communément « pain d’ abeille »
(Vaissiere, 2002 ; LeBlanc et al., 2009).

Figure 1 : photographie montrant les différentes couleurs de pollen (Anonyme 1)

[1. 2.Pollinisation et types de pollen

La pollinisation est une fécondation assurée au moment de la floraison, ou il y'aura
I’ ouverture de I’ anthere pour libérer le pollen qui va rencontrer le stigmate des pistils afin
d atteindre I’ ovaire, €lle peut étre soit directe (autofécondation) ou bien indirecte (croisée)
(Darrigol, 1979 ; Dondieu, 1983 ; Boullard, 1997). Cette derniére assure deux types de
pollen, les pollens entomophiles qui sont transportés par les insectes et les pollens

anémophiles qui sont transportés par le vent (Chauvin, 1987 ; Bellanger, 2009).
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[1.3.Structure et forme du pollen

Un grain de pollen est une cellule vivante, résultant du dével oppement de microspores
groupées en tétrades (consequences de la méose) (Marouf et Reynaud, 2007). Il est
entouré de deux couches protectrices: I'intine et I’exine (figure2) (Albert et al., 2009 ;
Percie du sert, 2009). L’intine est la couche interne d’ origine gamétophytique, constituée
de cellulose, de pectine et de protéines qui a pour origine la microspore. Elle peut
disparaitre rapidement alamort cellulaire (Pons, 1958 ; Ducreux, 2002).

L’exine est la paroi externe du grain de pollen, elle est souvent percée d’ ouverture ou
d’ aperture (Laaidi et al., 1997 ; Bormann de Borges et al., 2009). Elle est d’une mince
épaisseur alant de 1 jusgu'a 3um, samorphologie est tres variable.

Le pollen se trouve sous plusieurs formes, soit sphériques ou ovoides plus ou moins
déformée. Un grain de pollen mesure 2,5 & 220 microns (Donadieu, 1983).

Figure 2 : Structure du grain de pollen (katifori et al., 2010).

I1.4.Composition du pollen

Le pollen est constitué d’une multitude de grains minuscules, chaque petit grain est
une unité biologique parfaite et compléte (Ravazzi, 2003). Il comprend toute une gamme
de Nutriments (glucides, lipides, protéinés, acides aminés). Il est considéré comme une
source importante de métabolites secondaires tels que les composes phénoliques et les
flavonoides (Arraez-Roman et al., 2007). 1l contient également des vitamines, de |’ eau, des
sels minéraux et des enzymes. Il existe des différences assez importantes sur le plan
quantitatif en fonction de I’ origine botanique (Donadieu, 1983).
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1.4.1.Eau
Lateneur en eau est différente selon que I’ analyse est pratiquée avant ou apres séchage
en vue de sa bonne conservation. Cette teneur est en moyenne de 10 & 12% pour le pollen

frais et de 4% pour le pollen asséché (Donadieu, 1983).

[1.4.2.Glucides

IIs représentent environ 35% du poids total du pollen (Donadieu, 1983). Ce sont
généralement des polysaccharides tel que I’amidon, la pectine et la cellulose qui sont des
constituants de la paroi (Bogdanov et al., 2006).

[1.4.3.Matiéres Azotés
La matiére azotée représente 20% dont une grande partie est sous forme d' acides

aminés qui sont soit al’ état libre (en majorité), soit al’ état combiné (Donadieu, 1983).

I1.4.4.Lipides

Il existe des différences considérables dans la composition en lipides du pollen, en
fonction de I'origine botanique (Campos et al., 2008). Le pollen contient des
concentrations en lipides variées de 1 a 20%. La plupart des pollens que récoltent les
abeilles contiennent du cholestérol et du 24-méthylénecholestérol (Bruneau, 2006 ; Martin,
2009).

[1.4.5.Vitamines
Les vitamines du groupe B sont les plus représentées dans le pollen, lavitamine C, la
vitamine E (tocophérol) et la provitamine A (B-caroténe) peuvent étre également présents

dansle pollen (Darrigol, 1979 ; Duraffourd et Lapraz, 2002).

