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Introduction

Introduction

Les abeilles sont apparues sur Terre depuis des millions d’années et ce bien avant
I’Homme. Ces dernic¢res années, les propriétés thérapeutiques des produits de la ruche
connaissent une fascination grandissante. Cependant, nombreux sont les patients en quéte
d’une médecine plus traditionnelle utilisant les produits issus de la nature comme source

thérapeutique (Mathilde, 2017).

La gelée royale est I’un des produits de la ruche les plus importants aussi bien sur le
plan économique que sur le plan biologique vu le role majeur qu’elle joue dans la vie des
abeilles et la multitude des effets bénéfiques qu’elle procure a 1’organisme. Ce produit est
unesécrétion des glandes mandibulaires et hypopharyngiennes des abeilles nourriciéres de
I’espece Apis millefera. Le role majeur de cette substance est I’acquisition du phénotype royal
et la miseen place d’une organisation sociale au sein de la ruche. Elle constitue aussi la seule

alimentationde la reine tout au long de sa vie (Wright et al., 2018 ; Oldroyd et al., 2018).

La gelée royale est composée de 60 a 70 % d’eau, de 9 a 18 % de protéines, de 7 a 17
% de carbohydrates, de 3 a 8% de lipides, de sels minéraux et de petites quantités de
vitamines, de nucléotides, d’acides aminés et de polyphénoles (Ramadan et Al-Ghamdi,

2012)

Les travaux scientifiques réalisés sur ce produit naturel ont démontré qu'elle posséde
plusieurs activités biologiques comme les activités antioxydante, antimicrobienne,
cicatrisante,anticancéreuse, anti-inflammatoire... (Ahmad et al., 2020 ; Hashem et al.,

2021).

L’essentiel de ces propriétés est inhérent a la composition chimique de la gelée royale.
Les études menées sur ce point montrent une hétérogénéité selon la race d’abeille
productrice, I’origine géographique, le type d’alimentation, 1’exposition a des xénobiotiques

toxiques et les méthodes analytiques employées (Melliou et Chinou, 2014).
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La production mondiale de la gelée royale est estimée de quelques milliers de tonnes
paran avec la Chine comme premier producteur (60 % de la production). Cela fait que le prix
de revient de ce produit de la ruche soit assez €levé et nettement supérieur a ceux d'autres
produitsapicoles, tels que le miel ou le pollen, ce qui en fait une source importante pour les

apiculteurs(Ahmad et al., 2020, Collazo et al., 2021).

Ce travail réalisé a pour but la détermination du taux des antioxydants et des protéines

et les activités antioxydante et anti-inflammatoire de quelques échantillons de gelée royale
Il comporte 2 parties :

v La premicre partie est consacrée aux généralités sur la gelée royale et ses propriétées

biologiques.

v La deuxiéme partie est dédiée a la description du matériel et les méthodes utilisées

afind’analyser les échantillons de la gelée royale ainsi qu’aux résultats et discussions.
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Chapitre I : gelée royale : généralités et compositions

1. Définition

La gelée royale est un produit visqueux de couleur jaune blanchatre qui se trouve dans
des cellules royales (Figure 1). Elle est sécrétée par les glandes hypo-pharyngiennes et
mandibulaires des jeunes ouvrieres, nommées nourricieres, de 1’espece Apis millefera
(Nagai et al., 2006). En partie, cet ¢lément dérive des nutriments présents dans le pollen
ingéré par les abeilles. Elle est la nourriture unique et exclusive de toutes les larves pendant
leurs trois premiers jours de vie, des le troisieme jour pour celles destinées a devenir reines.
Ceci indiquele role majeur de la gelée royale dans 1’acquisition et la mise en place d’une
organisation socialeau sein de la ruche. Ce produit de la ruche constitue la seule alimentation

de la reine pendant toute son existence (Khazei et al., 2017).

Figure 1 : Cellules royales ouvertes (Mozafar et al., 2017).
2. Production de la gelée royale
La production de la gelée royale se fait dans une ruche aménagée avec une partie sans

acces pour la reine (Ballot Flurin, 2009).

L’apiculteur dépose des larves d’ouvriéres agées de 12 a 36 heures a I’intérieur de la
ruche avec des ébauches de cellules royales artificielles. Les ouvrieres vont alors donner a
ces ébauches de cellules la taille définitive des cellules de reines tandis que les nourricieres
sécretent la gelée royale et la distribue aux jeunes larves pendant 2 a 3 jours (Rigal, 2012).
Apres trois jours, la gelée royale est récoltée et transférée pour étre stockée (Boselli et al.,

2003).
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3. Biosynthese de la gelée royale
La gelée royale est une sécrétion de deux types de glandes céphaliques des abeilles

nourricieres : glandes hypo-pharyngiennes et mandibulaires.

Les glandes hypo-pharyngiennes sont des paires d’amas alvéolaires de cellules
glandulaires, situées entre les yeux et le cerveau des abeilles nourrici¢res (Deseyn et Billen,
2005). Elles jouent un role dans la production de la partie protéique de la gelée royale

nécessairea 1’alimentation des larves (Crailsheim et Stolberg, 1989).

Les glandes mandibulaires sont des glandes situées a c6té de chaque mandibule et sont
de taille trés grande chez les abeilles et moyenne chez les ouvriéres. Elles jouent plusieurs
rolesdont celui de la production des composés lipidiques de la gelée royale. L’acide 10-
hydroxy2- décénoique est 1’acide gras prépondérant de la gelée royale produit par ces

glandes (Barker, 1959).

4. Composition chimique
La composition de la gelée royale est différente suivant qu’elle est destinée aux larves
d’abeilles ouvriéres ou aux larves de reine et dépend également de nombreux facteurs, y

compris I’origine de I’abeille ainsi que les conditions régionales et saisonnicres (Clement,

2009).

La composition de la gelée royale la plus fréquemment citée est la suivante (Figure2).

Glucides Lipides Autres
1296 696 3%

Proteines Gelée royale

129

Eau
67%

Figure 2 : Composition chimique de la gelée royale (Clement, 2009).

4.1. Teneur en eau
La teneur en eau de la gelée royale variée de 60 a 70 % (Baudel, 2017). La variation

d'humidité peut s’expliquer par I’insolubilité¢ de certains de ses composés(Sabatini et al.,

2009).
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4.2. Glucides
Les principaux sucres existant dans la gelée royale sont le fructose et le glucose avec
une teneur qui varie entre 4,06 a 6,4 % et 5,07 a 8,2 %, respectivement. Le saccharose est

¢galement présent mais en quantité moindre (0,8 a 3,6 %).

La composition en glucides de la gelée royale pourrait étre liée non seulement a
I’origine territoriale mais aussi a la méthode et au moment de la collecte et a I’age des larves

(Zhu et al., 2019).

La gelée royale d’origine frangaise comporte une teneur en sucres comprise entre 7,9

et 17,9 % avec une moyenne de 13,1 % (Xue, 2017).

4.3. Protéines

La teneur en protéines dans la gelée royale est d’environ 13 % (Jeanne, 1992). Elles
jouent un role important, tant nutritionnel que biologique, dans le développement des larves
et la vie de la reine ainsi que des activités bénéfiques pour la santé humaine (Fujiwara et

al., 1990).

Les protéines majeures de la gelée royale constituent une famille de neuf protéines
(MRJP1-9 : Major Royal Jelly Protein). Elles représentent jusqu’a 90 % des protéines de la
gelée royale (Laurent, 2014). MRJP1 est le plus dominant parmi tous les MRJP et il existe
sous deux formesdistinctes : oligomére et monomere. L'oligomere MRJP1 est tres résistant
a la chaleur et il est considéré comme un facteur de prolifération prédominant par rapport a

MRJP2 et MRJP3 (Moriyama et al., 2015).

Les protéines de la gelée royale jouent des roles physiologiques et spécifiques dans le
développement de la reine des abeilles (Schmitzova et al., 1998 ; Nozaki et al., 2012). Elles
modulent le développement des larves femelles non seulement par leur haute valeur
nutritionnelle mais principalement par l'activité physiologique de leurs 400 a 578 acides
aminésqui contribuent au rle de la gelée royale dans la prolifération cellulaire, la suppression

des cytokines et 'activité antimicrobienne (Xin et al., 2016).
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4.4. Lipides

La gelée royale a une teneur lipidique d’environ 5 % dont 80 a 85 % d’acides gras sous
forme libre a chaine courte contenant 8 a 12 atomes de carbone et sont généralement des
acidesgras hydroxyles ou dicarboxyliques (Xue, 2017), 4 a 5 % de phénols responsables du

brunissement de la gelée a la lumiére et 0,30 % de stérols (Jeanne, 1992).

