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Résumé

Le miel et la propolis ont été utilisés depuis longtemps en médecine traditionnelle, mais leurs
bienfaits pour la santé ont été expliqués au cours des dernieres décennies, lorsque le monde
scientifique s’est préoccupé de leurs caracteres physicochimiques qui montrent leurs qualités et

leurs origines.

La présente étude a but de démontrer si le miel et la propolis présenteraient un effet antioxydant,
antidiabétique, cicatrisant et antiulcéreux chez les rats. L’analyse des composes phénoliques a
¢té déterminé par I’HPLC et ’activité antioxidante in vitro a été déterminé par deux méthodes
le piégeage du radical libre (DPPH) et la réduction du fer (FRAP). L’activité antidiabétique a
été évaluee chez des rats Wistar rendus diabétique par I’injection de streptozotocine (STZ)
pendant 2 mois. La capacité de cicatrisation du miel a été mesurée au niveau des plaies chez
des rats diabétique et non diabétique. Pour évaluer le pouvoir antiulcéreux du miel et de la
propolis, I’ulcére a été provoqué par une solution ulcérogéne (HCI-éthanol) chez des rats Wistar

pendant 7 jours.

L'analyse des résultats des parametres physico-chimiques a montré que le miel du Sidr Algérien
répond aux normes internationales. Ce miel est constitué de 37.27% du fructose, 29.23% de
glucose et 6.39% de saccharose et une absence totale de maltose. Riche en polyphénols et en
flavonoides (47,35 £ 3,35 mg GAE/100 g et 1,20 + 0,20 mg QE/100 g, respectivement). Cette
richesse en polyphénols a conféré au miel de Sidr une activité antioxydante importante. Le
resvératrol, la chrysine, I'acide protocatéchique, I'ester phényligue de I'acide caféique (CAPE)
et la rutine étaient les composés phénoliques majeurs détectés par HPLC. L'administration orale
du ce miel a raison de 250,500 et 1000 mg/kg pendant 4 semaines dans notre modele
expérimental de diabéte a montré un effet hypoglycémiant et conduit a des changements
appropriés dans les profils lipidique, hépatique et méme dans I’histologie pancréatique. Ce miel
a une activité cicatrisante importante chez les rats diabétique et non diabétique. Les résultats
macroscopique et histologique ont montré que le miel a un effet gastro-protecteur chez les rats
ulcéreux a raison de 1 et 2 g/kg avec un pourcentage de protection d’ulcere tres €levé ainsi une

inhibition de la sécrétion du suc digestif et une diminution de son acidité.

A propos de la propolis, les résultats de dosage des polyphénols et des flavonoides de la propolis
était de 102.30 = 2.28 mg GAE/ml et de 41.61 + 0.59 mg QUE/m, respectivement. La capacité
antioxydante a également été testée en utilisant le test de FRAP (594.11 + 6.94
pmolFeS04.7H20/ml) et de DPPH (0.54 + 0.05 (mg/ml). La chrysine et I'ester phénylique de



I'acide caféique étaient les composes phénoliques dominants dans la propolis. Les résultats de
I’ICs0 pour l'a-amylase (0,62 + 0,00 g/ml) et la a-glucosidase (40,40 £ 0,09 g/ml) étaient
également importantes. Les résultats de traitement de diabete avec les doses de 750, 1500 mg/kg
ont montré une diminution de la glycémie et une amélioration architecturale au niveau des tissus
pancréatique, hépatique et rénal. Concernant 1’effet antiulcéreux, on remarque une gastro-
protection macroscopiquement et microscopiquement au niveau de I’estomac chez les rats
traités (500 et 1000 mg/kg). Une inhibition de la sécrétion du suc digestif et une diminution de

son acidité.

En conclure que le miel et la propolis étudiés ont des activités antioxydantes, antiulcéreuses et

antidiabétiques ainsi une activité cicatrisante du miel

Mots clés : miel, propolis, antioxydante, antiulcéreux, antidiabétique, cicatrisant, HPLC.



Abstract

Honey and propolis have long been used in traditional medicine, but their health benefits have
been explained in recent decades, when the scientific world became concerned with tests and

thus explained their physicochemical characteristics that show their qualities and their origins.