[1.4.6.Composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols sont treés élevés dans le pollen. Ce sont des polyphénols a
chaine courte tel's que les flavonoides dont les propriétés sont bien éudiées (Arraez-Roman
et al., 2007). Les éudes menées en 1991 montrent que le pollen est tres riche en
flavonoides, se qui est le cas surtout des pollens de ciste (du genre citrus) (Precie du sert,
2009). Ces flavonoides sont représentés par le kaempférol-3-glycosyde, |la Quercétine-3-

glycosyde, et la Myricétine-3-Oglycosyde (Almaraz-Abarcaet al., 2008).
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[1.4.7.Substances diveres

Le pollen contient un large éventail d’ ééments minéraux, parmi lesquelles, il a pu étre
décelé le cacium, le chlore, le cuivre, le fer, le magnésium et le manganése
(Darrigol, 1979 ; Donadieu, 1983). Il contient également certaines substances antibiotique,
bactériostatique, des hormones de croissances (gibbérellines) et des enzymes qui sont en

particulier I’amylase, I’invertase, et certaine phosphatase (Duraffourd et Lapraz, 2002).

[1.5.Propriétésthérapeutiques

Le pollen posséde une forte action antioxydante, ce qui est certainement due a sa
richesse en composés capables de s opposer a des phénomeénes pouvant causer des
dommages oxydatifs dans [|'organisme. Ces composés sont essentiellement les
polyphénals, les flavonoides et les caroténoides qui possedent des intéréts majeurs dans la
prévention de plusieurs maladies (Percie du Sert, 2009).

Comme il existe des différences entre les pollens selon leur origine botanique, chacun
peut donc avoir des propriétés thérapeutiques spécifiques. Le tableau | regroupe les

propriétés therapeutiques du pollen (Donadieu, 1983).

Tableau | : Propriété thérapeutique du pollen.

Maladies Propriétés thérapeutiques

L’ appareil digestif Régularisation de divers troubles fonctionnels (type constipation),

action sur les entéro-colites et colites

Le systéme cardio-vasculaire | Traitement de la fragilité capillaire, régulation de I’ hypertension

artérielle.

L’ appareil génito-urinaire Traitement des troubles de la prostate, de la cystite a colibacilles.

Le systéme neuro-psychique | stimulation de I’humeur avec un effet euphorisant, accompagnés

d’ une augmentation des capacités intellectuelles.

L’ ophtalmologie Correction des troubles visuelles.

Ladermatologie Traitement de I’ alopécie et prévention de la chute des cheveux.

Le métabolisme en général effets régulateurs agissant a différents niveaux (croissance,

vieillissement organique...).
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[11. Activité antioxydante

Le métabolisme cellulaire normal de I’ oxygéne produit de maniére continue de
faibles quantités des dérivés réactifs de I’oxygéne. Une forte production de ces
réactifs entrainent un stress oxydatif qui peut étre définit comme un déséquilibre entre
la production et la destruction de ces molécules, ce disfonctionnement est a I’ origine
de divers maadies dégénératives tels que le diabéte, |es maladies cardiovasculaires,
les troubles neuro-dégénératifs et différent types de cancers (Nafia et al., 2005;
Bandyopadhyay et al., 2008 ; lacopini et al., 2008).

Les radicaux libres peuvent étre piégés ou neutralisés par des substances
antioxydantes naturellement présentes dans les plantes médicinales, les fruits et les
Iégumes (Schramm et al., 2003).

Etant donné que le miel est éaboré a partir des plantesiil est tout a effet normale
gu’il contienne des substances antioxydantes. les principaux agents antioxydants du
miel sont les composés phénoliques, |es caroténoides, et la vitamine C (Al Mamary et
al., 2002).

[11.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent le plus important
groupe de métabolites secondaires présents dans les plantes (Antolovich et al., 2000).
Ce sont des substances qui proviennent des secrétions de bourgeons et des exsudats de
divers organes des plantes, représentés essentiellement par les flavonoides et les
acides phénoliques (Amiot et al., 1989).

Les composeés phénoliques possedent une structure formée d’ au moins un noyau
aromatique auquel est lié indirectement au moins un groupe hydroxyle, libre ou
engageé avec une autre fonction éther, ester, hétéroside qui leur permet de piéger et de
neutraliser les radicaux libres (Macheix et al., 2005 ; Vermerris et Nicholson , 2006).
Ils sont commodément classés selon le nombre d’ atome de carbone dans le squelette
de base (Ribéreau-Gayon, 1968).