Les acides gras de la gelée royale les plus importants dans 1'ordre sont I'acide 10 -
hydroxydécanoique (10- HDA), l'acide 10-hydroxy-2-décénoique (10H2DA) et l'acide

sébacique (SA). Ces acides participeraient a la résistance de la reine dans la ruche, a sa

Longévité (Laurent, 2014) et jouent un role dans les propriétés biologiques de la gelée

royale (Amigou, 2016).

Le 10-HDA exerce un controle épigénétique sur la caste différenciation d ’Apis mellifera
en inhibant les histones désacétylases qui catalysent I’hydrolyse de résidus acétyl-lysine des

histones au niveau N-terminal (Buttstedt et al., 2016 ; Polsinelli et Yu, 2018).

En raison du faible pH de la gelée royale, le 10-HDA agit comme un puissant
bactéricide. Il protége donc les larves d'abeilles contre les infections bactériennes virulentes
quiaffectent les ruches telles que celles causées par certaines souches de Paenibacillus

(Sediva et al., 2018).

4.5. Sels minéraux

Le taux des sels minéraux contenus dans la gelée royale est d’ordre de 0,80 g par 100
g (Jeanne, 1992). IIs sont en quantité moindre que celle contenue dans le pollen. Il en existe
danscet aliment les minéraux : Calcium, Fer, Potassium, Soufre, Magnésium, Phosphate,
Sodium, Zinc, Cuivre, Manganese, Aluminium, Baryum, Strontium, Bismuth, Cadmium,

Mercure, Or, Nickel, Titanismes, Vanadium, Cobalt et Molybdéne (Laurent, 2014).

4.6. Vitamines
La gelée royale contient plusieurs types de vitamines dont le groupe de vitamines

B (Zhou et al., 2007) et surtout la vitamine B5 (acide pantothénique) (Guendouz, 2019).

Il en existe aussi en quantité négligeable la vitamine C et des vitamines liposolubles

telles que les vitamines A, D, E et K sous forme de traces (Gharbi, 2011).
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La gelée royale est utilisée pour améliorer la santé des cheveux et favorisée leurs
croissances, ceci est due a sa teneur ¢levée en biotine qui favorise la production de la kératine

(Zhou et al., 2007).

Tableau I : Principales vitamines identifiées dans la gelée royale (Xue et al., 2017).

Types de vitamines Quantités (mg/100g)

Vitamine A 01,10

Vitamine D 00,20

Vitamine E 05,00

Vitamine B1 02,06
Vitamine B2 02,77

Vitamine B6 11,90
Vitamine B12 00,15
Vitamine BS (acide penthotenique) 52,80
Niacine 42,42

Vitamine C (acide ascorbique) 02,00
Vitamine B9 (acide folic) 00,40

4.7. Composés phénoliques
Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires
synthétisésa partir des métabolites primaires. Ils sont parmi les composés bioactifs de la

gelée royale, ils proviennent de plante ou ils sont largement distribués (Liu et al., 2008).

Les composés phénoliques sont présents dans la gelée royale dont la concentration
dépendde divers facteurs, notamment les especes végétales utilisées par les abeilles, la santé

de la plante, la saison et les facteurs environnementaux (Ramadan et al., 2012).
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L'activité antioxydante de ces composants contribue aux propriétés anti-apoptotiques

et anti- inflammatoires de la gelée royale (Kocot et al., 2018).

La gelée royale récoltée sur les plus jeunes larves (agées d'un jour) dans les 24 h contient
un taux en composés phénoliques plus ¢élevé et présente un effet de piégeage des radicaux
libres plus puissant par rapport a la gelée royale obtenue sur des larves plus agées ou plus

tard que 24h (Liu et al., 2008).

OH
L i
(o] OH - s sk

OH _OH
o
e e HO OH oM,
OH OH
Acide chlorogénique ) . .
geniq Acide gallique Acide ferrulique
o OoH o OH o OH
= e —

OH

. . OH
Acide cinnamique .

Acide Acide caféique
hydrox cinnamique

Figure 3 : Structure de certains composés phénoliques (Rzepecka-Stojko et al., 2015)

4.7.1. Flavonoides
Le terme « flavonoide » désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Ils possédent le méme élément structural de base, a savoir

I’enchainement 2-phénylchromane. Ils sont caractérisés par leur structure commune en C6-

C3-C6 (Portet et al., 2007).

Les principaux flavonoides présents dans la gelée royale sont les flavonoles (la
quercétine, le kaempherol, la galangine et la fisétine), les flavanones (la pinocembrine, la
naringine et I'hespéridine), les flavones (l'apigénine, 'acétine, la chrysine et la lutéoline) et
les isoflavonoides (le coumestrol, la formononétine et la génistéine). L'activité antioxydante
de cescomposants contribue aux propri€tés anti-apoptotiques et anti-inflammatoires de la

gelée royale (Kocot et al., 2018 ; Ramadan et al., 2012).
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4.8. Autres composés

La gelée royale contient également d’autres composés qui sont :

- Des hormones sexuelles : cestradiol, testostérone et progestérone (Domerego et al.,

2009).

- Des enzymes : glucose-oxydase, glucose-déshydrogénase et le précurseur de I’alpha

glucosidase (Han et al., 2011).

- De la gélatine (précurseur de collagene) et des acides nucléiques (ADN et ARN)
(Gharbi, 2011).

- Des facteurs antibactériennes (Domerego et al., 2009).
- De I’acétylcholine (jusqu’a 1 mg/g) (Laurent, 2014).

5. Conservation de la gelée royale
La gelée royale est un aliment dont la conservation est difficile. Elle doit étre conservée
dans des pots en verre hermétiquement fermé avec un bouchon en plastique dés le

prélevementet entreposé au réfrigérateur a des températures entre 2 a 5 °C (Biri, 2011).

La gelée royale est sensible a 1’air (perd facilement son eau et s’oxyde en brunissant),
a la chaleur (apparition de certaines moisissures et provoque diverses altérations) et a la

lumiére (Millet, 2006).
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Chapitre II : Propriétés biologiques de la gelée royale

La gelée royale posséde de nombreuses propriétés biologiques et thérapeutiques :
antioxydantes,  antiinflmmatoires,  antibacteriennes,  eupeptiques,  analgésiques,
hypocholestérolémiantes, érythropoiétiques... Elle est connue pour ses diverses applications

surle physique et la psychologie (tranquilisant) de I’organisme humain (Blanc, 2010).

Ses propriétés et sa composition en font un complément utile au traitement de
nombreuses maladies, elle est donc trés recommandée. Sa richesse en vitamine B5 lui
confére la propriété d’étre utilisée contre les problémes de phanéres (peau et ongle fragiles,
chute de cheveux anormale). Elle peut aussi étre recommandée comme stimulant sexuel et

pour les traitements des troubles de la ménopause (Guendouz, 2019).

1. Propriété antioxydante

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la balance de la production des radicaux

libres et le systéme de défense antioxydant de 1’organisme (Cuvillier, 2015).

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber l'oxydation d'autres molécules. En
d’autres termes, c’est "toute substance qui retarde, prévient ou supprime les dommages

oxydatifs causés a une molécule cible" (Halliwell, 1995).

Divers essais chimiques couplés a des technologies de détection hautement sensibles
et automatisées sont utilisés pour évaluer l'activité des antioxydants par des mécanismes
particuliers, par exemple, 'activité de piégeage contre certains types de radicaux libres,le

pouvoir réducteur et la chélation des métaux, entre autres (Shahidi et Zhong, 2015).

La gelée royale est un antioxydant puissant par sa composition en métabolites

secondaires (Balkanska et al., 2017).

Les acides aminés libres, y compris les acides aminés essentiels, les petits peptides, tels
que les dipeptides (Lys-Tyr, Arg-Tyr et Tyr-Tyr) obtenus a partir de protéines de gelée
royale, hydrolysées par protéase, possedent des groupes hydroxyles phénoliques qui piegent
lesradicaux libres par transfert d’atome d'hydrogene de leur groupe hydroxyle (Martinello

et Mutinelli, 2021 ; Guo et al., 2009).
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Les travaux in vivo ont révélé que la gelée royale a la capacité d’augmenter les systémes
de défense antioxydant : taux de la superoxyde dismutase (SOD), de la glutathion peroxydase
(GSH-Px), de la glutathion réductase (GSH-R), de la catalase (CAT) et du glutathion et
d’autrepart a diminuer certains marqueurs de stress oxydatif, notamment le malondialdehyde

(MDA) et I’oxyde nitreux (NO) (Pourmoradian et al., 2014).

Park et al. (2020) ont étudié la capacité antioxydante des MRJPs en utilisant les
MRJPs 1-7 recombinant de I’espéce A. mellifera (AmMRIPs 1-7) produites dans des cellules
d'insecteinfectées par un baculovirus. Les tests d’activité¢ antioxydante des AmMRIJP 1 a 7
recombinantes contre 1’effet du peroxyde d’hydrogeéne (H20.) sur des cellules en culture
(lignée cellulaire de fibroblastes murines NIH 3 T3) ont révélé que les AmMMRIP réduisent
l'activité de la caspase-3 et I'apoptose cellulaire induite par le stress oxydatif et entrainent
une augmentation de la viabilité cellulaire. De plus, les AmMMRIP 1 a 7 présentent une
activit¢ de piégeage des radicaux 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle et protégent contre les
l1ésions oxydativesde I'ADN. Ces résultats indiquent que les AmMRIP jouent un rdle

d'antioxydant.

