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I ntroduction

I ntroduction

Depuis I’antiquité, I’Homme utilisait les ressources naturelles pour survivre, et évoluer
dans son environnement. 1l s'est investi de plus en plus dans la recherche des produits sains et
naturels notamment les produits de la ruche. Au fur et a mesure de leurs utilisations, ils ont
découvert que les produits apicoles ont une vertu médicale (Pascoal et al., 2014).

« Si les abeilles devaient disparaitre, | humanité n’aurait plus que quatre années a
vivre » Cette phrase prononcée par Albert Einstein met en valeur le role extrémement
important de |’ abeille dans I’ équilibre de la faune et de la flore, ainsi les produits issus du
travail de ce petit insecte, sont utilisés depuis des millénaires dans différents domaines
(alimentaire, médicale, pharmaceutique...). La grande importance de ces produits stimule
I’homme et I’incite a persévérer dans les recherches scientifiques pour mettre en lumiére leurs
vertus (Bacher, 2008).

A I'neure ol l'alimentation biologique fait de plus en plus d'émules, ou le risque
sanitaire alimentaire est de moins en moins acceptable, les effets secondaires des
médicaments constituent aujourd’hui I'une des plus grave menaces pesant sur la santé
mondiale, I’homme n’ aura peut-étre pas acces un jour a des médicaments, il faudra pouvoir
continuer a se soigner quand méme, ¢’ est pour cela les apiculteurs attachent une tres grande

importance al'image véhicul ée par les produits qu'ils récoltent (Amigou, 2016).

L’ organisme humain subit un phénomene d oxydation ce qui engendre un stress
oxydatif par une synthese constante d’ espéces oxygenées réactives. Cependant dans de
nombreuses pathologies, il arrive qu’ une production exagérée et/ou incontrdl ée de ces especes
aboutisse a des dégéats oxydatifs qui causent de dommages dans les molécules biologiques
(ADN, Protéines, glucoses et lipides), d’ou I'apparition de plusieurs maladies tels que le
cancer et |’athérosclérose « Rice-Evans, 1999 ; Favier, 2003 ». Afin de lutter contre ces
radicaux nocifs, I’ organisme humain utilise des systémes de défense antioxydants endogéenes
(superoxyde dismutase et catalase) et exogenes (apportés par I’ aimentation) (Lien Al Pham-
Huy et al., 2008).

Parmi les produits précieux apicole on cite le pollen qui n'a commencé a étre utilise a

plus grande échelle pour la consommation humaine qu'a partir du moment ou pendant la
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Seconde Guerre mondiae, lorsque la méthode des pieges a pollen a été améliorée et

facilement accessible (Campos et al., 2010).

Le pollen dabeille est un produit apicole souvent utilis€ comme complément
alimentaire. Son origine botanique est importante, car c'est le principal facteur déterminant de
la présence des composés nutritionnels et les antioxydants responsables de divers effets

biologiques sur la santé et I'environnement (Human. H et Nicolson.S.W., 2006).

C’est un supplément nutritionnel tres précieux pour les étres humains en raison de la
variété de ses principaux constituants. Tres riche en composants chimiques (protéines, lipides,
glucides, vitamines hydrosolubles et liposolubles...) (Campos et al., 2008), il est considéré
comme une source d’ antioxydants qui sont des substances de protection pour I’ organisme
(Percie de sert, 2009).

Ces substances protégent I’ organisme humain des différentes pathologies causées par
le stress oxydant, qui est potentiellement impliqué dans le dével oppement du vieillissement ou
de pathologies associées a ce dernier, le cancer (oxydation de I’ADN), maladies cardio-
vasculaires (oxydation des lipides), auss |’augmentation du stress oxydant et semblent étre

impliqués dans I’ apparition des complications du diabéte (Haleng et al., 2007).

La vaeur nutritionnelle du pollen dépend essentiellement de son origine botanique (Rebiai et
Lanez, 2012). Dans le maquis méditerranéen, il y a une succession de plantes melliferes
fortement exploitées par I'abeille domestique « Apis mélifera intermissa » communément
appelée I'abeille tellienne. Parmi ces especes, on trouve la bruyére arborescente (Caluna
vulgaris) fortement pourvoyeuse de pollen pour |’ abeille. La floraison de cette espece s étale

de lami-février au début du mois d' avril.

La présente étude a pour objectif la caractérisation physico-chimique de pollen de

bruyeére, et plus particulierement I’ éude de I’ activité antioxydante.
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Chapitrel : généralités sur le pollen

1.1. Lastructure de pollen

Lemot pollen est tiré du mot grec (péle) signifie farine ou poussiére de forme plus
ou moins ovoide, peut avoir un diametre compris entre 2,5 a 250 um. Chaque grain est
constitué de cellules végétatives et géenératives entourées par une double paroi de type matrice
(Denisowa et Marta ,2016). Le systeme de protection qui entoure chaque cellule fécondante
est différent d’une espéce aune autre, et il est composé de : I'intine et de |’ exine.

> L’intine est principadement constituée de fibres cellulosiques trés résistantes qui
offrent une protection mécanique contre |’ écrasement.

» L’exine est portée par I'intine. Elle est constituée d'un gel contenant des matiéres
grasses trés colorées, riches en caroténoides, aromes, polyphénols, phytostérols et
vitamines du groupe B et de vitamines liposolubles. La surface externe de I’ exine est
souvent recouverte d’'une pellicule de glue qui va fixer temporairement le grain de
pollen sur I"insecte pollinisateur (Percie du Sert, 2009).

Structure schématique d'un pollen

cytoplasme )
“Yop exine

noyaux

pore

intine

\ omementatior

Figure 1 : structure du grain de pollen Figure 2 : photographie du pollen
(Nicolson.2011). d’abeille (Original), 2019.
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1.2. La pollinisation
Comme les plantes sont par nature immobiles, elles ont besoin d'un agent de
pollinisation qui transporte le pollen des anthéres productrices aux stigmates récepteurs pour
féconder d'autres plantes (Vaissiére, 2005). Au cours de I’évolution, deux stratégies de
dissémination du pollen sont apparues, principalement les insectes pollinisateurs (pollen
entomophiles) et le vent (pollen anémophiles) (Percie du Sert, 2009).
On adeux types de pollinisation :
» Autopoallinisation (autogamie) : le déplacement d'un grain de pollen d'une fleur versle
stigmate de la méme fleur ou d'une fleur de la méme plante.
> pollinisation croisée (allogamie) : e pollen de la fleur féconde le stigmate d’ une autre

fleur d’ une autre plante.

FOLLINISATION
Par le VENT

POLLINISATION
Par les INSECTES

. Anthére
\ Filet

Pétales
Stigmate

Style

Ovaire

’ Carpelle
Sépales -arj

Ovule

Figure 3 : Schéma montrant les deux voies de pollinisation : vent et insectes (Benachour,
2008).
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1.3. Composition biochimique du pollen d’abeille

Le pollen d abeille est recueilli par I'abeille Apis mellifera des éamines florales de
gymnospermes et d’ angiospermes, pour nourrir ses larves au début de stade de dével oppement
et la production de la gelée royale (Yang et al., 2013). L’homme au moyen d’un trappe a
pollen, installé a I’entrée de la ruche, a réussi a récolté une partie de pollen ramené par les
abeilles.

Le pollen est constitué d’une multitude de grains minuscules, chaque petit grain est
une unité biologique parfaite et compléte (Ravazzi, 2003). || comprend toute une gamme de
nutriments (glucides, lipides, protéines, acides aminés) (figured). 1l est considéré comme une
source importante de métabolites secondaires tels que les composés phénoliques et les
flavonoides. La composition du pollen est trés variable, principaement en fonction des
plantes visitées par les abeilles mais égaement en fonction de |’origine géographique,

botanique et les conditions environnemental es (lieux-saisons-années) (Bogdanov, 2014).

= protéines
16 07
T = |ipides
\ = glucides
- = eal
® Minéraux

= composés phénoliques
m vitamines
= autres

Figure 4 : composition généra moyenne du pollen frais (Katarzyna et al., 2015).
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Les principaux constituants du pollen récolté par I’ abeille sont :

1.3.1.Leau

La teneur en eau du pollen sur lafleur est en moyenne 10% et entre 10 a 40% pour le
pollen des trappes (Jean-Prost, 2005). Au cours de la confection des pelotes par les abeilles, il
y a une augmentation de la teneur en eau en raison du contact avec la salive, le miel ou le

nectar (Amigou, 2016).

1.3.2. Lesglucides

Les sucres les plus fréquents sont le fructose, le glucose et le saccharose issus du
nectar qui entre dans la confection des pelotes (Cousin, 2014), et leurs teneurs peut atteindre
60% (Human et al., 2006). La teneur en glucose et fructose présente un tiers de la valeur
calorique du pollen (246 Kcal/100g).