10
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I11.1.1.Moded’action

Les composeés phénoliques peuvent agir de différentes maniéres sur les radicaux
libres, soit par le piégeage de I’ oxygene singulet en cédant un atome d’ hydrogene ou
un éectron (Bandyopadhyay et al., 2008 ; lacopini et al., 2008 ; Liu et al., 2008).
Gréces a leur groupement hydroxyles, ils agissent en neutralisant les radicaux libres

Sdlon laréaction suivante :

Composé phénolique (H) +R° » Polyphénol +RH

Les composé phénoliques peuvent également agir en chélatant des cofacteurs

d’enzymes, et réduisant les pertes en antioxydants (vitamine C, p-Caroténe).

(Havsteen, 2002 ; Hennebelle et al., 2004).

[11.2.Lesflavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de polyphénols complexe dont plus de
6000 molécules ont été identifiés (Ghediraet al., 2005).

Le terme flavonoides provenant du latin «flavus », signifiant « jaune » désigne
une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénals,
ils sont considérés comme des pigments des végétaux. Leur structure de base est celle
du diphénylpropane a 15 atome de carbone (Cs-Cs-Cg) congtitué de deux noyaux
aromatiques, ils sont désigné par les lettres A et B reliés par un hétérocycle oxygéné,
qui désigne lalettre C (figure 3) (Harborne et Williams., 2000).

Figure 3 : Structure de base des flavonoides (Pietta, 2000).

11
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I11.2.1.Moded’action

L’ activité antiradicalaire dépend de leur structure, la présence de groupement
hydroxyle et de doubles liaisons leur confére la capacité d’agir comme donneur
d’ hydrogene selon laréaction ci-dessous (Havsteen .2002 et Atmani et al., 2009).

Flavonoide (OH) +R°®° ——— flavonoide (O°) +RH

Les flavonoides inhibent 1a peroxydation lipidique causée par |’ autoxydation des
acides gras insaturés, ils chélatent les ions et piegent les radicaux libres (Wang et al.,
2004 et Montoro et al., 2005).

[11.3.Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels présents dans les fruits et les
Végétaux, ils se retrouvent également au niveau des produits de laruche, étant donné
gu'il sont fabriqués a partir du nectar et des sécrétions des plantes (Rodriguez-
Bernardo de Quiros et Costa 2006 ; Dias et al., 2009).

Prés de 800 caroténoides ont été identifiés dans la nature, une quarantaine
seulement sont couramment consommés. Certains de ces caroténoides sont des
précurseurs de la vitamine A comme le g-carotene (Desmettre et Lecerf., 2005). Ils
possedent pour la plupart dans leur structure chimique de trés nombreuses doubles
liaisons conjuguées qui sont responsables de leur activité antioxydante (Rodriguez-
Bernardo de Quiros et Costa, 2006).

111.3.1.Moded’action
Les caroténoides ont des propriétés antiradicalaires et leur capacité de piéger
I’ oxygene singulet est due ala présence des doubles liaisons (EI-Agamey et al., 2004 ;
Desmettre et Lecerf, 2005).
Les caroténoides inhibent la peroxydation lipidique et réduisent le stress

oxydatif selon laréaction ci-dessous (Dankov et al., 2009).

CaH+ROO° — , Car®+ROOH
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[11.4. L’ acide ascor bique

L’acide ascorbique ou vitamine C (CgHgOg) est un élément hydrosoluble
important pour la nutrition humaine, fournie par les fruits et les végétaux (Lobreau-
Cdlen et al., 1999). Sateneur dansle midl est faible.

La vitamine C est utilise comme un additif alimentaire grace a sa capacité
antioxydante (Burdurlu et al., 2006 ; Hernandez et al., 2006). C’est un composé
instable, sa dégradation dépend de plusieurs facteurs comme |’oxygene, la
température et la durée de stockage.

[11.4.1. Mode d’action

La vitamine C est considérée comme un antioxydant gréce a sa fonction 2,3 éne
—diol. Elle peut agir par des mécanismes multiples tels que la neutraisation des
radicaux libres et les espéces réactives de I’oxygene, ains que le piégeage de
I’oxygene singulet et la prévention de la peroxydation lipidique (Multon ,2002 ;
Banerjee et al., 2009).
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Matérid et méthodes

|. Les échantillons
Le présent travail est mené sur six échantillons de miel (M) récoltés de différentes
régions de laKabylie (Tableau 1) et sur un échantillon de pollen (P) commercialisé dans la

région de B§aia.