La gelée royale également retarde le mécanisme de vieillissement. En effet, elle
pourrait améliorer les taux de survie de 50 % des souris C3H/HeJ qui souffrent fréquemment
de carcinogenése du foie ou d'autres organes avec 1'age, en diminuant ' ADN rénal et les taux
sériques de 8- hydroxy-2-désoxyguanosine (marqueur d’oxydation qui s'accumule dans les

tissus avec le vieillissement) par des molécules non encore définies (Inoue et al., 2003).

2. Propriétés anti-inflammatoires

L’inflammation est un processus physiologique qui détermine la réaction normale du
corps contre une agression pathogene ayant comme origine des ¢léments physiques, solides
exogenes ou endogenes. De plus, I'inflammation est une réaction généralement bénéfique

pourl’organisme car elle lui permet de réparer les tissus 1€sés (Schwartz, 2010).

Les manifestations de la réaction inflammatoire persistent a des intensités et des durées
variables. Il y a alors de deux types : réaction aigue définie comme une réponse normale de
I’organisme permettant généralement une protection et une réparation ; réaction chronique

quiprésente une réponse associée a un processus nocif et dégénératif (Schwartz, 2010).
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La réponse inflammatoire se déroule en trois phases : la phase d’initiation qui mis en
jeu des effecteurs primaires (radicaux libres) libérés par les phagocytes activés suite a un
signal de danger, la phase d’amplification durant laquelle il y a ’activation des effecteurs
secondaires (cytokines) et enfin la phase de résolution et de réparation des tissus agressés

(Zerbato, 2010).

Ces phases font intervenir plusieurs substances chimiques telles que les enzymes dont
les principales sont les cyclooxygénases COX-1 et COX-2 et la lipooxygénase (Viunda-
Martos et al., 2008).

Plusieurs études ont démontré 1’effet antiinflammatoire de la gelée royale. Les
premicres investigations révélant I’activité antiinflammatoire de la gelée royale ontété
rapportées par Kohno et al. (2004), suite a I’inhibition de la production des cytokines IL-6,
IL-1 et TNF-a par les macrophages péritonéaux murins stimulés par les lipoplysaccharides
et D’interféron gamma (IFNy) dans les colites murines induites par l'acide 2, 4, 6,

trinitrobenzéne-1-sulfonique (Karaca et al., 2015).

D’autre part, a une concentration de 100 mg/Kg la gelée royale provoque une
diminution de I’expression de la cyclo-oxygénase 2 (COX-2) et du facteur NF-kB, deux

médiateurs de la réaction inflammatoire (Manzo et al., 2015).

La lignée cellulaire murine BV-2 stimulée par lipopolysaccharide a été traitée par gelée
royale qui a démontré un effet anti-inflammatoire. Cet effet protecteur pourrait étre causé
par l'inhibition de la transcription des cytokines TNF-a, IL-1p et IL-6 qui sont pro-

inflammatoires(You et al., 2018).

Certains constituants de gelée royale possedent une activité antiinflammatoire : 10
HAD (Chen et al., 2018 ; Yang et al., 2018) et I’adénosine N1-oxide (Kohno et al., 2015;
Ohashi etal., 2019).

3. Propriétés antimicrobiennes

La gelée royale posséde une activité inhibitrice sur de nombreux microorganismes soit
bactéries, champignons ou virus, In vivo ou In vitro citant : Lactobacillus plantarum
Escherichia coli, Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis,

Pseudomonas fluorescens, Bacillus licheniformis, Erwinia carotovora, Micrococcus varians

etBacillus subtilis (Mateescu, 2016).
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En effet, des études ont montré que la gelée royale a des actions bactériostatiques et
bactéricides sur certaines bactéries Gram (+) et Gram (-). Ces actions reviennent a sa richesse
en flavonoides, a I’acide 10-hydroxy-2-décénoique (10-H2DA) et également en protéines et

enpeptides (Genc et Aslan, 1999 ; Barnutiu et al., 2011).

La royalisine aussi est un type de peptide qui joue un double role : antifongique en
inhibant la croissance du champignon Botrytis cinerea et antibactérien en empéchant la

multiplication des bactéries Bacillus subtilis et Sarcina lutea (Mateescu, 2016).

4. Propriétés anticancéreuses

La présence d’un acide gras monoinsaturé (10H2DA) dans les secrétions mandibulaires
de la reineconfére a la gelée royale une activité anti-tumorale potentielle. Par conséquent,cet
acide gras inhibe la production de facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF)

qui joue un role dans la croissance des tumeurs donc la néovascularisation (Rabouane,

2014).

5. Propriétés cicatrisantes

La gelée royale joue un role important dans le phénomene de réparation tissulaire grace
a des acides aminés proline et I’hydroxyproline qui sont des précurseurs de 1’¢lastine et du
collagéne. De plus, les MRJP interviennent dans 1’induction de la prolifération des

kératinocytes (Marie, 2012).

Le 10 H2DA intervient dans le processus de cicatrisation en favorisant la production
de facteur de croissance TGF-B1 (Facteur de croissance transformant betta) par les
fibroblastes ou bien il stimule la production de collagéne et son dépdt dans les dermes

(Koya-Miyata et al., 2004).

La gelée royale contient aussi des oligo¢léments et des vitamines qui interviennent
dansle processus de kératinisation par la régulation de la division des cellules basales de

I’épiderme(Marie, 2012).

6. Propriétés immunostimulantes

La y-globuline et le 10H2DA présents dans la gelée royale ont une action sur les organes
hématopoiétiques donc elles stimulent la prolifération cellulaire, la production d’anticorps

et des globules blancs et rouges. Aussi, elles ont une activité eupeptique et régulatrice des
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troublesdigestifs fonctionnels bénéfiques a I’'immunité par 1’amélioration du rendement

physique et intellectuel conférant un état de bien-étre général (Cousin, 2014).

7. Propriétés sur la fertilité

Ghanbari et al. (2015) ont montré que les personnes atteintes du diabéte et traitées par
la gelée royale présentent quelques symptomes positifs par rapport aux diabétiques sans
traitement tels que : ’augmentation de poids des testicules, le nombre, la motilité et la

viabilitédes spermatozoides ainsi que les taux sériques de testostérone.

De nombreux compléments alimentaires contenus dans la gelée royale sont indiqués
dans les troubles de la ménopause et cela par sa composition en hormones dont 1’cestradiol.
Cependant, la gelée royale n'est pas recommandée chez les patients ayant un antécédent de

cancer hormono-dépendant (Mathilde, 2017).

8. Propriétés antihypertensives

La gelée royale est impliquée dans le traitement de 1’hypertension artérielle par sa
composition en enzyme protéase ProRJ (Protease N treated royal jelly) et ses peptides (Ile-
Tyr, Val-Tyr, lIle-Val-Tyr) qui inhibent I’activit¢ de 1’enzyme de conversion de

I’angiotensine I (ACE) qui est un puissant vasoconstricteur (Tokonaga, 2004).

9. Propriétés revitalisantes

La gelée royale stimule D’appétit par I’action synénergique de ses constituants
notamment le 10H2DA»s (10-hydroxy-trans-2-décénoique 25), D’acétylcholine et les
vitaminesdu groupe B parmi lesquelles 1’acide pantothénique (BS5). Ce dernier joue un role
dans I’équilibre neuropsychique en luttant contre un état dépressif ou angoissé aussi
I’activation du métabolisme qui améliore 1’oxygénation des tissus dont les tissus nerveux

(Cousin, 2014).
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Chapitre I Matériel et méthodes

Chapitre I : Matériel et méthodes

1. Echantillons de gelée royale
Huit échantillons de gelée royale de 2019 (Tableau II) sont conservés a une
température - 18°C. Ils sont analysés pour leurs teneurs en protéines et en antioxydants ainsi

que leurs activités antioxydantes et antiinflammatoires.

Tableau II : Echantillons de gelée royale analysés.

Gelées royales Région
G1 Blida
G2 Tipaza
G3 Khenchella
G4 Boumerdas
G5 Mila
Go6 France
G7 Skikda
G8 Jijel

2. Extraction
Une quantité de gelée royale de 1 g est dissoute dans 6 ml de chacun des solvants : eau,
éthanol et méthanol. Le mélange est agit¢ 10 et 30 minutes au vortex et aux ultrasons,

respectivement. Apres, il est centrifugé a 5000 rpm durant 10 minutes (Liu et al., 2008).

