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Résumé

Résumé

L’objectif du présent travail est de déterminer les teneurs en composés phénoliques et
en flavonoides, ainsi que le potentiel antioxydant et anti-hémolytique de deux variétés de miel
récoltées de différentes régions géographiques. La teneur en phénols totaux a montré que le
miel de Colla (Miel 2) a une concentration plus élevée que celle de Bir Snab (Miel 1) avec des
teneurs de 1.55 £ 0.043 mg EAG/g de miel et de 0.63 = 0.037 mg EAG/g de miel,
respectivement. De méme pour les flavonoides, le Miel 2 est plus riche que le Miel 1 avec des
teneurs de 0.177 + 0.003 mg EQ/g de miel et de 0.075 £ 0.005 mg EQ/g de miel,
respectivement. L’étude de I’activité antioxydante et anti-hémolytique a été réalisée par la
mise en contact des globules rouges humains avec les deux types de miel puis exposés a
I’ AlICl; suivie d’un stress hypo-osmotique. Les résultats obtenus ont montré que le Miel 2 est
plus efficace que le Miel 1 en mati¢re de protection des globules rouges et de I’hémoglobine
et les deux miels semblent plus efficaces que ’acide ascorbique qui a montré plutoét une

activité prooxydante.

Mots clés : Miel, Polyphénols, Flavonoides, Activité antioxydante, Globules rouges.
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Abstract

Abstract

The present work aims to determine the levels of phenolic and flavonoid compounds,
as well as the antioxidant and anti-hemolytic potential of two honey varieties harvested from
different geographical regions. The total phenol content showed that Colla honey (Honey 2)
had a higher concentration than Bir Snab honey (Honey 1), 1.55 £+ 0.043 mg GAE / g vs. 0.63
+ 0.037 mg GAE / g. As same, Honey 2 presented highest content of flavonoids than Honey 1
0.177 £ 0.003 mg EQ/g vs. 0.075 £ 0.005 mg EQ/g. The evaluation of antioxidant and anti-
hemolytic activity was performed by incubating human red blood cells with both honeys and
then exposed to AlCI; followed by hypo-osmotic stress frigilisation. The results showed that
Honey 2 is more effective than Honey 1 in protecting of red blood cells and hemoglobin. Both

honeys seem to be more effective than ascorbic acid which showed a prooxidant activity.

Key words: Honey, Polyphenols, Flavonoids, Antioxidant activity, Red Blood Cells.
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Introduction générale

L’aluminium (Al), le troisieme élément le plus abondant dans la crotte terrestre, est un
métal non essentiel et toxique sur les étres humains (Schetinger et al., 2002). Il a un acces a
I’organisme via le tractus gastro-intestinal et les voies respiratoires, et peut étre trouvé
pratiquement dans tous les tissus des mammiferes, y compris le cerveau, le foie, les reins, le

ceeur, le sang et les os (Domingo et al., 1991 ; Yokel, 2000).

Les sources particulieres d’aluminium incluent les produits alimentaires tels que le
mais, le fromage jaune, le sel, les herbes, les épices, le thé, les produits cosmétiques, les
ustensiles et les récipients de cuisine (El-Demerdash, 2004). 1l est aussi présent dans les
médicaments, les additifs alimentaires et les dentifrices (Ochmanski et Barabasz, 2000 ;
Abbasali et al., 2005). De plus, il est ajouté¢ a I'eau potable pour des fins de purification
(Ochmanski et Barabasz, 2000).

Jusqu'a aujourd'hui, aucune fonction biologique n'a été affectée a ce métal. Au
contraire, I'accumulation de I’aluminium dans les tissus et les organes entraine leur toxicité et
leur dysfonctionnement (Sandra et al., 2008). Plusieurs maladies comme la démence par
dialyse, les encéphalopathies, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, 1'ostéomalacie
et 'anémie microcytaire ont été associées a des niveaux ¢levés en aluminium (Jeffery et al.,

1996 ; Jaffe et al., 2005 ; Bondy, 2010).

Les effets toxiques de l'aluminium sur les globules rouges ont été¢ suggérés pour étre
dus a la génération des radicaux libres et I’induction du stress oxydant (El-Demerdash ez al.,
2004), ce qui entraine la détérioration oxydative des lipides (peroxydation lipidique), des
protéines et des glucides (El-Demerdash et al., 2004 ; Mansour et al., 2006). 11 peut aussi
diminuer le nombre de globules rouges et la concentration en hémoglobine (Buraimoh et al.,

2011, Buraimoh et al., 2012).

La capacité des substances naturelles a assurer une protection efficace contre les
radicaux libres a été maintes fois proposée et démontrée par la communauté scientifique. Le
miel est I'un des produits naturels qui a accompagné I’homme depuis la plus haute
antiquité. Cet élixir précieux est élaboré par les abeilles de 1’espece Apis mellifera a partir
du nectar des fleurs et du miellat (Azeredo et al., 2003). Le miel a des propriétés curatives et
ceci est du essentiellement a sa composition chimique (Arvanitoyannis et al., 2005 ; Nayik
et Nanda, 2015). Il contient des quantités abondantes de polyphénols et de flavonoides qui lui

conférent de bonnes propriétés antioxydantes (Beretta et al., 2005 ; Alzahrani et al., 2012).
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Par ailleurs, plusieurs études scientifiques indiquent une grande variété¢ d'activités
pharmacologiques du miel, en particulier des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et
antivirales (Al-Waili, 2004 ; Kanatt et al., 2007 ; Shahzad et Cohrs, 2012). 11 est utilisé
pour le traitement des plaies (Molan, 1999), des brilures (Molan, 2001), des ulcéres de la
peau (Lasey et Van Rij, 1997) et pour I’inflammation (Candiracci, 2012). D’ailleurs, la
propriété de guérison par le miel est stipulée par le verset coranique "Nahl" : "Puis mangez de
toute espeéce de fruits et suivez les sentiers de votre Seigneur, rendus faciles pour vous. De
leur ventre, sort une liqueur, aux couleurs variées, dans laquelle il y a une guérison pour les

gens. Il y a vraiment 1a une preuve pour des gens qui réfléchissent”" (Coran, 16:69).

(o O 208 18 3 B 50 bt e 5058 o O (Ll il 6 e R
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Dans le cadre du présent travail nous nous proposons d’étudier les propriétés
antioxydantes du miel sur le globule rouge humain. Notre démarche consiste, d’une part, en
I’extraction des substances actives de deux variétés de miel avec dosage de leurs teneurs en
composés phénoliques et en flavonoides, et d’autre part, I’étude de 1’effet de ces substances

sur la résistance des hématies au stress hypotonique sous 1’action du chlorure d’aluminium.
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Chapitre I Généralités sur le miel

I. Généralités sur le miel

I.1. Définition du miel

Selon la commission du codex alimentarius FAO le miel est la substance naturelle
sucrée produite par les abeilles Apis mellifera (Apide) a partir du nectar de plantes ou a partir
de sécrétions provenant de parties vivantes des plantes ou a partir d'excrétions d'insectes
butineurs laissées sur les parties vivantes des plantes, que les abeilles butinent, transforment
en les combinant avec des substances spécifiques qu'elles sécrétent elles mémes, déposent,
déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mirir dans les rayons de la ruche (Codex

alimentarius, 2001).
I.2. Origine du miel

Le miel est ¢laboré par les abeilles a partir de plantes melliféres, et plus précisément,
de leur séve. Cette derniere est extraite de deux manieres des vaisseaux qui la contiennent:
par les nectaires qui ¢laborent le nectar, ou par les insectes parasites qui excrétent du miellat