Tableau |l : Code et Origine géographique des échantillons.

Code Origine géographique
M1 Ibakouren (Amizour)
M2 Oued-Ghir

M3 Toudja

M4 Kherrata

M5 Sidi-aich

M6 Tigzirt (Tizi-ouzou)

P Produit local

1. Méthodes d’analyses

[1.1.Extraction

L’ extraction des polyphénols est réalisée avec du méthanol 50 %. Une quantité de 2 g
de miel ou de pollen est mélangée avec le solvant. Un mélange miel — pollen est préparé
avec des quantités similaires (2g de pollen et 2 gr de mid), puis additionné de solvant.
Aprés agitation pendant 20 minutes a température ambiante, les extraits sont récupérés par
filtration.

[1.2. Dosage des antioxydants
[1.2.1. Les composés phénoliques

Lateneur en composés phénoliques est évaluée selon la méthode décrite par Naithani
et al. (2006). Un volume de 1ml d'extrait est additionné par 1 ml du réactif de folin-
Ciocalteu (0,1 %), puis 2 ml de la solution de carbonate de sodium (NaCOs) a 2% sont

14
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ajoutés au mélange. Apres 30 minutes a I’ obscurité, |’ absorbance est lue a 760 nm. Les
concentrations en composes phénoliques sont déterminées en se référant a la courbe
d étalonnage (Annexe) et les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’ acide
galique /100 g d' échantillon (mg EGA/100g).

[1.2.2. Dosage des flavonoides

Lateneur en flavonoides est estimée selon la méthode décrite par Liviu al et al. (2009).
5 ml d'extrait sont mélangés avec 300 pl de NaNO, (5%). 5 minutes apres, un volume
équivaent de chlorure d’ duminium AICl3 (10%) est additionné. Un volume de 2 ml de la
solution NaOH (1M) sont goutés aprés 6 minutes. L’ absorbance est mesurée a 510 nm.
Les concentrations en flavonoides sont estimées en se référant a la courbe d’ éalonnage et
les résultats sont exprimés en milligramme d’ équivalent quercétine /100 g d’ échantillon
(mg EQ/100g).

[1.2.3. Dosage des car oténoides

La quantification des caroténoides est réalisée suivant la méthode de Sass-Kiss et al.
(2005). 15 ml du mélange hexane, éthanol, acéone (2, 1, 1) sont gjoutés a une quantité
d échantillon. Une agitation pendant 3 heures est réalisée, puis |’ absorbance de la phase
hexanique est lue a 450 nm. Les teneurs en caroténoides sont estimées en se référant a la
courbe d’ éalonnage (Annexe) et les résultats sont exprimés en milligramme d’ équivalent
-carotene /100 g d’échantillon (mg EBC/100g).

[1.3. Activité antioxydante
[1.3.1. Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est estimeé selon la méthode décrite par Yildrim et al., (2001). Un
volume de 1 ml de I’ extrait est gjouté a 2,5 ml du tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et a
2,5 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN) ¢] (1%). Apres agitation, le mélange est
incubé pendant 20 minutes a 50°C, puis 2,5 ml d’ acide trichloroacétique TCA (10%) sont
additionnés a la solution. Un volume de 1,25 ml est prélevé et additionné de 1,25 ml d'eau
distillée et 0,25 ml du chlorure ferrique FeCl3 (0.1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm

aprés 10 minutes d’incubation.
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I1.3.2. L activité antiradicalaire

Le pouvoir antiradicalaire des extraits méthanoliques est déterminé selon la méthode
décrite par Liviu al et al. (2009). Un volume de 2 ml de la solution du DPPH est gjoutéa 1
ml de I'extrait méthanolique. Apres 10 minutes d’incubation a température ambiante,
I” absorbance est lue a 515 nm. Le pourcentage de réduction de DPPH est calculé comme

Suit ;

% DPPH réduit = [(Abs Control — Abs Echantillon) /Abs Control] x100.