A partir de dosage des composés phénoliques totaux, il s’est avéré que 1'éthanol donne
le meilleur taux en ces composés. Par conséquent, les analyses sont effectuées sur des extraits

¢thanoliques.
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3. Dosage des antioxydants et des protéines
3.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents types de gelée royale est effectué
suivant la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Naithani et al.,
2006).Ce réactif est formé d’acide phosphotungstique (H3PW,04) et d’acide
phosphomolybdique (H;PMo0,,049) qui sont réduits lors de I’oxydation des phénols en
oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogO,3) (Ribéreau-Gayon et al.,
1982).

Un volume de 100 pl d’extrait de gelée royale est mélangé avec 100 pl du réactif

de Folin-Ciocalteu (50 %, v/v) et 2 ml de la solution de carbonate de sodium (Na,COs) (2 %,

p/v).

Apres 30 min a 'obscurité, I'absorbance est lue a 750 nm. L’acide gallique estutilisé
comme standard et les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100

gramme de gelée royale (mg EAG/100 g) (Figure 1, Annexe 1).

3.2. Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides contenue dans les échantillons de gelée royale est déterminée

selon la méthode décrite par Mokaya et al. (2020).

Un volume de 0,5 ml d’extrait de la gelée royale est mélangé avec 2 ml d'eau distillée
et avec 0,150 ml de la solution de nitrite de sodium (NaNO2, 5 %). Apres 5 min, 0,150 ml de
lasolution de trichlorure d'aluminium (AICl3, 10 %) sont additionnés au mélange précédent.
Six minutes plus tard, 1 ml de la solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, 1M) et de 1,70 ml

d'eaudistillée y sont ajoutées. L'absorbance du mélange est lue a 510 nm.

La teneur en flavonoides totaux des gelées royales étudiés sont exprimées en mg

équivalent de quercétine par 100 g de gelée royale (mg EQ/100 g) (Figure 2, Annexe 1).

3.3. Dosage des protéines
La méthode de dosage des protéines est réalisée selon Azeredo et al. (2003). Une fois
les protéines sont liées au colorant bleu de commassie G250, il y’aura ’apparition d’une

couleurbleue qui dure avec le temps.
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Un volume de 100 pl de la solution de gelée royale est mélangé avec 5 ml de la solution

de Bradford. Apres incubation a 2 min, I’absorbance du mélange est lue a 595 nm.

La BSA (bovine serum albumin) est utilisée comme un standard et les résultats sont

exprimés en mg E BSA/100 g (Figure 3, Annexe 1).

4. Etude de Pactivité anti-oxydante
4.1. Test DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
Le DPPH est un radical libre qui se fixe a un proton libéré dans un milieu réactionnel

par une molécule antioxydante. Cette réaction engendre une diminution de I’intensité de la

couleur (Meda et al., 2005).

Le test de réduction de DPPH par les antioxydants présents dans la gelée royale est
réalisé suivant le protocole décrit par Meda et al. (2005). Un volume de 1ml de la solution

¢thanolique de DPPH (6,10'2

mM) est ajouté a 500 pl de la solution éthanolique de la
gelée royale. L'absorbance est lue a 517 nm apres 15 min d’incubation. Le pourcentage de

réduction du radical DPPH est donné selon la formule suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Absc - Abse) / AbsC] x 100

Absc : Absorbance du contrdle (1 ml de solution DPPH + 0,5 ml d'éthanol).
Abse : Absorbance de I’échantillon.
4.2. Test ABTS ([2, 2-azinobis (3-ehtylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diamonium salt]

Le test ABTS est une méthode colorimétrique basée sur I’inhibition du radical

cationique ABTS+. La solution d'ABTS ne contient pas de radicaux libres au départ. Apres

mélange avec du persulfate de potassium, des radicaux libres ABTS*t se forment

par arrachement d'un électron a un atome d'azote de 'ABTS formant ainsi une solution de

couleurbleu-vert (Re et al., 1999). Le contact entre le radical ABTS't et un donneur
d'électron conduit a la formation d'un radical neutre ABTS dont le maximum d'absorbance

est a 734 nm (Isla et al., 2011).
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L’évaluation de la capacité antioxydante avec I'ABTS est effectué¢e suivant la méthode
rapportée par Re et al. (1999). Un volume de 0,1 ml de I’extrait éthanolique de gelée royale
estadditionné a 1 ml de la solution ABTS (7 mM). Aprés 7 min d'incubation a température
ambiante, I'absorbance est lue a 734 nm. Le pourcentage de réduction duradical ABTS est donné

selon la formule suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Absc - Abse) / Abst)] x 100

Absc: Absorbance du contréle.
Abse: Absorbance de 1'échantillon.

4.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif de I'activité antioxydante. Il est basé¢
sur la réduction de fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe ferricyanure de potassium

en fer ferreux (F 62+). L’intensité de la couleur verte obtenue est proportionnelle au pouvoir

réducteur (Canadanovic -Brunet et al., 2014).

L’évaluation du pouvoir réducteur de la gelée royale est effectuée selon la méthode
décrite parLi et Lin (2010). Un volume de 500 pl de la solution de gelée royale est mélangé
avec 500 pl de tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 500 pl de ferricyanure de potassium (1
%). Apres 20 min incubation au bain marie a 50 °C, 500 pl de trichloroacétate (TCA, 10 %)
sont ajoutés au mélange. Un volume de 500 pl est préleveé de ce mélange et dilué dans 800
ul d’eau distillée puis 100 pl de chlorure ferrique (0,1 %) y sont ajoutés. Apres 10 min,
I’absorbance est lue a 700 nm. Les résultats sont exprimés en mg EAG/ 100 g (Figure 4,

Annexe 1).

4.4. Test de CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity)
Le test CUPRAC est un test stable, rapide et facile qui permet d'estimer la teneur des
antioxydants contenant dans un échantillon et son activité réductrice. Il est basé sur le suivie

duchangement de I’absorbance du complexe néocuproine (Nc)-ions cuivrique [Nca-Cu?'].

Ce dernier est formé par la réduction de cuivre en présence de néocuproine. Ce

complexe de cuivre réduit donne une absorption maximale a 450 nm (Apak et al., 2004).
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Un volume de 150 pl de la solution de gelée royale est mélangé avec un volume de
150 pl d’eau distillée, un volume de 300 uL. de CuCl, (0,01 M), 300 pL de néocuproine (7,5
mM) et 300 pL de tampon d'acétate d'ammonium (1 M, pH 7). L’absorbance du mélange
est lue a 450 nm apres 30 minutes d’incubation. Les résultats sont exprimés en mg équivalent
de Trolox par 100 g de gelée royale (mg ET/ 100 g) en se référant a la courbe d’étalonnage
réalisée avecle Trolox (Oztiirk et al., 2011) (Figure 5, Annexe 1).

4.5. Test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test de FRAP est 1'une des analyses les plus répandues pour déterminer le pouvoir
antioxydant. Le principe de ce test est basé sur la réduction du complexe ferrique 2, 4,6-
tripyridyl-1,3,5-striazine (Fe**-TPTZ) en sa forme ferreux coloré (Fe’"-TPTZ) en présence
d’antioxydants. Le complexe Fe’'-TPTZ formé est de couleur bleue-violet avec un

maximum d'absorbance a 593 nm (Alvarez Suarez et al., 2010).

Un volume de 0,5 ml de la solution de gelée royale est additionné de 0,75 ml de la
solution de FRAP (300 mM de la solution acétate de sodium ; 40 mM TPTZ ; 20 mM de
la solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0)). L'absorbance du mélange réactionnel est lue a
593nm apres incubation pendant 5 min a 37 °C. Les résultats sont exprimés en mg EAG/

100 g (Alvarez Suarez et al., 2010) (Figure 6, Annexe 1).

4.6. Test de Ferrozine
Le test de Ferrozine est une méthode colorimétrique basée sur la formation de complexe

Fe?’-ferrozine aprés incubation des échantillons avec le fer divalentselon la méthode de Le et

al. (2007).

Les solutions d’échantillons (10 pl) sont mélangées avec 100 pl d’une solution de FeCl,
(0,6 mM dans I’eau distillée) et 900 ul de méthanol. Apres 5 min, 100 pl de Ferrozine (5
mM dans le méthanol) sont additionnés au milieu réactionnel, le mélange est bien agité puis
laissé pour réagir pendant 10 min a température ambiante. Apreés formation de complexe
violet avec le Fe (II)-Ferrozine, 1’absorbance est lue a 562 nm. Le pourcentage d’inhibition

est calculé par la formule suivante :

% D’inhibition = [(Absc - Abse)/ Absc] x 100

Absc : Absorbance du contréle.