The present study aims to demonstrate whether honey and propolis have an antioxidant,
antidiabetic, wound healing and antiulcer effects in rats. Analysis of phenolic compounds was
determined by HPLC and in vitro antioxidant activity was determined by two methods free
radical scavenging (DPPH) and iron reduction (FRAP). Antidiabetic activity was evaluated in
Wistar rats made diabetic by injection of streptozotocin (STZ) for 2 months. The wound healing
capacity of honey was measured at the level of wounds in diabetic and non-diabetic rats. To
assess the antiulcer power of honey and propolis, the ulcer was caused by an ulcerogenic
solution (HCl-ethanol) in Wistar rats for 7 days.

The analysis of the results of the physico-chemical parameters showed that the Algerian Sidr
honey meets international standards. This honey is made up of 37.27% of fructose, 29.23% of
glucose and 6.39% of sucrose and a total absence of maltose. Rich in polyphenols and
flavonoids (47.35 + 3.35 mg GAE / 100 g and 1.20 £ 0.20 mg QE / 100 g, respectively). This
richness in polyphenols has given Sidr honey significant antioxidant activity. Resveratrol,
chrysin, protocatechoic acid, caffeic acid phenyl ester (CAPE), and rutin were the major
phenolic compounds detected by HPLC. Oral administration of this honey at doses of 250,500
and 1000 mg / kg in our experimental model of diabetes has shown a hypoglycaemic effect and
leads to appropriate changes in lipid, hepatic and even pancreatic histology profiles. This honey
has significant wound healing activity in diabetic and non-diabetic rats. The macroscopic and
histological results have shown that honey at a rate of 1 and 2 g / kg has a gastro-protective
effect in ulcerative rats with a very high percentage of ulcer protection, thus inhibiting the

secretion of digestive juice and a decrease in its acidity.

Regarding propolis, the assay results for polyphenols and flavonoids were 102.30 £ 2.28 mg
GAE / ml and 41.61 = 0.59 mg QUE / ml, respectively. Antioxidant capacity was also tested
using the test of FRAP (594.11 + 6.94 pumolFeS04.7H20 / ml) and DPPH (0.54 + 0.05 (mg /
ml). Chrysin and the phenyl ester of caffeic acid were the dominant phenolic compounds in
propolis. The IC 50 results for a-amylase (0.62 = 0.00 g / ml) and a-glucosidase (40.40 £ 0.09
g/ ml) were also significant. The results of diabetes treatment with the doses of 750, 1500 mg

/ kg showed a decrease in blood sugar and an architectural improvement in pancreatic, hepatic



and renal tissues. Regarding the antiulcer effect, macroscopically and microscopically gastro-
protection was noted in the stomach in the treated rats (500 and 1000 mg / kg). An inhibition
of the secretion of digestive juice and a decrease in its acidity.

To conclude that the honey and the propolis studied have antioxidant, antiulcer and anti-diabetic

activities.

Keywords: honey, propolis, antioxidant, antiulcer, anti-diabetic, wound healing, HPLC.
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Introduction générale

Des molécules pro-oxydantes appelées radicaux libres sont produites quotidiennement dans
I’organisme. Ces derniéres sont controlées par les antioxydants. Toutefois, une production
excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut
déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant et entrainer un stress oxydatif (Papazian et Roch,
2008 ; Christophe et Christophe, 2011).

Il peut avoir diverses origines, telle que I’exposition aux radiations ionisantes (exposition
importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le contact avec certains
pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de certains médicaments,
la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de surcharger les réactions de
détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante (Poirier, 2004 ; Médart,
2009).

Les radicaux libres peuvent provoquer des dommages lorsqu’ils réagissent avec des composants
cellulaires importants, tels que ’ADN (Hadj Salem, 2009), les lipides (peroxydation), les
protéines (Jacob, 2007). Cette oxydation provoque des dommages sur tout 1’organisme,
accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, cancer,
diabete...) (Pincemail et Defraigne, 2003) et la dégradation des cellules et des tissus (Bonnet et
al, 2010).

