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Résume

Il est bien établi que le miel contient des composés antioxydants importants qui pourraient protéger les
composants cellulaires de I'action néfaste des radicaux libres. On peut spéculer que ces composés
peuvent renforcer les défenses de I'organisme et par conséquent de prévenir le stress oxydatif chez les
humains. Par conséquent, au fil du temps, les cellules déficientes peuvent accumuler et conduire a des
maladies liées a I'dge. Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude de
molécules antioxydantes d’origine naturelle donc une étude a été réalisée afin d'évaluer I'activité
antioxydante testée au DPPH de six variétés de miel de différentes régions du territoire Algérien (miel
montagne, lavande Jujubier, eucalyptus, thym, multi fleur). Le résultat montre que le miel de thym
avait le plus haut contenu en phénols totaux avec 763,33+116,32 UgEAG/g. Ainsi une forte
corrélation entre les activités antioxydantes des miels et leur teneur totale en phénol a été remarque.et
entre le phénol et le total flavonoide
Mots-clés : antioxidant, composés phénoliques, flavonoides, DPPH,

Abstract
It is well established that honey contains substantial antioxidant compounds that could protect cell
components from the harmful action of free radicals. One can speculate that these compounds may
strengthen the organism defenses and consequently prevent oxidative stress in humans. Therefore,
over time, impaired cells can accumulate and lead to age-related diseases. Much of the interest of
current research focuses on the study of antioxidant molecules of natural origin. A comparative study
was carried out to assess the antioxidant activity tested withe DPPH of six varieties of natural honey
from different regions of Algerian territory (mountain honey, jujube lavender, eucalyptus, thyme,
multi flower) Thyme honey had the highest phenolic content with 763.333 + 116.328 ugEAG / g A
strong correlation between the antioxidant activities of honeys and their total phenol contents has been
noticed.and between phenol and flavonoid toutaux

Keywords: honey, antioxidant, Phenolic compounds,flavonoids, DPPH.
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Introduction générale

Le miel a été utilisé depuis les temps les plus reculés et jusqu’a présent il est
largement apprécié comme la forme concentrée de sucres disponibles dans le monde (Aline
et al, 2004). Le miel est un produit complexe naturel produit par les abeilles a partir du

nectar des fleurs ou d'exsudats d'arbres pour produire des miels de nectar ou miella.

La composition du miel dépend des plantes visitées par les abeilles et des
conditions climatiques et environnementales (Rosa et al, 2004). Le miel est une solution
sursaturée de sucres, qui contient plus de 180 autres constituants tels que les enzymes, les
acides aminés et les acides organiques, les caroténoides, les produits de la réaction de
Maillard, les vitamines, des minéraux et des polyphénols. Les composés mineurs donnent
leurs propriétés bioactives, comme des composés d'intérét biologique (flavonoides et des
acides phénoliques) (Marghitas et al, 2009). Une des particularités des polyphénols réside
dans leur incroyable diversité, puisque I'on dénombre a I'neure actuelle plus de 8000
composés phénoliques, dont 5000 pour la sous classe des flavonoides. Leurs effets positifs
qu’ils exercent sur I’organisme humain en leur qualité d’antioxydants ont commencé a étre

reconnus, notamment dans le domaine de la medecine préventive (Boubekri. 2014).

Le miel frais affiche une activité antioxydante importante, semblable a de
nombreux fruits et légumes (Gheldof et al, 2002). Les plantes contiennent une variéte de
dérivés polyphénoliques avec grande diversité et complexité structurale et par conséquent,
lorsque les abeilles recueillent le nectar ou de miellat, ces composes bioactifs peuvent étre
transférés a partir de plantes au miel (Silici et al, 2010). Les composés phénoliques dans le
miel (en particulier les flavonoides) constituent un groupe important pour leurs propriétés

fonctionnelles et thérapeutique (Yao et al, 2004).

L’objectif de cette étude est de comparer le pouvoir antioxydant de différents
extraits phénoliques de quelques échantillons de miel vis-a-vis de leur action sur le
phénomene du piégeage des radicaux libres. Cette comparaison permettra de choisir le type
du miel le plus adéquat et ayant le critére de qualité optimal : d’une part sa teneur en
composés phénoliques et parallélement, son activité antiradicalaire.

Dans la démarche globale de cette étude, en premier lieu, un constat général sur le
miel, ses caractéristiques physico-chimiques, organoleptiques, son origine et ses différents
types a été entamé. En second lieu une description générale sur les composés phénoliques

du miel et leurs activites biologiques a été entreprise.
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Dans la partie expérimentale ; nous nous sommes intéressés a l’extraction et le
dosage des composés phenoliques et des flavonoides de différents échantillons de miel et
ceci en adoptant trois méthodes d’extraction. Par la suite, nous avons évalué ’activité

antioxydante de nos extraits phénoliques par le biais d’un test chimique, le DPPH.

La troisieme partie de ce mémoire, a été consacrée a la présentation et la discussion
des résultats obtenus. Nous terminerons cette étude par une conclusion générale et des
perspectives de recherche a venir puis la liste de référence et annexe.
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I. Partie bibliographique
1.1 Historique de miel

Le miel est bien connu de tous et largement consommeé par toutes les populations
depuis les périodes préhistoriques et la plus haute antiquité, au moins depuis 13 000 ans.
Cependant, devant la complexité de sa composition, sa description se révele délicate.
Dans I’ensemble des dictionnaires des XIXe et XXe siécles, le miel est défini comme

étant une « substance sucrée, élaboree par certains insectes tels que 1’abeille ».

Les études récentes montrent que la qualité des divers miels consommeés dans le
monde entier dépend de nombreux facteurs biologiques, climatiques, écologiques ainsi

que du mode d’extraction (Lobreau-Callen, et al, 2000).

1.2 Définition de miel

Le miel est la substance naturelle sucrée produite par 1’abeille Apis mellifera
(Apidae), & partir du nectar des plantes ou a partir d'excrétions d'insectes butineuses
laissées sur les parties vivantes de plantes, que les abeilles butinent, transforment en les
combinant avec des substances spécifiques qu'elles sécretent elles-mémes, déposent,
déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mirir dans les rayons de la ruche
(Codex alimentarius, 2001 ; Blanc, 2010).

1.3 Différents types du miel

Le miel est classé en fonction de plusieurs critéres ;
1.3.1 L’origine florale

La majorité des miels proviennent d'une flore bien diversifiée. Il est courant que
les abeilles visitent a la fois une dizaine ou une vingtaine d'espéces végétales fleurissant
en méme temps dans leur secteur de butinage indiquent que chaque abeille est intéressée
a une seule espece végétale, mais en considere I'ensemble de la population d'une ruche,
qui comporte des milliers de butineuses (Emmanuelle et al, 1996).

Le miel peut avoir une origine florale mais aussi animale. Par exemple, la
présence de mélézitose est caractéristique du miellat, absente chez les miels de fleurs
(Blanc, 2010).
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1.3.1.1 Miels monofloraux

Les miels monofloraux sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant
d’une seule espece végétale et cela nécessite d’installer les ruches a proximité de la
plante recherchée. Par exemple ; le miel d’acacia, d’oranger et de lavande (Rossant,
2011).

1.3.1.2 Miels polyfloraux

Ces miels sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant de plusieurs
espéces végétales. Pour valoriser leur spécificité et permettre au consommateur de
reconnaitre leur caractere dominant, les apiculteurs indiquent leur origine géographique.

Celle-ci indique soit I’aire de production) région, département, massif (Rossant, 2011).