Abse : Absorbance de 1’échantillon.
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5. Activité anti- inflammatoire

Le test d’hémolyse des érythrocytes a longtemps été utilisé en raison de la forte analogie
existante entre la membrane érythrocytaire et celle du lysosome. Cet organite joue un role
important dans l’inflammation. La déstabilisation de sa membrane peut provoquer ou

amplifierune réaction inflammatoire (Vijaya et al., 2013).

Le principe du test de I’activité antiinflammatoire consiste a I’induction d’une hémolyse
suite a un choc hypotonique. Si la gelée royale possede cette propriété, elle va diminué

I’intensité de cette hémolyse (Rani et al., 2014).

Le test consiste a préparer une solution érythrocytaire comme suit : Un volume du culot
du sang récupéré dans les tubes héparines, apres centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min,
I1 est soumis a trois lavages avec deux volumes du tampon phosphate (PBS) iso-salin (10
mM; 154 mM NaCl). Aprés lavage, une solution érythrocytaire a 10 % est préparée (1 ml du
culot + 9 ml du PBS iso-salin) (Rani et al., 2014).

Pour chaque échantillon, un volume de 0,1 g de gelée royale est mélangé avec 6ml
PBShypotonique (10 mM ; 50 mM NacCl). Une hémolyse est induite par un choc hypotonique
suivant la méthode de Shinde et al. (1999) et Oyepado et al. (1995).

Chaque test est réalisé en trois répliques. Plusieurs tubes sont donc préparés :

- Controle négatif : 0,5 ml de la suspension + 5 ml de PBS iso-tonique (aucune

hémolyse n’est induite).

- Contrdle positif : 0,5 ml de la suspension + 5 ml de PBS hypotonique (induction

d’hémolyse).

- Standard : 0,5 ml de la suspension + 5 ml d’acide salicylique (0,5 mg/ml) (molécule
antiinflammatoire) dissout dans le PBS hypotonique (diminution de [’intensit¢ de

I’hémolyse).
- Tube test : 0,5 ml de la suspension + 5 ml de I’extrait de la gelée royale déja préparée.

Aprées préparation des tubes, ces derniers sont incubés pendant 10 min a température
ambiante puis centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. L’absorbance du surnageant est

ensuite déterminée a 540 nm pour doser I’hémoglobine libérée des globules rouges 1€sés.
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Le pourcentage d’inhibition de I’activité antiinflammatoire est calculé par la formule

suivante :

% D’inhibition = [(DOc¢- DO¢)/ DO] x 100

DOc : Densité optique du contrdle positif.

DOe : Densité optique de 1’échantillon testé.

6. Analyses statistiques
Les parametres de la statistique descriptive (moyenne et écarts types) sont calculés a

I’aide du programme Microsoft Excel 2007.

Les données obtenues sont la moyenne de 3 essais. Le logiciel STATISTICA 5.5 est
utilisé pour réaliser I’analyse de la variance a un seul critere de classification (AVUC) entre
les différents échantillons de gelée royale. Les résultats sont classés par ordre décroissant a>
b>c>d>e> f> g> h. Les valeurs obtenues, pourtant la méme lettre, ne présentent aucune

différence du point de vue statistique et les barres verticales représentent les écarts types.

Les corrélations entre les parameétres étudi€s sont calculées avec statistique ¢lémentaire

en utilisant la matrice de corrélation.
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Chapitre I1 Résultats et discussion

Chapitre II : Résultats et discussion

1. Teneurs en antioxydants

1.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des végétaux, doués de propriétés
sensorielles et d’une activité antioxydante permettant la protection de leur hote (végétaux)
duesaux agressions extérieures. La gelée royale contient des substances bioactives qui sont

trés bénéfiques pour la santé humaine (Martinello et Mutinelli, 2021).

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques de la gelée

royale varient de 12,3 a 23,6 mg EAG/100 g (Figure 4).

25 - a
20 - b c
@2 S d
S 15 & ef f
S~
g3 g
< <«
S 10 -
—
o o0
&~ E
~ 5
0' T T T T T T T
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Echantillons

Figure 4 : Teneurs en phénols totaux des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives.

La gelée royale de khenchella (G3) présente la valeur la plus faible en phénols totaux.
Cependant, les échantillons G1, G5 et G6 n’ont pas une différence significative dans leur

concentration en cescomposés phytochimiques.

L’échantillon de Jijel (G8) présente la teneur la plus élevée en phénols totaux qui

présente une différence significative par rapport a celles des autres échantillons.

La concentration moyenne en polyphénols totaux des extraits éthanoiques des
différents échantillons de gelée royale est de 64,60 mg EAG/100 g. Ce résultat est inférieur
a ceux rapportés par Pavel et al. (2014) et Balkanska (2018) pour des gelées royales de
Roumanie (2349 mg EAG/100 g) et de Bulgarie (1807 mg EAG/100 g), respectivement.
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Par contre, il est supérieur a ceux obtenus par Kolayli et al. (2016), Ozkok et Silici
(2017) et Mokaya et al. (2020) dans leur étude sur des gelées royales de Turkie (9,1 a 30,1
mg EAG/100g ; 59,16 mg EAG/100 g) et de Kenya (46 mg EAG/100 g), respectivement.

Les travaux apportés par Nabas et al. (2014) justifie que le faible taux des polyphénols
totaux contenus dans la gelée royale est dii a leurs dégradations suite a des réactions
chimiques, enzymatiques et bactériennes, déclenchées par la grande quantité d’eau contenue

dans la geléeroyale.

Zaid et al. (2014) ont indiqué que la quantité des composés phénoliques contenue
dans la gelée royale est inévitablement faible car ils sont sécrétés par les jeunes abeilles

ouvri¢res mélangeant de petites quantités de miel, de propolis et de pollen.

Les composés phénoliques de gelée royale pourraient provenir de plantes ou ils sont
largement distribués dans la nature sous forme libre ou sous forme de glycoside, ils sont des
dérivés de I’acide coumarine et flavonoides dont la concentration dépend sur divers facteurs,
tels que le climat, les espéces végétales utilisées par les abeilles, la santé¢ de la plante, les

facteurs environnementaux, etc (Nabas et al., 2014 ; Zaid et al., 2014).

1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont une classe de polyphénols trés abondante dans le régne végétal.
Ilsont un pouvoir antioxydant et ils sont donc trés bénéfiques pour la santé humaine
(Ramdan et al., 2012). Peu d’études sont réalisées sur le taux global en flavonoides de la

gelée royale.

La figure 5 illustre les concentrations en flavonoides enregistrées dans les extraits

¢thanoliques de gelée royale.
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Figure 5 : Teneurs en flavonoides des échantillons de gelée royale.

Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives.

Les teneurs en flavonoides des extraits éthanoliques de la gelée royale analysés indique
un intervalle allant de 3,67 (G3) a 8,79 (G8) mg EQ/100 g. Les échantillons G2, G4 et G5

ne présentent pas de différences significatives dans leur concentration en ces substances.

La teneur moyenne en ces composés est de 6,09 mg EQ/100 g, cette valeur est
inférieure acelles obtenues par Mokaya et al. (2020) sur des gelées royales de Kenya (9 mg
EQ/100 g) et El Guendouz et al. (2020) sur des gelées royales d’origine marocaine,
espagnole et portuguese (de 10 a 50 mg EQ/100 g).

Lopez-Gutiérrez et al. (2014) ont détérminé la composition et la teneur des
flavonoides deneuf échantillons de gelée royale commercialisées en Espagne, par la
technique de chromatographie liquide a haute pression couplée a la spectrométrie de masse.
La concentration en flavonoides varie de 0 4 0,6527 mg/100 g. Ces substances végétales sont
représentées par quatre groupe : les flavones (Apigénine, Apigénine-6-C-glucoside,
Chrysin), les flavonoles (Kaempférol-3-Oglucoside, quercetin-3-O- rhamnoside, lutéoline-
4-O-glucoside), les flavanones (Hespérétine, Isosakuranetine/sakuranetine et Naringénine)

et les isoflavonoides (Coumestrol, Formononetin et Génistéine).

La concentration des flavonoides dans la gelée royale dépend de divers facteurs,
notamment les especes végétales utilisées par les abeilles, la santé de la plante, la saison et

des facteurs environnementaux (Kucuk et al., 2007).
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1.3. Protéines
La gelée royale est la nourriture des larves qui deviendront des futures reines. Elle

contient naturellement des ¢léments de croissance principalement les protéines (Fujiwara

et al., 1990).

La figure 6 montre les résultats des teneurs en protéines enregistrées sur les extraits
¢thanoliques de gelée royale analysées qui varient de 49,85 (G2) a 192,41 mg EBSA/100 g
(G5) avec une moyenne de 121,13 mg EBSA/100 g.
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Figure 6 : Teneurs en protéines des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives.

Le taux en protéines des échantillons G5 et G8, de I’est du pays, ne présente pas de
différence significative, 192,42 et 191,03 mg EBSA/100 g, respectivement. Cette
constatation est similaire pour les échantillons G1 (153,66 mg EBSA/100 g), G3 (147,09 mg
EBSA/100 g) et G4 (152,28 mg EBSA/100 g), récoltés au centre et a I’est du pays.

