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Introduction Générale

Ces derniéres années, l’intérét aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement et devant 1’essor des médecines
naturelles et face a certaines pathologies résistantes aux traitements conventionnels, le miel
peut étre un atout grace a ses activités thérapeutiques et surtout antioxydante (Popoviciet
al.,2010).

Cette denrée est produite par les abeilles mellifiques Apis melliferaa partir du nectar des
fleurs ou de certaines sécrétions provenant des parties vivantes des plantes ou se trouvant sur
celles-ci, gu'elles butinent, transforment, combinent avec des matiéres spécifiques propres,
emmagasinent et laissent mdrir dans les rayons de la ruche. Le miel peut étre fluide, épais ou
cristallisé (Donadieu., 2003). Il a des caractéristiques sensorielles et physico-chimiques trés
variables dues aux conditions climatiques et environnementales et a la diversité des origines
des plantes a partir desquelles elles sont récoltées (Cimpoiuet al., 2012).La composition du
miel dépend essentiellement des sources florales et certains facteurs externes comme les
facteurs environnementaux et les méthodes de traitement sont aussi importants (Terrabet
al.,2003).

Les actions thérapeutiques du miel sont dues a des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes (Martoset al, 2000). Les antioxydants sont des substances endogénes ou
exogenes capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les radicaux libres
dans I'organisme. Le corps produit des antioxydants, et on en trouve également dans plusieurs
aliments. L’activité antioxydante est la capacité et le potentiel du miel pour réduire les
réactions oxydatives dans les systemes de production alimentaire et la santé humaine. Les
composés phénoliques sont considérés comme des composés quasi universels qui forment le
groupe des composes phytochimiques le plus important des végétaux (Beta et al, 2005).
Paramaset al (2006), ont rapporté que les composés phénoliques du miel contribuent de
maniere significative a son pouvoir antioxydant, ainsi que d'autres composes moins
importants.

L’objectif de cette étude est de comparer le pouvoir dedifférents extraits phénoliques de
quelques échantillons de miel vis-a-vis de leur action sur les phénomenes 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

parallelement, 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

L)



Introduction Générale

été entamé. En second lieu une description générale sur les composés phénoliques du miel et

leurs activités biologiques a été entreprise.

Dans la partie expérimentale ; nous nous sommes intéressés a 1’extraction et le dosage
de composes phénoliques et des flavonoides des différents échantillons de miel et ceci en
adoptant deux méthodes d’extraction. Par la suite, nous avons évalué 1’activité antioxydante
de nos extraits phénoliques par le biais de deux tests chimiques, le test du DPPH et le test
FRAP.

La troisiéme 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.
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1. Généralités sur le miel

1.1 Historique

Les produits de la ruche ont toujours fasciné 1’Homme. Le miel, a constitué
pendant des millénaires la seule source de matieres sucrées dont on pouvait
disposer.Quant a la propolis, cette résine que les abeilles récoltent sur les bourgeons des
arbres, était mal distinguée de la cire, mais on l'utilisait dans le folklore médical pour le

pansement des blessures (Djaafri, Rezzoug, Ounis, 2013).

Le miel est donc un aliment que I'hnumanité connait depuis la nuit des temps. Les
usages qu'en faisaient les Anciens étaient tres variés, que ce soit en Egypte ou,
considéré comme source d'immortalité, il servait a conserver la dépouille du pharaon, a
Babylone ou il était employé en ophtalmologie, pour les maladies de l'oreille et en
Afrigue ou il joue un grand role dans I'alimentation et la pharmacopée pour soigner les
bralures les morsures de serpent ou les plaies infectées (Djaafri, Rezzoug, Ounis,
2013).

Enfin, les Livres Saints comme la Bible et le Coran ne manquent pas de louer les
vertus du miel. 1l est le symbole de la prospérité et de I'abondance lorsqu'il est question
de la Terre Promise, pays ruisselant de lait et de miel. Aujourd'hui, le miel est un
aliment qui est aussi apprécié qu'autrefois (Djaafri, Rezzoug, Ounis, 2013)

1.2 Définition du miel

Le miel est la substance naturelle sucrée produite par les abeilles «Apismellifera»
a partir du nectar, de sécrétions de plantes ou d’excrétions d’insectes butineurs, que les
abeilles butinent, transforment en les combinant avec les substances spécifiques qu’elles
sécretent, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mdrir dans les

rayons de la ruche (Codex alimentarius., 2001).

Le miel contient au moins 200 substances, principalement des hydrates de carbone
et de I'eau. Il contient également des mineraux, des protéines, des acides aminés libres,
des enzymes, des vitamines, des acides organiques, des flavonoides, des acides

phénoliques ainsi que d'autres composés phyto-chimiques (Terrab et al., 2003).




Chapitre | Etude Bibliographique

1.3L’origine du miel

Le miel vient des plantes par I’intermédiaire des abeilles et cela a partir du nectar
recueilli dans la fleur, ou de miellat recueilli sur les plantes, selon qu’il vient du nectar

ou miellat, il existe I’origine directe et indirecte (Benali, Benhorma 2012).
1.3.1 L’origine directe

Le nectar est un liquide sucré et mielleux qui se produit a la surface des parties
spéciales appelés nectaires, ceux-ci sont en forme de turgescences, situés soit sur les
feuilles, appelés nectaires extrafloraux, soit sur les fleurs, (sépales, pétales, carpelles)
appelés nectairesfloraux, retrouves par exemple chez Le Thym. Pour recueillir un litre
de nectar, on estime qu’il faut entre 20000 et 100000 voyage des abeilles (Benali,
Benhorma 2012).

1.3.2 L’origine indirecte

Le miellat est un produit plus complexe que le nectar faisant intervenir un
intermédiaire, généralement, des insectes de la famille des Homoptéres tels que les
pucerons, leurs piecesbuccales sont disposées pour piquer et absorber les aliments
liquides telle que la seve des végétaux et rejetant I’excédent de matiéres sucrées sous
forme des gouttelettes, que lesabeilles récupérent sur les feuilles des plantes. Nous
citons quelques exemples d’arbres quihébergent les pucerons, tels que, les sapins, les
Epiceéas, les chénes et aussi les plantes herbacées comme le blé (Moussaoui N, 2011)

1.4 Les différents types de miel

Généralement, les miels a base de nectar sont repartis en deux principaux

groupes :
1.4.1Les miels monofloraux (unifloraux)

Un miel dit monofloral est issu d'un nectar, ou d'un miellat, collecté par les
abeilles sur unvégétal unique et particulierement attractif pour ces insectes. Cette
définition stricte n'est vraiment avérée qu'en certains cas particuliers, notamment sur les

grandes cultures (Gonnet., 1982).
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Les miels monofloraux possedent des caractéristiques palynologiques, physico-
chimiques etorganoleptiques spécifiques (Bogdanov., 2003).

1.4.2 Les miels multifloraux

Les miels multifloraux, ou miel toutes fleurs, sont souvent classés suivant les
lieux de récolte (miel de montagne, de forét, etc.), ou encore suivant les saisons (miel de

printemps ou d’été¢) (Moussaoui N, 2011).
1.5 Propriétés physico-chimiques du miel
1.5.1 Propriétés physiques
A) La Densité (poids spécifique)

Le poids specifigue du miel est en fonction principalement de sa teneur en
eau(Louveaux., 1968).La mesure du poids spécifique se fait au moyen d’un densimétre
ou de réfractometre. Ainsi, selon plusieurs études (Marvin., 1934 ; Deans., 1953 ;
White et al., 1962),la densité du miel a 20°C est comprise entre 1,39 etl1,44, il s’ajoute
qu’un miel récolté trop t6t ou extrait dans un endroit humide contient une teneur élevée
en eau.Dans leurs études, Prost., (1987) et White et al., (1962) ont trouvé une valeur

moyenne de 1,4225 a 20°C pour 490échantillons de miel récoltés des U.S.A.