1.3.2 L’origine géographique

Certains miels polyfloraux ont acquis une réputation particuliére qui est liée a leur
origine géographique, qu'il s'agisse d'une petite région, d'une province ou d'un
continent. Par contre, il n'est pas impossible qu'une origine florale soit associée avec

une région (Emmanuelle et al, 1996).
1.4 Composition et propriétés chimiques

e Le miel est constitué essentiellement de différents sucres mais surtout en
fructose et en glucose, ainsi qu’en autres substances telles que des acides
organiques, des enzymes et des particules solides provenant de la récolte du miel
(Tableau 01). La couleur du miel peut aller d’une teinte presque incolore au
brun Sombre. Il peut avoir une consistance fluide, épaisse ou cristallisée en
partie ou en totalité. Le golit et I’ardme varient mais dépendent de 1’origine

végétale ; (Hoyet, 2005).

e Le miel, comme nous l'avons vu précédemment, est élaboré en plusieurs étapes
et chacune influence sa composition chimique. Il n'existe donc pas un miel mais
des miels (Hoyet, 2005). En effet, la composition qualitative de ce produit est
soumise a des nombreux facteurs tres variables qu’il est impossible de maitriser
tels que : la nature de la flore visitée par 1’abeille et celle du sol sur lequel
pousse ces plantes, les conditions météorologiques lors de la miellée, la race des

abeilles, 1’état physiologique de la colonie....etc (Rossant, 2011).
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Tableau 01 : Composition du miel (toutes les données sont données en g/100g
de miel). (Bogdanov et al., 2006)

Miel de fleurs Miel de forét

Moyenne Min.-max Moyenne Min.-max
Eau 17,2 15-20 16,3 15-20
Fructose 38,2 30-45 31,8 28-40
Glucose 31,3 24-40 26,1 19-32
Saccharose 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7
Autres disaccharides 5,0 2-8 4,0 1-6
Mélézitose <0,1 - 4,0 0,3-22,0
Erlose 0,8 0,5-6 1,0 0,1-6
Autres trisaccharides 0,5 0,5-1 3,0 0,1-6
Polysaccharides non déterminés 3.1 - 10,1 -
Total des sucres 79,7 - 80,5 -
Sels minéraux 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2
Acides aminés, protéines 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Acides 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5
Ph 3,9 3,5-4,5 52 4,5-6,5

1.4.1 Les éléments majeurs

a. L’eau

La teneur en eau est en moyenne de 17 a 20 %. Cependant, a I’exception des
miels de bruyere, 1’eau ne devrait pas excéder 18 %. Dans le cas de la callune, le
pourcentage en eau est plus élevé (19 a 26 %), en relation avec la thixotropie du
miel due a la présence d’une protéine (Lobreau-Callen et al., 2000) .

b. Les glucides

Certains sucres, tel que le saccharose, sont en partie transformés en glucose et
fructose. La composition en sucres des miels est au moins aussi diversifiée que
celle des nectars ou des miellats et dépend directement de la flore butinée.
Cependant, les proportions des différents sucres varient et sont souvent plus
élevées en glucose et en fructose. Les miels les plus doux sont les plus riches en
fructose : ce sont ceux de chataignier, sainfoin, robinier faux acacia, Impatiens
glandulifera (balsamine de ’Himalaya). Le glucose est dominant dans les miels

de bruyéere. Le mélézitose, 1’erlose, le raffinose sont des tri- et polysaccharides
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provenant généralement des miellats (miels de sapin, d’épicéa, de méleze...)
(Lobreau-Callen et al., 2000).

1.4.2 Les éléments mineurs

a. Les acides

Tous les miels sont acides avec un pH de 3,1 a 4,5 (moyenne 3,9). L’acidité est
libre ou combinée (lactones provenant de la transformation Des sucres). Parmi
I’ensemble des acides présents dans les différents nectars et dans le miel, le plus
fréquent est I’acide gluconique di a la dégradation enzymatique du glucose avec

dégagement d’eau oxygénée (Lobreau-Callen et al. 2000).

b. Les enzymes

Les miels contiennent des enzymes qui viennent des abeilles ou des insectes qui
ont rejeté les miellats (pucerons, cochenilles ...). Les enzymes sont des protéines
fragiles qui vont se dégrader lentement et ce processus est accéléré par la
chaleur.

En fonction de l'origine botanique du miel, la quantité d'enzymes présentes varie
fortement. La mesure de l'activité des enzymes va indiquer si le miel a subi ou
non une dégradation. Deux enzymes peuvent étre analysées dans le miel :
I'amylase et lI'invertase. La mesure de leurs activités permet de savoir si un miel
a été chauffé ou conservé a une température trop élevée. Normalement, les
opérations réalisées par I'apiculteur de la récolte au conditionnement ne portent

pas préjudice a ces enzymes (Hoyet, 2005).

c. Les sels minéraux

Le miel contient différents sels minéraux et vitamines. Les miels de miellat sont
plus riches en sels minéraux que les miels de fleurs (Tableau 02). Le potassium
est le sel minéral le plus fortement représente. Le miel contient un grand nombre

de sels minéraux et d’éléments de trace (Bogdanov et al. 2006).
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Tableau 02 : les traces des sels minéraux dans le miel Bogdanov et al. 2011)

Aluminium(Al) 0.01- 24  Plomb (Pb) 0.001-3
) 0.014- o )
Arsenic(AS) Lithium(Li) 0, 225-1,56
0.026

Baryum(BA) 0.01-0.08 Molybdéne(MO) 0-0.004

Bore(B) 0.05-0,3  Nickel(Ni) 0-0.051
Brome (Br) 04-1,3 Rubidium(Rb) 0.04-0,35
Chlore (cl) 0, 4-56 Silicium(Si) 0.05-24

e d. L’hydroxyméthylfurfural (HMF)
La degradation thermique des hexoses peut , en présence d’un acide, amener a la
formation d’un  dérivé  hétérocyclique a  fonction  carbonylée:
I’hydroxyméthylfurfural, la formule de ce corps a été établie en 1910 par van
Ekenstein et Blanksmal (Gonnet, 1963).

CH,OH
O H,0® 7N H

OH — = HOCH o <
HO oH  -3H0 ©
OH S-hiydroxym ettrgl furfural

Figure 01 : La construction de ’'HMF a I’aide des hexoses (Bogdanov et al.
2011).

L’HMF est un produit intermédiaire de la réaction de Maillard, cette réaction est
non enzymatique et se rencontre fréquemment en présence des glucides et des amides
acides (Gonnet, 1963).

L’HMF est présent dans les vieux miels ou dans les miels qui ont subi un
chauffage (voire aussi a 1’état naturel, comme dans le miel de lavande). Ceci est di a la
déshydratation moléculaire des monosaccharides (principalement du fructose). Cette
substance, a forte concentration, dénature la qualité d’un miel, en altérant son gotit. Son

dosage permet de Vérifier la qualit¢ du miel. Cette composition dépend de trés
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nombreux facteurs : especes butinées, nature du sol, race d'abeilles, état physiologique
de la colonie (Gonnet et VVache, 1985).

1.4.3 Divers constituants

a. Les vitamines

Elles sont peu nombreuses et en tres faible quantité (Tableau 03). Elles
appartiennent au groupe C, tres rarement aux groupes A, D et K lorsque les
nectars en contiennent et, plus souvent, au groupe B que renferme le pollen

(thiamine, biotine, acide folique...) (Lobreau-Callen et al., 2000).

b. Les substances aromatiques et divers composés

L’analyse des miels montre qu'une grande diversité de substances entrent en jeu.
Il s’agit d’alcools, d’acétone, d’acides, d’esters, d’acétates, d’aldé¢hydes.
L’anthranylate de méthyle est abondant dans les miels de Citrus (orangers,
clémentiniers, citronniers), mais présent aussi dans de nombreux autres (miels
de colza ou de trefle) (Lobreau-Callen et al, 2000).

Le miel contient également des éléments figurés : grains de pollen, spores de
champignons, algues microscopiques, levures, etc., dont l'identification sous le
microscope permet d'obtenir des renseignements sur l'origine florale et
géographique (analyse pollinique des miels ou mélisso-palynologie). L'étude
microscopique du miel permet de lui attribuer une appellation : miel toutes
fleurs, miel de lavande, de chataignier... Un miel n'est jamais issu a 100% du
méme type de fleur ; on donne au miel le nom de I'espéce qui est majoritaire.