La gelée royale est riche en protéines dont le taux varie entre 9 et 18% (Ramanathan
et al., 2018). Cependant, ces concentrations tres faibles obtenues s’expliquent par le fait que
lesprotéines de la gelée royale, notamment les MRJPs, sont peu solubles dans I’éthanol. Ceci
a étémontré par Yuan et al. (2021) ou les protéines solubles dans 1’éthanol et analysées par
¢lectrophoreése SDS-PAGE (sodium dodécyl sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
comprennent deux protéines seulement, la MRJP1 et la glucosylcéramidase. Cependant, les
protéines hydrosolubles ont une composition trés complexe avec une grande intensité de

signal reflétant une concentration plus importante.
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Comme pour les taux en phénols et flavonoides, il y a une différence significativedans
les teneurs en protéines dans les échantillons de gelée royale. Selon El-Guendouz et al.
(2020), les échantillons du Maroc et d'Espagne ont présenté la plus grande quantité¢ de
protéines totales (29700 mg/100 g et 25600 mg/100 g), respectivement.

Pavel et al. (2014) ont rapporté que des échantillons frais et commerciaux de gelée
royale de Roumanie ont présenté des valeurs de protéines allant de 7100 mg/100 g a 17700
mg/100 g. El-Guendouz et al. (2020) ont testé aussi des échantillons de différentes régions
deBulgarie et des résultats similaires a ceux rapportés par Pavel et al. (2014) ont été trouvés.
Balkanska et al. (2018) ont rapporté des valeurs moyennes de protéines de 16100 mg/100
get 13200 mg/100 g.

La variation en protéines des extraits de gelée royale peut s’expliquer par I’origine
botanique (pollen et nectar sont des précurseurs de la gelée royale), les conditions
géographiques, les conditions environnementales des ruches et I’année de la récolte qui
affectent la teneur des acides aminés de la gelée royale. En effet, celle récoltée sur les plus
jeunes larves (4gées d'un jour) contient des protéines plus élevées (Balkanska et al., 2013 ;

Liu et al., 2008).

2. Etude de Pactivité antioxydante

Plusieurs méthodes d'activités antioxydantes sont utilisées afin d'étudier cette propriété
biologique pour les échantillons de gelée royale. En effet, I’emploi d’un simple et unique
test unidimensionnel de la capacité antioxydante n'est pas possible et ne refléterait pas
précisémentla complexité des interactions des antioxydants in vivo d’ou la nécessité de
combiner les essais pour vérifier le potentiel antioxydant d'un aliment. De plus, toute
allégation selon laquelle un aliment a une action antioxydante potentielle doit étre étayée par

des tests in vitro avant de faire 1'objet d'essais In vivo (MacDonald- Wicks et al., 2006).

2.1. Activité antiradicalaire par DPPH
Le radical DPPH est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la

simplicité de 1’analyse (Zhou et al., 2012).
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Les résultats de I’activité antiradicalaire des extraits éthanoliques de la gelée royale sont

représentés dans la figure 7.
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Figure 7 : Activité antiradiclaire avec le radical DPPH des échantillons de gelée royale
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives.

Les échantillons de la gelée royale donnent des pourcentages d’inhibition de 50,57 (G5)
a 78,26 (G8) % avec une moyenne de 63,82 %. L’échantillon de gelée royale de Jijel (G8)
révele une forte activité de piégeage de DPPH qui ne présente pas de différence significative
avec celle du Skikda (G7) (76,62 %). Par conséquent, ils ont une meilleure activité

antioxydante par rapport aux autres échantillons.

Les échantillons de gelée royale G3 et G6 ont la méme capacité d'inhibition du radical
DPPH. Ceci pourrait étre expliqué par leur teneur semblable en antioxydants. En effet, le
taux en polyphénols et en flavonnoides pour ces échantillons est de 12,32 et 13,48 mg
EAG/100 g; 3,67 et 4,21 m EQ/100 g, respectivement. Les valeurs obtenues sont proches a
celles rapportées par Martinello et Mutinelli (2021) sur la gelée royale de Corée de sud (30-
80 %) et supértieur a celle de la romanie (37,23-35, 94 %). Néanmoins, elles sont supérieures
a celles indiquées par Ozkok et Silici (2017), Balkanska (2018), Liu et al. (2008) et Pavel
et al. (2014) pour les gelées royales de Turki (5,72 %), de Bulgarie (15,07- 35,59 %), de
Taiwan (43- 62,8 %) et de Roumanie (35,94- 37,23 %), respectivement.

Selon Zdunska et al. (2018), I’activité antiradicalaire des échantillons de gelée royale
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est attribuée a la présence des acides férulique, caféique et chlorogineque.

2.2. Test ABTS
L'activité antiradicalaire par 'ABTS est une autre méthode permettant d'évaluer la
capacité des composés antioxydants a inhiber le radical cationique ABTS" et le réduire en

sa forme neutre ABTS sans couleur (Khalil et al., 2012).

L'ABTS " est applicable aux composés lipophiles et hydrophiles, ce qui permet de
mieux évaluer le potentiel antioxydant de la gelée royale connue pour sa richesse en lipides

(Gulcin, 2020).

La figure 8 montre les résultats de test ABTS enregistrés sur les extraits éthanoliques

analysées de la gelée royale.
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Figure 8 : Résultats du test ABTS des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives.

L'activité antiradicalaire des différents échantillons de la gelée royale étudiés est
comprise entre 44,30 (G 3) et 89,64 % (G2) avec une moyenne de 74,02 %. Le pouvoir
antioxydant de 1’échantillon de Tipaza (G2) est le plus élevé et il présente une différence
significative par rapport a celui des autres échantillons. Cette capacité antioxydante
importanteest due peut-étre a sa richesse qualitative et quantitative en phénols totaux et
flavonoides car ce sont les principaux facteurs responsables des activités antioxydantes.
Néanmoins, 1’échantillon de khenchella (G3) indiquela plus faible capacité antioxydante

(44,30 %). Ceci peut étre expliqué par sa teneur faible en phénol totaux et en flavonoides.
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Liang et Kitts. (2016) ont démontré que 1’acide chlorogénique est un puissant

antioxydant de la gelée royale et il posséde une forte capacité de piéger le radical ABTS.

2.3. Pouvoir réducteur
Les échantillons de la gelée royale analysés ont la capacité de céder un électron
enréduisant le fer ferrique en fer ferreux. Les résultats du test de pouvoir réducteur sont

représentés dans la figure 9.
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Figure 9 : Pouvoir réducteur des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives.

Les résultats obtenus varient de 10,42 (G1) a 13,34 (G8) mg EAG/100 g avec une
moyenne de 11,85 mg EAG/100 g. Ceci peut étre expliqué par leurs teneurs différentes en

antioxydants parmi lequel les polyphénols.

L'acide caféique est un puissant antioxydant. Aux concentrations de 10 et 30 ug/mL,

il possédeun pouvoir réducteur total important (Giil¢in, 2006).

Lu et al. (2010) ont démontré un pouvoir réducteur ¢levé (plus de 60 mg EBHT/g) qui
est plus important pour la gelée royale récoltée 24 heures apres le transfert des larves avec
une puissance réductrice nettement supérieure a celle de la gelée royale collecté 48 ou 72 h

apres le transfert larvaire.

La variation du pouvoir réducteur des différents échantillons de la gelée royale peut étre
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due a la présence des composés enzymatiques (glucose oxydase et catalase) et non
enzymatiques (composés phénoliques, vitamines et acides aminés) (Aljadi et Kumaruddin,

2004).

2.4. Test CUPRAC
Le test CUPRAC est un test qui consiste a déterminer la teneur des antioxydants
contenantdans un échantillon de la gelée royale et son activité réductrice de cuivre en

présence de néocuproine (Apak et al., 2004).

La figure 10 montre les résultats de test CUPRAC sur les extraits éthanoliques de la

gelée royale.
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Figure 10 : Activité réductrice CUPRAC des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives

Les valeurs du test CUPRAC varient entre 5067,69 (G5) 4 6756,92 (G8) mg ET/100 g
avec une moyenne de 5575,49 mg ET/100 g.

Le pouvoir antioxydant de gelée royale de Jijel (G8) est le plus élevé parmi tous les
échantillons et il présente une différence significative par rapport a celui des autres

échantillons.