Tableau | : valeurs moyennes en glucides des différents types de pollen (Marion,
2017) (g/100g).

Typede Saule Ciste Chataignier | Bruyére Aubépine
Pollen
glucides
Lesglucides 49.70 60 55.16 64.46 54.80
Dont lessucres | 29.60 31.70 30.90 31.20 28.50

1.3.3. Protéines

Les protéines résultant de la condensation d'acides aminés AA, sont des constituants
essentiels des tissus vivants et jouent un role maeur dans les mécanismes vitaux
(enzymatiques, immunitaires, hormonaux,..). Les acides aminés sont indispensables au
développement, a I'entretien et au renouvellement des tissus biologiques. La plupart des
pollens contiennent tous les acides aminés. Parmi eux la proline est souvent le plus abondant
(Marion, 2017).
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La teneur en proténes varie entre 1 a 40 g/100g en fonction de I’ origine botanique.
Elles sont principalement représentées par les acides aminés, les enzymes telles les
transférases et certains nucléosides (Campos et al., 2008).

Les pollens apicoles sont tous extrémement riches en AA. En cas de régimes
vegétariens, les pollens apportent les huit AA essentiels dans e méme aliment. Le pollen, bien
gue d'origine vegétale, a un équilibre proche des produits d’ origine animale. Les produits
Végétaux sont souvent carencés en un ou plusieurs AA. L’ assimilation des AA apportés est
alors réduite parce que les AA ont besoin les uns des autres pour franchir la barriere
intestinale. Les pollens en apportant les 8 AA essentiels favorisent donc I’ assimilation des AA
d’ origine végétale (Percie de Sert, 2009).

Les dix acides aminés essentiels pour |'abeille selon Human, (2006) et Marion , (2017)

sont :

eArginine : Précurseur du monoxyde d'azote, on lui attribue une action dans I'amélioration de

lalibido masculine mais également dans la régulation du cholestérol.
e Cystine : posséde un réle protecteur de lavitamine C en limitant son oxydation.

eHistidine : Cet AA possede un role dans la croissance et la réparation tissulaire mais agit

également sur le systeme nerveux.

e|soleucine: Elle améliore le métabolisme musculaire et la réparation tissulaire. Elle

normalise également la glycémie et le taux d'azote musculaire.
e L eucine : Possede |es mémes propriétés que I'isoleucine.
eLysine : Participe alaformation des anticorps et alarégénération tissulaire.

eMéthionine : Participe a la synthése du glutathion, puissant antioxydant, lutte contre la

dépression, et aun role spécifique dans l'initiation de la synthése protéique.
ePhénylalanine : considéré comme un antidépresseur naturel.

eProline : Laproline participe activement ala synthese de collagéne et se définit ainsi un réle

important dans la réparation tissulaire et la protection des tissus cardiaques.

e Thréonine: Participe a la formation des cartilages ainsi qu'au bon fonctionnement du

systéme nerveux central.
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eTryptophane : Transformé en sérotonine, il agit comme antidépresseur.

eValine: Cest un stimulant, permettant daméliorer la résistance a l'effort et normalise la

glycémie.

Tableau Il : Composition en protéines et acides aminés des différents types de pollens
(Percie de Sert, 2009 ; Marion, 2017) (mg/100g).

AJR Ciste Chétaignier | Saule Bruyére | Pavot | Colza
Protéines 14200 19600 19560 14780
Aci_dge 3845 3380 5870 5590 5710 7924
aminés
Thréonine 490 390 680 640 670 930
Méthionine 700 470 870 840 790 1575 590
Valine 910 280 420 420 520 660
| soleucine 700 390 690 660 640 950
Leucine 980 710 1120 1130 1130 1575
Phénylalanine | 980 410 700 660 770 940
Lysine 840 630 1130 1080 1020 1465
Tryptophane | 245 100 160 160 170 273,6 200
Cystine 100 300 330 170 330 360
1.3.4. Leslipides

Lateneur en lipides varie en quantité et selon I’ origine géobotanique, €lle est environ

de 5%, il s agit des phospholipides, des glycérides, des acides gras libres et des stérols (Eon,

2011).

Leur fraction dans le pollen dépend du type de celui-ci :

» Anéemophile, ¢’ est-a-dire transporté par le vent, elle serafaible, de |’ ordre de 2%.

» Entomophile butiné par les insectes, €lle peut atteindre les 14% (Blanc, 2010 ; Cousin,

2014).
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Parmi les acides gras saturés existants dans le pollen : L’acide myristique, acide
stéarique et acide palmitique, acide oléique, |'acide linoléique, I'acide alpha linolénique.La
somme des teneurs en acides gras insaturés et saturés sélevait a 61,9 % et 38,1 %,
respectivement. L'absorption de cholestérol dans les intestins est affecté par p-sitostérol

présent dans le pollen d'abeille (Compos et al., 2008).

Alors que les composes triterpéniques comme I'acide oléanolique et I'acide ursolique
(B) empéchent la formation de maadies tumoraes formation d'acides insaturés complexes
facilement solubles avec le cholestérol et par conséquent, contribuent & sa réduction dans le

sang, ce qui prévient le développement de I'athérosclérose (Anna et al., 2015).
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Tableau I11: profil en acides gras des différents types de pollen en g/100g (Percie de sert,

2009 ; Feas et al., 2012).

Les acides gras des différents types de pollen

Ciste

Prunus

Castanea

Erica

Mimosa

Rubus

Saul

Bruyere

Colza

Acide caprique
C10:0

5,39

3,24

3,87

3,87

2,98

3,35

Acide
pal mitique
C16:0

10,15

9,02

10,45

10,00

12,54

10,56

A oléique
Ci8s:1

9,85

16,68

20,61

14,80

11,69

11,34

A linoléique
C18:2

14,74

20,11

18,66

24,80

7,89

19,08

0,31

0,20

0,31

Acide
alphalinolénique
C18:3

50,71

42,84

40,08

35,82

56,90

42,69

0,33

0,12

0,15

Acides gras
saturés
AGS

18,69

14,16

14,32

13,87

17,06

15,23

Acides gras
Mono insaturés
AGMI

11,05

17,98

20,61

16,95

12,92

15,35

Acides gras
polyinsaturés
AGPI

65,50

62,94

58,74

60,61

64,79

61,77

54,30

49,50

57,10

10
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1.3.5. Les composes phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par les plantes et constituent un groupe important de
substances naturelles présentes dans le regne végétal et parmi ces nombreuses propriétés
bénéfiques présentées par |es polyphénols, on retrouve I’ activité antioxydante.

L’ activité ou potentiel antioxydant d’ une molécule est sa capacité a diminuer ou
empécher I’ oxydation d’ autres substances chimiques. Ces réactions d’ oxydation peuvent
produire des radicaux libres qu’ils se trouvent en exces dans notre organisme, peuvent
dégrader nos cellules et entrainer des réactions en chaine destructrices susceptibles de
provoquer différentes maladies. Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans
danger avec les radicaux libres et de mettre fin alaréaction en chaine avant que les cellules
ne soient endommageées. Les polyphénols sont naturellement présents dans notre alimentation
sous différentes formes telles que les vitamines A, C ou E, les caroténes et certains minéraux
comme le séénium et le zinc. On les retrouve en plus grandes quantités dans les fruits, les
légumes et les céréales, ainsi  que dans des boissons telles que le thé, le café (Massaux,

2012).

Les phénols sont des capteurs trés efficaces des radicaux peroxyle en raison de leurs
structures moléculaires qui incluent un cycle aromatique avec des groupes hydroxyle
contenant des hydrogenes mobiles. De plus, I'action de composés phénoliques peuvent étre
liés a leur capacité a réduire et a chélater les ions ferriques qui catalyse la peroxydation
lipidique (Al-Mamary et al., 2002). Ce sont des polyphénols & chaine courte tels que les
flavonoides dont |es propriétés sont bien étudiées comme I’ activité antioxydante.

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composes naturel s appartenant
alafamille des polyphénol se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus
importants sont les flavones, les flavonols, lesisoflavones, les flavanones... Ces flavonoides
sont représentés par le kaempférol-3-glycosyde, la Quercétine-3- glycoside, et la Myricétine-
3-Oglycosyde (Almaraz-Abarcaet al., 2008) et |es études menées en 1991 montrent que le
pollen est tres riche en flavonoides, ce qui est le cas surtout des pollens de ciste (Precie du
sert, 2009).

1.3.6. Vitamines

Le pollen contient des vitamines en grand nombre, les plus abondantes sont du groupe
B (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9, B12), de la provitamine A ou de 3-caroténe. Par ailleurs,

destrés faibles quantités de vitamine C, vitamine D et E sont retrouvées (Sauvager, 2012).