Les pigments colorent et aromatisent les miels. Ce sont principalement des
caroténoides, des xanthophylles et des flavonoides (Hoyet, 2005).

c. Les composés phénoliques du miel

David et al (2011), ont analysé différents types de miel dans le but de définir
clairement leur composition phénolique par HPLC-DAD (chromatographie
liquide a haute performance couplée a un détecteur a barrette d’iode) et par
électrophorese capillaire (CE). Le tableau 02 résume certains composés
phénoliques identifiés dans les différents types du miel analysés (David et al
2011).
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Tableau 03: Composés phénoliques identifiés dans les différents types du miel
analysés. David et al (2011)

Type du miel Technique Composés phénoliques identifiés
Eucalyptus,  bruyeére, L'acide 4-hydroxybenzoique acide
chataigne, Iavand_e, HPLC-DAD pro_toc'atechqu_Je, ac_ldfa gall_lque,, e}C|de
tournesol, romarin syringique, acide vanilliqgue acide férulique,
acacia, orange acide caféique, acide p-coumarique.
Miel dreucalyptus acide chlorogénique, acide ellagique, acide

HPLC-DAD gallique, acide caféique, acide p-coumarique,
acide férulique.

acide gallique, acide caféique, acide p-
coumarique, acide syringique, acide

(australian)

Agrumes, lavande,

thym, romarin CE-DAD chlorogénique, acide  férulique, acide
cinnamique.
Myricétine, tricetin quercétine, lutéoline éther,

Miel d"eucalyptus HPLC-DAD querc'etine—3—mé'thI, Ka_empferol, pinocenl_arin
chrysin, pinobanksine genkwanine,
isorhamnétine.

Miel de romarin CE-DAD Kaempferol, chrysin, acide p-coumarique,

pinocenbrin acide férulique.

1.5 Les propriétés physiques
1.5.1 La cristallisation

Le miel consiste en une solution sucrée sursaturée. La cristallisation du miel est
ainsi un processus naturel. La vitesse de cristallisation dépend surtout de la teneur en
glucose du miel. Les miels dont la teneur en glucose est < 28 g/100 g ou dont le rapport
glucose/eau est < 1,7 restent plus longtemps liquides. Les miels a cristallisation rapide
se cristallisent le plus souvent tres finement, alors que les miels a cristallisation lente ont
tendance a avoir une cristallisation grossiére. Une cristallisation fine peut étre obtenue

par des procédés spéciaux d‘ensemencement (Bogdanov et al. 2006).
1.5.2 La viscosité

Elle varie en fonction de la température, de la teneur en eau et de la composition
chimique du miel. A 35°C, tous les miels sont fluides. Certains sont thixotropes (c'est-a-
Dire que ces miels lorsqu'on les agite deviennent liquides mais reprennent leur viscosité
premiére apres repos) comme ceux d'Erica et surtout de Calluna. Ils ont une viscosité

anormale, leur consistance étant celle d'un gel (Hoyet, 2005).
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1.5.3 Le pH
Le pH du miel est acide ; il oscille entre 3 et 6 (Hoyet, 2005).

1.5.4 Couleur

La couleur constitue un critére de classification notamment d’un point de vue
commercial. Plus il est clair, moins il est riche en minéraux et inversement (BLANC,
2010) sept catégories de couleurs, elle va du jaune trés péle (presque blanc) au brun trés
foncé (presque noir) en passant par toute la gamme des jaunes, oranges, marrons et
méme parfois des verts ;mais le plus souvent le miel est blond. Elle est due aux matieres

minérales qu'il contient (Chouia .,2013).
1.5.5 Solubilité

Le miel est soluble dans I'eau, I'alcool dilué et insoluble dans l'alcool fort, I'éther,

le chloroforme, le benzene (Hoyet, 2005).

1.6 Valeur thérapeutique et activités biologiques du miel

Depuis la nuit des temps, on s'est servi du miel, aussi bien comme d'un aliment
que d'un médicament. Les diverses utilisations médicinales du miel semblent étre
transmises, de facon traditionnelle et empirique, au fil des siecles. Depuis quelques
années, les scientifiques se sont davantage penchés sur ce produit et des dizaines
d'études ont été réalisées. La plupart d'entre elles ont confirmé les vertus que I'on avait
traditionnellement accordées au miel, mais d'autres ont également permis de lui

découvrir de nouvelles propriétes thérapeutiques (Tableau 04). (Bogdanov et al., 2006).

Tableau 04 : Indications de miels spécifiques en fonction de la pratique en apithérapie.
(Bogdanov et al., 2006)

Sorte de miel Applications
Acacia Bon édulcorant pour les diabétiques de type Il. Stimule la
Liquide et doux digestion. Indiqué dans le cas de troubles de I’estomac, de

I’intestin, du foie et des reins.

Sarrasin Stimule la digestion; indiqué en cas de grossesse et
Foncé et corsé d’allaitement.

Eucalyptus Indiqué en cas d’infections, d’affections des voies respiratoires
Foncé et corsé et des voies urinaires. Immuno-stimulant

10



Bruyere

Foncé et corsé
Chataignier

Foncé et corsé, fort en
arome

Trefle

Clair et doux

Lavande

Clair et aromatique

Tilleul

corsé et aromatique

Dent-de-lion
Jaune doré, corsé et
aromatique
Fleurs d’oranger
Clair et doux
Colza

Clair et doux
Romarin

Clair et doux
Tournesol

jaune doré, doux
Sapin

Foncé et corsé
Thym

Foncé et corsé
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Renforce les défenses immunitaires en cas de fatigue et de
convalescence; indiqué en cas de problémes rénaux et vésicaux.
Stimule la circulation; indiqué en cas d’anémie et

d’inflammations des reins et de la vessie.

Calmant et relaxant.

Convient bien au traitement des blessures, des brllures et des
pigdres; indiqué en cas d’affections des voies respiratoires, de
migraines et d’états dépressifs.

Stimule la transpiration, diurétique, soulage I’irritation, stimule
I’appétit; indiqué en cas de refroidissement, de toux,
d’inflammation des sinus, de maux de téte, d’insomnies et
d’angoisse.

Nettoie le sang; indiqué en cas d’affections de 1’estomac, des
reins, du foie et de la bile; en cas d’inflammations des reins et
de la vessie.

Indiqué en cas de troubles de la digestion et du sommeil.

Calmant, équilibrant et relaxant.

Indiqué en cas d’insuffisance hépatique et circulatoire; en cas de
troubles de la digestion, de la bile et du foie.

Spasmolytique en cas d’asthme, de coliques stomacales et
intestinales.

Indiqué en cas d’affections des voies respiratoires.

Indiqué en cas d’affections des voies respiratoires.

1.6.1 Effets biologiques des composés phénoliques du miel

La composition du miel en composes phénoliques lui confére des propriétés

antimicrobiennes, notamment des bactéricides et bactériostatiques, des virucides et des

antiparasites, antioxydants, anti tumoral et antimutagenes et des différentes effets sur la

santé (Kwakman et al. 2010).

11
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1.6.1.1 Effets antimicrobiens, antiviraux et antiparasitaires

Avec l'augmentation de la prévalence des bactéries résistantes aux antibiotiques,

le miel est de plus en plus apprécié pour son activité antibactérienne. On ne connait pas

encore précisément toutes les composantes antibactériennes du miel et ses vertus

curatives constituent partiellement une énigme (Kwakman et al. 2010).

Les principaux facteurs de cette activité microbienne sont divers.

a. L’osmolarité
Elle est la conséquence de la forte teneur en sucre du miel. Le miel agit donc de
maniere osmotique, en provoquant une forte déshydratation des germes qui

n’ont plus alors suffisamment d’eau pour survivre. (Rossant, 2011)

b. Le systéeme peroxyde d’hydrogéne (inhibine)

La principale « inhibine » que contient le miel est le peroxyde d’hydrogéne
(H207) encore appelé eau oxygénée. C’est un trés bon antiseptique. Il est
produit par réaction enzymatique. C’est la Glucose-oxydase sécrétée par les
glandes hypopharyngiennes de I’abeille lors de la transformation du nectar en
miel qui permet la réaction suivante :

Glucose-oxydase

Glucose + eau + Oy > acide gluconique + H,0,

Catalase

Figure 02 : Réaction enzymatique de glucose-oxydase (Descottes, 2009).

