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Introduction génerale



| Intoduction géenérale:

La médecine traditionnelle joue un réle important dans les systémes de guérison partout dans le monde
entier. Depuis des décennies, les organisations internationales de la santé et les conférences internationales sur
les soins de santé insistent sur le r6le crucial de la médecine traditionnelle dans la prestation des soins de
sante[1].

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a défini que la médecine traditionnelle -dans le plan
stratégique pour 2014-2023, comme « la somme de toutes les connaissances, compétences et pratiques
reposant sur les théories, croyances et expériences propres a différentes cultures, qu’elles soient explicables
ou non, et qui sont utilisées dans la préservation de la santé, ainsi que dans la prévention, le diagnostic,

I’amélioration ou le traitement de maladies physiques ou mentales » (OMS, 2013)[2].

En Algérie la médecine traditionnelle, aussi appelée médecine alternative, connait actuellement un
véritable essor. Certaines pratiques soutiennent la médecine traditionnelle d’une part et la médecine
prophétique d’autre part, y compris Rokya et Hijdma. La médecine traditionnelle refléte la mémoire culturelle

transmise de génération en génération par le savoir et le partage[1].

La pharmacopée algérienne traditionnelle fait partie de la tradition médicale connue et transmise dans
tout le Maghreb. La médecine traditionnelle algérienne présente des caractéristiques uniques parce qu’elle
combine les connaissances médicales islamiques anciennes avec ’application purement empirique de la
population locale, enrichissant ainsi la pharmacopée traditionnelle algérienne et sa pratique
pharmacoéconomique. Les substances pharmaceutiques utilisées par les Algériens se sont avérées tres
efficaces pour guérir certaines conditions pathologiques et représentent une source auparavant inexploitée de

produits bioactifs importants[3].

Le miel est 'un des produits naturels le plus ancien consommé et utilisé par ’homme ,il a été fortement
adopté dans le domaine de la médecine traditionnelle ou alternative a cause de sa intérét nutritionnel et
thérapeutique [4].Le miel est défini comme une substance naturellement sucrée produite par les abeille a
partir du nectar des fleurs ou miellat a I’aide d’enzymes sécrétées par les glandes des abeilles ouvrieres[5].En
effet la composition de ce produit dépend principalement de la source florale(botanique) et d’autres facteurs
environnementaux et climatiques (saison, température ....... etc.), ce qui méne sa grande diversité [7 ,6]. Le
miel contient au moins 200 substances notamment des glucides a environ 80-95%, le fructose et le glucose en

majorité ; des minéraux, des protéines, des acides aminés libres, des enzymes, des vitamines, des acides




organiques, de I’eau, des pigments et de divers composés bioactifs comme les flavonoides , les acides

phénoliques et les alcaloides [8, 9].

Des études antérieures ont demontré que le miel a deux activités biologiques significatif, antioxydante
[10] et antibactérienne selon les produits bioactifs qu’il contient. A c6té des activités declarées le miel a des
effets anti-tumoral [11] ; anti-inflammatoire, cicatrisante, antiviral et antiulcéreux. Tous ces propriétés
thérapeutiques stimulent son utilisation en médecine traditionnelle et moderne pour traiter les maladies

humaines[12].

Le tableau suivant montre certains types de miel qui ont des bienfaits distinctifs :

Tableau 1: Effets thérapeutique de quelques types de miel[13].

Type de miel Effet thérapeutique

Le miel d'abeille du genre Apis -effet positif sur la peau et les voies respiratoires
- stimule lI'immunité
- un revigorant naturel

Miel de fleur de café - effet énergisant

Miel d'eucalyptus - soulage les infections intestinales les maladies des

voies urinaires et respiratoires.
Miel de fleur d'oranger - combattre I'insomnie

- améliore la fonction intestinale

De plus la couleur foncée du miel indique une teneur en composés phénoliques élevée ce qui augmente
sa capacité antioxydante [6]. La présence de composés phénoliques dans la composition du miel s’explique
par le fait que les abeilles, lors de la fabrication du miel, combinent leurs fluides corporels avec le nectar des
fleurs et des sécrétions végétales[13]. Les composés phénoliques sont identifiés comme étant des substances

responsables de I’activité antioxydante du miel via la production de molécules plus stables et non toxiques[13].

Les polyphénols sont aussi des substances ayant des propriétés antioxydantes tres importantes,
permettant de lutter contre la formation de radicaux libres en excés dans I'organisme (substances qui vont

favoriser le vieillissement cellulaire), ils possedent des propriétés bénéfiques pour la santé [14].




Les polyphénols présentent des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec 1’inhibition de
I’oxydation aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant),
Ces antioxydants agissent en bloquant ou inhibant a la fois la formation et la propagation des radicaux libres
[20]. Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la nutrition par leur
caractere préventif a I’égard de diverses maladies citées précédemment, en cosmétologie et surtout dans les
industries agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la valeur des aliments et leur incidence
sur la conservation des produits alimentaires, Ainsi, ils pourraient constituer une alternative a 1’utilisation des
additifs alimentaires synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA) et buthylhydroxytoluene (BHT), qui ont

montré des effets nuisibles (effet carcinogene) [15].