11
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1.3.7. Substances minérales et oligo-éléments

La concentration en minéraux est environ 5 %, elle varie en fonction de I'origine
florale et de la saison (Amigou, 2016). Les éléments présents sont le calcium, le chlore, le
cuivre, le fer, le magnésium, le manganese, le phosphore, e potassium, le silicium, le soufre,

ainsi que le sélénium, un antioxydant trés rare (Dancy, 2015).
1.4. Larécolte

1.4.1. Larécoltedu pollen par les abeilles (figure 5)

L’anatomie des abeilles est parfaitement adaptée a la collecte du pollen et a son
stockage dans des corbeilles placées al’ arriére des pattes des abeilles butineuses qui peuvent
ains le transporter au nid (Biri, 2002). Une abeille récolte son pollen a partir d une seule
espéce de plante par contre la colonie d abeilles prend son pollen d’ une grande variété de
plantes.

La récolte du pollen par les abeilles se fait principalement alafin de I’ hiver et durant
le printemps, les abeilles butineuses sortent de la ruche surtout le matin avant 10-11h. Le vol
de récolte dure de 3 & 15 min. Elles mordillent avec leurs mandibules les anthéres de la fleur
et engluent les grains pour confectionner des pelotes sur les corbeilles des pattes postérieures
(Louveaux, 1985).

E} alamy stock photo

Figure5 : Une abeille domestique (Apis mellifera carnica) collecte le pollen sur lafleur de

bruyére (Caluna vulgaris) (2008).

12
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1.4.2. Larécoltedu pollen par I"homme

Larécolte du pollen se fait par le biais d’ une grille posée al’ entrée de laruche c'est la
trappe a pollen et dont la taille est parfaitement calibrée pour en récupérer une quantité
optimale (figure6), et ceci sans mettre en danger la survie de la ruche (Blanc, 2010). Une
colonie d’ abeilles récolte pour sa consommation personnelle environ 20 a 40 kg de pollen par
an. L’ apiculteur doit donc veiller a ne pas en récolter trop (2 a 4 kg au maximum), car le

pollen est essentiel alasurvie des abeilles. (Bradbear, 2010).

Les trous sont s petits qu’ en passant, les abeilles perdent leurs pelotes de pollen qui

tombent & travers un fond grillagé empéchant les abeilles de les récupérer. Egalement, cette

récolte doit se faire lors des périodes ou la reine pond |e moins pour maintenir la croissance
du couvain (Mutsaers et al., 2005).

Figure6 : photographie montre une trappe apollen (Gauthier, 1997).

1.5. Effets nutritionnels et thérapeutiques du pollen

Le pollen d'abeilles c'est un aiment trés riche en divers substances nutritives
(figure?).

1.5.1. Aliment proténique

Le pollen est I’aiment le plus riche qualitativement en acides aminés, 100g de pollen
contiennent les mémes quantités d’acides aminés présents dans un demi-kilogramme de
viande de beeuf. 1l renferme tous les acides aminés essentiels puisqu’il provient de plusieurs
especes végétales (Philippe, 1999).

13
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1.5.2. Action antioxydante

Les résultats obtenus par Percie du Sert, (2009), sur les différents pollens en utilisant
le test ORAC, montrent que I’ activité antioxydante du pollen est beaucoup plus éevée que
celle des fruits et 1égumes, 15 ou 20g de pollen sont équivalents 900g de |égumes. Larichesse
du pollen en antioxydants (provitamine A, vitamines E et C, sélénium, flavonoides) lui donne
une capacité a éiminer les radicaux libres et le peroxyde d hydrogene en agissant contre le
vieillissement accéléré des cellules. Sur le plan expérimental, le pollen induit sur les cerveaux
des rats une augmentation de |’ activité antioxydante, dans ce cas le pollen peut étre utilisé
comme un adjuvant pour les traitements du cancer.

1.5.3. Antiathérogéne et protecteur cardiovasculaire

Chez des patients en hypercholestérolémie et ayant un régime a base de pollen, on
observe une diminution du cholestérol total de I'ordre de 18,3% et particulierement une baisse
de cholestérol LDL de 23,9%. On observe également une perte de poids lors de ce régime.
(Kasianenko et al., 2011).

1.5.4. Anti dépresseur

L'effet antidépresseur du pollen repose en partie sur sa composition en tryptophane
(précurseur de la sérotonine) ainsi que ses capacités antioxydantes. Le tryptophane est I'un des
huit acides aminés essentiels et est le précurseur de la sérotonine et de la mélatonine. Son
augmentation de concentration au niveau du cerveau augmente la libération de sérotonine qui
aun réle primordial dans la régulation de |'anxiété, de I'appétit, du sommeil et de I'humeur en
général. Cette augmentation de sérotonine cérébrale se traduit donc par une diminution de
I'excitation et de I'anxiété (INSERM, 2019).

1.5.5. Anti-asthénique, fortifiant

Le pollen est un excellent complément alimentaire pour lutter contre une anémie
ferriprive, un retard de croissance ou dans un état de sarcopénie. || améiorera d'une part
['absorption des minéraux, réduira les phénomeénes inflammatoires et stimulera d'autre part la
synthése protéque conduisant a une reprise des activités cellulaires bénéfiques expliquant le
réle de fortifiant en favorisant la prise de poids du patient (Villanueva et al., 2002 ; Di
Pasqualeet al., 2013).

14
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1.5.6. Action antibactérienne du pollen

Des études ont démontré I’ effet bactériostatique et bactéricide des pollens que soit leur
origine géobotanique. In-vitro, la croissance de certaines souches est inhibée : Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus et Escherichia coli (Apimondia, 2001).

1.5.7. Action anti prostatique

Le pollen possede aussi une activité anti prostatique grace a la présence de la
guercétine dans ses composants, elle présente un effet anti-prostatique par I’inhibition du
cancer androgenes-indépendant a une dose de 100 uM, et blogue le cycle cellulaire dans
diverses phases comme €lle joue le rdle d' un répresseur des oncogenes (Katarzyna et al.,
2015).
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Figure7 : Propriétés thérapeutiques potentielles du pollen d’ abeille (Li, Q-Q et al., 2018).
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Chapitrell : L’ oxydation et systemes antioxydants
2.1. L’ oxydation et systémes antioxydants

L’ oxydation est une réaction chimique qui transfere des électrons d'une substance a un
agent oxydant (Maria, 2010). Ces réactions d’ oxydation peuvent produire des radicaux libres
gui se trouvent en exces dans notre organisme, peuvent dégrader nos cellules et entrainer des
réactions en chaine destructrices susceptibles de provoquer différentes maladies (le cancer, les
maladies cardiovasculaires, la cataracte et |e diabéte) (Massaux, 2012).

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un éectron
non apparié, dit célibataire. Ce désequilibre n'est que transitoire et est comblé par
I’ acceptation d'un autre électron ou par le transfert de cet éectron libre sur une autre
molécule. Les radicaux libres sont éectriqguement neutres ou chargés (ioniques), td que le
radical hydroxyle, I'anion superoxyde et le peroxyde d'hydrogene (Eau oxygénée) etc.
(Haton, 2005).

Tableaux IV : Principaux radicaux libres avec leurs formules chimiques.

Lesradicaux libres Structures chimiques
Radical hydroxyle OH°
Radical hydroperoxyde HOO°
Radical peroxyde ROO°
Radical akoxyle RO°
Peroxyde d“hydrogéne H202
Peroxynitrite ONOO°
Anion superoxyde 02°-

Les radicaux libres sont produits en permanence en faible quantité comme les résidus
des réactions énergétiques, de défense ou les médiateurs tissulaires, cette production
physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de défense (Favier, 2003). Ils sont

des especes réactives de I'azote (RNS) ainsi que les especes réactives de I'oxygéne (ROS).

16



Chapitrel| L’ oxydation et systeme antioxydant

Lorsqu’ils sont en surcharge, ils ne peuvent pas étre détruit, leur accumulation alors dans le

corps provoque le stress oxydatif (Lien Al Pham-Huy et al., 2008).

La notion de stress oxydant est définie comme I’'incapacité de |’organisme a se
défendre contre I agression des espéces oxygénées activées (EOA), suite a un déséquilibre lié,
soit & une production accrue d’EOA, soit a une diminution de la capacité de défense
antioxydante (Defraigne et Pincemail 2008 ; Denisow et Marta 2016). La figure 8 schématise
larelation entre e stress oxydant et le vieillissement.

Croissance Physiologie

Signal Développement Développement
Inflammation

Adaptation

-/

ADN/ARN

Protéines Pathologie

Toxique Lipides Vieillissement

Sucres

Figure 8: schématisation montre larelation entre le stress oxydant et le vieillissement
(Barouk, 2006).