L’acide gluconique formé accroit I’acidité du miel et le rend peu favorable au

développement de colonies bactériennes (Descottes, 2009).

d. La défensine-1
Il s’agit d’une protéine fabriquée par les glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires des abeilles. Elle est retrouvée dans le miel et la gelée royale.

Chez TI’homme, les défensines constituent une famille de peptides

12
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antimicrobiens naturels largement impliqués dans I'immunité spécifique, ou

innée (Kwakman et al., 2010).

1.6.1.2 Effets anti tumoraux et antimutagenes

Dans notre vie quotidienne, nous sommes en permanence au contact de composés
dangereux et toxiques. Certains de ces composés dit tumoraux, participerons au
développement et a la prolifération anarchique des cellules, pour aboutir au cancer. Ces
composés mutagenes attaqueront le code génétique, ce qui peut entrainer des mutations

dangereuses voire 1étales pour 1I’organisme.

Le miel montre des propriétés anti-cancéreuses. Les composés du miel limitent la
prolifération des cellules cancéreuses mais également, leur propagation par voie
sanguine ou lymphatique. Egalement prouvé, le miel lutte efficacement contre le cancer
de la vessie (Anos, 2012) .

1.7 L’activité antioxydante du miel

Les antioxydants sont des substances qui, présentes a faible concentration, sont
capables de supprimer, retarder ou ralentir le processus d’oxydation et ses conséquences
(Genot et al., 2004).

En regle générale, les miels foncés et les miels ayant une forte teneur en eau ont
une capacité anti-oxydante plus grande que celle des autres miels. De plus, I’activité
anti-oxydante des miels est trés variable d’un miel a un autre, et elle dépend

essentiellement de son origine botanique (Rossant, 2011).
1.8 Effets antioxydants

Les antioxydants présents dans le miel sont : les oxydases du glucose, les
catalases, 1I’acide ascorbique, les flavonoides, les acides phénoliques, les caroténoides,
les acides organiques, les acides aminés et protéines (Anos, 2012). L’action des
antioxydants consiste a neutraliser les radicaux libres, molécules hautement réactives
causant des dommages importants aux protéines, a I’ADN et aux membranes cellulaires

(Tomczak ., 2010).
1.9 Stress oxydant cellulaire

Les molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou especes réactives a

I’oxygeéne (ERO) sont produites quotidiennement dans 1’organisme. Ces dernieres sont

13
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cependant contr6lées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque
1’équilibre est rompu en faveur des radicaux libres. Toutefois, une production excessive
de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut

désequilibrer la balance oxydant/antioxydant (Boubekri. 2014).

1.9.1 Les especes réactives d’oxygene (ERO)

L’appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de
I’oxygene (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) mais aussi
certains dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le
peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite (Bartosz, 2003), (Halliwell et al,2004)
(Tableau 05).

Tableau 05 : Les principales especes oxygénées réactives générées dans les systemes
biologiques (Bartosz, 2003).

Nom Symbole

Espéces radicalaires

Anion superoxyde 0 )
Radical hydroxyle 2.
Monoxyde d’azote OH
NO
Espéces non radicalaires
Peroxyde d’hydrogene HZO2
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulier 1
Peroxynitrite 02
ONOO

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomiques ou moléculaires,
contenant un ou plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes
(Lehucher-Michel et al, 2001). Cet état leur confére une instabilité énergétique et
cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente
(fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son électron soit au
cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’un électron a partir d’un composé non

radical (Koechlin-Ramonatxo C., 2006).
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1.9.2 Systemes de défenses antioxydants

Le maintien d’un niveau non cytotoxique des ERO est assuré par des systémes
d’antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).
Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour contréler leurs niveaux d’especes réactives de 1’oxygéne (Figure 4). La
nature des systemes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon
qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques et non

enzymatiques. (Goudable et Favier, 1997)

le- 0 2 (oxygene fondamental)

N

le” CI"MPO
— —>

X SOD, Vit C
anion superoxyde peroxyde d' hydrogéne

Fe.Cu (eau de javel)
£l
fct!ala se Vt t C, flavonoides,
GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
rdd]td] hydroxyle

llpop(,roxy des

acide hypochloreux

oxygene singulet acide urique, V:I C GSH

f-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubxqumone

Figure 03 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les

systemes de défenses antioxydants (Pincemail et al., 2002).

1.10 Polyphénols naturels comme antioxydants
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Les composes phénoliques sont capables d'agir comme antioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogene (Apak,
R. et al, 2007)

ROO" + ArOH —» ROOH+Ar0’

b\

Alkylperoxyl Phenol

Figure 04 : lllustration d’un mécanisme d’action des polyphénols : la donation d’hydrogéne.

Le radical formé devient moins dangereux (Apak .et al 2007)

Leurs structures leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les
groupements hydroxyles des composés phénoliques sont des donneurs d'atomes
d’hydrogénes ; ils peuvent réagir avec les ERO et les espéces réactifs de I'azote, enfin
de réaction, le cycle de génération de nouveaux radicaux est interrompu Le pouvoir
antioxydant des composés phénoliques est également attribué a leur capacité a chélater
les métaux ioniques impliqués dans la production de radicaux libres. Cependant, les
composés phénoliques peuvent agir comme des prooxydants (Tsao.,(2010)., Pereira .,
2009).

1.11 Activité antioxydante des flavonoides

Les flavonoides possédent une forte activité antioxydante qu’est le principe de
plusieurs activités biologiques douées par ces molécules .L’activité du piégeage des
radicaux libres est 1’un des mécanismes importants de ’activité antioxydante, pour les
flavonoides, ce mécanisme est lié a leur structure et de I’arrangement des groupements
hydroxyles (Djemai Zoughlache., (2008)).

Des études faites sur la capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres ont
montré que les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois criteres

suivants :

e La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confere la
stabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons ;
e Ladouble liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-0xo ;

e La présence du groupe 30H en combinaison avec la double liaison C2-C3.
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A titre d’exemple, la quercétine satisfait & tous ces critéres et par conséquent, elle
est le composé le plus actif de la famille des flavonoides (figure 05). (Djemai
Zoughlache S.(2008).)

R4
OH
HO o
OH
OH O
R=H Kaempférol
R,= OH Quercétine
R,=0OCH; Isorhamnétine

Figure 05 : Eléments essentiels pour 1’activité antioxydante des flavonoides (Marfak,
2003).

.12 Activités antioxydantes du miel

De nombreux auteurs ont démontré que le miel est une source d’antioxydants
naturels, qui sont efficaces pour réduire le risque des maladies cardiaques, le cancer, le
déclin du systeme immunitaire ainsi que différents processus inflammatoires. Les
facteurs qui contribuent a l'activité antioxydante du miel sont lysozyme, des acides
phénoliques et des flavonoides. Les flavonoides contenus dans le miel sont divisé en
trois classes avec structure semblable: flavonols, les flavones et flavonols en fonction de
leur structure chimique. Ceux-ci sont importants en raison de leur contribution a la
couleur de miel, le godt et la saveur et aussi en raison a leurs effets bénéfiques sur la
santé. lls sont prouvés qui il y a une forte corrélation entre la teneur du miel en
composes phénolique et I’activité antioxydant.

Les miels sont riches en flavonoides. Ce sont des pigments présents dans les
végétaux et qui constituent une protection contre les rayons ultra-violets et la photo
oxydation. lls sont aussi protecteurs vis-a-vis des radicaux libres. Il existe un lien entre
la couleur et le pouvoir antioxydant d'un miel: plus ce dernier est fonce, plus il contient
de pigments protecteurs.