(Cavelier, 2013).
I.2.1. Le miel du nectar

Le nectar est un liquide sucré plus ou moins doux secrété par les glandes nectariferes
des plantes supérieures (Hoyet, 2005). Il est constitué essentiellement des glucides (5 a 75 %),
des acides aminés, des protéines, des lipides, des flavonoides, des vitamines, des pigments et
des enzymes (Meda et al., 2005). Sa production dépend de I’age, la taille et la position de la
fleur mais également de I’humidité relative de 1’air et du milieu environnant (Sanz et al.,

2008).
I.2.2. Le miel du miellat

Le miellat est une substance sucrée ¢laborée par divers insectes piqueurs et suceurs
(les hémipteres) tels que les pucerons, les psylles et les cochenilles. (Hoyet, 2005 ;
Rodriguez- Flores et al., 2015). 1l est constitué¢ d’azote, d’acides organiques, de minéraux et
de sucres complexes et il est plus dense que le nectar (Desmouliére, 2013). Les insectes
aspirent la seéve de divers arbres ou arbustes et excrétent par I’anus 1’exces de sucres et d’eau
qu’elle contient. Le miellat ainsi produit sur les végétaux est récolté par les abeilles butineuses

puis transformé en miel (Cavelier, 2013).
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I.3. Composition du miel

Le miel est un aliment complexe qui regroupe environ 200 substances (Escuredo et
al., 2013). 11 est constitué principalement de sucres, d’eau et de divers autres constituants tels
que les enzymes, les acides aminés, les acides organiques, les caroténoides, les vitamines (a
I’exception de la vitamine A), les sels minéraux et les substances aromatiques ainsi que des
particules solides dérivées de la récolte du miel (Pontes et al., 2007 ; Ciulu et al., 2011 ;

Alqarni et al., 2012). Le tableau I représente la composition du miel.

Tableau I : Composition du miel (données en g/100) (Arvanitoyannis et al., 2005 ; Alvarez-

Suarez et al., 2010).

Nutriments Quantité moyenne par 100 g
Eau 17.1¢g
Glucides 82.4¢g
Fructose 385¢g
Glucose 310 g
Maltose 72 ¢g
Saccharose l5¢g
Protéines et acides aminés 05¢g
Vitamines
Thiamine <0.01 mg
Riboflavine <0.3 mg
Niacine <0.3 mg
Acide Pantothénique <0.25 mg
Vitamine B6 <0.002 mg
Folate <0.01 mg
Vitamine C <0.5 mg
Minéraux
Calcium 4.8 mg
Fer 0.25 mg
Zinc 0.15 mg
Potassium 50 mg
Phosphore 5 mg
Magnésium 2 mg
Sélénium 0.01 mg
Cuivre 0.05 mg
Chrome 0.02 mg
Manganese 0.15mg
Cendre 0.2g
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Enzymes Réaction sur
Invertase Saccharose
Glucose-Oxydase Glucose
Diastase (amylase) Amidon
Catalase Peroxyde d’hydrogéne

Microorganismes Toxine produite
C.botulinum A B C,,C,D,E F,G
C.butirycum E
C.barati F

I.4. Types de miel

Le miel peut étre classé essentiellement en fonction de son origine botanique ou

géographique:
I.4.1. Origine botanique
1.4.1.1. Miels monofloraux

Les miels monofloraux sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant
d’une seule espece végétale et cela nécessite d’installer les ruches a proximité de la plante

recherchée. Par exemple : le miel d’acacia, d’oranger ou de la lavande (Rossant, 2011).
1.4.1.2. Miels polyfloraux

Les miels polyfloraux sont produits a partir du nectar et/ou du miellat venant de
plusieurs especes végétales. Pour valoriser leur spécificité et permettre au consommateur de
reconnaitre leur caractére dominant, les apiculteurs indiquent leur origine géographique.
Celle-ci indique soit 1’aire de production, la région, le département, le massif, etc (Rossant,

2011).
1.4.2. Origine géographique

La réputation particuliere de certains miels polyfloraux dépend de leur origine
géographique, qu'il s'agisse d'une petite région, d'une province ou d'un continent.

(Emmanuelle et al., 1996).
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I.5. Les caractéristiques du miel

I.5.1. Les caractéristiques physico-chimiques

Les différentes caractéristiques physico-chimiques du miel sont représentées dans le

tableau ci-dessous :

Tableau II : Les caractéristiques physico-chimiques du miel (White 1975 ; Arvanitoyanni

et al., 2005).

Les caractéristiques physico-

.. Valeur/Gamme
chimiques

. 0.54-0.60 cal/g/°C (Pour le miel liquide)
Chaleur spécifique 0.73 cal/g/°C (Pour le miel cristallisé)
Point d {lati -1.42 2 -1.53 °C (15% Solution de miel)

omnt de congelation -5.8 °C (68% Solution de miel)
. L Ao 1.4350 (15% H,0)

Poids spécifique (a 20 °C) 1.4171 (18% H,0)

1.4966 (16% H,0)

Indice de réfraction (a 20 °C) 1.4927 (17.5% H,0)
1.4900 (18.6% H,0)

0.5 (16% H,0)

Activité de ’eau (4-37 °C) 0.6 (18.3% H,0)

Conductivité thermique 118 to 143x10 Cal/cm?/sec/°C
Valeur calorique 1380 cal/Ib (304 cal/100 g)
pH 3.9

Doux, Nectar de girofle, Vert,
Cannelle épicée, cireux, fleuri,
parfum, anis, parfum de mélasse,
pointu, citron, chimique/médicinal

Ardme et saveur

1.5.2. Les caractéristiques nutritionnelles

Le miel, en tant qu’aliment glucidique et au gott agréable, est une source précieuse de
glucides et contient des oligo-¢léments et apporte une diversité nutritionnelle dans les régimes

alimentaires trop pauvres. Il posséde de nombreux avantages nutritionnels et énergétiques lui
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conférant souvent une place importante dans la préparation des plats traditionnels (Bradbear,

2005 ; Blanc, 2010).
1.6. Les activités biologiques du miel

Le miel est trés connu dans la consommation humaine comme source d’aliment
naturel mais également utilis¢ comme médicament depuis l'antiquité dans de nombreuses
cultures et communautés (Ojeda de rodriguez et al., 2004 ; Ndife et al., 2014). Ces vertus
thérapeutiques sont attribuées a son activité antioxydante et antibactérienne, il est utilisé pour
le traitement des bralures, des désordres gastro-intestinaux, de 1’asthme et des ulceres de peau
(Al-Mamary et al., 2002; Ferreira et al., 2009). Administré par voie buccale, le miel peut
guérir ou soulager I’insomnie, les maux de gorge et certaines infections gastriques. Il
augmente aussi la teneur du sang en hémoglobine et la vigueur musculaire (Jean-prost,

2005).
1.6.1. Pouvoir antioxydant

Le miel est une source naturelle en antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
tels que la catalase, la glucose-oxydase, 1’acide ascorbique, les flavonoides, les acides
phénoliques, les caroténoides, 1’acide gluconique, les acides organiques, les acides aminés et

les protéines (Ferreira et al., 2009 ; Beretta et al., 2005).
1.6.2. Activité antimicrobienne

Le potentiel antibactérien du miel varie selon 1’origine botanique du nectar, du miellat
et de la teneur en différents antioxydants (Al-Mamary et al., 2002). Le miel a de puissants
effets antimicrobiens contre les microorganismes pathogeénes et non pathogénes (levures et
champignons), méme contre ceux qui ont développé une résistance a de nombreux
antibiotiques. Les effets antimicrobiens peuvent étre bactériostatiques ou bactéricides selon la

concentration utilisée (Manyi-Loh et al.,2011).