Les ulcéres sont des lésions a la surface de la peau ou d'une muqueuse caractérisées par une
perte superficielle de tissu. Les ulceres sont plus fréquents sur la peau des membres inférieurs
et dans le tractus gastro-intestinal, bien qu'ils puissent étre rencontrés a presque n'importe quel
site. Il existe de nombreux types d'ulcéres tels que l'ulcére de la bouche, I'ulcere de 1'cesophage,
I'ulcére gastroduodénal et I'ulcére génital (Debyjit et al 2010). L'ulcere gastroduodénal est 1'un
des troubles gastro-intestinaux majeurs dans le monde et touche 10 % de la population mondiale
(Zapata-Colindres et al, 2006 ; Ribeiro et al, 2013).
Les ulcéres peptiques sont I'érosion de la muqueuse de I'estomac ou du duodénum (Debyjit et al
2010). Les ulceres se produisent lorsqu'un facteur quelconque provoque un déséquilibre entre
les facteurs agressifs gastriques (acide et pepsine) et les facteurs défensifs muqueux (mucus,
bicarbonate, barriere muqueuse, régénération cellulaire, flux sanguin et prostaglandines)
(Zakaria et al, 2011). Ces facteurs peuvent aller de causes naturelles (cancer gastrique),
d'infections (H. pylori) et de mode de vie (médicaments - anti-inflammatoires non stéroidiens,
alcool, stress et tabagisme) (Boudaoud-Ouahmed et al, 2016).
Le diabete est I'une des plus anciennes maladies connues de I'humanité dont I'effet dévastateur
augmente de jour en jour avec un niveau épidémique grave (Wild et al, 2004).
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Le diabete est une maladie métabolique chronique qui se caractérise par une augmentation de
la concentration du glucose dans le sang (Hyperglycémie). Chez les patients présentant un taux
de glucose entre 100 et 125 mg / dl indiquent pré-diabétique tandis que les personnes ayant un

taux de glucose supérieur a 125 mg / dl sont considérées comme diabétiques (Peters et al, 1996).

Cette hyperglycémie est la conséquence soit d’un défaut de sécrétion de I’insuline, soit d’une
diminution de son action, soit de ces deux anomalies associées(Wild et al,2004.), sous
I’influence de facteurs génétiques, social ou environnementaux (Imam, 2012).

En effet, le diabéte peut étre distingué en quatre types. Diabete Type I, est caractérisé par une
production insuffisante d’insuline (OMS, 2020) ou aucune production d’insuline a cause d’une
maladie auto-immune qui a provoqué la destruction des cellules-béta du pancréas (American
Diabetes Association, 2004). Il est appelé aussi le diabete insulinodépendant (DID) ou juvénile.
Diabete type II, résulte d’une mauvaise utilisation de I’insuline par I’organisme. Ainsi, Il est
connu sous le nom du diabéte non insulinodépendant (DNID) ou diabéte de la maturité. Diabete
gestationnel, apparaissant pendant la grossesse. Il se caractérise par une hyperglycémie avec
des valeurs supérieures a la normale, mais inférieures a celles posant le diagnostic de diabéte
(OMS, 2020) et finalement d’autres types spécifiques (Diabéte rénal (Medisite, 2017), Diabete
insipide (Kohler Ballan et al, 2012), Diabéte bronzé (Docteurclic, 2015)).

Le nombre total des gens diabétiques dans le monde devrait dépasser de 171 million en 2000 a
366 million en 2030 (Wild et al, 2004). Le diabéte représente un impact majeur sur les résultats
de cicatrisation des plaies. En 2004, selon I’OMS, plus de 150 millions de personnes dans le
monde souffraient de diabete. Son incidence augmente rapidement et on estime qu’en 2025, ce
nombre doublera.

Une plaie est une « rupture de la structure anatomique normale ou fonctionnelle de la peau.
(Hess et Kirsner, 2003). Il peut résulter d'une agression externe ou interne. Les plaies aigués
sont causées par des agressions externes, telles que des agressions mécaniques, un rayonnement
thermique, ultraviolet ou une radiothérapie (rayonnement gamma). En revanche, les plaies
chroniques (ulcéres de jambe, ulcére diabétique, escarres) sont en grande partie causées par une

agression interne sous la forme d'un compromis circulatoire.