L'activité antioxydante des polyphénols peut étre évaluée in vitro et in vivo au moyen de simples
expériences, et en méme temps, I'éventuel effet pro-oxydant sur différentes molécules peut étre évalué,
L'activité antioxydante ne peut pas étre mesurée directement, mais elle est déterminée par les effets de
I'antioxydant pour controler le degré d'oxydation. Il existe diverses méthodes pour évaluer l'activité
antioxydante. Certaines methodes impliquent une étape d'oxydation différente suivie par la mesure de la

réponse, qui dépend de la méthode utilisée pour évaluer I'activité[16].

L'objectif général de notre travail est donc d’estimer les teneurs en composés phénoliques présents dans
les différents types de miels, obtenus a travers les extraits aqueux et aussi d’évaluer leurs pouvoirs antioxydants
en utilisant le test FRAP.

Notre manuscrit commence par une introduction générale qui traite des généralités sur le miel et les
composés phénoliques, la deuxieme partie exprime la partie expérimentale dont matériel et méthodes et
résultats et discussion. Enfin, le mémoire se termine par une conclusion générale qui résume 1’essentiel des

résultats obtenus lors de ce travail et énonce par la suite des recommandations pour la suite de ce dernier.




Materiels et méthodes



Il Matériels et méthodes :

1 Matériels :

Notre travail de recherche a été réalisé au sein de laboratoire des sciences fondamentales et laboratoire

pédagogique du département des sciences fondamentales a I’université Amar Telidji de Laghouat.

1.1 Echantillonnage :

Notre étude a été faite sur neuf échantillons de miel collectés en 2022 provenant de différentes régions

comme le montre le tableau suivant :

Tableau 2: Présentation des échantillons de miels étudiés.

Code des Date Reégion
échantillons Nom des echantillons de récolte de récolte
M1 Ortica dioica  (Ssd) Juin 2022 Mssila
M2 Ziziphus lotus + Euphobia Juin 2022 Oued Mzi
guyoniana Boiss (Al + i)
M3 Bunium mauritanium (52 \) Juin 2022 Sougger -Tiaret
M4 Ziziphus lotus (uad) Juin 2022 Oued djedai
M5 Euphobia guyoniana Boiss Juin 2022 Oued Twil
+ Retama raetam (a3l + 4l
M6 Ziziphus lotus + Atrachylis Juillet 2022 Naama
serraluloide (= +uaw)
M7 Thapsia garganica + Peganum Mai 2022 Ain Elibel
harmala (dess +osan)
M8 Euphobia guyoniana Boiss Juillet 2022 Aflou
()
M9 Eruca vesicaria ssp Janvier 2022 lizi

sl



1.2

2

2.1

2.2

Réactifs chimiques utilises :

Tous les produits utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique élevé (Tableau 3).

Tableau 3: Produits chimiques, appareillage et équipements utilisés dans ce travail.

Produits chimiques Firme et pays

Acide gallique (C7H605), Ethanol absolu (C2H50H) Riedel-de Hagn

(Allemagne)
Carbonate de sodium (Na2CO3), TPTZ (ferric2,4,6-tripyridyl-s-triazine) Sigma-Aldrich
(CigH12Ng),  Folin-Ciocalteu  (H3PW12040-H3PM012040), vitamine (France)
C(CeHsOs).

Appareillage et d’autres équipements

Balance analytique (KERN, ABS 220-4), Spectrophotomeétre UV/Visible (Shimadzu 1800),
Spectrophotometre UV/Visible (Shimadzu 1601), Micropipette 100-1000uL (ISOLAB), Cuvette
UV/visible a usage unique en plastique, Bain marie (Memmert), Etuve (Memmert), Béchers, Fioles
jaugées (100, 250), Burette graduée, Tube a essai en verre, Pissettes, Porte tube, Spatule, VVortex
(VELP SCIENTIFICA)

Meéthodes :

Préparation des extraits :

Quarante-cing extraits sont préparés (neuf extraits avec neuf variétés de miels et trente-six extraits avec
une combinaison binaire de miels). Dans des tubes a essai, on met 1g de miel (ou 1g de mélange binaire
de miels) est (sont) suivi de I’ajout de 20ml d'eau distillée, ensuite les tubes sont mis dans un bain-marie

pendant une demi-heure poursuivi d’une agitation de 3 a 4 minutes a I’aide d’un vortex.

Dosage des phénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotomeétrie, selon la méthode
colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et Ross, 1965). Depuis, son utilisation
cette méthode c'est largement répandu pour caractériser les extraits végétaux d'origines diverses. Ce
dosage est base sur la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles présents dans
I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Il est réduit lors de I'oxydation des phénols,




en un mélange d'oxydes bleus de tungstene (WgO23) et de molybdéne (MogO23) (figure 1). Cette coloration
bleue dont l'intensité est proportionnelle aux taux de phénols totaux présents dans le milieu donne un

maximum d'absorption a 760 nm.