2.1.1. Conséquences du stress oxydant sur les molécules biologiques

a) Lesprotéines

Les modifications oxydatives des protéines par les ERO peuvent avoir lieu soit sur la
chaine polypeptidique ou /et sur les chaines latérales, en arrachant un atome d’ hydrogeéne sur
le carbone de laliaison peptidique par oxydation de groupement thiol de la proténe, qui peut
dans un deuxiéme temps subir une oxydation irréversible. Ces modifications toucheront ala

fois les protéines de structure, les enzymes et |es factures de transcription (Therond, 2006).
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b) Leslipides

Parmi les espéces réactives de |’ oxygene, les radicaux hydroxyles et hydroperoxyles
sont les plus réactifs vis-a-vis des acides gras polyinsaturés, ce qu’ on appelle la peroxydation
lipidigue qui consiste en |’ arrachement d’ un atome d’ hydrogene d’ un groupement méthyléne
CH2 adjacent a deux doubles liaisons, qui se combine ensuite avec I’ oxygene pour former un
radical pyroxyle, qui peut arracher un H" aun autre donneur RH et créer un nouveau radical
ains de suite. Ce phénomeéne est al’ origine des maladies cardio-vascul aires et

neurodégénératives (Therond, 2006).
c) ADN

Leradical OH peut s additionner sur les doubles liaisons des bases de |’ ADN, ou
arracher un atome d’ hydrogene des groupements méthylés ou des résidus désoxyriboses qui
peut aboutir alaformation d’ une cassure simple, laformation de 80X O-dG, possede un fort
pouvoir mutagéne conduisant a des transversions de type G > T qui seront reproduites en
protéines et amplifiées tout au long de la croissance cellulaire aboutissant a des phénomenes
de cancérisation (Therond, 2006).

2.2. Les systémes antioxydants

Les produits de la ruche sont constitués de nombreux composants bénéfiques pour la
santé. Parmi ceux-ci, les polyphénols bénéficient al’ heure actuelle d’ une réputation
grandissante. Leurs effets positifs se précisent d’ année en année au travers de nouvelles
études scientifiques et semblent concrétiser pour les produits de laruches d abeilles tels que
lapropalis, le pollen et le miel, en confirmant ainsi le concept d’ aliment santé de ces produits,
tant recherché aujourd’ hui (Massaux, 2012). Parmi les nombreuses propriétés bénéfiques
présentées par les polyphénols, on retrouve |’ activité antioxydante (Balasundram et al., 2006).

L’ activité ou potentiel antioxydant d’ une molécule est sa capacité a diminuer ou
empécher |’ oxydation d’ autres substances chimiques. Les antioxydants sont des molécules
capables d’interagir sans danger avec les radicaux libres et de mettre fin alaréaction en
chaine avant que les cellules ne soient endommageées (Massaux, 2012 ; Maria, 2010 ; Kroyer
et Hegedus, 2001). Cette activité est influencée par latempérature, propriétés de lalumiére,
del'air, des propriétés physiques et chimiques des substrats, et |a présence de catal yseurs
d'oxydation ou d'initiateurs.
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Il existe deux types d’ antioxydants :

» Les antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais, qui permettent I’ interruption de la
chaine autocatalytique : AH + Re— A<+ RH.

Lamolécule AH est antioxydante si le radical formé Ae est plus stable. La stabilité du radical
Ae peut S expliquer par sa conversion en composés non radicalaires: A* + A’ —A-A ou As+
R* -A-R.

» Les antioxydants secondaires ou préventifs qui assurent I’ inhibition de la production des
radicaux libres. Ce sont des substances décomposant les hydroperoxydes en acool, des
thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des
UV, comme les caroténes, des chélatants des métaux promoteurs d’ oxydation type fer et
cuivre, comme |’acide citrique et les lécithines) ou enfin de séquestrants d oxygene
comme I’ acide ascorbique. (Rolland, 2004 ; Maisuthisakulet et al., 2007).

(Haeng et al., 2007) ont classés les antioxydants en: antioxydants enzymatique et

antioxydants non enzymatiques, voir le tableau IV :

Tableaux IV : lestypes des antioxydants.

L es antioxydants enzymatiques L es antioxydants non enzymatiques
(Endogénes) (Alimentaires)
Lacatalase (CAT) Vitamine C
La glutathion peroxydase (GPx) Vitamine E
La glutathion réductase (GRx) Caroténoides
Superoxyde dismutase (SOD) Flavonoides
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Chapitrelll : Matériels et méthodes
3. Parameétr es physicochimiques
3.1. Prédévement des échantillons

Deux échantillons de pollen ont été récoltés (figure 9, 10), aintervalle d' une semaine,
en mois de mars 2019 dans un rucher situé a une altitude de 500-600 m, dans la commune de
Naciria (w) Boumerdes. Chague échantillon a subi par la suite un triage pour séparer le pollen

de bruyere (de couleur grise) des autres types de pollen.

Chague échantillon a fait I’objet d’anayses physico-chimiques ci-dessous, en trois

répétitions.

Figure 9 :Echantillonldu pollen (original) Figure 10: Echantillon 2 du pollen
(original)

3.2. Indicesde qualités
3.2.1. Humidité

> Principe

La teneur en eau du pollen consiste en un étuvage d’'un échantillon de 2 grammes a
105 °C jusgu’'a obtention d’un poids constant (Messaid, 2008). Le taux d humidité est

exprimé en pourcentage.
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» Mode opératoire

Une quantité de 2g du pollen est séchée dans une étuve a 100 £ 3 °C jusgu’a ce que
son poids devient stable. Apres refroidissement, les échantillons ont été pesés et les résultats

sont exprimés comme suit :

H (%) = (PO-PI /P).100

PO : Poids de I’ échantillon avant séchage avec le creuset.
Pl : Poids de I’ échantillon et du creuset aprés séchage.
P : Poids pese (29).
3.2.2. pH
> Principe

Détermination en unité de PH de la différence de potentiel existant entre deux

électrodes en verre plongées dans une solution aqueuse du pollen frais.
» Modeopératoire

Une quantité de 2g d' échantillons est homogéenéisée pendant 5 minutes dans 20ml
d’ eau distillée (Bogdanove, 1999).

Le pH est mesuré par un pH-métre.
3.2.3. Acidité titrable
> Principe

Titrage de I’ acidité d’ une solution agueuse avec une solution d’ hydroxyde de sodium
en présence de la phénol phtal é ne comme indicateur coloré (AFNOR ,1986).
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» Mode opératoire

Un échantillon de 25g de pollen broyé est placé dans une fiole conique avec 50 ml
d eau distillée chaude récemment bouillie et refroidie, et mélangé jusqu’ a obtention d’'une

solution homogeéne.

La fiole conique est adaptée a un réfrigérant a reflux afin de chauffer le contenu au
bain-marie pendant 30 min. Apres refroidissement, le contenu de lafiole conique est transvase
guantitativement dans une fiole jaugée de 250 ml et complété jusgu’ au trait de jauge avec de
I’ eau distillée récemment bouillie et refroidie. Ensuite, il est bien mélangé puisfiltré. 25 ml de
filtrat prélevés et versés dans un bécher, pour les titrer avec une solution d’hydroxyde de
sodium (NaOH) a 0,1N en présence de 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine, jusqu’a I’ obtention

d’ une couleur rose persistante pendant 30 secondes.

Le volume de la soude versee est noté et |’ acidité titrable est déterminée par laformule

suivante :

A=25V1.100/V0. M.10

Soit :

A : Acidité (meq NaOH/100g)

M : masse(g) du pollen préleve.

VO : volume en millilitresde laprise d’ essai (25ml).

V1: volumeen (ml) de NaOH (0.1N) utilisé.
3.2.4. Lateneur en cendres

> Principe
La teneur en cendres consiste en la destruction de la matiére organique par la
technique de minéralisation par voie seche ou calcination par la mise des échantillons a bruler
dans un four a moufle et récupérer le résidu minéral gris blanchatre (AFNOR, 1982).

» Mode opératoire

Une quantité de 5g de pollen est mise dans un creuset en porcelaine aprés avoir été

pesé a vide, et placé dans un four a moufle réglé a 600°C pendant cing heures jusgu'a la
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destruction totale de la matiére organique et |'obtention d'une couleur grise, claire ou
blanchétre. Le creuset est ensuite retiré du four et refroidie dans un dessiccateur, puis pesée.

Lateneur en cendres est calculée selon laformule suivante :

Teneur en cendre (%) =[(M1-M2) /M]

M : poids delaprise d’ essai (50).
M1 : poids du creuset apres incinération(g).
M2 : poids du creuset vide(Q).

3.3. Indices de composition

3.3.1. Dosage des sucres totaux et réducteurs
» Principe

C'est une méthode titrémétrique basée sur la décoloration d’une solution cupro-
alcaline connue sous le nom de liqueur de Fehling qui est de couleur bleu, sous I’ action
réductrice a chaud de lafonction aldéhydique libre des sucres, sur lesions cuivriques de cette

derniére.