B) La viscosité

Le miel est un produit relativement dense.Les variations de densité proviennent
surtout des variations de la teneur en eau. Plus un miel est riche en eau, moins il est
dense. La densité est en moyenne de 1,42320°C. Cette densité peut servir alors comme
un moyen de connaitre la teneur en eau d’un miel. Ainsi, la densité moyenne indiquée

ci-dessus correspond a une teneur en eau de 17,2%environ (Louveaux., 1985).
C) La conductibilité électrique (CE)

La conductibilite électrique présente un bon critere pour la détermination de
’originebotanique du miel, et elle est désignée aujourd’hui lors des contrdles de routine
a la place dela teneur en cendre, cette mesure dépend de la teneur en minéraux et de
I’acidité du miel, plus elles sont élevées, plus lavaleur de CE correspondante est elevee
aussi (Moussaoui N, 2011).
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D) Le pH

Le pH ou “potentiel hydrogeéne”, encore appelé indice de “Sorensen”donne une
indication sur la source des acides présents dans le miel (Bogdanos et al., 2003). Le PH

du miel oscille entre 3,5et6 (Benali, Benhorma 2012).

Tous les miels sont acides et cela est ddprincipalement a la présence des acides

organique (Bogdanos et al., 2004).

1.5.2 Propriétés chimiques du miel
A) La teneur en eau

La teneur en eau dans le miel ne dépasse pas le plus souvent20%. Elle dépend de
la miellée, du climat, du type de la ruche ainsi que d’autresfacteurs (Bogdanosetal.,
2006).Les miels qui contiennent plus de 12%d’eau sont de basse qualité et sont

exposesa des risques de fermentation (Benali, Benhorma 2012).
B) Les glucides

Les glucides ou sucres sont présents en grande quantité : 78 a 80%. La majorité
sont des sucres simples (environ 90% des sucres totaux) avec une prédominance pour le
fructose, par rapport au glucose. Une petite quantité de disaccharides (sucrose, maltose,
isomaltose),des tri-saccharides et oligosaccharides sont également présents et sont

caractéristiques de leur origine Botanique (Djaafri, Rezzoug, Ounis, 2013).
C) Les éléments mineurs
» Lesacides

Les miels contiennent des acides organiques (dont certains sont volatils), ainsi que
des lactones. Leurs provenance sont diverses : certains sont issus du nectar directement,
d’autres sont le fruit de réactions enzymatiques et de fermentations.

Les acides identifiés dans le miel sont : I’acide gluconique (constituant 1’acide
majoritaire, issu du glucose), les acides butyriques, ’acide acétique, 1’acide formique,
I’acide lactique, ’acide succinique, 1’acide proglutamique, ’acide malique et I’acide

citrique(Lequet., 2010).
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L’acidité totale est la somme des acides libres et des lactones. Légalement, elle ne
doit pas dépasser 50 milliéquivalents par kg. Pour les miels destinés a I’industrie, la

limite tolérée est de 80 milliéquivalents(Lequet., 2010).
» Les protéines

Ils sont présents en faible quantité dans le miel (0,26%) et la teneur en azote est
négligeable, de 1’ordre de 0,041%. II s’agit essentiellement de peptones, d’albumines,
de globulines et de nucléoprotéines qui proviennent soit de la plante (nectars, grains de

pollen), soit des sécrétions de 1’abeille.

La quantité de proline donne une indication sur la qualité du miel, et elle ne doit
pas étre inférieure & 183 mg/ kg (Meda et al., 2005).

> Les sels minéraux

Il s’agit surtout du potassium, du sodium, du manganese, du cuivre et du

calcium.Leurs teneur est en moyenne de 0,17% (Phillippe., 1993).
» Lesenzymes

Le miel contient plusieurs enzyme qui peuvent provenirdes abeilles, du pollen du

nectar, ou encore des microorganismes (Hammoudi et Bouderhem., 2009).

D’apres Donadieu (2006),les principales enzymes sont les amylases alpha et béta,
la gluco-invertase et la gluco-oxydase. On trouve également de la catalase ainsi qu’une
phosphatase (Chauvin., 1968).

> Les vitamines

Le miel contient peu de vitamines. On y trouve essentiellement des vitamines du
Groupe B: vitamines B1, B2, B3 (appelée aussi PP), B4 et B5. Parfois on y trouve aussi

de la vitamine C, ainsi que les vitamines A, Ket D (Clemence., 1980).
» Les substances aromatiques

Le miel contient environ 500substances aromatiques différentes. Bien que ces
dernieres ne soient présententqu’a 1’état de trace. Celles-ci jouent un réle prépondérant

dans la formation du gout du miel (Bogdanov etal., 2006).
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» La matiére pigmentaire

Le miel contient des pigments qui donnent la couleur au miel et qui n’ont pas

encore fait I’objet d’études approfondies (Donadieu., 1984).
1.5.3 Les propriéetés organoleptiques
A) Lacouleur

En fonction de ses origines florales et géographiques, le miel peut présenter
différents coloris. Il existe des miels limpides comme de I'eau, des miels jaunes, ambrés,
verdatres, rougeatres et certains presque noirs. A I'exception du violet et du bleu, la

couleur des miels varie a I’infini (Clemence., 2005).
B) La saveur

Le goit et I’arome varient et dépendent de 1’origine végétale, mais le miel ne doit
pas présenter de golit étranger ou d’odeur étrangére (fumée, etc.) ni avoir commencé a
fermenter (Lequet., 2010).

C) L’odeur

Dans les différents miels, les odeurs varient considérablement mais s’évaporent
trés rapidement. Elles sont végétales, florales ou fruitées, puissantes ou non, fines,
lourdes, vulgaires. Cependant, une odeur de fumée ou de fermentation représente un
défaut (Mokeddem., 1998).

1.5.4Les propriétés biologiques du miel

A ces facultés générales, chaque miel allie les vertus médicinales de la fleur
dominante dont il provient.ll existe donc des miels spécifiques préconisés dans certaines
pathologies comme le montre Le tableau ci-dessous (Tableau 1).
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Tableau 1 : Propriétés biologiques de quelques types de miel (Simon et al.,2009)

Les types de miels

Propriétés

Le miel d'eucalyptus

Le miel d’oranger

Les miels de montagne

Miel multi fleur

Le miel de jujubier

Le miel d’euphorbe

Bronchites ou maladies pulmonaires,
antibiotique naturel, rhumatisme, fievre et

fatigue.

Sedatif, antispasmodique, grippe, tension

artérielle.

La fatigue, maladies de la peau, systéme

digestif et urinaire.

antianémique, antiseptique, calme le toux,
digestive, diurétique, dynamogénique,
émolliente (relaxante), laxative, sédative et

vicariante.

Miel trés recherché pour ses qualités

thérapeutiques : maladies du foie, de 1’estomac

et le diabéte, excellant pour les troubles
hépatiques « foies » anémie, - troubles
respiratoires, antibiotique naturel, infection

intestinale et urinaire.