Ceci est probablement dii a la richesse en phénols totaux par rapport aux autre extrais.
Néanmoins, les échantillons G6 (France) et G7 (Nord d’ Algérie) présentent le méme pouvoir

antioxydant (p<0,05) malgré leurs origines différentes.Cette méthode est adaptée a une
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variété d'antioxydants indépendamment de leur type chimique ou de leur hydrophobie. En
outre, il a été signalé que les résultats obtenus a partir demesures in vitro de la réduction de
l'ion cuivrique (Cu?") pourraient étre étendus de maniéreplus efficace aux éventuelles
réactions in vivo des antioxydants étant donné que le test de CUPRAC est réalisé a un pH
(7,0) proche du pH physiologique et la méthode est capable de mesurer les antioxydants de
type thiol tels que le glutathion et les thiols non protéiques (Gulcin, 2020). Cela peut
expliquer les valeurs €levées obtenues avec la gelée royale vu sa richesse en protéines,
peptides, en acides aminés et en substances lipidiques en plus des composés phénoliques

connus pour leur activité réductrice.

Néanmoins, I’absence de données bibliographiques sur 1’application de ce test sur la

gelée royale ne permet pas de donner une estimation exacte des résultats obtenus.

2.5. Test FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
Pour les résultats du test FRAP, la gelée royale a la capacité de réduire le Fe**en Fe?*

et les valeurs obtenues sont présentées dans la figure 11.
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Figure 11 : Résultats du test de FRAP des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives.

Les résultats de test FRAP des extraits éthanoliques de gelée royale oscillent de
2036, 64 (G5) a 2409,42 mg EAG/100g (G4) avec une moyenne de 2228,44 mg EAG /100
g. les extraits des échantillons de gelée royale G2, G3 et G7 ne présentent pas une différence

significative (2190,12 ; 2183,06 et 2212,56 mg EAG/100 g, respectivement) pour ce test.
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Les échantillons de gelée royale G4 et G8 ont le méme pouvoir réducteur des ions
ferriques en dépit de leur contenance différente en composées phénoliques et en flavonoides,
ce qui peut étre expliqué par la présence d’autres substances dotées d’un pouvoir réducteur
¢levé comme les peptides courts et les acides gras a petites chaines carboniques (Kolayli,
2016).En plus, ce fait laisse aussi suggérer que la nature des composés phénoliques est
déterminante de la capacité antioxydante des extraits étant donné la différence de la

puissance antioxydante des différentes molécules qui font partie des extraits.

Des ¢études démontrent une différence dans le mode d’extraction et d’expression des
résultats ce qui rend difficile la comparaison entre les résultats obtenus par Balkanska
(2018) (2,23-9,75 mM Fe 2+ /g), par Pavel et al. (2014) (1,50- 3,81 mM Fe 2+ /g) et Kolayli
et al. (2016) (566.4 + 238.6 mmol Trolox/kg).

2.6. Test Ferrozine
Le test Ferrozine est une méthode basée sur la formation de complexe Fe?'-ferrozine

par la présence de fer dévalent (Le et al., 2007).

La figure 12 montre les résultats de test ferrozine enregistrés sur les extraits

éthanoliques de la gelée royale analysées.

100 -
i a a
90 | b b b
(o}
—_~ 70 - e d
IS
~ 60
[<?] i
R=
8 50 -
e
S i
5 40
2 i
30 -
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Echantillons

Figure 12 : Résultats du test Ferrozine des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives
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Le pouvoir chélateur de fer est compris entre 61,10 (G1) a 86,50 % (GS8) avec une
moyenne de 75,07 %.

Les échantillons G7 et G8 présentent les meilleures activités de chélation du fer. Les
¢chantillons de gelée royale G2, G4 et G6 présentent la méme activité chélatrice (p<0,05)
ceci peut étre expliqué par leur teneur semblable en flavonoides. Ces derniers sont connus
pour leur pouvoir chélateurs des ions métalliques, surtout ferriques, qui est en partie derriére
leur activité antioxydante (Perron et Brumaghim, 2009). Parmi les composés phénoliques
présents dans la gelée royale et qui sont connus pour leur activité chélatrice, il y’a les acides
férulique (Zdunska et al., 2018) et caféique (Gulcin, 2006), la quercetine, le kampférol, la

naringénine et la biochanine (Perron et Brumaghim, 2009).

Les résultats obtenus sont nettement supérieurs a ceux de Guo et al. (2009) qui ont
estiméle pouvoir chélateur des peptides issus de 1’hydrolyse enzymatique des protéines de
la gelée royale et les résultats sont inférieurs a 5 %. Wang et al. (2012) ont évalué le pouvoir
chélateur de différents extraits de la gelée royale et les résultats varient de 11,36 (gelée royale
fraiche) a 21,8 % (extrait alcalin de gelée royale) qui sont inférieures a aux valeurs de cette

étude.

3. Activité anti-inflammatoire

La méthode d’hémolyse érythrocytaire est choisie afin d’étudier 1’activité anti-

inflammatoire de huit échantillons de gelée royale.

Les résultats obtenus révelent que la gelée royale possede une propriété anti-
inflammatoire a une concentration faible (0,016 g /ml) comme il est illustré dans la figure

13. Tous les échantillons ont I’aptitude a diminuer I’intensité de [’hémolyse.
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Figure 13 : Résultats du test anti-inflammatoire des échantillons de gelée royale.
Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs portant la méme lettre ne représentent pas de différences significatives

L'activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques des différents échantillons de

gelée royale étudiés est comprise entre 6,93 et 34,29 % avec une moyenne de 21,34 %.

L’échantillon de Skikda (G7) présente une meilleure activité anti-inflammatoire qui
differe significativement par rapport a celles des autres échantillons. Cette meilleure propriété

est traduite par la forte diminution de I’intensité d’hémolyse.

Par contre, I'échantillon de Tipaza (G2) posséde I’activité la plus faible. Les
échantillons G4-G5 et G6-G8 ne présentent pas de différence significative dans leur activité

antiinflammatoire, respectivement.

Malgré la teneur ¢levée en protéines de 1’échantillon de gelée royale G8, il a enregistré
une faible activité antinflammatoire. Ceci peut étre expliqué par la présence d’autres

substances intervenant dans cette propriété (lipides et d’autres types de protéines).

Les échantillons de la gelée royale analysées présentent une faible activité

antiinflammatoire par rapport a celle du standards utilisé (I’acide salicylique: 90 %).

34



Chapitre I1 Résultats et discussion

Kohno et al. (2004) ont révélé que ’activité anti-inflammatoire de la gelée royale est
liée a la teneur en protéines principalement la MJRP3 qui a été purifi¢ du surnageant de
gelée royale par chromatographie. Aussi, Yong et al. (2018) ont prouvé que cette activité

est due a I’existence de lipide HDA-10.

Les résultats obtenus représentent un autre mécanisme basé sur la libération des
enzymes lysosomales pendant I'inflammation. Ils produisent une variété de troubles. Les
membranes érythrocytaires sont similaires aux membranes lysosomales, la prévention de la
lyse des membranes des globules rouges induite par I'hypotonicité a été prise comme mesure
de l'activité anti-inflammatoire des médicaments et des extraits de plantes (Murugan et
Parimelazhagan, 2014), ce mécanisme est non traité par des études précédentes, par lequel

la gelée royale exerce son activité anti inflammatoire.

4. Corrélations

4.1. Corrélations entre les antioxydants et ’activité antioxydantes
L’analyse de la matrice de corrélation a révelent des relations hautement et tres

hautementsignificatives entre les antioxydants et le potentiel antioxydant.

Une corrélation linéaire (p<0,05) est enregistrée entre les teneurs en composés
phénoliques totaux des différentes extrais de gelée royale et le pouvoir réducteur ainsi
leuractivité¢ antioxydantes (DPPH, ABTS, CUPRAC et Ferrozine) avec des coefficients de
corrélations qui sont : =0,67 ; r=0,77 ; r=0,69 ; 1=0,83 et r=0,76, respectivement (Tableau

III, Annexe 2).

Concernant le test FRAP, les échantillons de la gelée royale ne révelent pas une bonne
corrélation avec les antioxydants, ceci est justifié du fait que ce test FRAP ne peut pas mesurer
la capacité antioxydante de certains antioxydants avec précision qui peut réagir avec les

ions ferreux et un groupe SH contenant dans les antioxydants (Gulcin, 2020).

En effet, 1'échantillon G8 présente les meilleurs taux en protéines, phénols totaux et
flavonoides et il enregistre la meilleure activité antioxydante avec le pouvoir réducteur et les
tests DPPH, FRAP, CUPRAC et Ferrozine. En autre, I’échantillon G3 a le plus faible taux
en phénols totaux et flavonoides et il a enregistré le plus faible pourcentage d’inhibition du

radicale ABTS.
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Il y a une corrélation significative entre la teneur en flavonoides et en composés
phénoliques totaux (r = 0,65) (annexe I). Ce coefficient de corrélation est inférieur a celui

obtenu par Nabas et al. (2014).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par certains auteurs (Balkanska et al.
2018) et Suggerent que les propriétés antioxydantes de la gelée royale sont fortement liées a
leur teneur en agents antioxydants essentiellement les polyphénols. Cette constatation est

prouvée par Teixeira et al. (2017).