100 pl de chaque extrait sont introduits a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suis de
I’addition de 500ul du réactif de Folin Ciocaltau (10 fois dilué dans 1’eau distillé). Aprés incubation
pendant deux minutes, 2ml de carbonate de sodium Na:COs a 2% sont ajoutes. Les solutions sont
immédiatement secouées et maintenues a 1’obscurité pendant 30 min a température ambiante.
L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 760nm contre un blanc dans un spectrophotomeétre
UV-visible de type Schimadzu-UV-1601. On a préparé en paralléle une gamme étalon d’acide gallique a
différentes concentrations dans les mémes conditions. Les teneurs en composés phénoliques de chaque
extrait ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique et exprimées en

milligrammes en équivalence en acide gallique par cent grammes de miel (mg EAG/100g miel)[17].

COOH CoO

Na,CO,
S
HO OH HO OH

OH OH
Asam galat lon fenolat asam galat

CoO COO

+2Mo* +2Mo> +2 H'
HO OH O OH
O

OH

Figure 1: La réaction entre I'acide gallique et les composés de molybdéne dans le réactif folin ciocalteu[18].
2.3 Evaluation de Pactivité anti-oxydante :

Pour étudier I’activité antioxydante des différents extraits, nous avons adopté le test du FRAP (Pouvoir

réducteur antioxydant de fer) a cause de sa simplicité et sa rapidité dans 1’analyse.

Le test de la réduction du fer ou FRAP est considéré comme une méthode utilisée pour tester les
antioxydants dans les extraits. Selon Benzie & Strain (1996), est une méthode simple et rapide d’un coft
faible et les réactifs sont faciles a préparer. Le principe du test FRAP est basé sur la capacite des composes
antioxydants a réduire les ions Fe3+ en Fe2+. C’est un test colorimétrique qui utilise la capacité des

antioxydants a réduire le complexe incolore [Fe3+-(2,4,6-Tris(2-pirydyl) -s-triazine)2]3+ au complexe




intensément bleu [Fe?*(TPTZ)2]%* en milieu acide & travers une réaction d’oxydoréduction. L’intensité de
cette coloration est mesurée par spectrophotométrie UV-Visible Shimadzu 1600 a 593 nm

Protocole :

Le réactif du FRAP est compose par les solutions suivantes :

Solution tampon 3Mm de Ph=3,6 préparé a partir de 0,62 g d’acétate de sodium ;
3,2 ml d’acide acétique préparé dans 200ml d’eau,

Solution de TPTZ m=0,3124 g solubiliser dans 40 mmol de HCI, puis solution de FeCls (20 mM).

Meélanger les solutions dans un rapport de 10 :1 :1.

Un volume de 50 pL des extraits de miels et combinaisons de miels est ajouté a 1 ml du réactif de FRAP.

Les tests ont été triplés et incubés a température ambiante pendant 7 min et 1’absorbance est mesurée a
593 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible Shimadzu 1600 [18, 19].

Le pourcentage réducteur (PR) de I’activité antioxydante réductrice est calculé selon 1’équation suivante:

(Ac — Ae)
PAR (%) = A—C x 100

Ac: Absorbance du controle négatif.

Ae : Absorbance de I’échantillon testé

Le principe de ce test se déroule selon le mécanisme réactionnel suivant :

1 i
N N ~N
BRaP R
Mt NN antioxidant Mo
e —— R
NN N7 | =% N“>N" &+ N7 |
N | N NN | N NS
N | nS | N
Z 2
antioxidant
Fe(lll) — TPTZ complex Fe(ll) - TPTZ complex

Figure 2: Mécanisme de la réaction du fer.




2.4 Analyse statistique :

Tous les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne +SD d’analyses en trois a cinq essais en utilisant
le logiciel Excel 2018.Une analyse descriptive des résultats est realisée a l'aide du logiciel XLSTAT 2018.5.03,
avec une tolérance de 0,0001 et un intervalle de confiance de 95%, afin de déterminer le coefficient de corrélation

(coefficient de Pearson) et de faire 1’analyse en composantes principales (ACP).




Résultats et discussion



111 Résultats et discussion :

Notre travail consiste a évaluer 45 extraits obtenus en termes de quantité de phénols totaux et leurs

propriétés antioxydantes.

Les analyses quantitatives des phénols totaux et les analyses de propriétés des antioxydants par la
méthode de FRAP sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe
d’étalonnage exprimées successivement en mg équivalent de 1’acide gallique par 100g de miel (mg
EAG/100g miel) et en mg équivalent de la vitamine C par gramme de miel (VECAC) (mg EVC/100g

miel) respectivement (Tableau 4).

1 Quantification des phénols totaux:

Les calculs sont effectués a partir de la courbe d'étalonnage de I’acide gallique (Figure 3) et les
résultats de lI'analyse spectrophotométrique de la teneur en phénols totaux pour les extraits obtenus, sont

indigués dans le tableau 4.

L'acide gallique a différentes concentrations montre la proportionnalité de 1’absorbance en fonction des

concentrations (0,03 4 0,3 g/lI). La teneur en polyphénols a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage.

1.2
1 R2 = 0.9982

0.8

0.6

0.4

0.2

Absorbance a 760nm

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

[(Acide gallique)] en (g/L)

Figure 3: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Tableau 4: Résultats des teneurs en phénols totaux et du test FRAP des échantillons de miels et les
combinaisons de miels.