La cicatrisation est un phénomene inflammatoire (Delverdier, 2002). Résulte d’une cascade de
processus physiologique, dont I’objectif est d’aboutir a une réparation de I’intégrité d’un tissu

endommagé par la formation d’une cicatrice (Chaput et al, 2012).
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Le processus de cicatrisation normale se fait en trois phases : une phase initiale de détersion
(vasculaire et inflammatoire), une phase de bourgeonnement avec formation du tissu de

granulation et une phase de maturation (Bruant-Rodier, 2005).

La cicatrisation chez le diabétique s'accompagne d'un retard dans la mise en place de la phase
inflammatoire essentiellement plus important aux niveaux des plaies (Moulin et Carvelle,
1993).

La prise en charge de 1’oxydation, du diabéte, des plaies ou d’ulcére parfois un régime
alimentaire sans ou avec I’administration de médicaments (antioxydants, antidiabétiques, anti
ulcéreux ou cicatrisant). Pourtant, ces médicaments actuellement disponibles mais pas
satisfaisants. Par ailleurs, ces médicaments sont colteux et dans certains cas, pas facilement
disponibles et peuvent-étre provoquer des effets indésirables. En raison de ces causes, un grand
pourcentage de la population a recours a la médecine alternative et complémentaire. Cette
médecine alternative au traitement des maladies utilise des préparations a base de plantes,
composants ou compléments alimentaires et d’autres produits naturels tels que les produits de
la ruche.

L’apithérapie, qui est I’art de soigner par les produits des abeilles, est 1’'une des alternatives
des plus anciennes et présentant un regain d’intérét pour ses différentes vertus connues
a ce jour. Elle fait intervenir les propriétés curatives présentes dans le miel, la propolis, la cire,
le pollen, la gelée royale et le venin d’abeilles qui sont bénéfiques a I’étre humain.

Le miel est considéré comme une substance sucrée fabriquée par les abeilles (Apis mellifera).
cette substance précieuse, offerte par la nature est connue et utilisée par I’homme depuis
I’antiquité .Ce produit noble de la ruche représente I'une de denrées alimentaires les plus
appréciées par ’homme et ceci grace a ses propriétés nutritives et thérapeutiques.

La propolis est une substance gommeuse et résineuse produite par la ruche, et dont les propriétés
thérapeutiques sont tres variées : antibactériennes, antivirales, antifongiques, antiparasitaires,
analgésiques, antioxydants, anti-inflammatoires, immunostimulantes, et méme anti-oncotiques.
Le présent travail a pour objectif, d’évaluer les effets antioxydant, antidiabétique, antiulcéreux
et cicatrisant du miel du Sidr Algérien et de la propolis.

- La premiere partie représente le miel et elle repartie également de deux sous parties, 1’une
comporte une synthése bibliographique sur le miel, et I’autre présentant la partie expérimentale
qui présente 1’évaluation des activité antioxydante, antidiabétique, antiulcéreuse et cicatrisante

du miel du Sidr Algérien.
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- laseconde partie est pour la propolis et elle est reparti aussi en deux, une sous partie comprends
la synthése bibliographique de la propolis et la deuxiéme consiste a 1’évaluer
expérimentalement. Les propriétés de la propolis évaluées sont les activités antioxydante,

antidiabétique et antiulcéreuse.



Premiere Partie :

Le Miel



Synthese Bibliographique
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1. Définition

Le miel est défini comme une substance naturelle sucrée fabriquée par les abeilles "Apis
mellifera” a partir du nectar des plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes de
plantes ou d'excrétions d'insectes butineurs déposées sur les parties vivantes de plantes, que les

abeilles butinent, transforment, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et
marir dans la ruche d’abeille (CAC, 2001).