Infections respiratoire, dysenterie

constipations et diarrhées, taux et maux de

gorge.

2. Les composesphénoliques du miel

Le miel est une excellente source de Polyphénols différents (David et al.,2011).

Lescomposés phénoliques ou polyphénols possédent une grande variété de structures

allant de composés contenant un simple noyau phenolique (acide phénoliques) a des

composés polymériques complexes comme les tanins (polymeres de catéchine et

épicatéchine présentant plusieurs dizaines d’unités. En outre, in vitro, un grand nombre

de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,

antifongiques, antivirales et anticancéreuses (Khan., 2010).



http://www.medisite.fr/dico_sante/definition-antiseptique.html
http://www.medisite.fr/dico_sante/definition-diuretique.html
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Ces activités sont attribuées a la capacité de ces composés a réduire les radicaux
libres tels que les radicaux hydroxyles (HO) et superoxyde (O27) (Nkhili., 2009).

Dans le miel, les composés phénoliques proviennent principalement des végétaux
ou des plantes que les abeilles les utilisent pour produire les différents types de celui-ci,

selon la dominance de la source végeétale.
2.1Généralités biochimiques

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues
dans le regne végétal. Les polyphénols sont des métabolitessecondaires, ce qui signifie
qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activitésfondamentales de

I’organisme végétal, comme la croissance, ou la production (Nkhili., 2009).

Les polyphénols sont des molécules trés diversifiées, constituées d’un ou
plusieurscycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles(NKkhili.,
2009). Les formes les plus simples sont représentées par deux principaux groupes dont
dérivent de nombreuxcomposés : les acides phénoliques et les flavonoides.

Les formes complexe sont issues de lacondensation de certaines formes simples et

renferment, entre autres, les tannins et les lignines (Benard., 2009).

2.2Classification
En distingue trois principales classes :

> Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides
hydroxycinnamiques) ;
» Les flavonoides ;

» Les tanins et lignines, Plus rares, les coumarines, les stilbénes (Nkhili., 2009).

2.2.1Les Acides phénoliques

Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deuxsous-

groupes peuvent étre distingues :

0
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» Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont I’acide salicylique et
I’acide gallique.
» Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique et

I’acideférulique (NKkhili., 2009).
2.2.2Les flavonoides

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composésnaturels
appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les
pigmentsquasiment universels des végetaux, tous les flavonoides (plus de 4000)
possédent le mémeélément structural de base, a savoir 1’enchainement 2-
phénylchromane (Portet., 2007).Barboni, (2006) indique que les flavonoides se
répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus importantes sont les

flavones, les flavonols, les flavanones, et les flavan-3-ols.

2.2.3 Les Tannins et Lignines

Les tannins sont des polyphénols polaires de haut poids moléculaire (>3000 Da)
d’origine végétale existant dans presque toutes les parties de la plante : écorce, bois,
feuilles, fruits et racines. Ils sont divisés en 2 groupes : tannins hydrolysables (qui
donnent apres hydrolyse soit de I’acide gallique soit de 1’acide ellagiqueet tannins
condensés ou catéchiques (constitués de la condensation des dérivés flavane). Les
tannins peuvent également étre constitués par condensation d’unités quinone (Hadj

salem., 2009).

2.3Effets des composés phénoliques du miel

La composition du miel en composés phénoliques lui confére des propriétés
antimicrobiennes, notamment comme bactéricides et bactériostatiques, des virucides et
des antiparasites, antioxydants, anti tumoraux et antimutagenes et des différents effets
sur la santé(Anso., 2012).

2.3.1Effets antimicrobiens, antiviraux et antiparasitaires

Il est & noter que ces composés agissent principalement sur les bactéries a Gram
positif. Finalement, le pHacide et la faible quantit¢ d’ecau du miel lui confére des
propriétés naturelles bactéricides et bactériostatiques (Anso., 2012).

o
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2.3.2Effets antioxydants

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

protéines, a I’ADN cellulaire et aux membranes cellulaires (Tomczak., 2010).
2.3.3Effets anti-tumoraux et antimutagenes

Dans notre vie quotidienne, nous sommes en permanence au contact decomposeés
dangereux et toxiques. Certains de ces composes dits tumoraux, participeront
audéveloppement et a la prolifération anarchique des cellules, pour aboutir au
cancer(Anso., 2012 ; Bogdanovetal., 2008).

Le miel montre des propriétés anti-cancéreuses. Les composés du miel limitent
laprolifération des cellules cancéreuses mais également, leur propagation par voie
sanguine oulymphatique. Egalement il a été prouvéque le miel lutte efficacement contre

le cancer de la vessie(Anso., 2012).
3. Stress Oxydatif et Activité Antioxydante
3.1 Le Stress Oxydatif

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est
envahi par un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation
ou la cellule ne contréle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques,

situation que les chercheurs impliquent dans la plupart des maladies humaines.

3.1.2D¢finition des espéces oxygénées réactives
L’appellation espéces 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
Whiteman.,2004).
L’instabilité des EOR rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents

milieux biologiques.

1
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3.1.3 Nature et sources cellulaires des EOR
Les EOR se forment de fagon permanente dans toutes les réactions biochimiques
comportant le transfert d’électrons ou la participation de 1’oxygene. Divers types
cellulaires et tissus donnent naissance aux EOR par des réactions enzymatiques ou par
auto-oxydation au cours de leur métabolisme normale et parfois en réponse a un

stimulus spécifique.

3.1.4Définition du stress oxydatif
Le stress oxydant ou oxydatif est un état caractérisé par un déséquilibre dans la
balance métabolique cellulaire entre la production de radicaux libres et les capacités
antioxydantes de 1’organisme (Delattre etal., 2007).Les conséquences cellulaires du
stress oxydant sont responsables de I’altération de biomolécules (ADN, glucides,

protéines, lipides), induisant ainsi un grand nombre de pathologie (Curtin etal., 2002).

3.2 L’activite antioxydante

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir
I’équilibre oxydant / antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de
I’organisme. Les antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en
plus d’un intérét certain dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient
s’avérer utiles dans la prophylaxie et le traitement des maladies dans lesquels le stress

oxydant est incriminé(Servais., 2004).

3.2.1 Definition d’un antioxydant
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 ralentir I’oxydation de ces substrats(Servais.,2004).
Ils sont fonction des apports alimentaires (vitamines, sels minéraux,
flavonoides,...) qui fournissent des antioxydants exogénes et de la production par
I’organisme d’antioxydants endogéne (enzymes, protéines, bilirubine, acide urique,...)

(Halliwell.,1991).

3.2.2 Sources naturelles des antioxydants exogénes
Les sources naturelles d’antioxydants sont les aliments végétaux comme les

légumes (surtout choux divers, oignon, tomate, concombre), les baies, les fruits (melon,

N
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etc.), les céréales (riz complet, blé complet, graines de lin), le soja, le thé, le café et des
plantes aromatiques: romarin, thym, sauge, origan, marjolaine, muscade, basilic,

estragon(Pincemailetal., 1998 ).

3.2.3 Mécanisme d’action d’un antioxydant

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre
substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une
structure de donneur d’atome d’hydrogeéne ou d’¢électrons souvent aromatiques cas de
dérives phénols. En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait
de la délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre
attaqué par 1’oxygéne moléculaire(BersetetCervelier., 1996).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation
en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygeéne, ou des agents de
terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant
des produits finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de
peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci
ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent
I’énergie excédentaire de [’oxygéne singulet pour le transformer en chaleur
(BersetetCervelier., 1996).