La quercétine est un des plus représentatifs flavonoides dans le miel. La meilleure

propriété décrite de la quercétine est sa capacité d'agir comme anti-oxydant. Ce
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composé, semble étre le plus puissant flavonoide pour la protection du corps contre les
ERO (Ahmed M.et al .,(2012)).

1.13 Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de I'activité antioxydant,
nommees d'aprés le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par
exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical
absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-
azinobis  3-ethyl-benzothyazoline  6-sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-
picrylhydrazyl) etc. Il est a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats
assez différents et devraient étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de
produits similaires. (Georgieva et al., 2010).
1.13. a Test au DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut l'un des premiers
radicaux libres utilise pour étudier la relation structure-activité antioxydant des
composes phénoliques (Blois., 1958; Brand-Williams- etal., 1995). Il possede un

électron non apparie sur un atome du pont, d'azote (Figure 07) Popovici et al., 2009).

O;N
@M’Nﬂmm

NO,

Figure 06 : Structure chimique du radical libre DPPH (2,DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle)
(Popovici et al., 2009)

Principe
La réduction du radical libore DPPH® (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution

de l'absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants En présence des piégeurs de
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radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit
en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Figure 08)(Maataoui.et al .,2006)

- | P
N + Antioxvdant-OH ; + Antioxydant-0
. W
DPPH (violet) DPPHH (Gaunc)

Figure 07 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo., 2012)

1.13. bTest de la reduction du fer FRAP( Ferric reducing-antioxidant power)
Principe

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits est déterminé selon la
méthode décrite par OYAIZ (1986) (Bougandoura N, 2013). La méthode de la
réduction du fer est basée sur la réduction de fer ferriqgue en sel de fer par les

antioxydants qui donnent la couleur bleu selon la figure 09. (OU et al., 2001)
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Fe"-TPTZ + reducing antiesidant  ———  F¢'"-TPTZ (intcast blue at 595 nm)

Figure 08 : Schéma sur la réaction de test FRAP (Ferric reducing antioxidant power) ( Prior et
al., 2005).
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1.13. ¢ Méthode de TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter)
Principe
Cette méthode est basée sur la protection fournie par les antioxydants sur la
décroissance de la fluorescence de la R-phycoérythrine (R-PE) au cours d'une réaction
de peroxydation contr6lée. La fluorescence de R-phycoérythrine est désactivee par
ABAP (2,2' - azo-bis (2 - amidino- propane) de chlorhydrate en tant que générateur de
radicaux. Ce stoppage de la réaction est mesuré en présence d'antioxydants. Le potentiel
antioxydant est évalué en mesurant la décroissance de la décoloration selon (Nur Alam
etal., 2013)

1.13.d Test ORAC(Oxygen Radical Absorbance Capacity)
Principe

La mesure ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) permet de déterminer
si une source organique possede un effet antioxydant en le comparant a un analogue de
la vitamine E : le trolox. Dans cet essai, I'AAPH (2.2'-azobis-2-aminopropane
dihydrochloride) est utilisé comme source génératrice de radicaux peroxyles. L'addition
de fluorescéine comme sonde fluorescente permet de quantifier, a I'aide d'une analyse
spectrophotométrique, en fonction du temps, la perte de fluorescence associée a la
réaction avec les radicaux libres fournit par 'AAPH par un mécanisme de transfert
d'atome d'hydrogene. La présence d'antioxydants empéche ou ralenti la perte de
fluorescence qui est calculée par I'aire sous la courbe en fonction du temps. Celle-ci
peut étre détectée a une longueur d'onde d'excitation de 485 nm et d'émission de 520
nm. Il s'agit donc d'une méthode permettant de mesurer la capacité antioxydant contre
les radicaux peroxyles (OU etal., 2001). Lorsqu'un capteur de radicaux libres est
incorporé dans le milieu, les radicaux libres sont captés, et la fluorescence persiste,
donnant ainsi une idée précise du pouvoir anti-radical libre, donc antioxydant de
I'échantillon. (Rolland, 2004)
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I1. Matériels et méthodes
1.1 Matériels

Notre travail est basé sur I’étude de I’activité antioxydante du miel, six variétés
différentes ont éte utilisées. Celles-ci ont été collectées en 2015 de différentes régions

du territoire Algérien (tableau 07).

Tableau 07 : Description des échantillons du miel utilisés dans notre étude. (Hafassi.A,

2016)

Echantillon Région Année de récolte
Montagne Aflou 2015
Thym Biskra 2015
jujubie Hassi Rmel 2015
Lavande Tizi-Ouzou 2015
Multi fleur Blida 2015
Eucalyptus Constantine 2015

Figure 09 : Photos illustrant les échantillons de miel utilisés dans cette étude.
(Hafassi.A, 2016)

11.2 Extraction des composés phénoliques du miel
Nous avons réalisé notre travail au laboratoire de recherche scientifique de

science fondamental de I’Université Amar Thlidji de Laghouat.
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Pour I’extraction des composés phénoliques de nos échantillons de miel (montagne,
lavande, thym, eucalyptus, jujubier, multi-fleure), nous avons choisi deux méthodes

d’extraction.

11.2.1 La macération a froid
Cette méthode consiste a une extraction solide-liquide, une procédure couramment
utilisée pour I’extraction des polyphénols du miel. Deux solvants ont été utilisés dans

cette étape : le méthanol et I’éthanol, les deux qualifiés par leur forte polarité.

11.2.1.1 Protocole expérimental

Une quantité de 50 g de chaque type du miel est macérée dans 200 ml de méthanol
ou d’éthanol absolu avec agitation pendant 24h a température ambiante. Apres filtration,
I’extrait obtenu est ensuite concentré par évaporation rotative dans un Rotavapeur

(BUCHIL), la figure 10. Illustre les étapes suivies dans cette extraction.

N
Extraction solide -liquide
1 | |
[ ! B B
S~ \ ( N\
( N macération avec < . . Calcul de rendement
. ! Evaporation sous vide RO \ .
> méthanol/éthanol + 3 s o récupération de I'extrait
s a45°C : .
50 g du miel agitation pendant 24h J dans le méthanol
| A\ J
S J I
s N N
e N e N
mantagne,lavande
jujubier, eucalyptus, Filtration
thym, multi fleur.
p-
\ J \ J

Figure 10 : Différentes étapes d’extraction solide-liquide au méthanol et éthanol.

11.2.2 Extraction liquide-liquide
11.2.2.1 Protocole expérimental

Une quantité 50 g de chaque type du miel est macéré dans un mélange
(méthanol-eau) [80:20 V/V] avec agitation pendant 24 heures. Aprés filtration et
évaporation sous pression réduite & 45C° la phase aqueuse restante a subit une

extraction liquide-liquide avec 1’acétate d’éthyle capables d’extraire les composés
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phénoliques. Les phases organiques obtenues sont déshydratées par le sulfate de
sodium anhydre, filtrées puis évaporées pour obtenir les extraits d’acétate d’éthyle. Les
résidus secs pesés sont repris dans 5 ml de méthanol et conservés a 4°C jusqu’a leurs
utilisation. Les étapes d’extraction utilisées dans cette méthodes sont résumées ci-

dessous (Figure 11).

]
u 50 g du miel ’

-1
\

maceration a froid+agitation J

pendant24h (methanol-eau 80:20
VIV)

d

Filtration et évaporation

r

extraction liquide-liquide avec Evaporation de methanol
I'acétate d'éthyle

u lavage 3 fois par acétate d'ethyle ’
|

)

i i
u Phase aqueuse ’ u phase organique ’
1 1
q calcul de rendement +
u Evaporation ’ u récupération dans le DMSO

Figure 11 : Macération et extraction liquide-liquide avec I’acétate d’ethyle des

différents types des miels

D’aprés I’extraction des miels par les deux méthodes on observe le changement des

couleurs et aussi I’aspect de 1’échantillon du miel.

I1.3 Calcul du rendement
Le rendement de I’extraction est déterminé par rapport du poids de 1’échantillon initial

pour les différents échantillons des miels en appliquant les formules suivantes.