Mx : miel seul, (Mx) : combinaisons de miel Mx Exemple : miel M2 <=>M2 ; combinaison de miel M2 <=> (M2)



Dosage des phenols totaux

Test FRAP

Miel mg EAG/100g de miel VECAC(mg EVC/100g de miel)
M1 83,50 + 14,90 2,853 £ 0,197
M2 91,13 + 3,60 4,592 + 0,073
M3 165,42 + 4,05 16,313 + 0,059
M4 116,37 £ 12,07 6,317 £ 0,166
Miel individuel M5 89,85+ 0,34 6,336 £+ 0,037
M6 78,50 £ 0,34 3,618 +£ 0,077
M7 75,29 + 19,50 3,570 £ 0,052
M8 86,95 + 0,34 5,469 + 0,154
M9 61,65+ 1,92 4,174 + 0,058
M1+M2 85,63 + 2,06 4,639 + 0,047
M1+M3 115,02 + 2,15 2,491 + 0,029
M1+M4 91,18 + 2,08 4,196 + 0,053
Combinaisons (M1) M1+M5 80,70 £ 2,14 4,975+ 0,012
M1+M6 70,10 £ 3,32 3,880 + 0,050
M1+M7 70,78 £ 3,00 3,758 £ 0,012
M1+M8 89,54 + 2,69 4,561 £ 0,122
M1+M?9 74,66 + 1,72 3,572 + 0,022
M2+M3 127,22 +1,91 8,414 + 0,379
M2+M4 102,06 + 2,09 20,804 + 0,206
M2+M5 94,33 +4,11 20,537 £ 0,088
Combinaisons (M2) | M2+M6 75,48 + 3,14 19,373 £ 0,164
M2+M7 97,16 + 1,79 17,609 + 0,135
M2+M8 107,20 + 2,47 19,175 + 0,027
M2+M?9 108,73 + 4,82 16,971 + 0,119
M3+M4 127,06 + 1,82 10,983 + 0,398
M3+M5 116,57 + 3,06 9,821+ 0,062
Combinaisons (M3) M3+M6 116,78 + 4,22 10,777 £ 0,556
M3+M7 120,66 + 3,64 9,311 + 0,036
M3+M8 134,44 £ 0,34 11,673 £ 0,049
M3+M9 117,16 £ 2,15 9,862 + 0,125
M4+M5 83,61 +6,19 4,575 + 0,038
M4+M6 91,49 +2,40 3,650 + 0,020
Combinaisons (M4) | M4+M7 73,14 + 3,49 4,364 + 0,075
M4+M8 86,34 + 2,09 4,726 + 0,033
M4+M9 82,28 + 4,29 3,929 + 0,021
M5+M6 67,44 + 2,25 5,195 + 0,053
Combinaisons (M5) M5+M7 70,21 +£2,15 5,034 + 0,085
M5+M8 77,84 + 4,23 5,857 + 0,053
M5+M9 72,07 £ 1,58 5,277+ 0,226
M6+M7 66,99 + 0,34 3,655+ 0,049
Combinaisons(M6) | M6+M8 64,70 £ 5,30 4,126 + 0,162
M6+M9 77,58 + 4,10 3,498 + 0,113
Combinaisons (M7) M7+M8 72,89 + 1,50 4,084 + 0,032
M7+M9 73,34 +£1,23 3,523 +0,110
Combinaisons (M8) | M8+M9 98,69 + 2,14 4,631 + 0,139

Le tableau 4 montre les teneurs en composés phénoliques totaux des 9 miels. Ces derniers varient

considérablement de 61,65 + 1,92 mg EAG/100g a 165,42 + 4,05 mg EAG/100g de miel.




Si nous comparons nos résultats par rapport a ceux obtenu par lvan Lozada Lawag et al [20] sur quatre type de
miels a savoir: Calothamnus spp (Cloche rouge); Agonis flexuosa (Menthe poivrée cotiére) ; Corymbia
calophylla (Marri) et Eucalyptus marginata (Jarrah) d'Australie occidentale ou ils ont trouvé des résultats allant
de (29,15 £ 5,46 mg GAE/100 g) a (50,58 + 3,76 mg GAE /100 g), on peut dire que nos résultats sont plus
importants a ceux comparés. Ainsi, Une autre étude de Malgorzata Starowicz et al [21] comprenait 22
échantillons de miels de 11 varietés d'origine Polonaise , a énoncée des teneurs comprisent entre 19,9 et 159,2
mg EAG/100g dans ces échantillons de Miels.

Les résultats du tableau montrent que la plus forte concentration de polyphénols est 165,42 + 4,05 mg
EAG/100g de miel dans I’échantillon de miel M3 suivi par 1’échantillon de miel M4 (116,37 + 12,07 mg
EAG/100g) par rapport aux autres variétes testées. Par contre la plus faible teneur en phénols totaux e enregistrée
est 61,65 + 1,92 mg EAG/100g dans le miel M9.