3.2.4 Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante
Il existe une grande diversité de méthodes physico-chimiques pour évaluer
’activité antioxydante des extraits naturels. Plusieurs méthodes s’intéressent a 1’analyse
des étapes distinctes du processus d’oxydation comme par exemple la mesure :
a) L’affaiblissement du substrat, et/ou la consommation de I’oxygéne au cours de
I’oxydation.
b) La formation des produits d’oxydation.

c) La capacité a piéger les radicaux libres en différentes phases (Moulay., 2012).

Y
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1. Le choix des échantillons de miel

Les miels peuvent étre classés selon la nutrition (multi floraux, ou miel unifloraux), ou
selon les lieux de récolte (miel de montagne, de forét, etc.), ou encore suivant les saisons

(miel de printemps ou d'été) (Donadieu., 1984).

Les échantillons de miel utilisés dans notre travail ont été collectés de différentesrégions
de I’Algérie. 1l s’agit de huit échantillons a savoir : le miel d'Eucalyptus ; le miel du jujubier
sauvage (Zizyphus lotus) ; le miel de la montagne ; le miel multi-fleurs; le miel
d’euphorbe(Euphorbiaguyoniana) ; le miel des fleurs d’oranger et le miel d’harmale

(Peganumharmala) (Figure 1).

Figure 1 : les échantillons des miels

Cette variation dans la source végétale dont il est issu le miel a pour but de comparer
entre les différents extraits de point du vue de leur composition phénolique et leurs capacités
antioxydantes. Le Tableau 2, donne une description sur I’origine florale de nos différents

échantillons de miel.

5
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1.1Situation géographique des stations d’étude

Le matériel utilisé comporte huit échantillons de miels récoltés dans diverses régions
d’Algérie (Laghouat, Tipaza, Blida, Tissemsilt, Tiaret)durant lemois de Marsjusqu’a la fin
d’Aout(figure 2).

Le tableau ci-dessous représenteles stations de la colte des divers échantillons du miel
(Tableau 2).

Tipaza B!ida 4
Tisse.msilt

.

Figure 2 : carte représente lieu de collecte de nos échantillons des miels en Algérie.

Tableau 2 :les régions de collectedes différents échantillons du miel pour ’année 2013 et
2014

Echantillon de miel Région Datte de collecte

Miel de jujubier sauvage Laghouat (hassi delaa) Aout 2014

Miel fleurs d'oranger Blida Mai 2014

Miel multi fleurs Blida (Afroune) Mai 2014

Miel d'eucalyptus Tipaza (Sidi racheda Juillet 2014

Miel de Peganumharmala Vil I 200

Miel de montagne Laghouat (Djebel Amour) Avril 2014

el e e Tiaret Juin 2013
Laghouat (Aflou/Brida) Avril 2014

Miel d’euphorbe

)




Chapitre II Matériels ET Méthodes

2.Extraction et dosage des composés phénoliques
2.1 Préparation des extraits phénoliques

L’extraction constitue une étape importante avant 1’analyse qualitative et quantitative
proprement dite. Celle-ci est influencée par la méthode choisie et des composes
phytochimiques étudiés.ll est possible de constater que les solvants jouent un role tres
important dans plusieurs méthodes d'extraction. En effet, les composés phénoliques solubles
sont généralement extraits en utilisant des solvants polaires tels que I'eau, le méthanol,

I'éthanol ou l'acétone.

Pour extraire les composés phénoliques de nos échantillons de miel, nous avons utilisé
deux méthodes d’extraction, la premiére consiste a une macération directe au méthanol, tandis
que dans la deuxiéme méthode nous avons opté & une extraction liquide-liquide en utilisant

I’acétate d’éthyle comme solvant.

2.1.1 Extraction solide-liquide par le méthanol

La macération est une opération qui consiste a laisser 1’échantillon en contact prolongé
avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a
température ambiante.

Une quantité de 5 g de chaque échantillon de miel est macérée dans 20 ml du méthanol
absolu pendant 24 heures (voir annexe 1 et 2). Apres filtration, les extraits méthanoliques
obtenus sont évaporés a sec sous pression réduite a 45°C (voir annexe 3). Les résidus secs
pesés sont repris dans 5 ml de méthanol et conservés a 4°C jusqu’a leurs utilisation (voir

annexe 4).

2.1.2 Extraction par ’acétate d’éthyle (extraction liquide/ liquide)

Une quantité de 5 g du chaque échantillon de miel est macérée dans un mélange hydro-
alcoolique (Méthanol/eau ; 8/2) pendant 24 heures. Aprés filtration, les fractions obtenues
sont évaporées et la fraction aqueuse restante est lavée avec 10 ml d’acétate éthyle a I’aide

d’une ampoule & déchanter,l’opération est répétée jusqu'a épuisement de la couleur.

Les extraits d’acétate d’éthyle obtenus sont séchés avec le sulfate de sodium
anhydre,puis évaporés a sec sous pression réduite a 45°C.Les résidus secs pesés sont repris

dans 5 ml du méthanol absolu et conservés a 4°C jusqu’a leurs utilisation.

ka2
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3. Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux de nos extraits de miel a été déterminée selon la méthode
deSingleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin Ciocalteu.

3.1 Principe

Lespropriétés colorimétriques du réactif « Folin- Ciocalteu »sont modifiées lorsqu’il est
complexé a certaines molécules. Celui-ci réagit principalement avec la fonction hydroxyle des
phénols (Catalano et al., 1999). Cette reaction se traduit par le développement d’une
coloration bleue foncée, qui absorbe maximalement a 760 nm permettant ainsi de déterminer

la concentration en polyphénols en se référant a une courbe d’étalonnage d’un standard.

3.2 Protocole

A partir d’une solution mére d’acide gallique (étalon choisi), nous avonspréparé une
gamme de concentration allant de 0,03 g/l a 0,3 g/l. Un volume de 100 pl de chaque dilution
est introduit dans des tubes a essaisauquel on ajoute500 pl du réactif Folin-Ciocalteu dilué 10
fois, apres 2 minutes, 2 ml d’une solution aqueuse de carbonate de sodium 2% est additionné.
Les tubes sont ensuiteagites et incubésa 1’obscurité pendant 30 min.

L’absorbance de chaque solution préparée est mesurée a 760 nm en utilisant un
spectrophotomeétre UV/ Vis (Shimadzu 1601).

Nous avons traité nos extraits phénoliques de la méme maniére comme il a été cité
précedemment. Les teneurs en phénols totaux sont exprimées enmilligramme (mg) équivalent

d’acide gallique par gramme (g) de la masse du miel.

4. Dosage des flavonoides

4.1 Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICls) décrite par (Dohouetal.,2003)a été
utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.Le tri chlorure d’aluminium forme un
complexe acide stable avec les groupements hydroxyles des flavonoides. Ce complexe de

coloration jaune, absorbe a une longueur d’onde de 409 nm.

4.2 Protocol

Nous avons préparé une gamme de concentration de la solution de la rutinequi varie

entre0,01g/ml a 0,08 g/ml.On introduit dans des tubes a essais500 pL de chaque dilution
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auquel on ajoute un méme volume d’une solution méthanolique de trichlorure d’aluminium

2%. Les tubes sont agités et incubés pendant 20 min a I’obscurité.

L’absorbance de chaque solution est mesurée a 409 nm contre un blanc en utilisant le

méme spectrophotomeétre UV/ Vis.