2. Historique

La connaissance et l'utilisation du miel remontent aux temps les plus reculés de I'histoire de
I'Homme. Le miel est un aliment connu depuis longtemps : sur les parois de la caverne de
I'Araignée (cueva de arafia) pres de Valence en Espagne, des peintures préhistoriques
retrouves montrant que I'nomme pratiquait la cueillette d'essaims. Il connait aussi depuis la plus
haute Antiquité ses propriétés médicinales préventives et curatives qui ont été longtemps
utilisées empiriqguement. Des 2700 avant J.C., des tablettes d'argile meésopotamiennes
mentionnent le miel non pas comme un aliment, mais comme un médicament. Mille ans plus
tard, le papyrus d'Ebers écrit & Thébes, donne la formule d'un mélange de miel et de pain de
Saint Jean indiqué comme médicament propre a la diurese. Les égyptiens connaissaient bien le
miel dont ils se servaient mélangé a la propolis pour momifier leurs morts et les empécher de
se putréfier. lls l'utilisaient également pour panser les blessures et pour soigner les yeux. A
Babylone, des textes médicinaux assyriens font état de I'utilisation du miel en friction : "Tu
frotteras la bouche du malade avec du miel et du beurre purifié”. Les philosophes grecs
Démocrite et Pythagore, affirmaient que leur exceptionnelle longévité était due a leur
consommation réguliere de miel. Lors des jeux Olympiques les athletes buvaient de I'eau
miellée pour récupérer rapidement leurs forces. Les meédecins hindous déclaraient, il y a 5000
ans que les hommes ne s'alimentant que de lait et de miel pouvaient vivre 500 ans. Hippocrate
(460-377 avant J.C.), pere spirituel de la médecine, conseillait de prendre le miel pour but de
prolonger I'existence avec toute sa vigueur. Il faisait du miel un fortifiant de la vue, un reméde
contre les douleurs d'oreille et un cicatrisant efficace des plaies de toutes sortes. Nikandros de
Colophon (135avant J.C.) donnait des formules a base de miel : ce sont les fameuses thériaques.
Les armées napoléoniennes transportaient dans leurs campagnes du miel afin de soigner les
soldats blessés. Le miel est aussi le premier aliment sucré de I'Histoire avant la découverte de

la canne a sucre (Hoyet, 2005).
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Dans le Coran, la description du paradis mentionne la présence de riviéres de miel. dont le
systeme médical islamique considérait le miel comme une boisson saine (Hoyet, 2005).
En outre, le prophéte musulman Mohammad (SA) a recommandé 1’utilisation du miel pour le
traitement de la diarrhée (Molan, 2011).

Avicenne, le grand scientifique et médecin iranien, il y a pres de 1000 ans, avait recommandé
le miel comme 1’un des meilleurs remédes dans le traitement de la tuberculose (Asadi-Pooya,
2003).

3. Classification

L'appétence naturelle des abeilles pour tout ce qui est sucré les amene a butiner différentes
sources (Hoyet, 2005) de ce fait le miel provient des plantes par les abeilles a partir du nectar
recueilli dans la fleur, ou du miellat recueilli sur la plantes (Sanz et al, 2005). Le miel est

classifié selon son origine botanique en miel issue du nectar et du miellat.
3.1. Issue du nectar

Les plantes produisent le nectar pour attirer les insectes, le plus souvent, par des glandes situées
a la base des pétales, des étamines ou de 1’ovaire (Romano et Ticinese, 2009). Il est constitué
de 90% de sucre (principalement le saccharose, le glucose et le fructose), d’acides organiques,
de protéines dont des enzymes, des acides aminés, des substances aromatiques et des composés
inorganiques. Tous ces €léments vont donner au miel sa couleur et ses ardbmes (Hoyet, 2005).

3.2. Issue du miellat

Le miellat est un liquide sucré que butinent les abeilles et autres insectes sur les feuilles
et/ou I’écorce des plantes (des arbres, des arbustes et des céréales). Le miellat est une substance
excrétée par des Hémipteres parasites des végétaux (pucerons, cochenilles, cicadelles) qui se
nourrissent de la séve élaborée, riche en substances nutritives. La séve est digérée et filtrée dans
le tube digestif du parasite. Ils rejettent les excédents de sucres et d’eau sous forme de
gouttelettes sirupeuses. Le miellat ainsi formé tombe sur les feuilles, les aiguilles ou méme
sur le sol avant d’étre récolté par les butineuses (Apimondia, 2001 ; Marchenay et Bérard,
2007).