Rendement d’extraction ( % )=ﬂ x 100 (11.1)
Pm

Avec :
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Pr : poids du résidu obtenu apres extraction et évaporation
Pm : Poids de I’échantillon de miel utilisé pour I’extraction.

11.4 Analyse quantitatives des extraits du miels
11.4.1 Dosage des polyphénols

Le dosage des phénols totaux a été effectué avec le réactif commercial Folin-
Denis selon la méthode cité par Folin et Denis en 1912 (Zhang et al., 2006). La teneur
en phénols totaux est habituellement déterminée par spectrophotometrie UV-Vis en
utilisant ’essai de Folin-Denis ou géneralement Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés
principalement sur la réduction du mélange d’acide phosphotungestique (H3PW 12 040)
et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12 O40 ), lors de I’oxydation des phénols, en
un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue produite,
dont I’absorption maximum est a 760 nm est proportionnelle a la quantité¢ de

polyphénols présente dans nos extraits (Vuorela, 2005).

11.4.1.1 Protocole expérimentale

100 pul de chaque extrait [Lavande, multifleur et montagne dissous dans le methanol]
sont ajoutés a 500 pl de Folin Denis aprés 2 min, 2 ml de solution de carbonat de
sodium sont ajoutés [Les experiences sont répétées 2 fois].

L’absorbance est mesuré a 760 mm aprés 30 min d’incubation. Les concentrations
sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec I’acide gallique (0.03-0.3

g/1) et sont eéxprimés en milligramme par gramme d’éxtrait.
1.5 Dosage des Flavonoides

Les teneurs en flavonoides ont été mesurées par une méthode adaptée de Lamaison et
Carnat 1991 en utilisant le trichlorure d’aluminium (AlCl3) comme réactif qui a la
capacité de se complexer avec les oxygenes des groupements hydroxyles des
flavonoides, produisant ainsi un complexe de couleur jaune, dont 1’absorbance
maximale est enregistrée a 409 nm.

11.5.1 Protocole expérimentale

Un volume de 500 ul de chaque dilution d’extrait de miel est ajoutés a 500 pl d’une
solution méthanolique de AICIl; (1%) ,apres une incubation de 20min de tous les

extraits, 1’absorbance est lue a 409 nm. chaque expérience est répétée deux fois.
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Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
établies avec la quercitrine (0,005-0,05g/l) et sont exprimées en milligramme par

gramme d’extrait.
11.6 Evaluation de I’activité antioxydante
11.6.1 Test de DPPH

La réduction du radical libre DPPH° (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution
de I'absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit
en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune. (Maataoui B S et al., 2006).

11.6.1.1 Protocole expérimentale

Une solution de DPPH a été préparée par solubilisation de0.0098mgde DPPH dans
100 ml de méthanol, différentes concentrations de solutions échantillons et témoin sont
ajoutées a 1ml de la solution de DPPH, aprées incubation de 30 min a 1’obscurité et a
température ambiante, les absorbances sont mesurés a 517 nm contre le blanc

correspondant.

Le paramétre ECs, défini comme étant la concentration du substrat qui cause la perte
de 50% de I’activité de DPPH a été calculé pour chaque extrait. Les valeurs d’ECs qui
sont calculés a partir des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en
fonction de la concentration de chaque extrait. Le pouvoir d’inhibition est exprimé en %

et déterminé en appliquant la formule suivante (Mansouri et al, 2005).

’ Ny . Abs controle - Abs échantillon
d’activité antioxydante % = x 100 (1.2)

Abs controéle
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111 Résultats et discussion

111.1 Rendement des extractions

Les wvaleurs des rendements obtenus pour chaque extrait par les trois
méthodes d’extraction sont consignées dans le Tableau (08) avec 1’aspect et la couleur de

chaque extrait.

Tableau 08 : Le rendement, 1’aspect et la couleur des extraits phénoliques de miel obtenus

de chaque méthode d’extraction.

Echantillon Le rendement La couleur L’aspect
(%)
" Montagne 0,096 Jaune Patte
;% Eucalyptus 0,22 Jaune pale Patte
§ ii Thym 0,318 Jaune claire Patte
é % Multi fleur 0,067 Marron Visqueux
§ - Lavande 2,02 marron claire Visqueux
3 Jujubier 0,072 Vertes Visqueux
" Montagne 97,82 Brune foncé Visqueux
Ef; Thym 97,58 Brune foncé Visqueux
% Multi fleur 97,86 Brune claire Visqueux
% Lavande 97,98 Brune claire Visqueux
% Jujubier 98 ;82 Brune foncé Visqueux
% Montagne 97,82 Brune foncé Visqueux
§ Eucalyptus 98,35 Brune foncé Visqueux
Montagne 25,18 Une belle couleur Patte
% jaune
S
%— Eucalyptus 45,83 Brune Visqueux
é Thym 39,7 Brune Visqueux
z Multi fleur 42,60 Brune Visqueux
% Lavande 20,01 Une belle couleur Patte
<@ blanchatre
Jujubier 37,83 Brune Visqueux
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Comme mentionné sur le tableau (08), nous observons, que le miel de lavande a donné
les meilleurs rendements d’extraction (2,52%) Suivis du miel de thym (0,318%).les faibles
rendement d’extractions reviennent aux miels du jujubier sauvage (0,072%) et des miels
de multi-fleur (0,067%).

Les rendements d’extraction méthanoliques des différents types des miels étudiés
(tableau 08), montrent que I’extraction par le méthanol a donné des rendements
d’extraction allant jusqu’a 98%. Pour les extractions éthanoliques, les résultats montrent
que le miel d’eucalyptus a le meilleur rendement (45,23%) suivis des miels de multi-fleur
(42,60%), le thym (39,7%), jujubier (37,83%), le miel de montagne (25 ,18%) cependant

les faibles rendements d’extraction reviennent aux miels de lavande (20,01%) .

Nous avons obtenu de trés faible rendement pour les extraits d’acétate d’éthyle, ceci,
pourrait étre expliqué par la diversité structurale responsable de grande variabilité des
propriétés physicochimiques influengant 1’extraction des polyphénols. Ainsi, la solubilité

des composes phénoliques est affectée par la polarité du solvant .

L’éthanol reste le meilleur solvant d’extraction, la macération semble étre meilleure

pour I’extraction des polyphénols et des flavonoides (Mahmoudi et al.,2013).

L’éthanol possede 1’avantage d’étre moins toxique par rapport au méthanol aussi d’étre
plus facilement éliminé sous vide, il évite I’extraction de la cire qui se trouve mélangée.
(Ribéreau et al., 1968).

Les travaux de Helilou et al.,2015 sur les extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle de
différentes variétés de miel en particulier : multifleurs, d'eucalyptus (85,465%)et de
montagne(82,238%) ont conduit & des rendements similaires & ceux obtenus par nos

échantillons de miel.
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100
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l extait methanolique
[ extrait ethanolique

Figure 12 : Les rendements des divers extraits du miel

111.2 Dosage des phénols totaux

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de miel a été calculée a partir de

la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et exprimée en grammes équivalent acide

gallique par gramme de miel (geac/g) pour les trois méthodes d’extractions (Tableau 09 et

Figure 14).
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage représentant de 1’acide gallique
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Tableau 09: Les teneurs en phénols totaux des différents extraits obtenus des variétés de

miel choisies dans cette étude.

Phénols totaux (geac/Q)

Echantillons du Ac-Et Eta-OH Me-OH
miel
Lavande 11,88+1,202 48,5+10,606 11,38+0,593
Montagne 17,08+1,405 99,666+20,84 30,15+4,454
Jujubier 12,646+1,280 513+40,951 230,566+15,409

Thym 29,966+5,353 763,333+116,328 81+15,556
multifleures 25,541,212 300+26,286 14,515+0,586

eucalyptus 36,666+12,227 585+77.781 528+4,242

D’aprés le tableau ci-dessus, nous remarquons que les teneurs en phénol totaux des
extraits méthanoliques de miel présentent des valeurs variables dont I’eucalyptus et
jujubier ont des taux les plus élevés (528geac/q) et (230,56 Ugeac/g) respectivement. Par
contre, celui de la lavande a le taux le plus faible (11.38ugeac/g). En ce qui concerne les
extraits éthanoliques, nous observons que ceux-ci présentent les teneurs en phénols totaux
les plus élevées par rapport aux extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle. La valeur la

plus élevée a été enregistrée pour I’extrait de thym (763,33geAc/Q).