Nos extraits phénoliques du miel ont été traités de la méme maniere avec le
standard.Lesrésultats sont exprimés enmilligramme (mg) équivalent rutine par gramme (g) de

la masse du miel.
5. Etude de P’activité antioxydante

5.1Test de DPPH

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité d’un antioxydant a piéger le radical
libre DPPH (Hartmann., 2007). En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité aproduire
des radicaux libres stables. La présence des radicaux DPPH en solution donne lieu a une
coloration violette foncée, qui absorbe a 517 nm(figure 3). La réduction des radicaux DPPH

par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution (Epifano et al., 2007).

O,N O,N
Antioxydant Fla
N—N- NO, + R —= N—N NO,
ax ax
ra
Radical libre (Couleur violet) Forme réduite (Couleur jaune)

Figure 3 : Réduction de radical libre DPPH" en présence d’antioxydant.

5.1.2 Protocole

Un volume de 500 pl pour chaque dilutiond’extrait est introduit dans des tubes a essai
auquel nous avons ajouté 500 ul d’une solution méthanoliques du DPPH (250 uM). Les tubes

sont ensuite agites et incubéspendant 30 min a I’obscurité.

L’absorbance de chaque solution est mesurée & 517 nm en utilisant un
spectrophotomeétre UV/ Vis (Schimadzu 1601).

=
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De méme, ’activité anti-DPPH des deux standards ; vitamine C et I’acide gallique a été

aussi étudiee.
5.1.3 Calcul du pourcentage d’inhibition

La décroissance de I’absorbance de la solution de DPPH en présence de 1’extrait est
mesurée a ’aide d’un spectrophotométre et le pourcentage d’inhibition 1% est calculé suivant

la formule ci-dessous :(Epifano et al., 2007).

c Ae

1% = X 100%

(4
Ou:
Ac: Absorbance du control en absence de 1’antioxydant aprés 30 min d’incubation.

Ae: Absorbance des échantillons mesurésapres 30 min d’incubation.

5.2 Test FRAP
5.2.1 Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique
est développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduirele fer ferrique (Fe®)
présent dans le complexe Fe®*-TPTZen fer ferreux (Fe?*) dans un milieu acide.Une couleur
bleue intense avec un maximum d’absorption va étre développée a 593 nm.L’absorbance du

milieu réactionnel est déterminée a cette méme longueur d’onde.

Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Hubert., 2006).
5.2.2Le protocole :

La solution de FRAP est préparée par un mélange de solution tampon d’acétate de
sodium de 300 mM(pH 3,6) ; 10 mM de 2,4,6-tripiridyl-s-triazine (TPTZ) dans 40 mM d’HCI
et 20 mM de FeClz dans un rapport de (10:1:1) pour donner la solution du réactif de travail
FRAP.

Différentes dilutions de chaque extrait ont été préparées. Un volume de 100 ul de

chaque solution précédemment préparé a été mélangé avec 1mL de la solution FRAP.




Chapitre II Matériels ET Méthodes

L’absorbance est mesurée a 593 nm aprés 5 min d’incubation, contre un blanc en utilisant un

appareil UV-visible (Shimadzu 1601).La vitamine C choisie comme standard a été traitée
dans les mémes conditions.




I11. Extraction des composés phénoliques

111.1) Le rendement d’extraction

Les teneurs en composés phénoliques des extraits méthanoliques

Résultats et discussion

et d’acétates

d’¢éthyles obtenus par les deux méthodes d’extraction sont consignés dans le Tableau (5)

avec I’aspect et la couleur de chaque extrait.

Tableau 5 : Lateneur, I’aspect et la couleur des extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle

obtenus des différents échantillons de miel

Echantillon Le rendement Concentration  Lacouleur L’aspect

(%) 1)
Harmel 87,213+1,998 0,872+0,019 Jaune pale  Visqueux
E’é’_ Eucalyptus 85,465%1,506 0,854+0,015 Brune foncé  Visqueux
é Seder 91,697+0,994 0,916+0,009 Jaune pale Visqueux
g Epineux 88,499+5,231 0,884+0,052 Jaune pale Visqueux
g Multifleur 72,933+4,620 0,729+0,046 Brune claire  Visqueux
g Montagne 82,238+2,240 0,82240,022  Brunefoncé  Visqueux
g Orange 74,101+4,382 0,741+0,043 Jaune claire  Visqueux
- Euphorbe 93,616+7,614 0,936+0,076  Brunefoncé  Visqueux
Harmel 1,382+0,121 0,138+0,121 Jaune Visqueux
2 Eucalyptus 0,554+0,189 0,055+0,189 Jaune claire  Visqueux
Sq:g Seder 1,168+0,138 0,116+0,138 Jag:‘aeir:és Visqueux
:1: % Chardon 9,349+1,401 0,934+1,401 Jaune claire  Visqueux
g ‘j;»‘ Multifleur 0,718+0,328 0,071:0,328  Transparent  Visgueux
! Montagne 0,716+0,183 0,071+0,183 Transparent  Visqueux
E Orange 1,952+0,022 0,195+0,022 Transparent  Visqueux
Euphobre 1,624+0,602 0,162+0,602 Transparent  Visqueux

D’apres les résultats obtenus (Tableau 5), nous observons des changements de couleur

et aussi de I’aspect tout dépend 1’échantillon du miel utilisé pour I’extraction.

Ainsi, nous remarquons que les rendements obtenus varient d’un extrait a un autre

suivant la méthode adoptée pour I’extraction des molécules phénoliques de nos échantillons

de miel.
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Pour les extraits méthanoliques : le miel d’Euphobre représente le rendement le plus
élevé de 93,616% et les autres teneurs des extraits varient de 91,697% a 74,101 % pour les
extraits de (Seder, Chardon, Harmel, Eucalyptus, Montagne et fleur d’oranger)
respectivement. Par contre, le miel multifleurs nous a donné le rendement le plus faible de
72,933%.

Pour les extraits d’acétate d’éthyle : I’extrait de miel de chardon représente le
rendement le plus élevé de 9,349 %, les autres extraits sont marqués par des rendements
variables de 1,952% a 0,716 % pour les miels de (Fleurs d’oranger, Euphorbe, Harmel,
Seder, Multifleur et Montagne) respectivement. L’extrait du miel d’Eucalyptus donne le

rendement le plus faible de 0,554 %.

D’apres ces resultats, nous remarquons que les valeurs les plus élevées se sont
retrouvées dans les extraits méthanoliques par rapport a celles de 1’acétate d’éthyle. Ceci,
pourrait étre expliqué par la différence de la nature des solvants utilisés et leurs polarités.
D’ailleurs, nous avons pu constater que l'utilisation du méthanol a donné lieu a des
rendements acceptables de composés phénoliques cible. Les travaux de Sergiel et al .,
(2014), sur les extraits méthanoliques de différentes variétes de miel multi-fleurs ont conduit

a des rendements similaires a ceux obtenus par nos échantillons de miel.
111.2) Dosage des phénols totaux

L’analyse des phénols totaux de nos extraits a éte réalisée suivant la procédure décrite
précédemment (la partie expérimentale). La teneur en composés phénoliques de chaque
extrait de miel a été alors calculée a partir de la courbe d’étalonnage et exprimée en grammes
équivalent acide gallique par gramme de miel (g/g) pour les deux méthodes d’extractions
(méthanol et I’acétate d’éthyle) (Tableau 6 et Figure 4).
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Tableau 6 : La teneur en phénols totaux des extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle de
chaque échantillon de miel.