Cette méthode consiste a peser 10g d’ échantillon dans un bécher de 100 ml, auxquels
sont gjoutes 2,5 ml d’ acétate de Zinc, ensuite le bécher est rempli jusqu’ au 2/3 de son volume
avec de I’ eau distillée. La solution obtenue est agitée puis incubée pendant 15 min. Le volume
est a nouveau gjusté avec de I’ eau distillée jusgu’ a 100 ml, puis homogeénéiser et enfin filtrer
al’aide d’ un papier filtre (AFNOR, 1986).

a) Dosage des sucrestotaux

50 ml sont prélevés du filtrat aux quels sont additionnés 5 ml d’HCL pur, le tout est
incubé au bain marie a 70°c (hydrolyse acide des glucides sous |’ effet de la chaleur) pendant 5
min puis neutralisé avec la soude 10N, en présence de la phénolphtaléine a 1%. Puis on

procede de la méme maniére que le dosage des sucres réducteurs.
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Le taux des sucres réducteurs est calculé selon laformule suivante :

Sucr es totaux=[500/V (V2-0.05)].10

Soit :

V : volume de la solution mere (ml).

V1etV2: volume du filtrat dépense (ml).
b) Dosage dessucresréducteurs

Prélever 5 ml de la solution de Fehling A et de solution de Fehling B, puis gjuster le

volume jusqu’a 100 ml avec de |’ eau distill ée.

Aprés un chauffage jusqu’al’ éoullition, titrer 1a solution de Fehling avec lefiltrat d§ja
obtenu jusgu’ a ce que la couleur bleue disparaisse, puis gouter quelques gouttes de bleu de

méthylene et continuer le titrage jusgu’ a apparition d’ une couleur rouge brique.

Noter le volume du filtrat utilisé et calculer le taux de sucres réducteurs suivant cette

formule :

Sucresréducteurs=[240/V(V1-0.05)].10
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3.4. Mesuresdel’activité antioxydante

3.4.1. Préparation des extraits M éthanoliques du pollen (EMP)
L’ extraction des polyphénols est réalisée avec du méthanol 50 %. Une quantité de 8 g
de pollen est mélangée avec le solvant. Aprés agitation pendant 20 minutes a température

ambiante, |’ extrait est récupére par filtration.

3.4.2. Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques est évaluée selon la méthode décrite par Naithani
et al., (2006).

» Meéthode

Un volume de 1ml d extrait dilué 1/20 est additionné par 1 ml du réactif de folin-
Ciocalteu (0,1 %), puis 2 ml de la solution de carbonate de sodium (NaCOz) a 2% sont goutés
au mélange. Apres 30 minutes al’ obscurité, I’ absorbance est lue a 760 nm. Les concentrations
en composes phénoligques sont déterminées en se référant a la courbe d’ étalonnage (figure 11)
et les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d acide gallique /100 g d' échantillon
(mg EGA/100g).

y = 9.6536x
| R2? = 0.9954

©c o 9o o
o N D O © B

Absorbance a 760nm

0 0.05 0.1
Acide gallique (mg/mL)

Figure 11 : courbe d’ éa onnage des composés phénoliques
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3.4.3. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est estimée selon la méthode décrite par Liviu a et al.,

(2009).
» Méthode

2,5 ml d'extrait sont mélangés avec 150 pl de NaNO2 (5%). 5 minutes apres, un
volume équivaent de chlorure d’aluminium AICI3 (10%) est additionné. Un volume de 1 ml
dela Solution NaOH (1M) est gjouté€ apres 6 minutes. L’ absorbance est mesurée a 510 nm.
Les concentrations en flavonoides sont estimées en se référant a la courbe d éaonnage
(figure 12) et les résultats sont exprimés en milligramme d équivalent quercétine /100 g
d’ échantillon (mg EQ/100g).

E-n,s . 1431x - 0,015
0.7 RZ = 0,995

S06
®os
£ 04
fo:
5 0.2

2 0.1
2%

0 02 0,4 0,6

Quercétine {mg/ml)

Figure 12 : courbes d’ étalonnage des flavonoides

3.4.4. Dosage des car oténoides

La quantification des caroténoides est réalisée suivant la méthode de Sass-Kiss et al.
(2005).
» Méthode
20 ml du mélange hexane, éthanol, acétone (2, 1, 1) sont goutés a 2g de pollen. Une

agitation pendant 30min est réalisée, puis on récupére la phase hexanique et I’ absorbance est

26



Chapitrelll Matériels et méthodes

lue a 450 nm. Les teneurs en caroténoides sont estimées en se référant a la courbe
d étalonnage (figure 13) et les résultats sont exprimés en milligramme d’ équivalent B-
carotene /100 g d’ échantillon (mg EBC/100g).

y =119.76x
R?=0.9998

0.8

04 -

Absorbance a 450 nm

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Concentration en B-caroténe
(mg/ml)

Figure 13 : courbes d’ étalonnages des caroténoides

3.4.5. Le pouvoir réducteur sur leferricyanure de potassium
Le pouvoir réducteur est estimé selon la méthode décrite par Yildrim et al., (2001).

» Méthode

Un volume de 250 pl de I’extrait des différentes concentrations (1/5; 2/5; 3/5; 4/5;
5/5) est gouté a 2,5 ml du tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et a 2,5 ml de ferricyanure de
potassium [KsFe (CN) 6] (1%). Apres agitation, le mélange est incubé pendant 20 minutes a
50°C, puis 2,5 ml d acide trichloracétique TCA (10%) sont additionnés a la solution aprés 10
min d agitation, Un volume de 1,25 ml de surnageant est prélevé et additionné de 1,25 ml
d'eau distillée et 0,25 ml du chlorure ferrique FeCls (0.1%). L’ absorbance est mesurée a 700
nm et les résultats sont exprimés en mg équivalents acide gallique par 100g d’ échantillons
(mg EAG/1009) (figure 14).
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Figure 14 : courbe d' étalonnage du pouvoir réducteur

3.4.6. L’ Activité antioxydante totale (Test au phosphomolybdate)

L’ activité antioxydante est déterminée selon la méthode d’ écrite par Ramalakshmi et
al., (2008).

» Méthode
Un volume de 2 ml de la solution (molybdate d’ammonium 4 Mm, acide sulfurique
0.6M, sodium phosphate 28mM) est gouté a 25 ul d'extrait des différentes concentrations
(1/5; 2/5; 3/5; 4/5; 5/5) puis Une incubation est réalisée a 95°C pendant 90 minutes. Les
absorbances sont lues a 695 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalents acide
Ascorbique par 100g d’ échantillons (mg EAA/100g) (figure 15).
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Figure 15 : courbe d’' étalonnage d’ activité antioxydante totale
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ChapitrelV : résultats et discussion
4. Composition physico-chimique des échantillons du pollen analysés

4.1. Indicesde qualité

Laqualité alimentaire d un aiment est une exigence fondamental e des consommateurs
ains que delalégidation. Laqualité d un produit agricole est définie par rapport a sa
fraicheur. Dansle cas du pollen d’ abeille, récolté par I’ homme, sa qualité dépend des
conditions de production et de conservation. Ce type d aliment riche en sucre peut voir son
pH et acidité évolués rapidement, d' ou I’ importance de mesure de ces indices afin d’ apprécier
son degré de fraicheur. Le tableau N°V1 affiche les différents résultats d’ humidité, pH, acidité

ainsi que du taux de cendre enregistrés dans le pollen de bruyere analyse.

Tableau VI : Résultats des indices de qualité du pollen de bruyere

Echantillons | Humidité pH Acidité Taux de

(%) (meq cendres (%)
NaOH/100g)

Echantillon | 31,6+1,34 6,24+0,02 22+0,14 2,3+0,08

1

Echantillon | 20,2+0,42 6,15+0,04 15+0,14 2,1610,31

2

4.1.1. Humidité

Lateneur en eau du pollen est un indicateur de qualité, elle touche plusieurs paramétres
du produit dont les plus importants sont la conservation, le golt et I’ardme (Morgano et al.,
2011). Ce paramétre permet de favoriser ou bien inhiber le développement des
microorganismes dans les aliments dont plus le taux d humidité est élevé plus le milieu est
idéal pour la multiplication bactérienne responsable d’ altération. Le pollen d’ abeille est connu
en tant que matériau tres hygroscopique et donc sensible pour la croissance microbienne ou
fongique (Bleha, 2019).