Les extraits d’acétate d’éthyle, montrent les plus faibles teneurs en phénols totaux, la

valeur la plus importante est celle du miel d’eucalyptus (36,666UgEAG/Q).

D’apres les résultats du dosage nous remarquons que malgré que la maceration par le
méthanol donne des rendements plus élevés, 1’utilisation de 1’éthanol comme solvant

donne des teneurs en phénol totaux plus éleveées.
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Des constatations similaires ont été obtenues par Bertoncelj et al., (2007),qui ont
montré que les valeurs du contenu phénolique total de certains extraits des miels Slovenes
(Le miel d'acacia, miel de chataignier, miel multi floral, Le miel de forét) varie entre 44,8-
233,9 ugeac/ g. Ainsi, les études de les Jose et al, (2010 ),déterminent des valeurs des
phénols totaux varies entre 213-347.6 ug cae/ g pour des Cing miels monofloral de la
Cuba.

Nous constatons que nos résultats sont similaires aussi a ceux mentionnés par Amiot et

al., (1989) sur huit miels d’origine florales différentes varie entre (58-960 pg At/ ).
111.3 Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits du miel étudiés ont été calculées et exprimées en

microgrammes équivalent quercétine par gramme de miel (Tableau 10. et figure 15).
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la querceétine.

Tableau 10 : La teneur en flavonoides des extraits obtenus de nos différents échantillons

de miel. Flavonoides (LgEQ/Q)

Echantillons du miel Ac-Et Eta-OH Me-OH
Lavande 5,58+1,542 7,110,565 5,333+2,672
Montagne 1,8675+0,484 35,935+ 9,716+1,189
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jujubier 4,41+1,243 43,658,414 65,633+4,990
69,55+2,050 70,8+10,305
Thym 9,512+2,005
) 22,25+1,343 8,15541,059
Multifleures 4,357+1,827
7,97+1,831 55,74+30,122
Eucalyptus 39,033+4,823

En analysant les résultats de Tableau 10. Nous remarquons que les teneurs en
Flavonoides des extraits d’acétate d’éthyle, de méthanol et d’éthanol varient entre (1,86 a
9,51), (5,33 a 70,8ugEQ/Q) et de (7,1 a 46,866 UQEQ/Q) respectivement.

Ainsi, nous observons que I’extrait d’acétate d’éthyle issu du miel de thym contient une

teneur élevée en flavonoides par rapport a son rendement qu’est faible de (0,318 %).

Pour les extraits méthanoliques et éthanoliques nous constatons que les teneurs en
flavonoides sont proches pour tous les extraits malgré que les extraits méthanoliques ont
présenté des rendements plus élevés. En générale, les extraits du thym présentent des
teneurs élevées en flavonoides dans les trois méthodes d’extraction 9,512 ; 70,8 et 69,55
MOEQ/g. Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Meda et al., ( 2004), sur

différentes variétésde miels multifloraux et monofloraux (3,7 a 61,4 UgEQ/Q).

Les flavonoides sont reconnus par leurs fortes activités biologiques comme piégeurs de
radicaux (Saba et al, 2011). L'intérét récent pour ces substances a été stimulé par ces
avantages potentiels pour la santé découlant de leurs activités antioxydantes et contre les

maladies coronariennes ainsi que le cancer (Saba et al, 2011).

Les miels choisis pour notre étude sont caractérisé par un taux €levé en composés

phénoliques, ce qui laisse a envisager leur capacité antioxydante.
111.4 Reésultats du pouvoir antioxydant du radical libre DPPH

Les valeurs des pourcentages d’inhibition obtenues (1% de chaque extrait),), nous ont

permis de tracer les graphes illustrant la variation du pourcentage d’inhibition en fonction
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de la concentration en composés phénoliques issus de I’extraction par le méthanol,

éthanole et I’acétate d’éthyle.

Les Figures 15 et 16 représentent la variation des pourcentages d’inhibition (1%) en
fonction des concentrations en pg/ml des deux antioxydants standards choisis pour cette
étude a savoir, la vitamine C et vitamine E. Les valeurs obtenues (1% de chaque extrait),
nous ont permis de tracer les graphes illustrant la variation du pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration en extraits phénoliques issus de I’extraction au méthanol et

éthanol et I’acétate d’éthyle.

R*=0,999

- C(g/)
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Figure 15 : Courbe représentant la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations vitamine C
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Figure 16 : Courbe représentant la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations vitamine E.
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Extraits methanolique
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Les extraits ethanolique
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Figure 17 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction

de la concentration en composés phénoliques.
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Les résultats exprimés en ECso (concentration en antioxydant nécessaire pour
réduire de 50 % la concentration initiale en DPPH) qui sont calculés a partir des courbes de
la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la concentration de chaque
extrait. 1l faut rappeler que plus la valeur de ECso est petite, plus 1’activité antioxydante des
extraits est grande (Popovici et al. 2009). De méme, nous avons calculé les EC 50 de la
vitamine C et de vitamine E choisis comme antioxydants standard dans ce test (Tableau
12)

Tableau 11 : Les valeurs d’EC 50 en (mg/ml) des différents extraits méthanoliques

¢thanolique et d’acétate d’éthyle

extrait Acetate éthyle Extrait Ethnolique
methanolique
eucalyptus 1,401+0,411 88,621+19,218 79,138+10,167
Thym 0,485+0,195 76,663+ 1,261 49,731+11.996
montagne 0,65+ 0,141 145,56+24,393 52,039+46,654
lavande 0,845+ 0,043 125.313+14.973 101,957+5,623
Jujubier 0,350+0,0376 103,972+5,446 94.215+9,928
multifleur 0,769+ 0,214 147,754+34,612 138,773+24.312

Tableau 12 : Les valeurs d’EC50 en (mg/ ml) des antioxydants standards

EC 50 « mg/mL »
0,011+0,002
0,0208++0,0006

Antioxydants standard
Vitamine C

Vitamine E

Les valeurs d’ECso des extraits obtenus par les trois méthodes d’extraction varient

globalement entre 0,35 et 145,56 g/ml.
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Les valeurs d’EC 5o des extraits d’acétate d’éthyle varient entre 0,35 et 1,40g/ml et
entre 76.66 et 147.75g/ml pour les extraits méthanoliques ; 49,731 et 49,731 g/ml pour les
extraits éthanoliques donc, nous remarquons que les valeurs d’ECsg les plus faibles ont été
obtenues dans les extraits d’acétate d’éthyle par rapport aux extraits méthanoliques.et

éthanoliques.

Pour les extraits d’acétate d’éthyle, la valeur plus élevée d’ECsp était de 1,401g/ml
pour 1’échantillon du miel d’eucalyptus par contre la valeur la plus faible était de 0,35 g/ml
pour I’extrait du miel jujubier cela confirme la possibilité qu’il contient la plus grande
quantité des composés accepteurs de radicaux libres et le plus grand potentiel antioxydant
(Beretta et al., 2005). Nos extraits d’acétate d’éthyle ont prouvé leur fort pouvoir

antioxydant par le test du DPPH.

Selon plusieurs auteurs, le contenu phénolique de plusieurs miels est fortement
corrélé avec son activité antioxydante (Beretta et al, 2005;. Bertoncelj et al, 2007, Meda
et al., 2005), ce qui peut étre utilisé comme un parametre fiable pour indiquer les activités
antioxydantes dans le miel (Beretta et al, 2005;. Bertoncelj et al, 2007, Meda et al,
2005).