Phénols totaux (LgEAG/Q)

Echantillons du miel Me-OH Ac-Et

Harmel 49,7 +0,0217 42,766+1,955
Eucalyptus 78,5 £0,0243 23,733£7,925
Seder 25,0 +£0,0305 21,914,450
Chardon 40,7 £0,0208 41,333 £6,351

Multi-fleurs 30,00 +£0,0199 2318,100
Montagne 47,00 £0,0081 17,766+6,864
Orange 22,8 £0,0058 11,066+5,154
Euphorbe 38,5 +0,0140 12,333£2,650

D’une fagon générale (Tableau 2), nous remarquons que les teneurs en phénols totaux

des extraits méthanoliques de miel présentent des valeurs variables dont I’eucalyptus a le
taux en phénols totaux le plus élevé (78,5ug/g) contrairement a celui d’orange avec le taux
le plus faible (22,8ug/g). En ce qui concerne les extraits d’acétate d’éthyle, nous observons
que la teneur la plus élevée est celle du miel d’elharmale (42,766ug/g) et le taux le plus

faible est celui de 1’extrait de miel des fleurs d’oranger (11,066 pg/g).
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En comparant nos extraits a I’issue de la méthode d’extraction, nous remarguons que
les teneurs des extraits méthanoliques ont des valeurs élevées par apport aux teneurs des
extraits de 1’acétate d’éthyle. De ce fait, les résultats du dosage nous confirment que le
méthanol est le meilleur solvant pour obtenir des rendements importants par rapport a celui
d’acétate d’éthyle. Les résultats obtenus sont présentés dans 1’histogramme ci-dessous
(Figure 5).
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Figure 5 : Taux en phénols totaux des extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle des

différents échantillons de miel.

En comparant nos résultats avec les études menées par Bertoncelj et al., (2007) et
Ouchemoukh et al., (2007), sur les composés phénoliques de certains extraits de miel
Algériens et Slovenes (64 a 1304 et de 448 a 2414 mg GAE /100g, respectivement), nous
constatons que nos teneurs sont similaires a celles des miels Algérien, en plus sont nettement

élevées par rapport a celles de la Slovanie.
111.3) Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits du miel étudiés ont été calculées et exprimées
en microgrammes équivalent rutine par gramme de miel (Tableau 7 et figure 6). Tous les

essais ont été reproduits au moins trois fois.
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage représentant les concentrations de la rutine en fonction de
leur absorbance.

Tableau 7 : La teneur en flavonoides des extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle des

différents échantillons de miel.

Flavonoides (ug ER/g)

Echantillons du miel Me-OH Ac-Et

Harmel 1,135+0,0007 7,311+0,0025
Eucalyptus 19,436+0,0099 8,492+0,0045
Seder 24,659+0,0090 10,808+0,0029
Chardon 18,301+0,0041 3,905+0,0031
Multifleurs 29,246+0,0021 0,726+0,0004
Montagne 46,866+0,0195 5,177+0,0001
Orange 9,445+0,0058 0,454+0,0003
Euphorbe 35,603+0,0090 2,043+0,0025

En analysant les résultats de Tableau 6. Nous remarquons que les teneurs en
flavonoides des extraits d’acétate d’éthyle et de méthanol (Tableau 6), varient entre 0,454 a
10,808 pg/g ; et de 1,135 a 46,866 ug/g respectivement.

Ainsi, nous observons que le miel du seder (extrait acétate d’éthyle) contient une
teneur élevée en flavonoides par rapport a son rendement qu’est faible de 1,16 %. Pour les
extraits méthanoliques, le miel de Harmel représente la plus faible teneur en flavonoides par

rapport son rendement qu’est trés éléve de 87%.
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Sur la base de ces résultats, nous pouvons constater que nos extraits méthanoliques
sont plus riches en flavonoides par rapport aux extraits d’acétate d’éthyle. Ceci, est peut étre
expliqué par la nature des composés flavonoidiques. D’autres part, le dosage du contenu en
flavonoides dans nos extraits a été effectué par la méthode spectrophotométrique au tri-
chlorure d’aluminium qui sert plus spécifiguement a la quantification des flavones et
flavonols (Nadeem et al., 2010), ce qui confirme la faible polarité des flavonoides contenus

dans nos extraits d’acétate d’éthyle.

Il est clair, que les teneurs en flavonoides dans nos extraits, sont inférieures aux teneurs
en phénols totaux, ce qui nous indique la richesse de nos extraits par d’autres composés non

flavonoidiques (voir annexe 5).

Afin de comparer le contenu de nos échantillons de miel en composés phénoliques

(phénols totaux, flavonoides), nous avons établi 1’histogramme ci-dessous (Figure 7).
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Figure 7 : Histogramme représente le pourcentage des flavonoides dans les différents

extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle.

Ces résultats sont meilleurs par rapport a ceux obtenus par Saric et ces collaborateurs
(2012), ces derniers ont rapporté que la valeur en contenu phénolique total du miel
multifloral varie entre 0,705 et 1,235 pg EAG/ g. Ibrahim et al (2011) ont trouve une valeur
moyenne de 2,425 pg GAE/g pour le miel récolté de la Thailande et une valeur de 2,245 g

GAE/g pour le miel de Malaysie (Krishna Kishore et al., 2011). La méme constatation a
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été établie par Koula et al., (2014) qui ont quantifié les composés phénoliques présents dans

quatre échantillons de miel Algerien (2,295 pug GAE/ g).
IV. Evaluation de ’activité antioxydante
IV.1) Résultats du pouvoir antioxydant du radical libre DPPH

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
composés phénoliques issus de I’extraction par le méthanol et par 1’acétate d’éthyle (voir
annexe 6 et 7). Les Figure 8 et 9 représentent la variation des pourcentages d’inhibition (1%)
en fonction des concentrations en pug/ml des deux antioxydants standards choisis pour cette

étude a savoir, la vitamine C et 1’acide gallique(voir annexe 8 et 9).
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Figure 8 : Courbe représentant la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations d’acide ascorbique.
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Figure 9 : Courbe représentant la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations d’acide gallique.
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Figure 10 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la
concentration en composés phénoliques des extraits de miel.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage de réduction de DPPH" (1%), pour une
concentration en antioxydant (extrait phénolique) donnée. Le paramétre « ECsp »
(concentration en antioxydant nécessaire pour réduire 50 % la concentration initiale en
DPPH") (Kone., 2009) a été calculé pour chaque extrait (Tableau 8). De méme, nous avons
calculé les ECsp de la vitamine C et de I’acide gallique choisis comme antioxydants standard
dans ce test (Tableau 9). Plus la valeur d’ECsg est petite plus la capacité antioxydante de nos

extraits est importante (Yaghmai et Kolbadipour., 1987 et Evans., 2006).
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Tableau 8 : Les valeurs d’ECso en (pug/ml) des différents extraits méthanoliques et d’acétate

d’éthyle.
Echantillons Me-OH Ac-Et
du miel
ECso (ug/ml) ECso (ug/ml)

Harmel 0,318+0,010 0,018+0,0020
Eucalyptus 0,086+0,023 0,002+0,0001
Seder 0,377+0,026 0,006+0,0002
Chardon 0,179+0,00004 0,086+0,0004
Multifleur 0,333+0,024 0,006+0,0001
Montagne 0,461+0,002 0,003+0,0002
Oranger 0,508+0,013 0,005+0,0002
Euphorbe 0,011+0,0008 0,01+0,0008

Tableau 9 : Les valeurs d’EC50 en (ug/ml) des antioxydants standards

Antioxydants standard ECso « pg/mL »
vitamine C 0,032+0,001
I’acide gallique 0,002+0,00001

En analysant I’ensemble des résultats obtenus (Tableau 8) et sachant que le parametre
ECso est inversement proportionnel a 1’activité antioxydante (Koula et al., 2014). Nos
résultats, montrent clairement que les extraits du miel possédent un potentiel antioxydant

important comparable avec celui des antioxydants de référence utilisés dans ce test.