[1.3.3. Laréduction du molybdate

L’ activité antioxydante est déterminée selon la méthode d’ écrite par Ramalakshmi et
al. (2008). Un volume de 1 ml de la solution (molybdate dammonium 4 Mm, acide
sulfurique 0.6M, sodium phosphate 28mM) est gjouté a 0,1 ml d’ extrait. Une incubation
est réalisée a 95°C pendant 90 minutes. Les absorbances sont lues a 695 nm.

I1.4. Analyse statistique

L’ analyse descriptive des résultats est réalisée avec le logiciel Microsoft Office Excel
2007, pour déterminer les moyennes, les écarts types et les coefficients de corrélation.
Une analyse de la variance suivi du test LSD (La plus petite différence significative) a été
appliqué a I'aide du logicie Statistica 5,5 afin de mettre en évidence les différences
significatives au seuil p<0,05 entre les échantillons pour chaque paramétre. Les résultats

sont classés par ordre croissant : a<b<c<d<e<f<g<h<i<j<k ...
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Résultats et discussion

| . Dosage des antioxydants

I.1.Lescomposés phénoliques

L’ ensembl e des résultats obtenus concernant le dosage des polyphénols des échantillons
étudiés sont représentés sur la figure 4, qui montre que la concentration en polyphénols
enregistrée dans les six échantillons de miel varient considérablement de 45,89 a 101,30
mg EAG/100g. Sur la base des taux de ces composés, les échantillons sont classés selon
I’ordre croissant : M1<M6<M2<M4<M3<MS5. Le miel d’Ibakouren (Amizour) et de
Tigzirt (Tizi Ouzou) enregistrent des teneurs faibles par rapport aux autres miels, tandis
que lemiel de Sidi-aich enregistre lavaleur laplus élevée.

Ces résultats sont presque similaires a ceux obtenus par Can et al. (2015) sur les
échantillons de miels de la Turquie [16,02 a 105,46 mg EAG /100qg] et inférieur a ceux
rapporté par Bouyahya et al. (2017) sur des miels marocains [56,32 a 124,6 mg EAG
/100q].

D’ apres I’ étude réalisée par Pyrzynska et beisagan (2009). La composition phénolique
du miel est fortement affectée par I’ origine florale, le climat et |a zone géographique.

La teneur en polyphénols du pollen et de 1194,90 mg EAG /100g. Ce résultat est
supérieur aux résultats rapportés par Carpes et al. (2007) [109 a 660 mg EAG /100q], et
inférieur a ceux obtenus par le Blanc et al. (2009) [2938 mg EAG /100g].

Les teneurs en composes phénoliques du miel enrichi de pollen varient entre 770 a
1004,33 mg EAG /100g. L’échantillon de Oued-Ghir et de Kherrata enregistrent des
teneurs faibles par rapport aux autres mélanges, tandis que le miel de sidi-aich enregistre la
teneur la plus élevée. Il existe une différence significative entre les trois échantillons
analysé lemidl, pollen, et le mélange.

D’aprés ces résultats, on peut conclure que I'addition du pollen au miel accroit

considérablement ses teneurs en polyphénols.
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Figure 4 : Teneur en composes phénoliques des échantillons.
Les barres verticales représentent les écartypes. Les valeurs portant des lettres différentes

présentent des différances significatives a<b<c<d<e<f<g.

|.2.Lesflavonoides

Les résultats de la présente étude montrent que la teneur en flavonoides des six
échantillons de miels étudiés varie de 24,59 490,16 mg EQ/100 gr (figure 5). L’ échantillon
de miel de Tigzirt (M5) enregistre la plus faible teneur, tandis que le miel de Toudja (M3)
enregistre la teneur la plus élevée. Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par
Boyahya et al. (2017) sur les échantillons de miels Marocain [19,64 a 43,24 mg EQ/100 g]
et a ceux obtenu par Mouhoubi et al. (2016) sur les échantillons de miels Algériennes. Ceci
est peut étre due a plusieurs facteurs tels que I’ origine florale et la situation géographique
(Sladana et al., 2011 ; Lindaet al., 2012).

Dokani et al. (2014) ont montré que dans le miel, la plupart des composés phénoliques
sont sous forme de flavonoides, qui sont les principaux facteurs responsables de I’ activité
biologique du miel. En général, les miels les plus foncés contiennent des quantités de
flavonoides supérieurs aux miels plus clairs. Aing, ils possedent une plus grande capacité
antioxydante.