Les miels M1, M8, M5, M2 notent des concentrations qui varient de 83,50 + 14,90 mg EAG/100g a
91,13 + 3,60 mg EAG/100g, par contre les résultats des phénols totaux des miels M6 et M7 sont similaires
(78,50 + 0,34 mg EAG/100g et 75,29 + 19,50 mg EAG/1009).

D’aprés les résultats décrit par les histogrammes (figures 4), nous pouvons constater que les miels M3,
M4, M2, M5, M8 de couleur foncé contiennent plus de composés phénoliques avec les teneurs suivantes :
(165,42 ; 116,37 ; 91,13 ; 89,85 ; 86,95 mg EAG\100g) respectivement. Contrairement aux miels M1, M6,
M7, M9 de couleur plus claire ou les concentrations obtenus sont les suivantes :(83,5 ; 78,5 ; 75,29 et 75,29mg
EAG\100g). Ceci a été observé par Michal Halagarda et al [22] -sur quelques type de miels- qui confirme

I’existence d’une relation entre les phénols totaux et la couleur du miel.

En effet, ces différences peuvent étre attribuées a la source botanique du miel ou les composés
phénoliques présents dans les plantes peuvent étre transférés -par les abeilles- au miel au cours de la collection
de nectar selon Silici et al[23]. Ainsi, Kek Chin et al. 2014 [24] ont montrés que la différence est dle aux :

I’influence par I’origine florale du miel, I’origine géographique et le climat.
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Figure 4: Les teneurs en phénols totaux des miels ; (a) les plus faibles teneurs et (b) les plus forts teneurs.

Les valeurs obtenues montrent clairement que les teneurs en phénols totaux de I’ensemble des
combinaisons des miels oscillent entre (64,70 + 5,30 mg EVC/100g pour M6+M8 ; 134,44 + 0,34 mg
EVC/100g pour M3+M8.

Les concentrations en polyphénols enregistrée dans les combinaisons de miels (M3) sont les plus
importantes (p < 0,0001). Ces derniéres sont respectivement (134,44 + 0,34 mg EVC/100g (M3+M8) mg
EVC/100g ; 127,06 £ 1,82 (M3+M4) mg EVC/100g ; 120,66 + 3,64 (M3+M7) mg EVC/100g ; 117,16 + 2,15
(M3+M9) mg EVC/100g ; 116,78 + 4,22 (M3+M6) mg EVC/100g et 116,57 + 3,06 mg EVC/100g pour
(M3+M5). Ainsi, les combinaisons de miels (M2) se situer dans 1’intervalle de 75,48 + 3,14 mg EVC\100g
pour M2+M6 a 127,22 + 1,91mgEVC\100g pour M2+M3 suivi par celle de miels (M1) qui variant de 70,10 +
3,32 mg EAG/100g pour M1+M6 a 115,02 + 2,15 mg EAG/100g pour M1+M3.

D’un autre c6té, les combinaisons de miels (M6) présentent les plus faibles concentrations en polyphénols.

Les autres combinaisons des miels (M4), (M5), (M6), (M7), (M8), ont renfermé des teneurs comprisent entre
64,70 £ 5,30 mg EVC/100g pour M6+M8 et 98,69 + 2,14 mg EVC\100g pour M8+M0.

Selon les résultats mentionnés précédemment nous constatons que les teneurs en phénols totaux des

combinaisons de miels (M2) sont supérieures a celle du miel M2 individuel.

A notre connaissance, aucune étude antérieure n’a été entreprise sur la quantification des phénols totaux

de combinaisons de miels.

Il faut noter que tous les extraits aqueux des miels investigués, ne contiennent pas de flavonoides, ce
résultat a été confirmé par I’obtention des absorbances presque nulle. L’absence des flavonoides dans les miels
ne justifie pas que sont pauvres en ces composés mais le solvant utilisé dans notre travail peut influencer

I'extraction.



2 Testde FRAP :

L’activité antioxydante vis-a-vis au pouvoir réductrice FRAP a été exprimée par le facteur VCEAC, qui
a définie comme la masse en pg de I’acide ascorbique ayant le méme pouvoir antioxydant d’un gramme de

miel. On rappelle que plus la valeur de VCEAC est grande plus ’activité antioxydante est importante.

A partir d’une solution mere de la vitamine C de 0.02 g/l. Une série des solutions filles a différentes
concentrations ont été préparées dans une gamme allant de 0.001 a 0.02 mg/ml. Toutes les déterminations ont

été effectuées en triple lecture.

La courbe d’étalonnages est représentée dans la figure ci-dessous :
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Figure 5: Courbe d'étalonnage de la vitamine C.

Le tableau 4 montre I’activité antioxydante du test FRAP de neuf miels et trente-six combinaisons de miels

étudiés en milligramme équivalent de la vitamine C par 100 g de miel (mg EVC/100g de miel).