Dans le cas des échantillons analyses, le taux d’ humidité le plus éevé est enregistré
dans I’échantillon E1 (31,6%) suivi par |'échantillon E2 avec (20,2%) qui est faible par
rapport au premier. Ce parametre peut étre influencé par la période de récolte, du taux
d’humidité de I’air pendant le jour de la récolté et des conditions de stockage (emballage,
température, durée).D’ aprés nos résultats la valeur de E1 est similaire a celle de Zuluaga,
(2015) qui est 32% contrairement a E2 mais sont supérieurs a ceux de Bleha, (2019) et Belina,
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(2019) d'une valeur de 11,53 a 19,53% et de 14,15 a 16,73% respectivement. Le taux
d humidité de I’aliment est I’ un des facteurs favorisant son atération, ainsi le taux d humidité
élevé enregistré dans E1 peut accélérer son atération par rapport a E2. Afin de préserver la
qualité du pollen, deux techniques de conservation sont souvent appliquées : congéation et
sechage (déshydratation).

412 . LepH

Le pH ou le potentiel d’hydrogene est la mesure du coefficient caractérisant I’ acidité
ou |’acalinité d'un milieu, il représente la concentration des ions d’ hydrogene H+ dans une
solution ou dans un aliment, mesuré par un pH metre (Nair, 2014). Le pH est un facteur tres
important qui nous renseigne sur la qualité de I’ aliment (pollen) et son état de fraicheur. Il est
€galement une des grandeurs qui influence le comportement des microorganismes (Nout
etal., (2003). Par ailleurs, il est donc possible de raentir les phénomeénes daltérations

microbiennes en s'écartant des conditions optimales (Jeantet et al., 2006).

Les valeurs du pH des deux échantillons analysés sont 6,15 et 6,24 respectivement
pour E1 et E2, ces valeurs se situent a la limite supérieure des normes brésiliennes (4-6)
(Commission brésilienne, 2000). Les valeurs enregistrées sont cependant supérieurs aux
valeurs rapportées par plusieurs auteurs : Feas et al., (2012) et Funenmayor et al., (2014)
(3,73 a4,13; 4,6) respectivement.

Les valeurs du pH enregistrées dans ces deux types de pollen (6,1-6,24) sont
favorables au développement des microorganismes. Selon Nout et al., (2003) le pH de: 6,0-

7,5 : tous les microorganismes survivent.
4.1.3. Aciditétitrable

L’ acidité titrable nous renseigne sur la quantité d’'acide organique présent dans les
échantillons de pollen analysés. Les acides organiques sont en général des intermédiaires des
processus métaboliques. Ils influencent la croissance des microorganismes et affectent la

gualité de conservation des produits (Ouchemoukh et al., 2007).

Dans cette étude les valeurs de I’ acidité varient de la plus éevée 22 meq NaOH/100g
pour E1 et la plus faible 15 meq NaOH/100g pour E2. Ces résultats sont dans la marge
rapportée par Bleha, (2019), qui sont de 15,5 a 40,2 meq NaOH/100g avec 25,6 (+67) meq
NaOH/100g en tant que valeur moyenne. Par ailleurs, les taux d'acidité enregistrés dans le
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pollen analysé ne dépassent pas la limite fixée par la légidation brésilienne (30meq
NaOH/100g).

La différence d’ acidité dans le pollen analysé peut étre due soit a I’ origine botanique
du pollen récolté, et éventuellement au déclenchement du processus de fermentation par les
microorganismes (principalement les bactéries lactiques) en transformant les sucres en acides
organiques. Nous constatons, par ailleurs, que le taux acidité élevé a été enregistré dans le
pollen ayant un taux d’humidité le plus élevé, confirmant ainsi le role du taux d humidité dans

|” accél ération des réactions altération.

Il peut s'expliquer aussi par le temps qu’a rester le pollen dans les trappes a pollen
apres larécolte par les abeilles, c'est adireil N’y a pas une congélation immeédiate rapide qui
aeu lieu pour lafermentation, donc la production d’ une quantité considérable d’ acide lactique

responsable d’ augmentation d’ acidité.

4.1.4. Taux de cendres

L'expression cendres totalesest un terme se rapportant a la partie inorganique
d'un échantillon alimentaire restant aprés incinération a 600 °C. Ce résidu contient des oligo-
démentstels que lecacium, le phosphore, lesodium, le potassium, |e magnésium et

le manganese.

Les teneurs en cendres sont également liées a I'espece florae et a I'origine
geéographique, mais aussi au type de sol et ala capacité de la plante & accumuler des minéraux
dans le pollen (Serra Bonvehi et al., 1986). Une teneur trop élevée en cendres peut également

étre une indication d’'impuretés d’ origine minérale, liée a un mauvais triage du pollen.

Le pourcentage en cendres des pollens étudiés est le suivant : 2,3% pour E1 et 2,16%
pour E2. Ces valeurs sont inferieur comparativement a la valeur obtenue par Human et al.,
(2006) qui est 3,6%. Aussi par Feés et al., (2012), avec 2,9%.

La détermination de la teneur en matiere minérale nous éclaire sur la qualité
nutritionnelle du pollen étudié, et par déduction le taux de matiére organique dans le méme

échantillon.
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4.2. Indices de composition

Les sucres sont incorporés dans les pelotes de pollen au cours de leur confection par
les abeilles. Ces constituants contribuent au golt du pollen et auss a leur valeur
nutritionnelle. Leur présence favorise par ailleurs les fermentations par les microorganismes.

Les résultats de dosage de ces composés sont mentionnés dans le tableau VI1I.

Tableau VII: Teneurs en sucres totaux et sucres réducteurs du pollen de bruyere en g/100g.

Echantillons E1l E2
Sucrestotaux 525+ 7,07 45 + 353
Sucresréducteurs 252+0 30+0

4.2.1. Teneur en sucrestotaux

Les teneurs en sucres totaux enregistrés sont : 52,59/100g dans E1 et 45g/100g dans
E2. Ces valeurs sont supérieures a celles enregistrées par plusieurs auteurs : Villanueva et al.,
(2002), Rebelo et al., (2016) et Belina et al., (2019) dont les teneurs moyennes rapportées
sont respectivement 40,89/100g, 37,12¢/100g et 21,79 a 38,90¢9/100g. Cependant, nos
résultats sont |égérement inférieurs a ceux trouveés par Solange et al., (2009) avec lavaleur de
53,099/100g.

Nous constatons, par ailleurs, que la teneur en sucres totaux est plus élevée dans E1
par rapport & E2. Ce résultat pourrait s’ expliquer par la disponibilité du nectar au moment de
la récolte du pollen. En effet, la sécrétion du nectar par les plantes melliféres peut étre
influencée par de nombreux facteurs, dont principalement le facteur climatique. Une teneur
élevée en sucre et un taux d humidité élevé dans E1 pourrait expliquer le taux d acidité
légérement élevé enregistré dans cet échantillon, suite & I'action des microorganismes
(principalement les bactéries lactiques) qui transforment une partie des sucres en acides
organiques (principalement I’ acide lactique). Cependant, si lavariation de lavaleur du pH n'a

pas suivi celle de I’ acidité ceci pourrait s expliquer par le pouvoir tampon des protéines.

La teneur en sucre possede plusieurs particularités, plus sa valeur est éevée plus elle
va enrichir la valeur nutritive du pollen en améiorant son profil énergétique et calorique ;
apres avoir influencé sur le coté sensoriel ou le pollen va prendre le go(t plus sucré et
agréable pour la consommation. De plus, cette teneur en sucre influence sur la qualité
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microbiologigue du pollen sous |’ effet des bactéries lactiques qui sont présentes dans la flore
intestinale des abeilles puis inoculées quand elles mélangent le pollen avec du nectar de leur
jabot et de la salive pour I’ agglomérer (Solange et al., 2009).

4.2.2. Lessucresréducteurs

Les sucres réducteurs les plus courants dans les aliments sont e glucose et |e fructose,
et dans une moindre mesure le lactose et |e galactose. Le sucre de table ou saccharose n’ est
pas un sucre réducteur mais si une solution de sucre est chauffée et/ou acidifiée, le saccharose

se coupe en glucose et en fructose qui sont réducteurs (Ares et al., 2018).

L’analyse des sucres réducteurs est tres courante et permet de quantifier
approximativement les sucres simples présents. On les analyse également car ils sont réactifs
et peuvent entrer lors de procédés thermiques notamment, dans des réactions dite réaction de
Maillard ou caramélisation qui sont souhaitables ou non suivant le cas (Villanueva et al.,
2002).

Dans le cas du pollen le nectar des fleurs est plus riche en saccharose dont une partie
est transformé en glucose et fructose dans le jabot de I'abellle. Cette solution sucrée est
régurgitée pour confectionnée les pelotes de pollen (Solange et al., 2009). Dans les
échantillons de pollen analyses, les teneurs en sucres réducteurs sont de 25,29/100g dans E1
et de 30g/100g dans E2. Nos résultats sont inclus dans la fourchette rapportée par Villanueva
et al., (2002) et qui fluctue entre 29,36 a 43,169/100g et de Day et al., (1990) qui varient de
12,6 & 29,69/100g. Par contre sont inférieurs a ceux obtenus par Solange et al., (2009) qui
varient de 47,43 a50,01g/100g.