La teneur en flavonoides du pollen est de 162,57 mg EQ/100 g. Ce résultats est
supérieur a ceux obtenu par Marghitas et al., (2009) sur quelques échantillons de pollen de

la Romanie [60 mg EQ/100 g].
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La teneur en flavonoides du miel additionné de pollen varie de 150,27 a 251,37 mg
EQ/100 g. L’ échantillon (M3p) de la région de Toudja enregistre la teneur la plus faible,
tandis que le miel de sidi-aich (M5p) enregistre la teneur la plus élevé. D' aprés |’ étude
statistique, on constate qu’il existe une différence significative entre les échantillons
étudiés.

La teneur en flavonoides des échantillons du miel additionné de pollen est plus élevée
par rapport aux échantillons de miels, cela est expliqué par les teneurs élevées en
flavonoides de |’ échantillon de pollen.

Une corrélation significative positive (r=0,83, p<0,05) et constatée entre la teneur en
polyphénols et celle des flavonoides des échantillons (figure 6). Cette corrélation est plus

importante que celle apportée par Mouhoubi et al. (2016) (r=0,59).
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Figure 5 : Teneur en flavonoide des échantillons.
Les barres verticales représentent les écartypes. Les valeurs portant des lettres différentes

présentent des différances significatives a<b<c<d<e<f<g.
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Figure 6 : corrélation entre la teneur en flavonoides et les composés phénoliques

|.3.Lescaroténoides

Dans la présente étude, le dosage des caroténoides a révélé des concentrations tres
faibles pour les échantillons de miel (figure 7), allant de 0,11 a 0,79 mg EBC/100 g. La
teneur la plus faible en caroténoides est représentée par le mie (M3) de la région de
Toudja, tandis que la teneur la plus élevée est représentée par le miel (M5) de sidi-aich.
Ces résultats sont inferieures a ceux obtenu par Mouhoubi et al. (2016) sur les échantillons
de miels Algériennes [0,30 a 1,01 mg EBC/100 g]. Ces différences peuvent étre attribuées a
plusieurs facteurs dont la méthode d extraction, I’origine géographique (taux
d ensoleillement de la plante butiné par les abeilles, la source florale, le degré de maturité
des fruits butinés par les abeilles et les conditions de stockage (Alvarez-Suarez et al.,
2010).

La teneur en caroténoides du pollen est de 2,099 mg EBC/100 g. Ce résultat est
inférieur a ceux obtenu par Almeida et al. (2005) sur les échantillons de pollen de Brésil
[8,25 mg EBC/100 g].

Les teneurs des échantillons de miels additionnés de pollen varient de 1 a 2,08 mg
EBC/100 g. Selon les résultats de 1’étude statistique, il existe une différence significative
entre les échantillons anal ysés.

Tout comme les teneurs en polyphénols et en flavonoides, la teneur en caroténoides est

améliorée par I’ addition du pollen aux miels.
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Figure 7 : Teneur en caroténoides des échantillons.
Les barres verticales représentent les écartypes. Les valeurs portant des lettres différentes

présentent des différances significatives a<b<c<d<e<f<g.

[I. Activité antioxydante

[1.2. Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des échantillons analysés est présenté sur lafigure 8. D’ aprés ces
résultats, le miel de kherrata (M4) possede un meilleur pouvoir réducteur suivie
respectivement par le miel de Toudja (M3), le miel de Oued-Ghir (M2), le miel de Sidi-
aich (M5), le miel de Ibakouren (Amizour) (M1) et enfin le miel de Tigzirt (Tizi-ouzou)
(M6).

Le pouvoir réducteur du pollen est supérieur a celui apporté par les échantillons de
miels.

Pour les échantillons de miels additionnés de pollen, le pouvoir réducteur du mélange
de Sidi-aich (M5p) représente lavaleur la plus éevée, suivi respectivement par le mélange
de kherrata (M4p), le mélange de Tigzirt (M6p), le mélange de Oued-Ghir (M2p), le
mélange de Ibakouren (M1p), et enfin le mélange de Toudja (M3p). D’ apres les résultats
des échantillons étudiés, le miel additionné de pollen posséde le meilleur pouvoir
réducteur.
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La variation de I'activité antioxydante des échantillons est attribuée aux origines
botaniques, a la présence d' agents antioxydants tels que les flavonoides et les acides
phénoliques (Al-Mamary et al., 2002 ; Kiicik et al., 2007).