Pour plus de clarté et grace au tableau 4 on a réalisé les histogrammes suivants :
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Figure 6: Résultats de VCEAC pour les miels ;(a) les plus faibles,(b) les plus forts.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 4 ; I’activité réductrice des miels étudiés varient largement entre
2,853 £ 0,197 mg EVC/100 g miel et 16,313 £ 0,059 mg EVC/100 g miel. Le miel M3 de Sougger -Tiaret
présent la plus forte activité 16,313 + 0,059 mg EVC/100g miel. Suivi par les miels M4, M5 et M8 (6,317 +
0,166 mg EVC/100 g miel ; 6,336 £ 0,037 et 5,469 + 0,154 mg EVC/100 g miel) respectivement. Par contre,
on remarque une faible activité dans le miel M1 de Mssila (2,853 + 0,197 mg EVC/100g miel). Concernant
les autres miels M2, M6, M7, M9, ils donnent des valeurs similaire allant de 3,570 + 0,052 & 4,592 + 0,073
mg/100g.

Les analyses d’évaluation de I’activité antioxydante réalisés ont montré que ces données sont plus importantes
si I’on compare avec ceux obtenues par A. Gul et T. Pehlivan [25] sur des miels Turque, qui ont trouvé des
activités réductrices qui oscillent entre 0,0022 mg EVC/100g et 0.0091mg EVC/100g de miel. Cependant, nos
valeurs sont inférieures a ceux trouvées par I’é¢tude de Mahder Mulugeta et Abera Belay[26].sur 48
échantillons de miels collectes d’aprés la forée de Bonga, Ethiopie ,les activités réductrices enregistrées sont
entre 23,9 mg EVC/100g et 69,94 mg EVC/100g .

Nous notons d’aprés les données consignées dans la figure 6 que les miels M1, M6, M7 et M9 montrent des
pouvoirs réducteurs faibles caractérisés par des couleurs claires par contre les miels M2, M3, M4, M5 et M8

qui donnent les meilleurs pouvoirs réducteurs sont de couleurs foncés.

En accord avec nos résultats plusieurs travaux portent sur 1’étude de 1’activité antioxydante du miel ont
confirmé la relation reliée entre la couleur du miel et 1’activité antioxydante. Asma Necib et al [27] ont
constaté que le miel de couleur foncé est caractérise par un pouvoir réducteur important en comparaison au
celui de couleur orange. Un autre travail également réalisé par Doukani et al (2014)[28] a confirmé ce résultat.
De son coté Khalil et al (2012)[29] ont affirmé apres avoir étudie des échantillons de miels algériens qu’il

existe une forte corrélation positive entre l'intensité de la couleur et les valeurs de FRAP des miels.



Conformément aux resultats rapportés par lvan Lozada Lawag et al [20], méme résultats ont été trouve ou
ont observé que l'activité antioxydante des miels est fortement liée a leurs constituants phénoliques.

Les résultats du tableau 4 ont révélé que le VCEAC des combinaisons des miels genéralement oscillent dans
Iintervalle de 2,491 + 0,029 mg EVC/100g pour M1+M3 et 20,804 + 0,206 mg EVVC/100g pour M2+M4

comme valeur maximale.

Ces résultats enregistrés montrent la division des combinaisons en deux catégories ; les combinaisons a plus
faible activité et les combinaisons a plus forte activité, dont plus les valeurs des VCEAC sont importantes,

plus le miel est un antioxydant puissant.

Les combinaisons de miels (M2) donnent de bons résultats qui sont dans I'ordre croissant suivant : (20,804 +
0,206 ; 20,537 £ 0,088 ; 19,373 + 0,164 ; 19,175 + 0,027 ; 17,609 + 0,135 ; 16,971 + 0,119 ; 8,414 + 0,379
mg EVC\100g) pour M2+M4 ; M2+M5 ; M2+M6 ; M2+M8 ; M2+M7 ; M2+M 9 ; M2+M3 et M2+M1
respectivement. Suivi par Les combinaisons de miels (M3) avec des valeurs de (11,673 + 0,049 ; 10,983 +
0,398 ; 10,777 + 0,556 ; 9,862 + 0,125 ; 9,821+ 0,062 ; 9,311 + 0,036 ; 8,414 + 0,379 et 2,491 + 0,029 mg
EVC\100g) respectivement a M3+M8 ; M3+M4 ; M3+M6 ; M3+M9 ; M3+M5 ; M3+M7 ; M3+M2 ; M3+M1.

Les combinaisons des miels (M1) (M4) (M5) (M6) (M7) (M8) (M9) sont caractérisé par des valeurs

significativement les plus faibles de 1’activité réductrice en comparaison avec les combinaisons précédentes

La remarque qui nous attire clairement, est que les combinaisons de miels (M2) présentent des activités fortes
et supérieures a celle du miel M2 unique (4,592 + 0,073 mg EVC/100g de miel), cela confirme la possibilité
qu’il y a un effet synergétique entre les miels ; donc la réduction des radicaux libres augmente ; car méme le

contenu en composes phénoliques est élevée.

3 Corrélation de Person:

En termes simples, l'analyse de corrélation calcule la quantit¢é de changement dans une
variable due au changement dans l'autre. Une corrélation élevée indique une forte relation
entre les variables, tandis qu'une corrélation faible signifie que les variables sont

faiblement dépendantes les unes des autres.