L’osmolarité, 1’acidité, les inhibines non-peroxydes, le méthylglyoxal (MGO) et la
défensine, sont les facteurs antibactériens du miel. Le principal facteur puissant étant le
peroxyde d’hydrogéne ou I’eau oxygénée (H,O;) provenant de 1’oxydation du glucose en
acide gluconique sous D’action de I’enzyme glucose-oxydase sécrétée par les glandes

hypopharyngiennes des abeilles (Avisse, 2014).
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1.6.3. Les propriétés antifongiques, antivirales et antiparasitaires

A Dinstar des bactéries, parasites et virus, les champignons microscopiques sont des

microbes qui s’attaquent aux étres vivants.

Le miel s’avere efficace contre les champignons filamenteux tels que les
dermatophytes a 1’origine des mycoses trés communes chez I’homme. Il possede un pouvoir
antiviral inhibant in vitro les virus de Rebella (ou Rubivirus : virus de la rubéole) et de

I’Herpes (maladie responsable d’affections de la peau et des muqueuses).

Le miel présente également des propriétés antiparasitaires. Il inhibe les différentes
especes du parasite Leishmania qui provoquent des affections cutanées ou viscérales

invalidantes, voire mortelles si elles ne sont pas soignées (Avisse, 2014).
1.6.4. Propriétés cicatrisantes

La propriété cicatrisante du miel fait I’objet de nombreuses études cliniques a travers
le monde quelque soit leurs origines: plaies post opératoires, brilures, ulcéres et escarres
(Couquet et al., 2013). Le miel favorise une guérison plus rapide des plaies grace a ses effets
régénératifs sur la croissance tissulaire et épithéliale, avec peu ou pas de formation de
cicatrices (Misirlioglu et al.,2003 ; Al-Waili et al., 2011). 1l stimule également la formation
dans la couche profonde de la peau de nouveaux vaisseaux capillaires et la croissance des
fibroblastes, et des cellules productrices de collagéne permettant une bonne cicatrisation

(Knox, 2004).
1.6.5. Effets anti tumoraux et antimutagénes

Le miel a des propriétés anticancéreuses lui permettant de limiter la prolifération des
cellules tumorales mais également leur propagation par voie sanguine ou lymphatique. 1l lutte

aussi efficacement contre le cancer de la vessie (Anso, 2012).
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II. Radicaux libres, stress oxydant et antioxydants

I1.1. Radicaux libres

Un radical libre est toute espéce chimique, atome ou molécule, ayant un ou plusieurs
¢lectron (s) non apparié (s) dans leur orbital externe, leur attribuant une réactivité vis-a-vis
d’autres molécules, soit a capter un autre €lectron ; c’est alors un radical oxydant, soit a le
céder ; on dit que c’est un radical réducteur (Favier, 2003 ; Fontaine, 2007). Ces especes
peuvent étre dérivées de 1’oxygene (Espéce réactive d’oxygeéne : ERO) ou d’autres atomes

comme I’azote (Espéce réactive d’azote : ERA) (Afanas'ev, 2009) (Tableau III).

Dans les circonstances normales, les radicaux libres sont produits en permanence en
faible quantit¢ comme médiateurs tissulaires ou résidus des réactions €énergétiques ou de
défense, cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de
défense mais leur production peut devenir excessive ou résulter des phénomenes toxiques

exogénes et/ou endogeénes provoquant ainsi un phénomeéne appelé “le stress oxydant”.

Tableau III : Les différents types d’especes réactives (Fontaine, 2007).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0,° Peroxyde d’hydrogene H,0,
Radical hydroxyle OH Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO Acide hypochlorique HOCI
Radical alkoxyle RO Oxygene singulet '0,
Monoxyde d’azote NO Peroxynitrite ONOO

I1.2. Le stress oxydant

Le stress oxydant également appelé stress oxydatif est défini comme étant le résultat
d’un déséquilibre de la balance entre la formation des ERO (caractére pro-oxydant) et la
capacité du corps a les neutraliser, a réparer les dommages oxydatifs et a réguler leur

production (Figure 1) (Zweier et al., 2006).
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Figure 1 : Stress oxydant induit par une rupture d'équilibre entre la production et 1'élimination

des radicaux libres (Lotharius et Brundin, 2002).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines que ce soit endogeénes ou exogenes tels
que la surproduction des ERO d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants
ou méme une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants comme le tabac,
I’alcool, les médicaments, les rayons gamma et ultraviolet, les herbicides, I’0zone, 1’amiante
et les métaux toxiques (Figure 2) (Pincemail er al., 2002 ; Sorg, 2004 ; Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Sources endogénes : Sources exogénes

Mitochondrie ‘ "-;, 5

.4"’-
Systeme ﬁ s
( immunitaire ) oxydant é
Réactions L
enzymatiques :

Figure 2 : Sources endogénes et exogeénes du stress oxydant

(http://www.fbdistribution.ca/Causes_stress_ox.gif).

Le stress oxydatif est a I"origine de nombreuses pathologies telles que le diabete,
I’;edéme pulmonaire, les maladies dégénératives comme ['arthrite, les maladies
cardiovasculaires, 1'hypertension, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la

dystrophie musculaire et plus encore (Atawodi, 2005 ; Lobo et al., 2010).
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I1.3. Les antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme toute molécule qui, a concentration
relativement faible, inhibe ’oxydation des substrats (Adil et al., 2007 ; Nagababu et al.,
2010). Ce terme englobe ainsi toutes les substances qui protégent les systemes biologiques
contre les effets déléteres potentiels des processus ou réactions qui engendrent une oxydation

excessive (Park et al., 2001).

I1.3.1. Systémes de défense

Pour piéger les ERO, la cellule dispose d’un arsenal de défenses antioxydants, a la fois
endogéne par le biais des systémes enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, glutathion
peroxydase,...) et exogene en utilisant des composés alimentaires (vitamine C, vitamine E,

flavonoides, caroténoides,...etc.) (Friguet, 2003).

I1.3.1.1. Systémes enzymatiques

Trois principales enzymes ont un role essentiel dans la détoxification des espéces
réactives de 1’oxygene: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion
peroxydase (GPx) (Ichai et al., 2011). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la
cascade radicalaire au niveau du O, et du H,0,, conduisant finalement a la formation de

I’eau et de I’oxygene moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).

La superoxyde dismutase : La SOD est une métalloprotéine la plus importante dans
toutes les cellules, elle catalyse la dismutation de l'anion superoxyde (O,") en peroxyde

d’hydrogene (H,O;) (Afonso et al., 2007 ; El-Beshbishy et al., 2011).