4.3. Mesure del’ activité antioxydante

Le pollen d abeille constitue une source naturelle d antioxydants tels que les acides
phénoliques et les flavonoides...etc qui sont responsables de son activité biologique (Anna et
al., 2015). Sur le plan physiologique, les antioxydants sont des molécules qui contribuent ala
protection de notre corps contre des substances potentiellement dangereuses que I’ on appelle
radicaux libres (Nkhili, 2009). Le tableau V111 montre les résultats obtenus par la mesure de

I activité antioxydante des deux échantillons de pollen étudiés :
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Tableau VIII : Résultats de lamesure de I’ activité antioxydante :

Echantillon | Polyphénol Flavonoide | Caroténoide | Pouvoir Test de
(Mg (mg (mg réducteur phosphomolyb-
EAG/100g) EQ/100g) EBC/1009) (mg date (mg

EAG/100g) | EAA/100g)

Echantillon | 1524,56+0,006 | 201,49+0,01 | 1,95+0,02 10,29+4,48 | 18,53+4,11
1

Echantillon | 1473,63+0,03 | 139,30+0,14 | 1,19+0,04 9,08+0,95 25,56+4,99
2

4.3.1. Lespolyphénols

Le pollen d'abeille est un produit apicole caractérisé par son activité biologique en
raison de sa composition riche en polyphénols. Les puissantes propriétés antioxydantes des
polyphénols résultent de la présence de doubles liaisons et de la localisation de groupes

hydroxyle sur le cycle aromatique (Annaet al., 2015).

La structure cyclique des polyphénols détermine leurs propriétés lipophiles, en
particulier dans le cas des flavonoides. Les antioxydants hydrophobes jouent un roéle
protecteur pour les membranes lipidiques. Les Polyphénols peuvent récupérer les especes
réactives de I’oxygene (ROS) et inactiver les radicaux organiques, et sont capable de

complexer lesions métalliques qui catalysent les réactions d'oxydation (Annaet al., 2015).

Les composés phénoliques présentent beaucoup de propriétés physiologiques, telles
gue des propriétés anti-allergenes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antioxydantes, des

effets cardioprotecteurs et vasodilatateurs (Balasundram et al., 2006).

Les polyphénols peuvent étre différenciés en flavonoides et en acides phénoliques
(Acide galique, férulique et caféique) qui sont des composés ayant un noyau aromatique et un
groupement carboxyle (Marion, 2017).

Les résultats de la teneur en composés phénoliques des deux échantillons de pollens
analysés varient de 1524,56+0,006 mg EAG/100g dans E1 a 1473,63+0,03 mg EAG/100g
dans E2. Les résultats obtenus sont proches de ceux obtenus par Percie de Sert, (2009) et
Marion, (2017) dont la valeur moyenne est de 1500mg /100g pour la méme variété de pollen
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(pollen de bruyére), maisils sont supérieurs a ceux rapporter par Mihaela et al., (2015) estimé
a une teneur moyenne de 493,40 mg EAG/100g et a ceux obtenus par Carpes et al., (2007)
dont les teneurs varient de 109 a 660 mg EAG /100g. Nos résultats sont cependant inférieurs
a ceux obtenus par Rebiai et Lanez, (2012) d’une valeur de 3057 mg EAG /100g a 3602 mg
EAG/100g. Lavariation delateneur en composés phénoliques des différents types de pollen
peut étre due principalement a leur origine botanique (Al —mamary et al., 2002 ; Marion,
2017).

4.3.2. Lesflavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques répandus dans le regne végétal et
ils jouent un réle important : inactivent et stabilisent les radicaux libres gréace a leur
groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif, captent directement les especes réactives
d’ oxygene, et sont capable de chéater les métaux de transition (cuivre et fer) Ghedira, (2005).
IIs sont des constituants de nombreux médicaments traditionnels chinois et Phyto-médecine.
IIs ont divers effets pharmacol ogiques, comme anticancéreux, antioxydant, antivieillissement
et des propriétés antibactérienne (Al-Mamary et al., .2002 ; Xu et al., 2007).

Les flavonoides sont classés en différentes catégories dont les plus importantes sont
les flavanones, les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes
(Massaux, 2009) et sont des composants majeurs du pollen, sont responsable aussi de sa
coloration du jaune au violet par exemple : la couleur jaune est apportée par les flavonols, le

violet par les anthocyanosides (Marion, 2017).

La teneur en flavonoides est estimée selon la méthode décrite par Liviu al et al.,
(2009) et les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent quercétine /100 g
d échantillon (mg EQ/100g).

Les résultats obtenus dans cette éude révelent une |égere variation entre les deux
echantillons. En effet, la valeur la plus élevée est enregistrée dans E1 (201,49+0,01 mg
EQ/100g) contre 139,30+£0,14 mg EQ/100g pour E2. Ces résultats sont inférieurs a ceux
obtenus par Marghitas et al., (2009) pour d autres types de pollen (Salix.sp; Centaurea
cyanus ; Matricaria chamomilla...) qui varient de 280 mg EQ/100g a 1360 mg EQ/100g et
supérieur a ceux trouves par le méme auteur pour le pollen de Pinus.sp (pin) qui est d' une

valeur de 60 mg EQ/100g. Cette variation est due a la différence de I’ origine botanique et/ou
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géographique ainsi que d'autres facteurs tels que les conditions climatiques, le type de sol
(Rebiai et Lanez, 2012).

4.3.3. Lescaroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles de couleur intense synthétises par les
plantes et les micro-organismes et sont présents dans de nombreux aiments, notamment les
fruits, les Iégumes et du poisson. Les caroténoides sont largement distribués dans la nature et
ont des fonctions nombreuses et variées citant la collecte de la lumiére et le réle de
photoprotecteur dans la photosynthése a la protection del’ ceil (El-agamey et al., 2004 ; Anaet
Costa, 2006). Le p-caroténe ou provitamine A est une molécule de la famille des caroténoides
possédant des propriétés antioxydantes importantes (Desmettre et Lecef, 2005).

Les caroténoides sont des composes polyisoprénoides et peuvent étre divises en deux
groupes principaux : caroténes ou caroténoides hydrocarbonés composés uniquement
d'atomes de carbone et d'hydrogéne et xanthophylles qui sont des dérivés d'hydrocarbures
OXYgénés qui contient au moins une fonction oxygéne comme |’ acide carboxylique ( Ana et
Costa, 2006).

La quantification des caroténoides est réalisee suivant la méthode de Sass-Kiss et al.,
(2005) et les résultats sont exprimés en milligramme d équivalent B-carotene /100 g
d’ échantillon (mg EBC/100g).

Les résultats des teneurs en caroténoides obtenus varient de 1,95+0,02 mg EBC/100g
pour E1 a1,19+0,04 mg EBC/100g pour E2. Ces résultats sont inférieurs & ceux obtenus par
Almeida et al., (2005) sur les échantillons de pollen de Brésil dont la valeur enregistré est de
7,633 mg EBC/100g).

4.3.4. Lepouvoir réducteur :

Le pouvoir réducteur d'un extrait est associé a son pouvoir antiradicalaire. Cette
technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3+)
présent dans le complexe [K3Fe (CN) 6] en fer ferreux (Fe2+), il y a virage de la couleur
jaune du ferricyanure de potassium au bleu vert dont |’intensité dépend du pouvoir réducteur
de chague extrait et I’augmentation de |’ absorbance indigue une augmentation du pouvoir
réducteur . La capacité réductrice d’ un composeé peut servir comme un indicateur significatif

de son activité antioxydante potentielle. Beaucoup de publications actuelles ont indiqué qu’il
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y a une relation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de réductrice
(Bentabet et al., 2014).

Le pouvoir réducteur est estimé selon la méthode décrite par Yildrim et al., (2001).
Les résultats exprimés en mg EAG/100g. D’ apres les résultats obtenus, le pouvoir réducteurs
des 2 échantillons est trés proche : 10,29 mg EAG/100g dans E1 et une valeur de 9,08 mg
EAG/100g dans E2.

Selon Saha et al., (1970) les propriétés réductrices sont généralement associées a la
présence de réductones, dont I'action antioxydante est démontrée en brisant le radical libre en
faisant don d'un atome d'hydrogene et selon Al-Mamary et al., (2002), la diversité du pouvoir
réducteur des extraits est probablement due a la diversité des composés phénoliques présents
dans les extraits. L’effet chélateur des ions (Fe3+) des polyphénols peut étre associé aux
cycles aromatiques fortement nucléophiles en tant que groupes chélateurs spécifiques présents
dans lamolécule aussi |e degré d'hydroxylation et de méthylation du compose phénolique et |a
présence d'autres composés non phénoliques tels que les enzymes (glucose oxydase et
catalase) et des matériaux non enzymatiques (vitamines et acides aminés) peuvent également

étre impligqués dans cette activité.