Lorsqu’il y a une abondance du nectar, les butineuses le préférent au miellat. Cependant, le
miellat est une source alimentaire intéressante quand les conditions climatiques sont
défavorables a la récolte du nectar (Clément et al. 2009). Il est composé de sucre

(principalement le saccarhose) avec de petites parts (0,2 a 1,8 %) de substances azotées (acides
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aminés, protéines), sels minéraux, acides et traces de vitamines, ou ces composants representant
90 & 95% de sa matiere seche. 1l contient différentes quantités de sucres, surtout du mélézitose
(Bogdanov, 2016).

4. Composition chimique

La composition du miel dépend de trés nombreux facteurs comprenant I’espéce végétale
butinée, la nature du sol, la race de 1’abeille, 1’état physiologique de la colonie, les conditions
environnementales et la compétence de I’apiculture (Azeredo et al, 2003 ; Jean-prost et Médori,
2005). Ses principaux constituants chimiques sont proches de ceux du nectar et du miellat
(Bogdanov et al, 2004).

Le miel est principalement composé de sucre (monosaccharides), plus précisément d’un
mélange de glucose (31%) et de fructose (38%). Il contient également de I’eau (17%) et environ
9% de disaccarides (maltose, saccharose), 1,5 % de trisaccharides (raffinose, maltotriose) et
3,5% d’autres composants (Bruneau, 2009) (tableau 01). Le miel de la ruche contient

approximativement 181 composeés (Al-Mamary et al, 2002). 1l renferme principalement :
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Tableau 01 : la composition chimique moyenne du miel d’aprés Hoyet, 2005

Composition Pourcentage(%) | Type de composeés | Composants principaux
Eau 152 20%
Hydrates de [ 75280 % Monosaccharides Glucose (33%)
carbone Fructose (39%)
Disaccharides Maltose (0,9%), Isomaltose,
Saccharose (2,3%)
Polysaccharides Erlose, Raffinose, (mélézitose),
(kojibiose), (dextrantriose),
(mélibiose)
Substances 1a5% Acides (0,1 2 0,5%) | Gluconique (0,1 a 0,4%),
diverses (maléique), (succinique),
(oxalique), (glutamique),
(pyroglutamique), (citrique),
(glucuronique), formique (0,01 a
0,05%)
Protéines et acides | Matieres albuminoides, matiéres
Aminés (0,2 a2%) | azotées, (proline), (tyrosine),
(leucine),(histidine),
(alanine),(glycine),(méthionine),
(acide aspartique)
Vitamines B,C, (A,D,K)
Enzymes provenant | Amylases o et B, gluco-
des glandes | Invertase, glucose oxydase
hypopharyngiennes
Enzymes provenant | (Catalase), (amylases),
du nectar (phosphatases)
Minéraux K, Ca, Na, Mg, Mn, Fe, Cu, (Co,
B, Si, Cr, Ni, Au, Ag, Ba, P, Cs)
Flavones Flavanol, catéchine, quercétine
Lipides Traces Acides gras (Acides palmitique, butyrique,
caprique, caproique, valérique)
Les substances indiquées entre parenthéses sont a I'état de traces ; les % sont donnés par rapport au
poids total du miel

4.1. Glucides

Les glucides représentent de 95 a 99% de la matiere séche des miels. Chaque miel

susceptible de contenir une bonne dizaine de sucres ce sont des mono, di,tri,ou polysaccarides

représentaient les 80% du poids total de miel. Deux d’entre eux ; le glucose et le fructose,

dominent nettement et représentent pres de 80 % (Gleiter et al. 2006). D’autres sucres tels que

le maltose 7,2%, le saccharose 1,5% et quelque oligosaccharide 4,2% sont présents dans le miel
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(Shin et Ustinol, 2005). Certains proviennent du nectar ou du miellat (d’origine végétale),
d’autres apparaissent seulement comme des produits secondaires apres transformation par les

enzymes de 1’abeille (Lequet, 2010).