Le tableau 5 résume les valeurs des coefficients de corrélations entre quelques parametres déterminés
dans cette étude. Les valeurs de ces coefficients montrent qu'il existe une moyenne corrélation (r = 0,53 ;
p = 0,001) entre les quantités des phénols totaux et le pouvoir réducteur (FRAP). Ce résultat suggére que plus
de 53 % des capacites réductrices des extraits sont dues aux polyphenols.



Tableau 5: Coefficient de corrélation de Pearson (r) entre quantités des phénols totaux, quantités et I’activité
antioxydante (FRAP)
(Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05).

Variables Phénols totaux Test FRAP VCEAC
(mg EAG/100g de miel) (ng EVClg de miel)
Phénols totaux
(mg EAG/100g de miel) 1 0,5342
Test FRAP VCEAC
(ug EVC/g de miel) 0,5342 1

4 Analyse en composantes principales (ACP) :

Afin de déterminer en plus de détails les similitudes ou les différences existantes entre les teneurs en
phénols totaux et du potentiel antioxydant selon les échantillons, la méthode d'analyse des composantes
principales ACP a été réalisée pour essayer d'identifier les constituants chimiques les plus influents qui peuvent

distinguer ou regrouper les échantillons étudiés.

Les principaux facteurs (composantes principales) pour les axes principaux F1 et F2 (représentant 100%
de l'information totale) sont indiqués dans la figure 7 et le tableau 6. L'axe F1 qui représente 75,35% de
I'information totale est fortement et positivement corrélé avec la teneur en composés phénoliques (70,71%).
Ce méme axe est corrélé positivement avec le pouvoir réducteurs des échantillons (70,71%). L'axe F2 qui
représente 24,67% de I'information totale est fortement corrélé positivement avec la teneur en phénols totaux
(70,71%) et négativement corrélé fortement avec la capacité réductrice (-70,71%).
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Figure 7: Cercle de corrélation pour les facteurs déterminés par analyse en composantes principales ACP.

Relations entre les teneurs en phénols totaux et 1’activités antioxydante.

Tableau 6: Rapport de corrélation entre les variables et les facteurs (composantes principales).

Variables £1 —
Phénols totaux
(mg EAG/100g de miel) 0,7071 0.7071
Test FRAP VCEAC
(ug EVC/g de miel) 0,7071 10,7071

Les principaux facteurs (composantes principales) pour les deux premiers axes F1 et F2 (représentant
100% de I'information totale) sont indiqués dans la figure 8. La premiére composante principale (F1), a une
influence dominante, avec une expression de 75.33% de la variation totale. Tandis que, le deuxieme axe
représente une variabilité de 24,67 % de la variance totale. La contribution de chaque variable dans I'expression
de la composante principale est donnée par la valeur du rapport de corrélation entre la variable et 1’axe factoriel
considéré, autant que ce rapport est important, autant que la variable contribue a I'expression de I’axe.

En examinant de plus prés les projections des individus, on constate que les échantillons (miel
individuel M3 et leurs combinaisons en général) entourés par le cercle vert, sont caractérisées par des teneurs

élevées en composés phénoliques, et d’un pouvoir antioxydant puissant remarquable. De méme, on constate



que les variétés (miel individuel M2 et leurs combinaisons en genéral) entourés par le cercle violet, sont
caractérisées par des teneurs €levées en composés phénoliques, et d’un pouvoir antioxydant puissant trés
important. Ce qui explique que les échantillons sont caractérisés par la méme réponse en termes de teneurs en
phénols totaux et en activité antioxydante. En revanche, la situation est moins nette pour les autres échantillons,
ce qui confirme 1I’hétérogénéité des échantillons analysés de 1’espéce constatée. Pour ce nuage de points
(Cercle orange), on remarque que les échantillons sont caractérisés par des teneurs faibles en phénols totaux
et une capacité réductrice faible. En conclusion, I’ACP nous a permis de démontrer que le pouvoir
antiradicalaire dépend du contenu des composes phénoliques totaux. Par ailleurs, il ressort de cette étude que
les extraits de miel M2 de (Ziziphus lotus + Euphobia guyoniana) et de miel M3 de Bunium mauritanium,
individuel ou en combinaison avec les autres miels, nous améne a conclure que ces miels possédent les

capacités réductrices les plus importantes par rapport aux autres miels.
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Figure 8: Projections des variables et des échantillons dans le plan factoriel F1-F2 (ACP).



Conclusion génerale



IV Conclusion :

Etant donne la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de synthese ainsi que la
résistance de certains germes microbiens face aux médicaments existants, I’utilisation des produits naturels
d'origine végétale qui contiennent des composés bioactifs est en progression constante. En effet, compte tenu

de leur meilleure biocompatibilité on observe une demande croissante des produits d’origine naturelle.

Le miel est un produit noble de la ruche utilisée par I’homme depuis longtemps. Cette substance est
I’une de denrées les plus connue par ses propriétés nutritives et thérapeutiques telles que les propriétés anti

bactériennes, anti inflammatoires, anti-oxydantes, cicatrisantes, digestives et respiratoires.

De ce fait, 1’objet de notre travail a porté sur I’activité antioxydante des variétés de miels. Notre étude
s’est focalisée sur I’analyse quantitative des phénols totaux et 1’évaluation du potentiel antioxydant des extraits

de miels.