D’apres les résultats obtenus dans le dosage des phénols totaux, nous pouvons
constater que nos extraits d’acétate d’éthyle malgré qu’ils sont moins riches en phénols
totaux par rapport aux extraits méthanoliques et éthanoliques leurs capacité anti radicalaire

est nettement plus élevée.

En comparant nos résultats avec les études menées par Meda et al, (2004), sur
I’activité de piégeage des radicaux DPPH sur 27 variétés du miels de Burkina-Faso (ICs
varies entrel,37-29,13mg/g) et d’apres les travaux des Escuredo et al, (2013) sur des
extrais des miels européens (ICsp varies entre8.6-17.8mg/g). Nos extraits d’acétate d’éthyle
ont prouvé leur fort pouvoir antioxydant par rapport a celles des miels de Burkina Fasan ;et

certains miels européens.

L’activité de piégeage des radicaux DPPH par nos extraits de miel testeés varie en
fonction du type de miel utilisé, en raison de la complexité de la composition chimique qui

dépend de I’origine florale, les facteurs environnementaux et les conditions de stockage,

Dans le miel, les composants responsables de I’effet antioxydant sont les flavonoides

et les acides phénoliques. La quantité de ces composants varie largement en fonction de
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I'origine florale et géographique du miel. En outre, la transformation, la manutention et le
stockage du miel peuvent influencer sur sa composition. Il existe une relation étroite entre
la concentration en composes phénolique du miel et origine des especes vegétales visitées
par I’abeille (Gheldof et al., 2002).

D’apres 1’étude de corrélation entre les différents EC 5o et le contenu en phénols
totaux des extraits méthanoliques, éthanoliques et d’acétate d’éthyle. Dans les figures ci-
dessous (Figure 18-20) nous remarquons qu’il y a une corrélation positive uniquement
entre les valeurs d’ECsp et phénols totaux des extraits d’acétate d’éthyle .(R=0,58). Les
travaux de Sudhanshu et al, (2009) sur les variétés des miel indiens ont conduit a une
coefficient de corrélation(R=0.5) similaires a ceux obtenus par nos des extraits d’acétate
d’éthyle. D’une manicre générale toutes les figures montrent une faible corrélation entre
d’EC 5 et phénols totaux, Ricet al.,(1996) .ont indiqué que les composés phénoliques ne
possedent pas la méme activité antioxydante par conséquent, ce n’est pas la quantité, mais
la qualité des polyphénols, qui sert de déterminer la capacité antioxydante des nourritures.
Cela peut expliquer la corrélation négative observée entre la teneur en phénol totaux et
ECso (activités antioxydants) des extraits méthanoiques et extraits éthanoiques
(Sudhanshu S et al., 2009).

Marghitas et al (2009) ont utilisé le méthanol comme solvant d’extraction des
composes phénoliques du miel. Dans cette étude, aucune corrélation n’a été affichée entre
la teneur en composés phénoliques et de I’activité anti-oxydante. En outre, Silva et al.
2006 a vérifié que les activités antioxydants ont été différentes pour chaque solvant testé
(acétate d'éthyle > éthanol > hexane) et étaient pas clairement lié a leur teneur en composés
phénoliques totaux.

Le contenu des flavonoide dans notre étude, a cependant montré des corrélations
faible (R 0,263) pour I’extrait acétate d’éthyle, et de bonne corrélation négative (R =-
0,540) pour les extraits éthanoliques, et une corrélation moyenne pour les extraits
méthanoliques (R= 0.405), ceci peut étre expliqué en partie par la sous-estimation qui se
produit lorsqu'on utilise la méthode de chlorure d'aluminium pour une quantification total
des flavonoides (Aline et al, 2005).

Dautres auteurs ont également connu que seuls les flavonoides présentant une
certaine structure moléculaire, en particulier ceux qui ont une certaine position hydroxyle,

déterminera les propriétés antioxydantes. En général, ces propriétés dépendent de la

38



Chapitre 111 : Résultats et discussion

capacité de donner un atome d'hydrogéne ou d'électrons a un radical libre. Les mémes

auteurs ont constaté que les flavonols avaient une corrélation plus élevée avec une activité

anti radicalaire dans des extraits de plantes que flavonoides. (Aline et al, 2005).

Nous remarquons qu’il y a une corrélation positive uniquement entre les valeurs

phénols totaux et flavonoides des extraits d’acétate d’éthyle.

C (ugEQ/8)

40
35
30
25
20
15
10

y =3,7098x

R?=0,2852

*

4 6 8 10

C (ug GAE/ g)

Figure 18 : Corrélation entre les phénols totaux et
flavonoides extraits acétate d’éthyle
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Figure 19 : Corrélation entre les phénols totaux et
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Au cours de la derniere décennie, l'utilisation du miel a des fins thérapeutiques a été
réévaluée dans un cadre plus scientifique, et plusieurs propriétés ont été identifiées. Le
miel frais affiche une activité antioxydante importante, semblable a de nombreux fruits et
légumes. De ce fait, notre travail vise a évaluer I’activité antioxydante de différentes

variétés de miel produit en Algérie.

En comparant nos résultats avec des travaux réalisés par plusieurs auteurs sur différents
types de miel, nous pouvons conclure que nos échantillons ont des rendements différents
en phénols totaux et en flavonoides qui varient selon les types de solvant utilisé avec une
capacité antioxydante différente d’un extrait a 1’autre. le miel de jujubier ; représente le
meilleur miel car sa capacité a piéger les radicaux libres testée par DPPH (EC 5, =0,350
mg/ml), son contenu en phénols totaux (12,64, 513, 23,57) et flavonoides sont élevés dans
les trois extraits acétates d’ethyle ; éthanoliques et métanoliques malgré son rendement
qu’est trés faible de 0,072% (extrait acétate d’éthyle).

Le miel de thym et d’eucalyptus sont aussi riches phénols totaux avec des teneurs qui
varient entre 9,512et 763,33 HgEAG/ g et en flavonoides entre 7,97et 39,03 ug /g pour les
trois types des extraits, Le miel de thym ayant une activité antioxydante moyennement
élevée EC 50= 0,485mg/ml.

Il est remarquable aussi, que I’extrait d’acétate d’éthyle issu du miel d’eucalyptus
posséde I’activité antioxydante la plus faible (ECso=1,401 mg/ml).

Nous avons constaté aussi que les valeurs d’ECs les plus faibles ont été obtenues dans

les extraits d’acétate d’éthyle par rapport aux extraits méthanoliques et éthanoliques.

Une bonne corrélation a été uniqguement obtenue entre les activités antioxydantes testées

au DPPH et les teneurs en phénols totaux des extraits d’acétate d’éthyle (R=0,584).

Nous pouvons conclure a la fin de ce mémoire, que les miels d’Algérie sont riches en
composés phénoliques et flavonoides spécialement le miel du thym ; eucalyptus et
jujubier mais c’est ne pas la quantité, mais la qualité des polyphénols, qui sert de

déterminer la capacité antioxydante des miels.

Les miels Algériens, étant une source riche en antioxydants naturels, peuvent étre
utilisés dans la prévention de diverses maladies. De nombreux composants de miel, en

particulier des acides phénoliques et les flavonoides, se sont avérés contribuer de maniere
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significative a la capacité antioxydante. Ces résultats ont conduit a la conclusion que
plusieurs antioxydants peuvent agir en synergie dans le miel ceci nous encourageons a
continuer les recherches sur le miel afin d’aboutir a plus d’informations sur le mécanisme
d’action des différents constituants des miels tel que les enzymes et autres composés
phénoliques et leurs activité antioxydante.
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Annexe 01 : Acide ascorbique’ (Boubekri. ,2014)

HOH,C

HO OH

Annexe 02 : Structures des tocophérols.(Boubekri.,2014)

R,=R,=R;=CH; a- Tocophérol
R=R;=CH;,R,=H - Tocophérol
R,=R;=CH;,R,=H v- Tocophérol
Ri=R,=H, R; = CH; 6- Tocophérol

Annexe 03 : structure de 1’acide gallique (web)

O~_OH

HO OH
OH
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