La composition du sucre dépend principalement de ’origine botanique du miel (les types
de fleurs utilisées par les abeilles), origine géographique, et il est affecté par le climat, la

transformation et le stockage (Tornuk et al., 2013 ; Escuredo et al., 2014).

La teneur en saccharose des miels naturels est généralement plus basse (la limite maximale

est de 10%), souvent elle n’atteint méme des quantités mesurables (CODEX, 2001).

Il existe certaines différences végétales qui ont fournis le nectar ; les miels chataignier Castanea
sativa, de tilleul de bruyeére, de fleur d’oranger et de certains espéces de labiacées sont riches
en saccharose, par ailleurs les miels de colza, de trefle, de sarrasin sont pauvres en saccharose
(Guler et al, 2007).

Malgré les teneurs trés élevees de saccharose dans le nectar de lavande, il est rare de trouver
plus de 10% dans le miel. L’abeille est en effet capable de le transformer en glucose et en
fructose grace a I’enzyme de I’invertase. une relation étroite existe entre I’activité de
I’invertase et le pourcentage de saccharose résiduel dans le miel , les plus forte teneur en

saccharose son observee lorsque les colonie sont faible (Allipi, 2000 ).
4.1.1. Rapport fructose/glucose

Le fructose et le glucose dominent toujours ; le rapport des monosaccarides entre eux est la

caractéristique de certains miels (Shin et Ustinol, 2005).

Les miels contiennent des quantités a peu pres égales de ces monosaccarides, le fructose domine
Iégerement. En revanche, le miel élaboré par les abeilles butinant presque exclusivement de la
méme espéce végeétale, contient souvent plus de fructose que de glucose ou rarement

d’avantage de glucose que de fructose (Dailly, 2008).

Les miels riches en fructose restant longtemps liquides et ne cristallisent souvent qu’au bout de
plusieurs années. Les miels riches en glucose (F/G inférieur a 1 %) sont plus rares ; ils
cristallisent en général aussitdt aprés la récolte et parfois déja dans les rayons, comme

le miel de pissenlit el le miel de colza (Polus, 2008).
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4.2. Teneur en eau

L'eau est le deuxieme plus grand constituant du miel. Sa teneur peut varier de 15a 21 g/ 100 g
selon I'origine botanique du miel, le niveau de maturité obtenu dans la ruche, les technigques de
transformation et les conditions de stockage (Yicel & Sultanoglu, 2013). Ainsi que le Comité
du Codex Alimentarius sur les sucres (2001) qui stipule que la teneur en eau du miel ne doit
pas depasser 20 ¢g/100 g (20%) (Codex Standard for Honey, 2001). Elle est l'une des
caractéristiques les plus importantes, influencant les propriétés physiques du miel telles que la
viscosité et la cristallisation, ainsi que d'autres parameétres : couleur, saveur, goQt, densité,

solubilité et conservation (Escuredo et al, 2013).

Le pourcentage d’humidité dans le miel peut également varier dans les régions a forte humidité
relative, ou selon la saison, car le miel est plus susceptible de subir un processus de fermentation
pendant la saison des pluies que pendant la saison seche. L'humidité du miel peut également
augmenter pendant les opérations de transformation du produit, ainsi que les conditions de
stockage inadéquates, car le miel est hygroscopique et absorbe I'hnumidité de l'atmosphére
(Karabagias et al, 2014).

4.3. Protides

Les protides, représentés par les acides aminés et les protéines ne sont présents qu’en tres petite
quantité (environ 0,3%). Ce sont le nectar des plantes, les sécrétions de ’abeille et la présence
de grains de pollen qui apportent peptones, albumines, globulines et nucléoprotéines
(Domerego et al. 2009). Plus de 19 acides aminés sont présents. La proline et I’hydroxyproline,
sécrétée par les glandes salivaires de I’abeille, est présente dans tous les miels. De méme, en
retrouvant quasiment systématiquement 1’alanine, 1’acide glutamique, la glycine et la leucine.
Au contraire, le tryptophane n’est presque jamais présent ou seulement en infime proportion
(Oryan et Zaker, 1998). Le miel contient également une protéine d’intérét, la bee-defensin 1
(Kwakman et al. 2010).