Les conclusions que nous avons pu faire a travers cette étude peuvent étre résumées comme suit :
La teneur en composes phénoliques totales des 9 miels, varient considérablement de 61,65 + 1,92 EAG/100g a
165,42 + 4,05 EAG/100g de miel. La plus forte concentration de polyphénols a été établie a 165,42 + 4,05 mg
EAG/100g dans le miel M3. Par contre la plus faible teneur en phénols totaux enregistrée est 61,65 + 1,92 mg
EAG/100g dans le miel M9.

Les combinaisons de miels M3 est caractérisée par une teneur significativement importante en composés
phénoliques en comparaison avec les autres combinaisons testées. Suivi par celui des combinaisons de miels
M2.

L’analyse spectrophotométrique révéle 1’absence des flavonoides dans tous les extraits aqueux des miels

investigués.

Le pouvoir réducteur (FRAP) testé sur les différents échantillons de miels, montre que les valeurs de VCEAC
varient de 2,853 + 0,197 mg EVC/100g miel a 16,313 + 0,059 mg EVVC/100g miel.

Spectrophotométriquement, le miel M3 de la région de Sougger -Tiaret présente la plus forte activite 16,313
+ 0,059 mg EVC/100g miel, Ce résultat est justifié par sa richesse en composés phénoliques (165,42 + 4,05

mg EAG/100g) et donc cela prouve que les composés phénoliques ont une influence sur 1’activité réductrice.

Si nous comparons les activités antioxydantes des différents extraits des combinaisons de miels, nous notons que

celui des combinaisons de M2 est le plus puissant (un intervalle entre 8,414 + 0,379 et 20,804 + 0,206 mg

j



EVC/100g miel), suivi par celui des combinaisons de M3 (des valeurs variaient entre 9,821+ 0,062 et 11,673
0,049 mg EVC/100g miel).

L’analyse par ACP a confirmé les résultats précédents et montré que 1’activité réductrice la plus importante a
été enregistrée par les extraits aqueux des miels M2 et M3 individuels ou en combinaison avec les autres miels.

Cette étude ne reste que préliminaire et peut servir de référence de base pour d’autres recherches et

plusieurs perspectives peuvent étre envisagées :

» Détermination des principaux composés des extraits actifs pour une meilleure compréhension de

I’activité réductrice.

» L’étude d’autres activités antioxydantes pour une éventuelle comparaison et identifier les molécules

responsables de cette activite.
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Résumé

Cette étude est enregistrée dans le cadre de recherche des produits d’origine naturelle qui est considéré comme des sources de
molécules bioactives puissantes. Pour cela neuf échantillons de miels de différentes variétés individuels et trente-six combinaisons
de ces miels ont été teste dans le but d’une analyse quantitative des phénols totaux et une évaluation du potentiel antioxydant des.
Les teneurs en composés phénoliques ont été mesurées en utilisant un dosage au réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats ont montré
des teneurs qui varient considérablement de 61,65 + 1,92 mg EAG/100g a 165,42 + 4,05 mg EAG/100g de miel. Dont la plus forte
valeur a été établie a 1’échantillon de miel M3 (Bunium mauritanium). Les résultats ont également montré que tous les extraits
aqueux des miels investigués, ne contiennent pas de flavonoides. D’autre part, I’activité antioxydante par le test FRAP des différents
extraits des combinaisons de miels indiquent que les combinaisons de miel M2 (Ziziphus lotus + Euphobia guyoniana Boiss) est le
plus puissant suivi par les combinaisons de miel M3 (Bunium mauritanium) avec des valeurs comprisent entre 20,804 + 0,206 et
11,673 + 0,049 mg EVC/100g de miel). L’analyse par ACP a confirmé que les miels M2 et M3 individuels ou en combinaison avec
les autres miels donnent les activités réductrices les plus importantes.

Les mots clés : miel, combinaisons de miels, phénols totaux, activité réductrice.
Abstract

This study is registered within the framework of research into products of natural origin which are considered to be sources of
powerful bioactive molecules. Nine individual honey samples of different varieties and thirty-six combinations of these honeys were
tested for quantitative analysis of total phenols and evaluation of the antioxidant potential of honeys. Phenolic compound levels
were measured using a Folin-Ciocalteu reagent assay. Results showed a wide range of levels, from 61.65 + 1.92 mg EAG/100g to
165.42 + 4.05 mg EAG/100g honey. The highest value was found in honey sample M3 (Bunium mauritanium). The results also
showed that all the aqueous extracts of the honeys investigated did not contain flavonoids. On the other hand, the FRAP antioxidant
activity of the various honey combination extracts indicated that honey combination M2 (Ziziphus lotus + Euphobia Guyoniana
Boiss) was the most potent, followed by honey combination M3 (Bunium mauritanium) with values ranging from 20.804 + 0.206 to
11.673 £ 0.049 mg EVC/100g honey). PCA analysis confirmed that M2 and M3 honeys, individually or in combination with other

honeys, gave the highest reducing activities.

Key words: honey, combinations of honey, total phenolic, reducing activity.