SOD
e

20,-+2H* H,O, + O,

Cette enzyme existe en trois isoformes selon sa localisation et son cofacteur
métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD,
SODI1), une forme mitochondriale a manganése (Mn-SOD, SOD2) et une forme

extracellulaire (EC-SOD, SOD3) (Comhair et Erzurum, 2002 ; Bartosz, 2005).

La catalase : La CAT est une enzyme présente essentiellement dans les érythrocytes
et les peroxysomes de nombreux tissus et cellules (Kohen et Nyska, 2002 ; Sorg, 2004). Elle
agit en synergie avec la superoxyde dismutase en ¢liminant le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

et le transformant en eau (H,O) et en oxygene (O,) (El-Beshbishy ez al., 2011).

CAT
—_—

2 H,0, 2H,0 +0,

11
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La glutathion peroxydase : La GPx est une enzyme ubiquitaire a sélénium qui agit en
synergie avec la SOD. Son réle est d’accélérer la décomposition du H,O, en H,O et O; et la
réduction de divers hydroperoxydes lipidiques (ROOH). Au cours de cette réaction deux
molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion disulfure (GSSG) (Sastre et
al., 2005 ; Ichai et al., 2011 ; Jacquot, 2013).

H,0,+2GsH _9P% | 2 H.0+GssSG

ROOH+ 2 GSH _COPX | ROH+GSSG + H,0

I1.3.1.2. Systémes non enzymatiques

Ce systtme de défense est composé de molécules antioxydantes de petite taille
(caroténoides, vitamine C ou acide ascorbique, vitamines E ou tocophérols, coenzymes
(coenzyme QI10 ou ubiquinone), glutathion, acide urique, bilirubine...)) et de protéines
(transferrine, ferritine, céruléoplasmine) qui maintiennent les métaux de transition dans un

¢tat inactif empéchant ainsi la formation des radicaux libres (Pincemail ez al., 2002).

Certains oligo-¢léments comme le cuivre, le zinc, le sélénium sont indispensables pour
I’activité des enzymes antioxydantes (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Se-GPx). Le zinc est également
un inducteur des métallothionéines (Coyle et al., 2002), protéines a activité antioxydante et un

inhibiteur des réactions de production des radicaux libres induites par le cuivre.

La figure ci-aprés illustre le mécanisme d’action de la vitamine C a 1’égard du radical

peroxyle et la régénération de la vitamine E par la vitamine C.

~OH -OH
0.0 0. 0
HO/\\/ IIO’L(
/[ +ROO-— -] +ROOH
‘0" OH o o
Vitamin C, AscH™  reactive Asc ", stable

AscH™ + TO* —— TOH + Asc™

Figure 3 : Vitamine C (AscH-) interagissant avec le radical peroxyle (ROOQO") et régénération

de la vitamine E par la vitamine C (Lii ef al., 2010).
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Les composés phénoliques également appelés les polyphénols sont des métabolites
secondaires largement distribués dans le régne végétal (Charles, 2013). Ils sont caractérisés
comme 1’indique leur nom, par la présence d'au moins un cycle aromatique a six carbones
(phénol) lui-méme porteur d'une ou plusieurs fonctions hydroxyles (OH) (Macheix et al.,
2006). IIs constituent un des groupes les plus abondants dans le royaume végétal avec plus de
8000 structures, allant de simples molécules comme les acides phénoliques aux substances

hautement polymérisées comme les tanins.

Les polyphénols sont généralement impliqués dans la défense contre le rayonnement
UV ou d’agressions par des agents pathogénes, des parasites et des prédateurs (Dai et
Mumper, 2010). IIs attirent 1’attention depuis quelques années a cause de leurs propriétés
antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la
peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles et sont
aussi capables de piéger les ions métalliques vu leurs propriétés chélatrices (Delattre et al.,
2005). IIs sont ainsi utilisés en thérapie comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires,

inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires (Epifano et al., 2007).

Les polyphénols sont communément subdivisés en plusieurs classes dont la plus

importante étant la classe des flavonoides.

o Les flavonoides : Du latin flavus, jaune, sont des substances quasi universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fruits et des feuilles (Vania et al.,
2014).

Actuellement, plus de 6000 différentes molécules ont été répertoriées et identifiées
(Ferrer et al., 2008), ils ont tous la méme structure de base a quinze atomes de
carbones qui sont arrangés en une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-
benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-phényle chromane (Figure 4)

(Yao et al., 2004).

Figure 4: Structure de base des flavonoides (Vania et al., 2014).
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I1.4. Modeles d’étude du stress oxydant

Les scientifiques n’ont cess¢ de développer de nouvelles approches expérimentales
afin de mieux comprendre le processus pathologique du stress oxydatif chez I'homme. Ces
modeles sont aussi divers que variés et impliquent généralement des animaux, des cultures
cellulaires, 1’utilisation d’organes isolés ou d’organites ou encore de cellules isolées voire le
recours aux primates et méme aux humains dans certaines circonstances. Dans le présent
travail, on s’intéresse a un mode¢le cellulaire, unique en son genre, il s’agit du globule rouge
en raison de sa particularité constitutionnelle (composé d’une membrane cytoplasmique et

d’hémoglobine) et fonctionnelle.

I1.4.1. Le globule rouge
11.4.1.1. Définition

Les globules rouges, aussi appelés érythrocytes ou hématies, sont I’une des cellules les
plus spécialisées et les plus abondantes dans le corps. Environ 25 trillions de globules rouges
passent dans le systéme circulatoire des organismes humains (Volpe, 1993). Leur rdle
principal est le transport des gazes respiratoires, O, et CO,, entre les tissus et les poumons a
travers la protéine de transport, I’hémoglobine (Siems ez al., 2000). Durant leur maturation,
les érythrocytes émergent de la moelle osseuse et perdent leur noyau, les ribosomes et les
mitochondries et donc toute capacité de division cellulaire, de synthése des protéines et des
réactions de phosphorylation oxydative au niveau mitochondriale (Bunn, 1991 ; Volpe,

1993).

11.4.1.2. La membrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire est constituée d'une bicouche lipidique composée de 50%
de protéines, de 40% de lipides et de 10% de glucides. Plus de 95% de la protéine
cytoplasmique est I'hémoglobine (Hb) (Telen et Kaufman, 1999). Elle permet la liaison
réversible de 1’0, a I’héme tout en maintenant le fer dans 1'état d'oxydation et facilite
¢galement 1’échange du CO; produit dans les tissus avec les poumons (Nohl et Stolze, 1998 ;

Telen et Kaufman, 1999).