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

globalement entre 0,002 et 0,508 pg/mi.

Les valeurs d’ECso des extraits d’acétate d’éthyle varient entre 0,002 et 0,086 pg/ml
et entre 0,011 et 0,508 pg/ml pour les extraits méthanoliques. Donc, nous remarquons que
les valeurs d’ECso les plus faibles ont été obtenues dans les extraits d’acétate d’éthyle par

rapport aux extraits méthanoliques.
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Pour les extraits d’acétate d’éthyle, la valeur plus élevée d’ECxo était de 0,086 pg/ml
pour I’échantillon du miel de chardon par contre la valeur la plus faible était de 0,002 pg/ml
pour I’extrait du miel d’eucalyptus, 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).

Le test du radical libre DPPH" est largement utilisé dans 1’étude des composés
phénoliques en raison de sa facilité de mise en ceuvre et de sa rapidité ; le temps d’incubation
30 min. De plus, les conditions utilisées (solvants organiques et faible température)
permettent d’éviter 1’auto oxydation des molécules testées et aussi de comparer un grand

nombre de composés (Belkheiri., 2010).

En revanche, le radical DPPH" pose le probléme de son instabilité a la lumiére vu que
son absorbance a 517 nm décroit sans I’intervention de quelconque antioxydant (Portes.,
2008). C’est pourquoi les tests réalisés avec le DPPH™ doivent impérativement se faire a

I’obscurité.

Nos extraits d’acétate d’éthyle ont prouvé leur fort pouvoir antioxydant par le test du
DPPH ce qui est le cas pour la majorité des miels. Silici et al ,. (2009) dans ces études sur
le miel de Rhododendron a montré que plus le contenu phénolique est important les activités
antioxydantes et antiradicalaire elles les sont aussi. D’aprés 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 leurs

capacité antiradicalaire est nettement plus élevée.

Krpan et al ., (2009) dans ces travaux sur I’activité antioxydante du miel d’Acacia,
un potentiel antioxydant important s’est avéré proportionnel avec son contenu en
polyphénols. Ceci, nous a encouragés a I’étude de la corrélation entre les différents ECsp et
le contenu en phénols totaux et flavonoides dans les deux extraits méthanoliques et d’acétate
d’¢éthyle. Les coefficients de corrélation obtenus étaient faibles (R=0,4). Cette faible
corrélation, confirme qu’il y a peut-étre des composeés individuels responsables a I’activité

antioxydante.

Les différences de I’activité antioxydante peuvent étre attribuees a la présence de
différents composés phénoliques, tels que les flavonoides, les acides phénoliques, et d'autres

composés phénoliques qui ont différents effets antioxydants (koula et al., 2009).
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Figure 11 : Etude de la Corrélation entre les valeurs d’ECseet des teneurs en phénols totaux,

flavonoides des extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle.

IV.2) Test de la réduction du Fer (FRAP)

L’activité antioxydante de nos extraits évaluée par ce test a été exprimée en utilisant

le paramétre VCEAC : qui représente I’activité antioxydante en équivalent de 1’acide

ascorbique (Vitamine C Equivalent Antioxydant Capacity), dont la courbe d’étalonnage est

montrée dans la figure (12). Le tableau (10) résume les résultats du test du pouvoir réducteur

R2=0,9826

Absorbons(593 nm)

0 0,05 0,1
concentration g/ml

Figure (12) : Courbe représentant la variation des concentrations de I’acide ascorbique (Vit C) en

fonction de leur absorbance (593 nm).

Les courbes représentant la variation de 1’absorbance en fonction de la concentration

sont données dans la figure (13).

E



Résultats et discussion

A:extrait méthanolique B:extrait méthanolique
09 - d'eucalyptus 0,9 - montagne
l 0 8 u
08 1 y= E
| ¥ =0889x £ 07 | y=09714x

2 = P
R =0,9956 S 06 | R2=0,9976

(S
o
™
B
8 05 805
S 04 S04
£ 03 03
2 02 202
< 0,1 ©0,1
O T 1 0 . ,
0 0,5 1 0 0,5 1
concentration g/ml concentraction g/ml
C: extrait AcEt multi fleur )
035 . D-extrait AcEt seder
0,4 - ' y =30,72x
£ 0,35 | ¥=71518x c 03 1 Rz=0,9981
S 03 R2=0,9963 S 025
> . S
w 0,25 o 0,2
3 3
= 0,2 c 0,15
£ 01 € 01
g ol 2 0,05
© 0,05 s
0 : : , 0 . . .
0 0,002 0,004 0,006 0 0,005 0,01 0,015
concentration a/ml concentration g/ml
Acide Gallique
£ y =29,07x
c Rz =0,9907
o™
(@]
Lo
3
c
[15]
=
2
QO
4]
0 0,05 0,1

consentration g/ml

Figure 13 : Courbes représentant le standard et deux échantillons pour

chaque extrait (extrait d’acétate d’éthyle et méthanoliques).
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Tableau 10 : Les valeurs de VCEAC déterminées par le test FRAP pour les différents extraits de

miel.
VCEAC
MeOH Ac-Et
Eucalyptus 0,0306+ 0,084 2,904+2,432
Montagne 0,0334+0.009 1,669+4,893
Orange 0,0311+0.001 0,471+2,802
Chardon 0,0146+0.007 0,091+0,248
Seder 0,0124+0.006 1,058+1,117
Harmel 0,0161+0,016 0,838+0,289
Euphorbe 0,0203+0,008 0,820+0,021
Multifleur 0,0273+0,007 2,463+0,381
L’acide gallique 1.001+4,277

D’apreés les résultats donnés dans le tableau précédent, nous remarquons que tous les
extraits d’acétate d’éthyle ont un pouvoir réducteur important par rapport a celui de I’acide

gallique. Par contre, on trouve que les extraits méthanoliques ont des valeurs tres faibles.

Par conséquent, le miel d’Eucalyptus a la valeur d’activité antioxydante la plus élevée
parmi tous les miels analyseés, ce qui indique sa grande réduction et son potentiel antioxydant

puissant. La valeur la plus faible a été enregistrée dans le miel de chardon.

Ces résultats peuvent étre expliqués par I’existence de molécules ayant un potentiel

réducteur donneur d’électron plus fort dans les extraits acétate d’éthyle.

En comparant nos résultats avec les travaux de Sagdic et al (2013), réalisés sur les
extraits d’acétate d’éthyle de certains types de miel de la Turquie (ECso = 70,09 et 86,19
MgAAE /g de miel) pour le miel d’Astragalus et miel de miellat respectivement, nous
constatons que ces valeurs sont plus élevees par rapport a nos résultats. Cela pourrait étre
expliqué par D’origine botanique et geographique ainsi que la nature des composés

phénoliques du miel et aussi les méthodes des extractions.