Bretta et al. (2005) et Blasa et al. (2007) ont montré que la variation de I’ activité
antioxydante est due ala qualité et ala quantité des composés phénoliques responsables de
cette activité. Cette derniere peut étre affectée par de nombreux facteurs, la structure des
composés phénoliques et en particulier les degrés et |a position des groupement hydroxyles
sur le noyau aromatique de la molécule (Balasandram et al., 2005 ; Scherer et Gody,
2009).

Une corrélation significatives positive (=0,13, P<0,05) et constatée entre la teneur en
flavonoides et celle du pouvoir réducteur (figure 9). Cette derniére est inférieure a celle
apporté par Mouhoubi et al. (2016) (r=0,43).
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Figure 8 : Pouvoir réducteur des échantillons.

Les barres verticales représentent les écartypes. Les valeurs portant des lettres différentes

présentent des différances significatives a<b<c<d<e<f<g.
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Figure9: Corréation entre les flavonoides et e pouvoir réducteur.

[1.2.L activité antiradicalaire

L’ activité antioxydante est déterminée par la diminution de |’ absorbance d’ une solution
methanolique de DPPH, qui est due a sa réduction en une forme non radicalaire DPPH-H
par les antioxydants donneurs d’ hydrogenes présents dans les échantillons (Doukani et al.,
2014).

D’aprés les résultats obtenus dans la figure 10, le pouvoir antiradicalaire des
échantillons étudiés vis-avis du radicld DPPH varie de 2,2% a 20,37% pour une
concentration de 100 mg/ml. Le miel d’Ibakouren (M1) présente I’ activité antiradicalaire la
plusfaible et le miel de Toudja (M3) présente la meilleure activité antiradicalaire.

L’ éude réalisée par Boyahya et al., (2017) sur des miels Marocains a apporté des
pourcentages qui varient de[ 36,38% a 61,94%)]. Ces derniers sont supérieurs aux résultats
rapportés dans |la présente étude.

Cette différence est due aux conditions expérimentales (la température et le temps de
réaction), qui peuvent affecter les résultats de maniere significative (Hogan et al., 2009 ;
Lobo, 2009).
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Les résultats obtenus pour les échantillons de miels additionnés de pollen varient de
9,62% a 30,37%. Sachant que |’ échantillon de pollen a montré un pouvoir antiradicalaire
de 25.36 %. L’ addition du pollen a augmenté considérablement le pouvoir antiradicalaire
des échantillons de miels.

La variation de I’ activité antiradicalaire peut étre expliquée par la différence dans la
teneur en polyphénols totaux et aux autres composants qui ont une activité antiradicalaire.
Les résultats illustrés sur lafigure 10 montrent que les activités antiradicalaires du miel, du
pollen, et du mélange présentent des différences significatives.

Des corréations significatives positive sont constatées entre la teneur en polyphénals,
flavonoides, caroténoides et I'activité antiradicalaire, respectivement (r=0,35; r=0,42;

1=0,57, P<0,05).
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Figure 10 : Activité antiradicalaire des échantillons.
Les barres verticales représentent les écartypes. Les valeurs portant des lettres différentes

présentent des différances significatives a<b<c<d<e<f<g.
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Figure 11 : Corréation entre lateneur en polyphénols et I’ activité antiradicalaire
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Figure 13: Corrélation entre lateneur en caroténoides et I’ activité antiradicalaire.

[1.3. Laréduction du molybdate

Lafigure (14) montre les résultats obtenus concernant I’ activité antioxydante, mesurée
par laréduction de molybdate par |es antioxydants présents dans les échantillons anal yseés.

Pour les échantillons de miels étudiés, la meilleur capacité réductrice est enregistrée
pour le miel de Sidi-aich (M5) suivi respectivement par le miel de Tigzirt (Tizi-Ouzou)
(M6), de Toudja (M3), de Kherrata (M4), de Oued-Ghir (M2) et enfin celui qui enregistre
une faible capacité réductrice et le miel de Ibakouren (Amizour) (M1). La capacité
réductrice enregistrée pour le pollen est inférieure a ceux du miel.