Tous les lipides dans les érythrocytes matures se trouvent dans la bicouche
membranaire et se composent de phospholipide et du cholestérol dont la moiti¢ des acides
gras sont insaturés (Telen et Kaufman, 1999). La structure de la bicouche lipidique est

essentielle a 1'organisation du réseau squelettique au sein des globules rouges (Smith et al.,

2005).
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I1.4.2. Globules rouges et stress oxydant

Dans la plupart des cellules, les mitochondries sont la principale source des radicaux
libres (Johnson et al., 2005). Malgré 1’absence de mitochondries dans les globules rouges, les
radicaux libres sont produits en continu et cela étant dii a la tension élevée d'O, dans le sang
artériel, ainsi que sa teneur abondante en fer hémique (Baynes, 2005). L une des principales
sources des radicaux libres dans les érythrocytes est I’Hb qui subit une autooxydation pour
produire de 1'0," et de la méthémoglobine (metHb). Cette protéine devient incapable de lier ou
de transporter 'O, (Johnson ef al., 2005). En raison de son role de transporteur d'O; et de CO,,
I'érythrocyte humain est constamment exposé aux radicaux libres et au stress oxydatif (Al-

Omar et al, 2004).

La capacité antioxydante extracellulaire et la réduction des oxydants extracellulaires
permettent aux érythrocytes de répondre au stress. Ainsi, leur mobilité peut &tre un
antioxydant idéal non seulement pour sa propre membrane et environnement local, mais aussi

comme un piégeur d'oxydant dans toute la circulation (Kennett et Kuchel, 2003).

Bien que le stress oxydatif puisse endommager les globules rouges elles-mémes, I'effet
de masse de grandes quantités des radicaux libres qui quittent les globules ont un énorme
potentiel d'endommager d'autres composants de la circulation (Johnson et al., 2005). La
richesse de la membrane cellulaire en acides gras polyinsaturés la rend cible a I’attaque des
radicaux oxydants. Ainsi, I’oxydation enzymatique spécifique de ces acides gras conduit a la
formation des composés importants tels que les prostaglandines et les leucotriénes. En
revanche, leur oxydation non spécifique peut conduire a une peroxydation lipidique
(Cheesman et Slater, 1993 ; Al-Omar et al, 2004). Celle-ci entraine la perte d'intégrité de la

membrane et la mort cellulaire (Baynes, 2005).
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II1. Matériels et méthodes

II1.1. Matériels
111.1.1. Echantillons
I11.1.1.1. Miels

Deux échantillons de miel de type Multiflorale ont été utilisés dans cette étude (Figure
5). Les échantillons du miel ont été procurés aupres des apiculteurs de la région de Bordj Bou

Arréridj durant la période du mois de Mars 2018.

Figure 5 : Echantillons de miel.

Le tableau IV reprend la description géographique des deux échantillons de miel

étudiés.

Tableau IV : Origine géographique des miels.

Echantillons de miel  Origine géographique Etat Couleur
Miel 1 Bir Snab Liquide Jaune clair
Miel 2 Colla Cristallisé Noirci

I11.1.1.2. Sang

Les expériences ont ¢té réalisées sur du
sang humain frais. Les prélévements sanguins ont
été réalisés sur héparinate de lithium par un
personnel médical de 1’hdpital de Bouzidi

Lakhdar de la Wilaya de Bordj Bou Arrérid;.

Figure 6 : Echantillons de sang.
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II1.1.2. Réactifs et standards

Les produits chimiques utilisés sont les suivants : Folin-Ciocalteu (FC), carbonate de
sodium (NayCOs), trichlorure d’aluminium (AICl;), acide gallique, quercétine, acide

ascorbique, chlorure de sodium (NaCl), méthanol, formol.
I11.2. Méthodes

I11.2.1. Préparation des échantillons de miel

Les échantillons de miel ont été étudiés a une concentration de 100 mg/ml; 1 g de
chaque miel est reconstitu¢ dans 10 ml d’eau distillée pour le dosage des polyphénols et des
flavonoides et dans 10 ml de NaCl a 0.9% pour le test d’hémolyse. Chaque solution est agitée
pendant 30 min a I’obscurité¢ puis filtrée en utilisant un papier filtre. Les filtrats ainsi

récupérés sont conservés a basse température dans un réfrigérateur (Figure 7).

A

T —— —

A

o
e ..

Figure 7 : Préparation des échantillons de miel.

I11.2.2. Dosage des molécules bioactives
I11.2.2.1. Dosage des phénols totaux
Principe de la méthode

La teneur en phénols totaux dans les extraits des deux miels a été déterminée selon la

méthode de Folin-Ciocalteu avec quelques modifications (Beretta et al., 2005).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW,049) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo;;04).

L’intensit¢ de la couleur produite, dont 1’absorbance maximale est a 760 nm, est
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proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits (Ghazi et Sahraoui,

2005).
Mode opératoire

Un aliquote de 200 pl de chaque extrait de miel est introduit dans un tube a essai,
auquel un volume de 500 pl du réactif de Folin (2 10%) est ajouté. L’ensemble est
soigneusement mélangé et incubé a I’abri de la lumiére pendant 5 min a température
ambiante. Un volume de 1500 pl de carbonate de sodium (7.5%) est additionné au mélange.
Le mélange réactionnel est ensuite agité puis incubé pendant 30 min et I’absorbance est
mesurée a 760 nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf 1’extrait a 1’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible. Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les
mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique (0,02 ; 0,04 ; 0.06; 0.08; 0.1

mg/ml).

Les teneurs en phénols totaux sont exprimées en mg ¢€quivalent d’acide gallique
(EAG)/g d’extrait en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la droite d’étalonnage du

standard (y=ax+b).
I11.2.2.2. Dosage des flavonoides
Principe de la méthode

La quantification des flavonoides est estimée selon la méthode colorimétrique de
trichlorure décrite par Bahorun et al. (1996) avec quelques modifications. Le principe de
cette technique repose sur les propriétés chélatrices des flavonoides a 1’égard des ions
aluminium. Les groupements hydroxyles (OH) des flavonoides forment une liaison covalente
avec le trichlorure d’aluminium produisant ainsi un complexe de couleur jaunatre ayant une
absorbance maximale a 430 nm. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité des

complexes formés.
Mode opératoire

I ml de chaque extrait de miel est mélangé avec 1 ml de trichlorure d’aluminium (a
2% dans le méthanol). Aprés incubation a température ambiante pendant 1 heure,
I’absorbance du mélange est mesurée a 420 nm contre un blanc contenant les réactifs sauf
I’extrait. Dans les mémes conditions et de la méme fagon sont mesurées les absorbances de la

série des solutions standards de la quercétine (0,005 ; 0,01 ; 0,02 ; 0,03 ; 0,04 mg/ml).
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La concentration en flavonoides totaux, exprimée en mg équivalent de quercétine

(EQ)/g d’extrait, est calculée a partir de la droite d’étalonnage y=ax+b.
I11.2.3. Etude de ’activité antioxydante et anti-hémolytique des extraits de miel
I11.2.3.1. Préparation du sang isotonique

Le sang recueilli est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min pour éliminer le surnageant
(contenant du plasma, des plaquettes et des leucocytes) puis le culot récupéré est lavé trois
fois par la solution isotonique de NaCl a 0,9 %. La suspension est soigneusement

homogénéisée par un simple retournement pendant chaque lavage (Figure 8).

Centrifugation Elimination du ; Centrifugation
— Remplacé par g >

surnageant solution isotonique

(NaCl a 0.9%) L
Tube Elimination

Sang frais

Lot du surnageant
héparine

l Homogénéisation

Sang isotonique
Figure 8 : Préparation du sang isotonique.

111.2.3.2. Mesure de la turbidité cellulaire

Les différents échantillons a analyser sont préparés a partir du sang isotonique (sang
centrifugé et dont le plasma est remplacé par une solution isotonique (NaCl a 0.9%)) (Figure
8).