4,2, Corrélations entre les protéines et I’activité antiinflammatoire

Il y a une corrélation treés hautement significative (r= 0,61) entre le taux en protéines et
l'activité antiinflammatoire (Tableau III). En effet, I'échantillon G2 présente la teneur la plus
faible en protéines et il a enregistré l'activité antiinflammatoire la plus basse ; c’est le

contraire pour les échantillons G5 et G7.

L’échantillon G8 enregistre une faible activité antiinflammatoire malgré sa teneur
¢levée en protéines. Ceci peut étre expliqué par la présence d’autres substances intervenant

dans cette propriété (lipides et d’autres types protéines).

36



Chapitre I1 Résultats et discussion
Tableau III : Matrice de corrélation entre les parameétres étudiés
Phénols Pouvoir Anti
Flavonoides | DPPH CUPRAC FRAP |Ferrozine| Protéine | ABTS
totaux réducteur aflammatoire
Phénols totaux
Flavonoides 0,61***
DPPH 0,78+** 0,45%
Pouvoir réducteur 0,63%%* 0,15 0,33
CUPRAC 0,827%%* 0,49* 0,49* 0,39%
FRAP 0,61 %% 0,19 0,58%* 0,10 0,82%%3%
Ferrozine 0,81 %** 0,28 0,82%** 0,65%** 0,61%** 0,67%**
Protéines 0,06 0,39* 0,02 0,16 0,06 -0,04 -0,02
ABTS 0,65%** 0,54%%* 0,23 0,70%%:% 0,46* 0,14 0,54 0,23
Activité antiinflammat
Oire -0,26 0,24 -0,12 -0,14 -0,33 -0,20 -0,09 0,61 %** 0,07

* : Corrélation significative.

** . Corrélation hautement significative.

*#% . Corrélation trés hautement significative.
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Conclusion

Ce travail de recherche réalisé a permis d’étudier certains composés antioxydants et

les activités antioxydante et anti-inflammatoire de quelques échantillons de gelée royale.

Les résultats obtenus concernant les antioxydants et les activités antioxydantes varient
entre les échantillons analysés. Les teneurs en polyphénols totaux et flavonoides sont

comprises entre 12,3 a 23,6 mg EAG/100 g et 3,67 a 8,79 mg EQ/100 g, respectivement.

Tous les échantillons de gelée royale analysés possedent des activités antioxydantes.
En général, la gelée royale G8 exerce le meilleur pouvoir antioxydant et la gelée royale G3
enregistre la plus faible activité antioxydante. Les résultats des activités antiradicalaires avec
les radicaux DPPH et ABTS et les tests FRAP, pouvoir réducteur, CUPRAC et ferrozine
sontcomme suit : 40,45 4 80,51 %, 13,24 2 58,24 %, 1118,94 4 1594,94 mg EAG/100 g, 0,98
a2,95 mg EAG/100 g, 95,64 a 1671, 64 mg ET/100 g et 757,74 a 5353,38 mg EAG/100
g, respectivement. La teneur en protéines des échantillons de la gelée royale varie entre 49,85
a 192,41 mgE BSA/100 g. L’activité anti-inflammatoire est évaluée par le test d’hémolyse
érythrocytaireinduite par un tampon PBS hypotonique. Les résultats montrent que les
échantillons de gelée royale présentent une bonne activité anti-inflammatoire a une

concentration tres faible (0,016 g/ml).

L’analyse de la matrice de corrélation a fait ressortir des valeurs positives (p <0,05)
entre les antioxydants et les différentes activités antioxydantes et des corrélations tres
hautement significatives sont consignées. De méme, Les protéines des échantillons étudiés
ont réveélé des corrélations tres hautement significatives (p <0,05) avec I’activité

antiinflammatoire.

Afin de mieux connaitre la composition chimique et les propriétés biologiques de gelées

royales locales, il est intéressant :

— De faire I'analyse qualitative et quantitative des minéraux des échantillons récoltés par
spectroscopie d'absorption atomique.

— De réaliser des profils qualitatifs et quantitatifs des composés phytochimiques (acides
phénoliques, flavonoides, caroténoides...) et des protéines par spectrométrie de masse

couplée a la chromatographie liquide a haute pression.

— D’effectuer d’autres activités biologiques (anticancéreuse, antimicrobienne,
cicatrisante, antiacétylcholinestérase...).
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Annexe 2

Corrélations significatives marquées a p < 0,05 ; p < 0,01 et p < 0,001.
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Resume

La gelée royale est un produit de la ruche élaboré par 1’abeille de ’espece Apis mellifera. La présente étude a
pour objectif I’évaluation de la qualité de la gelée royale a travers la détermination des teneurs en protéines et en
antioxydants ainsi que 1'évaluation des activités antioxydante par plusieurs tests ( DPPH, ABTS, Pouvoir réducteur,
CUPRAC, FRAP et Ferrozine) et anti- inflammatoire (test anti-hémolytique) de quelques échantillons de gelée
royale.

La teneur en antioxydants (polyphénols, flavonoides) et I’activité antioxydante varient, en général, dun extrait
a un autre. La gelée royale de Jijel (échantillon de G8) enregistre les meilleurs paramétres en antioxydants (23,63 mg
EAG/100 g pour les polyphénols ; 8,79 mg EQ/100g pour les flavonoides) et en activité antioxydante. Cependant, la
gelée royale de khenchela (échantillon G3) enregistre les plus bas paramétres (12,32 mg EAG/100 g ; 3,67mg EQ/100
g), respectivement) pour les antioydants. Ces variations sont dues essentiellement a I’origine botanique et le climat
des échantillons analysés. De nombreuses corrélations positives sont observées entre les antioxydants et les activités
antioxydantes des extraits éthanoliques de gelée royale.

Les échantillons de gelée royale analysés exercent une activité anti-inflammatoire importante qui varie de 6,93
a 34,28 % et elle est liée principalement a leurs concentrations en protéines.
Mots clés : Gelée royale ; Antioxydants ; Activité antioxydante ; Protéines & Activité anti-inflammatoire.

Abstract

Royal jelly is a bee product made by the bee of the species Apis mellifera. The objective of this study is to
assess the quality of royal jelly by determining the protein and antioxidant content aswell as the evaluation of the
antioxidant by defferent (DPPH, ABTS, Pouvoir réducteur, CUPRAC, FRAP et Ferrozine) and anti-
inflammatory(anti-hémolytic test) activities of a few samples of royal jelly.The antioxidant content (polyphenols,
flavonoids) and antioxidant activity generally vary fromone extract to another. Royal jijel jelly (sample from G8) has
the best parameters in antioxidants (23.63 mg EAG / 100 g for polyphenols; 8.79 mg EQ / 100 g for flavonoids) and
in antioxidant activity. However, khenchela royal jelly (sample G3) recorded the lowest parameters (12.32 mg EAG

/100 g; 3.67 mg EQ / 100 g), respectively for the antioydants. These variations are mainly due to thebotanical
origin and the climate of the samples analyzed. Many positive correlations are observed between antioxidants and the
antioxidant activities of ethanolic extracts of royal jelly.The samples ofroyal jelly analyzed exert an important anti-
inflammatory activity which varies from 6,93 to 34,28%and it is mainly related to their protein concentrations.
Keywords: Royal jelly; Antioxidants; Antioxidant activity; Proteine& Anti-inflammatory activity.

el
GlSla ¢ lie Baga ani ga Auhiall oda (e 3¢l LApis mellifera gl (o Jadll asiy Ja aite g Jaall clsla ¢ lie
ALl Glie 3 ablgaDU saliadly 300U aliaal) i) i G 3008 Clabiany (il ssine 2aa3 PA (e Jadll
Aaall alsla o3 e
iy - AT ) el (e ale IS 52083 sliadll Lalaills (253 idally Jsiad o)) 520SY) Cilalias (ggine calia,
axe 8.79 ¢ Jsuidsll aa EAG [ 100 ane 23.63) 50uSY) Claliae 8 uleall Juadl e (G8 (e Aie) Sl o 122
Gladea) il (G3 duall) Jadll culSle glie ALia cla oolld pas 3auSY) Claliae Llis iy (4558004l 0 EQ / 100
Y bl (K DAY 038w . el claliadd (sl e (aa EQ [ 100 ase 3.67 tan EAG [ 100 ass 12.32)
328V laliae Aadafy 5200SY) claliae o ApladY) GlhlayY) e aaall claagd et 5 Al ligal) Fliey Sl JuaY)
6.93 (e @Y 1iliae Gylat Ualis Lglilat 5 Al Jatll cilSle 213 iljlans cdaill cilSle £13 e A gY) cilialiivall
lellas )
U alizae Jalis ¢ opig s ¢ 50uSU aliadd) Laliall ¢ 30uSY) cilalizae ¢daill cilSla 12e tdalisall cilaK])