Pour la capacité réductrice du miel additionné de pollen, le mélange de Tigzirt (Tizi-
ouzou) (M6p) a la plus grande capacité, suivi respectivement de mélange de Sidi-aich
(M5p), de Toudja (M3p), de Ibakouren (M1p), de kherrata (M4p) et enfin celui de Oued-
Ghir (M2p) avec la capacité réductrice laplus faible. Les différences des résultats peuvent
étre attribuées a plusieurs facteurs tels que la source florale, les facteurs saisonniers, et la
nature du solvant d’ extraction (Lindaet al., 2012).

La variation de la capacité réductrice des échantillons vis-a-vis du molybdate peut étre
attribuée a leur différence de composition en agents réducteurs tels que les polyphénals,
I’ acide ascorbique et les caroténoides (Jayaprakasha et al., 2008). La nature et |a structure

des composés phénoliques ainsi que la présence d autres composés non phénoliques tels
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que les enzymes et les substances non enzymatiques peuvent intervenir dans |’ activité
antioxydante du miel (Loo et al., 2008 ; Ferreiraet al., 2009).
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Figure 14 : Réduction du molybdate des échantillons.

Les barres verticales représentent les écartypes. Les valeurs portant des lettres différentes

présentent des différances significatives a<b<c<d<e<f<g.
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Conclusion

La santé humaine est mise en danger par de nombreuses maladies causees par le stress
oxydatif, ce qui amené alarecherche de produits naturels riches en antioxydants réduisant

ainsi lesrisgues liés a ces maladies.

Parmi les aliments bénéfiques al’ organisme, les produits issus de laruche telle que le miel,
et le pollen, qui sont non seulement une source d apports nutritifs mais également
présentent des effets protecteurs contre les maladies.

Dans la présente étude, une évaluation globale des teneurs en antioxydants est une
détermination de I’ activité antioxydante sont réalisés sur quel ques échantillons de miels, de
pollen et de leurs mélanges. Cette étude a donné des valeurs significativement différentes
entre les échantillons. Ces variation sont attribuées a la source florale, a I'origine

géographique et au site de collecte.

La composition en antioxydants des différents échantillons étudiés varie d'un
échantillon aun autre.

7z

L’ analyse statistique a révélé que I’ échantillon du miel Sidi-aich (M5) est le plus riche
en composés phénoliques, caroténoides, tandis que le miel Toudja (M3) représente la
teneur la plus élevés en flavonoides et une meilleure activité antiradicalaire. Le meilleur

pouvoir réducteur est constaté avec le miel (M4) issu de Kherrata.

L’ échantillon de pollen présente des teneurs tres élevées en antioxydants, ce qui
explique son importante activité antioxydante. De méme que pour les échantillons

congtitués par le mélange miel - pollen.

Sur la base des données obtenues dans le présent travail, on peut conclure que I’ addition
du pollen au miel aamélioré considérablement ce dernier.

Par ailleurs, des corrélations positive intéressante ont été constaté entre les composés
phénoliques - flavonoides (r=0,83), flavonoides - activité antiradicalaire (r=0,42),
caroténoides - activité antiradicalire (r=0,57), polyphénols - DPPH (r=0,35), flavonoides -
pouvoir réducteur (r=0,13).

Dansle but de compléter cetravail, il serait intéressant de:

e Elargir I’ échantillonnage a différente origine botanique.
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e Comparer le miel et le pollen a d autres produits de la ruche (gelée royae, lacire,
et lapropolis).

o Identifier les antioxydants du miel et du pollen par des techniques plus
performantes tels que HPLC.

e FEtudier les propriétés physico-chimiques et antibactériennes de ces différentes
échantillons.
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Annexes



Résumeé

L’ objectif de cette étude est I’ évaluation du pouvoir antioxydant du miel additionné
de pollen provenant de larégion de la Kabylie. Les analyses effectuées ont permis la
détermination des principaux agents antioxydants et de I’activité antioxydante de
différents échantillons de miels, d'un échantillon de pollen, ains que de leurs
mélanges. Les résultats obtenus ont montré que I’ échantillon de pollen possede une
meilleure teneur en antioxydants et une meilleure activité antioxydante par rapport
aux échantillons de miel. Ce qui a expliqué I’amélioration considérable du pouvoir

antioxydant des miels par |’ addition de pollen.

Motsclés: miel, pollen, mélange, agents antioxydants, activité antioxydante.
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