»= Le tube A contient du sang isotonique et une solution isotonique (Témoin négatif : non
oxydé par le AlICl;).

* Le tube B contient 50% de sang isotonique et une solution isotonique (Témoin positif :
oxydé par le AlICl;).

= Le tube C renferme du sang isotonique et un antioxydant de référence (Vit C a 50 mmol/l).

= Le tube D contient du sang isotonique et I’extrait du Miel 1 (100 mg/ml).

= Le tube E contient du sang isotonique et I’extrait du Miel 2 (100 mg/ml).
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Les érythrocytes sont ensuite incubés a 37 °C pendant 30 min. Puis un volume de
800ul d’AlCl; est ajouté comme un initiateur de stress oxydatif a 1’exception du témoin

négatif auquel on a ajouté une solution isotonique (NaCl a 0.9%) (Figure 9).
Mode opératoire

Un volume de 100 pl est prélevé de chaque tube auquel sont ajoutés 200 pl d’une
solution hypotonique, aprés 15 min on ajoute 100 pl de formol (4%) pour fixer les hématies,
ensuite on préléve 100 pul du mélange qu’on dilue 20 fois pour faire la lecture a 620 nm.
Chaque échantillon est ensuite centrifugé (3000 rpm/10 min) pour récupérer le surnageant et

doser son hémoglobine libérée.
I1.2.3.2. Dosage de ’hémoglobine libérée

L’hémoglobine libérée a été dosée par spectrophotométrie a 412 nm (bande de Soret).
Le dosage de I’hémoglobine aprés incubation dans un milieu hypotonique permet de
déterminer d’une maniére indirecte la proportion d’hématies lysées. Ce procédé simple, rapide
et tres sensible remplace la méthode lourde, longue et peu sensible de Drabkin (Mitrofan-

Oprea et al., 2007).

Sang islotonique

¥ v v v v
Témoin  Témoin  Acide Miell Miel 2

négatif positif  ascorbique
Ajout de 200 pl —»| 9 9 E E:: 200 pl Miel 2
NaCl a 0.9% 500 pl: Sang
\ v 4 isotonique

Aprés 30 min, ajout de 800ul AICI;

Prélever 100 pl
+
200 pl hypotonique (NaCl a 0.7%)

Aprés 15 min + 100 pl formol (4%)

Prélever 100 pl du mélange
¥ Dilution 20 fois

1: Bien homogénéiser le == 100 ul du mélange + 3900 pl du NaCl a 0.9%

mélange et lecture a 620 nm

(Turbidité cellulaire) 2: Centrifugation et lecture a 412 nm
(Hémoglobine extracellulaire)

Figure 9 : Protocole expérimental de I’évaluation de I’activité hémolytique.
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I11.2.3.3. Etude de la cinétique de dénaturation de I'hémoglobine

La cinétique de dénaturation de 'hémoglobine a été examinée par spectrophotometre a
412 nm. La diminution de l'intensité a 412 nm représente le degré de dénaturation de

I’hémoglobine.
Mode opératoire

Dans un tube a essai, un volume de 9990 ul d’eau distillée est ajouté a un volume de
10 pl du sang isotonique (I’entrée massive de 1’eau distillée va provoquer le gonflement des
cellules puis leur explosion). Une série de cinq tubes (Tubel : t¢émoin négatif, Tube 2 : témoin
positif, Tube 3 : traité par un standard soit I’acide ascorbique, Tube 4 : traité par le Miel 1, et
Tube 5: traité par le Miel 2) est réalisée contenant chacune un volume de 1000 pl
d’hémolysat auquel on a ajouté 200 pl de la solution isotonique (NaCl a 0.9%) pour les
témoins négatif et positif ou I’acide ascorbique ou encore I’extrait du miel 1 ou 2. Apres
incubation de 30 min, un volume de 800 ul d’AlCl; est ajouté a I’exception du témoin négatif
auquel on a ajouté une solution isotonique (NaCl a 0.9%), puis la cinétique de dénaturation

est enregistrée chaque heure jusqu’a 6 heures et 24 heure (Figure 10).

Dans le présent travail, toutes les manipulations ont été réalisées en quatre

répétitions.
+ 9 9 ml eau
. ) dlstlllee
10 pl sang isotonique —»

Hémolysat
|
v v v v v

Témo?n Tém.o.in Aci(.le Miell Miel 2
négatif positif ascorbique

Ajout de 200 pl <«— 200 pl Miel 2
NaCl a 0.9% <«— 1000 pl: hémolysat

Aprés 30 min, ajout de 800ul AICI;

|

Lecture a 412 nm

1,2,3,4,5, 6, et 24 heures)
Figure 10 : Protocole de I’étude de la cinétique de dénaturation de ’hémoglobine.
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I11.2.3.4. Etude microscopique

Dans le but d’avoir des précisions sur 1’état (forme) des hématies, la mesure de la
turbidité cellulaire est suivie directement par 1’observation sous microscope au grossissement

(10X100) avec prise de photos numériques.
I11.3. Analyse statistique

L’étude statistique est faite dans le but de comparer les moyennes des résultats obtenus
par I’analyse de la variance (ANOVA, test T) en utilisant le logiciel STATVIEW version 5.5.

Le seuil de signification est pris a p<0,05.
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IV. Résultats et discussion

IV.1. Teneur en substances actives

IV.1.1. Teneur en phénols totaux

La teneur en composés phénoliques est évaluée selon la méthode décrite par Beretta
et al. (2005) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les teneurs en phénols totaux des deux
miels analysés sont représentées dans la Figure 11, elles sont exprimées en milligrammes
équivalent d’acide gallique/g de miel (mg EAG/g de miel) en se référant a une courbe

d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions.

P<0.001
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Figure 11 : Teneur en polyphénols totaux des deux échantillons de miel.

Il apparait clairement que le Miel 2 a une teneur plus élevée en polyphénol
(1.559481276 + 0.043 mg EAG/g de miel) que le Miel 1 (0.637157602 + 0.037 mg EAG/g de
miel) (P<0.001). Les teneurs moyennes des polyphénols des miels étudiés sont en accord avec
celles rapportées dans la littérature (Beretta et al, 2005 ; Moniruzzaman et al., 2013 ;
Bellik et Selles, 2016). Cependant les variations observées entre le Miel 1 et le Miel 2
peuvent étre attribuées a 1’origine botanique et géographique, 1’année de récolte,
I’environnement,... (Blasa et al., 2006). D’apres Blasa el al. (2006), les miels foncés sont plus
riches en composés phénoliques que les miels clairs, ce qui est confirmé dans la présente
¢tude ; le miel provenant de la région de Colla (Miel 2) de couleur presque noircie a montré
une forte teneur en composés phénoliques comparé au miel provenant de la région de Bir

Snab qui est de couleur jaune claire avec une faible teneur en polyphénols.
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IV.1.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides est déterminée par une méthode colorimétrique basée sur
’utilisation du trichlorure d'aluminium (AICl;) (Bahorun et al., 1996). Les résultats sont
représentés dans la Figure 12 et sont exprimés en mg équivalent de quercétine/g de miel (mg

EQ/g de miel), en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions.