D’aprés Mayer et al (1998), I’activité antioxydante des différents échantillons de miel

analysés depend principalement de la source florale de miel. Cependant, ces auteurs ont
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suggéré que I’espece botanique est la principale source de miel, mais n'est pas le seul facteur

qui contribue a ses propriétés antioxydantes.

Pour cela, nos échantillons du miel issus de différentes origines botaniques et ce méme
facteur peut expliquer son I’influence sur le contenu en composes phénoliques et sur

I’activité antioxydante des échantillons de miel.

Apres 1’étude de la corrélation entre les VCEAC et le contenu en phénols totaux et

flavonoides dans les deux extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle.

D’apreés ces résultats de la corrélation, nous remarquons que celle-ci (VCEAC et
teneur en phénols totaux/flavonoides) est trés faible. Cela, implique qu’il n’y a pas une
influence de la concentration sur 1’activité antioxydante, mais c’est le type des molécules

antioxydantes.

Nos résultats sont inférieurs par rapport aux travaux de Bertoncelj et al ., (2007)
effectués en Slovénie, o corrélation élevée a été trouvée (R?=0,96) pour le type du miel
mono-floral. Ainsi ces résultats expriment qu’il y a une forte relation entre ’activité
antioxydante (test FRAP) et le contenu en phénols totaux (Beretta et al., 2005; Blasa et al.,
2006).

A travers notre étude de 1’activité antioxydante, il nous a parus clairement, que pour
les deux methodes d’évaluation de I’activité antioxydante, nos valeurs de corrélation sont

faibles en raison des points suivants :

- Que I’étude de ’activité antioxydante par ces différents tests dépend de plusieurs
facteurs ; la sensibilité de chaque test, les mécanismes d’action mis en jeu par exemple

(transfert électronique, donneur de H-) et la spécificité du test (Boussoussa ., 2010).

- Le dosage par la méthode FRAP est basé sur la capacité de I'analyse pour réduire le
couple Fe3 +/ Fe2 +. Cependant, étant donné que seule une petite quantité de ces composés
est prévu dans le miel, leur contribution a la capacité antioxydante totale peut étre considérée

comme négligeable (Ibrahim Khalil et al., 2010).

D’aprés ces resultats, nous pouvons conclure que Les extraits d’acétate d’éthyle
pourraient étre considérés donc comme une source importante d’antioxydants qui peuvent

étre utilisés pour des fins médicinales.

@



Conclusion

Le miel est un aliment naturel utilisé depuis des années. C’est pour cela les
scientifiques cherche dans ce dernier des caractéristiques et des activités le parmid’utiliser

du fins thérapeutiques.

Notre travail vise a faire une étude pour évaluer I’activité antioxydante des miels
étudiés. En comparant nos résultats avec des travaux realisés par plusieurs auteurs sur
différents types de miel, on constate que nos échantillons ont un rendement plus élevé en
phénols totaux et flavonoides avec une capacité antioxydante différente d’un échantillon a
I’autre. Parmi nos échantillons du miel : le miel d’eucalyptus représente le meilleur miel
car ca capacité de piegé les radicaux libre (ECs0=0,002ug/ml), de pouvoir de
réduction(VCEAC= 2,904) et ¢a contenu en phénols totaux et flavonoides élevé malgré son
rendement qu’il est trés faible ,aussi le miel de fleur d’orange présente une forte activité
antioxydante malgré son rendement, composition en phénols totaux et flavonoides est
faible .ainsi, on remarque que le miel du chardon ayant une rendement et taux en phénols

¢levé mais il n’a pas une activité antioxydante.

Encore une fois, ces résultats sont confirmés par la teneur en polyphénols totaux des

miels, elle s’avére intéressante ainsi que 1’activité antiradicalaire et pouvoir de réduction

FRAP.

D’apres les résultats obtenus dans notre étude, nous pouvons dire qu’il y’a une bonne
corrélation entre ’activité antioxydante dosée par le test de DPPH, le contenu en composés
phénoliques dans quelques échantillons du miel étudiés.il apparait clairement que

I’échantillon du mield’eucalyptus exprime ce résultat.

Nous conclurons que le miel d’Algérie possédé une forte activité antioxydante et
spécialement le miel d’eucalyptus et de fleur d’orange et cecinous encourageons a continu
les recherches dans le miel et abouti plus d’informations qui peut remplacer les

médicaments chimiques par des aliments naturel et active comme le miel.
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Annexe 1 : une image représentative des variétés des miels aprés mesure de 59

Annexe 2 : une image représente le miel de montagne lors de macération
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Annexe 3: une image représente les extraits des miels aprés filtration d’une macération
méthanoliques.

Annexe 4 : image représente 1’extrait méthanolique miel de seder.
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Annexe 5 : Histogrammes représente les teneurs en phénols et flavonoides pour I’extrait
d’acétate d’éthyle (A) et méthanoliques (B).

M teneur en flavonoides

M teneur en phenols
totaux

M teneur en flavonoides

M teneur en phenols
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Annexe 6 : les graphes d’1% de I’extrait Acétate d’éthyle des miels .
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Annexe 7 : les graphes d’1% de I’extrait méthanoliques des miels
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Annexe 8 : structure chimique de I’acide gallique (web)
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Annexe 9 : structure chimique de I’acide ascorbique (web)
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Annexe 10 : Etude de corrélation entre les valeurs VCEAC, teneurs en phénols totaux et

flavonoides des extraits d’acétate d’éthyle.
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/Résumé :

Le miel est un composé biologique trés complexe, d’une trés grande diversité, lui
conférant unemultitude de propriétés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan
thérapeutique. Une grande partie del’intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude de
molécules antioxydantes d’origine naturelle. L’objectif denotre travail vise a faire une étude
sur le type de miel en Algérie qui ayant une activité antioxydante meilleur parmi elle. Une
¢tude a été menée sur des échantillons du miel de déférente région d’Algérie.

L’analyse quantitative despolyphénols totaux utilisant le réactif Folin-Ciocalteu comme
méthode de dosage a montré une différence dans la composition phénolique totale des miels
¢tudiés. L’activité antioxydante des différents échantillons a été évaluéepar deux méthodes ;
la réduction du fer et le piégeage du radical libre DPPH. L’échantillon de miel d’eucalyptus
provenant de la région de Tipaza est riche en polyphénols et flavonoides est présenteune
meilleure activité antioxydante par rapport aux autres échantillons étudiés.

Mots clés : Miel, composes phénoliques, flavonoides , activité antioxydante FRAP/ DPPH.

~

ﬂbstrat :

Honeyis a complexorganic compound of greatdiversity, givingithumerousproperties,
bothnutritionally as therapeutically. Much of the currentresearchinterestfocuses on the study
of antioxidantmolecules of naturalorigin. The aim of ourworkis to make a study on the honey
in Algeriaguyhavingantioxidantactivity best amongthem. A studywasconducted on samples of
honeydeferentialregion of Algeria.

Quantitative  analysis  of  total  polyphenolsusing the  Folin-Ciocalteu
reagentsuchassayshowed a difference in the total phenolic composition of the studiedhoneys.
The antioxidantactivity of differentsampleswasevaluated by twomethods; the reduction of iron
and trapping of the free radical DPPH. The eucalyptus honeysamplefrom the Tipaza
regionisrich in polyphenols and flavonoidspresentis a betterantioxidantactivitycompared to

othersamplesstudied.
\Keywords:Honey, phenoliccompounds, flavonoids, antioxidantactivity FRAP/DPPH.
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