4.3.5. Test de phosphomolybdate (activité antioxydante totale)

Des travaux antérieurs ont confirme que I’ activité antioxydante est liée ala quantité de
flavonoides et de composés phénoliques (Feas et al., 2012). Le test de phosphomolybdate
repose sur la réduction de MO(VI) en MO(V) en présence des antioxydants a pH acide et a
température élevée et se manifeste par la formation d’un complexe de couleur verdétre
(Rebiai et lanez, 2012).

L’ activité antioxydante est déterminée selon la méthode d’ écrite par Ramalakshmi et
al., (2008). Les résultats sont exprimés en mg EAA/100g. Il apparait des résultats enregistrés
dans le tableau VIII que I’ activité antioxydante des deux échantillons de pollen est différente.
Les valeurs enregistrées varient de 18,53 mg équivaent d' acide ascorbique/100g pour E1 &
25,56 mg équivalent d acide ascorbique/100g pour E2. Nos résultats sont supérieurs a ceux
trouvé par Rebiai et Lanez, (2012) avec des vaeurs de 7,19 a 10,15 mg équivalents d’ acide
ascorbique/100g. Selon Balasandram et al., (2005) |’ activité antioxydante peut étre affectée
par de nombreux facteurs (saisons, type de sol.), la structure des composés phénoliques et en
particulier les degrés et |a position des groupements hydroxyles sur le noyau aromatique de la
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molécule. En outre, la présence d’ éléments congtitutifs autres que les composés phénoliques
tels que les vitamines C, E et les caroténoides peuvent influer sur I'activité antioxydante totale
(Al —mamary et al., 2002). Et selon Saha et al., (1970) I’ activité antioxydante des composés
phénoliques est principalement due a leurs propriétés rédox, qui peuvent jouer un role
important dans |’absorption et la neutralisation des radicaux libres, la désactivation de

I’ oxygene singul et et triplet ou la décomposition les peroxydes.
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Conclusion

La bruyére arborescente par son abondance dans le maguis méditerranéen d’une part,
et par safloraison qui s étale sur environ six semaines (fin février au début d avril) d’ autre

part, font d’ elle I’ une des principal es espéces pourvoyeuses de pollen d abeille.

La recherche bhibliographique a révélé que le pollen d abeille, par sa richesse en
nutriments et en composes bioactifs, constitue a présent un complément aimentaire d’ une
haute valeur nutritionnelle et thérapeutique. Dans la présente étude, nous avons tenté
d’ évaluer principalement la valeur bioactive du pollen dabeille issu de la bruyere
arborescente via le dosage des antioxydants (phénols totaux, flavonoides et caroténoides) et la

mesure de I’ activité antioxydante.

Les résultats obtenus, comparativement aux données hibliographiques, ont révélé la
richesse de ce type de pollen en composés phénoliques (1473,63 a 1524,56 mg/100g), en
flavonoides (139,3 a 201,49 mg/100g) et en caroténoides (1,19 a 1,95 mg/100g). Le pouvoir
réducteur varie de 9,09 a 10,29 mg EAG/100g et |’ activité antioxydante oscille entre 18,53 mg a
25,56 mg équivaent d’ acide ascorbique/100g. La richesse de ce type de pollen en composés
bioactifs et son pouvoir antioxydant élevé prédisent une valeur biologique importante,
permettant d’ assurer un effet préventif de nombreuses pathologies, en luttant contre le stress
oxydatif.

Le développement de la filiere apicole en Algérie et son adaptation en zones de
montagne constituent une opportunité tres importante pour une exploitation rationnelle et
durable des richesses floristiqgues de ces zones spécifiques et marginalisées. De plus,
I’alimentation moderne constitue une source d’inquiétude pour une bonne partie de
consommateurs « avertis », et qui sont a la recherche de produits naturels qui peuvent leur
apportés des bienfaits sur le plan nutritionnel et des effets préventifs sur le plan thérapeutique,

dont les produits de la ruche peuvent apporter beaucoup de bienfaits.

En perspectives, nous proposons d approfondir cette étude par I'analyse des autres
constituants biochimiques et en utilisant d’ autres tests de mesure de I’ activité antioxydante.
Nous proposons, par ailleurs, d’' élargir cette étude aux pollens d’ abeilles provenant des autres

origines botaniques.
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Annexe 1

Tableau | X : Préparation des solutions

Préparation de la solution d acétate de zinc | 250g de CuH60zn.2H20+500ml d'eau
(CuH604Zn.2H20 distillée

Préparation de I'acide trichloracétique TCA | 10g de TCA+90ml d'eau distillée

(10%)

Préparation de chlorure ferrique (0.1%) 0,1g de chlorure ferriguet100ml deau

distillée

Préparation de ferricyanure de potassium
(1%)

19 de ferricyanure de potassium+100ml d’ eau
distillée

Préparation de méthanol (50%)

50ml de méthanol+50ml d’ eau distillée

Préparation du tampon phosphate

ela base Na2HPO4 :100ml d'eau distillée+
2.88g de labase
el’acide NaH2PO4 :100ml d'eau distillée+
2,4g del’acide
On goute de I'acide pour |'acide jusqu’a

avoir un pH=6,60

Préparation des réactifs suivants :
1-0,6M d' acide sulfurique
2-28mM de phosphate du sodium

3-4mM de molybdate d’ ammonium—

32 ;62 ml del’ acide sulfurique
0,996 mg de phosphate du sodium
0,988 mg de molybdate d’ammonium
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Annexe 2

Tableau X : préparation des courbes d’ étalonnage

courbe  d'éaonnage des  composés

phénoliques

On prend 0,01g d’ acide gallique dans 100ml
de méthanol 50% puis on prépare 5 dilutions,
on prend de chague dilution 1ml dacide
de folin (0,1%)+2ml de

carbonate de sodium (2%) —incubation

galique +1ml

pendant 30min a [I'obscurité —mesurer

|” absorbance a 760 nm.

Courbe d’ éaonnage du pouvoir réducteur

On prend 0,007g d'acide galliquet25ml de
méthanol 50% — on prépare 5 dilution, on
prend de chague une 250ul+2,5ml de tampon
phosphate +2,5ml de ferrucyanure de
potassium —incubation a 50ce pendant
20min+2,5ml de TCA10% —agitation pdt
de

surnageant+1,25ml d'eau distillée+0,25 de

10min  —on  prééve  1,25ml

chlorure —lire |'absorbance

ar00nm.

ferrique

Courbe d’ étalonnage de test

phosphomolybdate

On prend 0,22g dacides ascorbique dans
11ml de méthanol 50% —on prépare 5
dilutions, on prend de chague une 25ul dans
un tubet2ml de mélange des réactifs
suivant : (0,6M d'acide sulfurique, 28mM
phosphate de sodium, 4mM de molybdate
d’ammonium) —incubation a 95c-pdt 90min

—refroidissement —lecture a 695.




Résumé

Le pollen d abeille a une valeur nutritive grace a ses composes biochimiques qui lui
confere des propriétés thérapeutiques contre différentes maladies (prostate, athérosclérose,
amélioration des problémes cardiovasculaires, systéme immunitaire et le ralentissement du
vieillissement...etc.). Le but de notre travail est de déterminer les composants chimiques ainsi
gue I’ activité antioxydante des deux échantillons de pollen de bruyere collectés. D’ Aprés les
résultats obtenus, la concentration en polyphénols varie entre 1473,63 a 1524,56mg
EAG/100g tandis que la concentration des flavonoides varie entre 139,30 a 201,49 mg
EQ/100g. L’ activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux tests : le pouvoir réducteur et
le test phosphomolybdate, les résultats obtenus varie de 9,08 a 10,29mg EAG/100g pour le
premier test et de 18,53a 25,56mg EAA/100g pour le deuxieme test. Ces résultats révélent que
le pollen de bruyéere constitue une source importante des polyphénols qui sont connus par leur
pouvoir antioxydant.

Motsclés : pollen d’ abeille, composition chimique, polyphénols, pouvoir antioxydant.

Abstract

Bee pollen is considered as the functional food due to its complex biochimical
properties and effects in different disease (prostate problems,arteriosclerosis, improving
cardiovascular, body immunity and delaying aging ...etc). The aim of this work was to
determine chemical composition and antioxidant activity of two samples of heather pollen
collected.According to our results the concentration of total phenol varied between 1473,63 to
1524,56mg GAE/100g and the concentration of flavonoid between 139,30 to 201,49 mg
CAE/100g.The antioxidant capacity of pollen extract was assessed using these two tests : the
reducing power and phosphomolybdate test,with 9,08 to 10,29mg GAE/100g ;18,53 to
25,56mg AAE/100g respectively. The results obtained indicate that bee pollen is an important
source of phenols showing antioxidant properties that bebenificial to humain health.

Keywords : bee pollen, antioxidant activity, phenols, chemical composition.