P<0.001

02 -
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0,16 -

(=)
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Teneur en flavonoides
HH

Miel 1 Miel 2

Figure 12: Teneur en flavonoides des deux échantillons de miel.

Il apparait 1a aussi que de la méme maniére pour les teneurs en polyphénols totaux, le
Miel 2 est plus riche en flavonoides (0.177273341 + 0.003 mg EQ/g de miel) que le Miel 1
(0.075665451 + 0.005 mg EQ/g de miel) (P<0.001). Ces résultats corroborent les
aboutissements d’études précédentes (Beretta et al., 2005 ; Moniruzzaman et al., 2013 ;

Bellik et Selles, 2016).

Selon Mouhoubi et al. (2016), la variation de la teneur en flavonoides dépend

¢galement de la source, la région, la saison et le lieu de collecte.

V.2. Etude de P’activité antioxydante et anti-hémolytique des extraits de

miel
IV.2.1. Turbidité cellulaire

La Figure 13 montre les densités optiques (DO) des globules rouges des échantillons
témoins (témoin négatif et témoin positif) et les échantillons traités (acide ascorbique, Miel 1

et Miel 2).
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Les valeurs de la concentration cellulaire du sang témoin négatif (n’ayant pas subi
d’oxydation par I’AICI3) restent largement supérieures par rapport aux différents échantillons
¢tudiés (P<0.01). Toutefois, le sang traité par le Miel 1 et, en particulier, le Miel 2 présente les
valeurs de concentration cellulaire les plus élevées par rapport a celle du témoin positif

(P<0.05).

Le sang du témoin positif ainsi que le sang traité¢ a 1’acide ascorbique sont les plus

fragiles au milieu hypo-osmotique que ceux traités par les échantillons de miel.

0,16 - P<0.01

0,14 1 P<0.05
0,12 - \ |

0,1 A
0,08 ‘ | P<0.05
0,06 -

P<0.05

0,04 -

Absorbance (620 nm)

0,02 -

Hi }
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Figure 13 : Histogrammes montrant la turbidité cellulaire des différents échantillons étudiés
sous ’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous 1’action du trichlorure

d’aluminium (AICI; a 100 mmol/l). Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type.

IV.2.2. Concentration en hémoglobine extracellulaire

Les densités optiques de I’hémoglobine (Hb) libérée sont représentées dans la Figure
14.

Les valeurs de 1’hémoglobine libérée vont dans le méme sens que celles observées
pour la cellule. Les concentrations de I’Hb traitée par le Miel 1 et le Miel 2 sont supérieures
par rapport a celles traitée par 1’acide ascorbique et du témoin positif. Ces résultats suggérent
par conséquent, un effet protecteur du miel aussi bien sur D’intégrité cellulaire que sur la

composante intracytoplasmique du globule rouge représenté par I’Hb.
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Figure 14 : Histogrammes montrant la concentration en hémoglobine extracellulaire des
différents échantillons étudiés sous I’effet de la solution hypotonique (NaCl a 0.7%) et sous
I’action du trichlorure d’aluminium (AICI; a 100 mmol/l). Les valeurs sont données en

moyenne *+ Ecart type.
IV.2.3. Etude de la cinétique de dénaturation de I'hémoglobine

Apres avoir noté que I’hémoglobine libérée suite a une lyse cellulaire se dégraderait
dans des conditions oxydantes et au contraire reste conservée dans des conditions
antioxydantes. Nous nous sommes alors intéressées a étudier le comportement de I’Hb seule

dans ces conditions.

Il apparait trés clairement que la concentration initiale de 1’hémoglobine est
significativement réduite aprés 1 heure d’incubation (P<0.001) (Figure 15). Toutefois, cette
diminution varie en fonction des échantillons étudiés. En effet, le Miel 2 semble mieux
protéger ’Hb par rapport au Miel 1. En revanche, 1’acide ascorbique semble accélérer la
dénaturation de I’Hb du fait de la réduction importante de la concentration des la premicre
heure d’incubation et persiste jusqu’a la fin de 1’essai. Ce résultat démontre ’effet pro-
oxydant de I’acide ascorbique reconnu dans la littérature (Lovstad, 1984 ; Halliwell et

Whiteman, 1997 ; Chen et al., 2008).
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Figure 15: Cinétique de dénaturation de I’hémoglobine en fonction du temps en présence des
¢chantillons de miels et de I’acide ascorbique et sous 1’action du trichlorure d’aluminium

(AICI5 a 100 mmol/1). Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type.

Pour ce qui est de 1’état des cellules dans les différents échantillons, nous pouvons voir
sur la Figure 16, que les globules rouges des échantillons vitamine C et du controle positif
sont ceux qui présentent des déformations de la membrane cytoplasmique. Les cellules du
sang traité par les miels 1 et 2 et celles du témoin négatif paraissent avoir un contour cellulaire
plus régulier.

| @

Q
)0\ o ® J

Témoinnégatif | Témoin positif

F

ece
Acide ascorbique ’ Miel 1

Figure 16 : Photos des frottis sanguins de chaque essai vus sous microscope ¢lectronique
(10X100).

Miel 2
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Au cours de cette étude, nous avons constaté que les échantillons de miel exercent un
effet protecteur a la fois sur I’intégrité cellulaire que sur la dénaturation de 1’Hb. Cette
protection passerait notamment par 1’augmentation de la fluidit¢é membranaire, en effet
plusieurs auteurs ont souligné I’importance de la fluidit¢ membranaire dans la stabilité des

cellules érythrocytaires (Araki et Rifkind, 1981 ; De Oliveira et Saldanha, 2010).

11 a été¢ démontré récemment que le peroxyde d’hydrogéne augmente significativement
les niveaux d’oxydation de I’Hb purifiée ou non purifiée apres traitement (Xiang et al., 2013 ;
Bellik et Iguer-Ouada, 2016). Ainsi, [’oxydation de I’hémoglobine provoque sa
dénaturation. Cette dénaturation de I’hémoglobine s’accompagne par la perte de sa
configuration spatiale et du détachement de ’héme des globines. L’héme libre s’intercale
dans les lipides des membranes cellulaires et induit la peroxydation de ces lipides et
I’altération membranaire avec comme conséquence l’augmentation de la perméabilité

cellulaire menant a I’hémolyse (destruction des globules rouges) (Bellik et Selles, 2016).
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Conclusion geénérale

Conclusion générale

Parmi les récoltes les plus prisées de ’homme, I’histoire du miel serait sans doute
I’une des plus aventureuses, fascinantes et romantiques. Des preuves de I'utilisation du miel
comme aliment et/ou comme remede existent dans les civilisations les plus anciennes (Bellik

et Boukrai, 2013).

Dans cette étude, nous avons démontré qu’une forte concentration en hémoglobine
dans le test d'hémolyse n’est pas forcément liée a une hémolyse importante mais plutot a un
effet protecteur contre la dénaturation de cette molécule. L’ensemble des résultats montrent
que les extraits de miel assurent un double effet protecteur aussi bien sur I’intégrité cellulaire

(hémolyse des globules rouges) que sur la dégradation de I'hémoglobine.

Les résultats de ce travail, ouvrent des perspectives intéressantes aussi bien sur la
caractérisation moléculaire des miels étudiés mais surtout dans le test de ces molécules ou
méme des extraits bruts sur le globule rouge. Il serait ainsi intéressant d’évaluer le statut

oxydatif des hématies a I’échelle moléculaire, notamment par le :

- Dosage des sous produits de la peroxydation lipidique tels que : MDA, TBARS, 4-HNE,
- Dosage du statut antioxydant intracytoplasmique,
- Dosage des systémes de défense enzymatiques et non enzymatiques,

- Dosage des agents réducteurs tel que le GSH.
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Figure 1 : La courbe d’étalonnage des phénols totaux.
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Figure 2 : La courbe d’étalonnage des flavonoides.

Tableau I : Représentation du seuil de signification entre les deux types de miel en composés

phénoliques.

Giff. moy.  DOff. crit.  Valeur p
Miel 1, Miel 2 -922 093 =,0001 (5




Tableau II : Représentation du seuil de signification entre les deux types de miel en

flavonoides.
Diff. moy. Oiff. crit. Valeur p
Miel 1, Miel 2 - 465 047 = 0001 | 3

Tableau III : Représentation du seuil de signification entre les deux types de miel en

globules rouges.

CHiff. moy. Cviff. crit. Yaleur p
Acide ascorbigue, Miel 1 - 00z JOET o501
Acide ascorbigue, Misl 2 - 0032 2T E31G
Acide ascorbigue, Témoin négatif -,035 ,030 ozsz | s
Acide ascorbigue, Témoin positif 023 JOET 0858
Miel 1, Miel 2 -,008 027 Ba7d
Miel 1, Témoin négatif _,033 030 0324 | 5
Miel 1, TéEmein pos itif 025 027 DEED
Miel 2, Témain négatif -028 030 0853
Miel 2, Témoin positif 030 027 0301 | s
Témoin négatif, TEmoin positif 053 ,030 oMy | s

Tableau IV : Représentation du seuil de signification en Hb (T = 1).

Ciff. oy . Oiff. crit.  Valeur p
Acide ascorbigue, Misl 1 -, 098 JO5d s 5
A cide ascorbigue, Miel 2 -, 142 054 =0001| 5
A cide ascorbique, Témoin negatif -.540 J054 =0001| S
A cide ascorbique, Témoin positif -017 L0544 0235
Mi=l 1, Miel 2 -, 044 J54 1041
Migl 1, Termoin negatif - 442 J54 <0001 5
Migl 1, Témoin positif g2 S84 JO0EE | 5
Miel 2, Térmoin négatif -.398 J54 <0001 5
Migl 2, Termoin positif L1258 J54 ooz | s
Témoin négatif, Témoin positif 523 054 =0001| S

Tableau V : Représentation du seuil de signification en Hb (T = 2).

Oiff. noy. Diff. crit. Valeur p
A cide ascorbique, Miel 1 -,102 ,056 L0016 | S
A cide ascorbique, Miel 2 -,158 ,056 <,0001 | S
A cide ascorbique, Témpoin négatif -,530 ,056 <,0001 | S
A cide ascorbique, Témpin positif -,011 ,056 ,6900
Miel 1, Miel 2 -,056 ,056 ,0503
Miel 1, Ténpin négatif -,428 ,056 <,0001 | S
Miel 1, Ténoin positif ,091 ,056 L0037 | S
Miel 2, Ténpin négatif -,372 ,056 <,0001 | S
Miel 2, Ténpin positif 147 ,056 <,0001 | S
Témpin négatif, Ténpin positif 519 ,056 <,0001 | S




Tableau VI : Représentation du seuil de signification en Hb (T = 3).

A cide ascorbique, Miel 1

A cide ascorbique, Miel 2

A cide ascorbique, Témpoin négatif
A cide ascorbique, Témoin positif
Miel 1, Miel 2

Miel 1, Témoin négatif

Miel 1, Témoin positif

Miel 2, Témpoin négatif

iiei 2, Temoin positif

Témoin négatif, Témoin positif

Diff. noy. Diff. crit. Valeur p
-,087 072 ,0207
-,102 077 L0135
-,499 072 <,0001

,019 072 5731
-,015 077 6885
-412 072 =<,0001
,106 072 ,0066
-,397 077 <,0001
zZi 077 0047
518 072 <,0001

Tableau VII : Représentation du seuil de signification en Hb (T = 4).

Acide ascorbique, Miel 1

Acide ascorbique, Miel 2

Acide ascorbique, Témoin négatif
Acide ascorbique, Témoin positif
Miel 1, Miel 2

Miel 1, Témoin négatif

Miel 1, Témoin positif

Miel 2, Témoin négatif

Miel 2, Témoin positif

Témoin négatif, Témoin positif

Diff. moy. Diff. crit. Valeurp
-,093 ,065 ,0077
-125 ,065 ,0009
-,505 ,065 <,0001
-,007 ,065 8142
-,031 ,065 ,3190
-412 ,065 <,0001

,086 ,065 L0125
-,381 ,065 <,0001
17 ,065 L0015
498 ,065 <,0001

Tableau VIII : Représentation du seuil de signification en Hb (T = 5).

Acide ascorbique, Miegl 1

Acide ascaorbique, Miel 2

Acide ascorbigue, Témoin négatif
Acide ascorbique, Témoin positif
Miel 1, Miel 2

Migl 1, Témoin négatif

Wil 1, Témain positif

Miel 2, Témain négatif

Miel 2, Témoin positif

Témoin négatif, Témoin positif

Diff. moy. Oiff. crit.  Valeur p
-,049 066 13580
-094 Q&6 LO0&6
- 476 072 =, 0001

L0a7 JG66 8302
-,045 066 1651
- 427 072 =, 0001

056 066 L0827
-,381 072 =, 0001

oA JE6 0056

482 07z =, 0001
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Tableau IX : Représentation du seuil de signification en Hb (T = 6).

Acide ascorbigue, Migl 1

Acide ascorbique, Migl 2

Acide ascorbigue, Témoin négatif
A cide ascorbique, Témoin positif
Miel 1, Miel 2

KMigl 1, TEmoin négatif

Migl 1, TEmoin positif

Migl 2, TEmoin négatif

Migl 2, Témoin positif

Teémoin négatif, Témoin positif

Diff. maoy. Oiff. crit. Waleur p
-048 LG5 L1315
=129 JF0 L0016
- 487 JF0 =, 0001
=008 JOB5 , 7948
=080 LO70 L0282
-438 JOF0 =, 0001

, 040 JO65 L2019
-,358 JO75 =, 0001
L1121 07 L0026
479 Java =, 000

Tableau X: Représentation du seuil de signification en Hb (T = 24).

Acide ascorbigue, Misl 1

Acide ascorbigue, Miel 2

Acide ascorbigue, Témoin négatif
Acide ascorbigue, Témoin positif
Kiel 1, Migl 2

Miel 1, Témaoin né gatif

Miel 1, Témaoin positif

Miel 2, Témuoin ne gatif

Miel 2, Témuoin positif

Témoin négatif, Témoin positif

Ciff. mow. Diff. crit.  “aleurp
- 027 064 3781
=117 069 025
- 4259 0E5 <, 0001

23 054 4461
-, 080 069 0148
- 402 Rl =, 00041
050 054 1132
-313 T4 =, 0001
140 Rl o007
453 Rilsis <, 0001
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