4.4. Lipides

Le miel a contenu un certain nombre de lipides neutres, bien qu'en petites quantités (Kapoulas et
al, 1977). Les stérols forment la trés grande majorité des lipides présents dans les miels, en
trouvant sous forme de cholestérol libre et sous forme d’esters de cholestérol. Ces derniers
pouvant aprés consommation, devenir précurseurs d’hormones stéroidiennes. Les autres lipides

présents sont les triglycérides et les acides gras libres. (Apimonida 2001). Les lipides
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proviennent également des microparticules de cire qui composent le miel (Domerego et al.
2009).

4.5. Acides organique

Comme le miel contient naturellement des acides organiques, la détermination des acides dans
le miel est importante car ils sont probablement responsables de I'action antimicrobienne du
miel (Bogdanov, 1997). Bien que les acides organiques représentent moins de 0,5% du
constituant du miel, ils apportent des contributions importantes aux propriétés organoleptiques,
physiques et chimiques du miel (Mato, et al et al. 2006). Leur concentration varie dans une
large gamme selon l'origine du miel. Parmi les dix-sept acides organiques du miel (Crane,
1990), les acides organiques non aromatiques peuvent également étre utilisés comme
indicateurs de la fermentation et de I'activité antioxydante (Mato, et al. 2003). Le profil d'acides
organiques peut aider a distinguer les différents miels, selon leurs origines botaniques et
géographiques, et peut également étre utilisés pour protéger la détérioration du miel. Les acides
organiques habituellement présents dans tous les miels (acides tartrique, citrique, oxalique,
acétique, etc.) sont responsables de 1’acidité du miel et provenant soit du nectar, soit des
sécrétions des abeilles. Cette acidité est principalement attribuée a I'acide maléique, bien qu'il

ne soit pas le principal acide organique du miel (Root et Root, 2005).
4.6. Minéraux et les oligo-éléments

Le miel est un aliment qui apporte de nombreux oligo-éléments qui sont indispensables a la
santé de I'nomme en participant au bon fonctionnement de 1’organisme (Hoyet, 2005) et en
représentant 0,26% de sa composition chimique. Parmi les minéraux qui se trouvent dans le
miel, le potassium en représente environ la moitié (Bruneau, 2009). Tandis que le phosphore,
calcium, soufre, magnésium, manganese, silicium, bore, fer, zinc, cuivre et baryum sont
également retrouvés en plus ou moins grande quantité dans le miel (Hoyet, 2005). Plus de 30
oligoéléments ont été decouverts (Stocker et al. 2005). Suivant leurs origines florales, les miels
présentent des concentrations variables en oligo-éléments (Hoyet, 2005). En régle générale, les
miels de miellat contiennent deux fois plus de minéraux que les miels de nectar (Bruneau 2009).
Plus un miel est foncé, plus il est riche en minéraux (Huchet et al. 1996). La teneur et la nature

des minéraux dépendent du type de sol (Domerego et al. 2009).
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4.7. Enzymes

De nombreuses enzymes existent dans le miel. Elles proviennent soit des nectars (origine
végeétale), soit des sécrétions salivaires des abeilles (origine animale) (Hoyet, 2005 ; Domerego
et al. 2009).

Apportées par la salive :
- Invertase : responsable de I’hydrolyse du saccharose en fructose et glucose
- Amylase : catalyse I’hydrolyse de I’amidon en molécules de glucose

- Glucose-oxydase : catalyse 1’oxydation du glucose en acide gluconique, ce qui produit du

peroxyde d’hydrogene

Apportées par le nectar :

- Catalase : responsable de la dégradation du peroxyde d’hydrogéne
- Phosphatases

Ces enzymes étant thermolabiles, leur présence ou leur absence peut servir d'indicateur de

surchauffe du miel (Hoyet, 2005) car elles sont dénaturées par chauffage (Apimondia 2001).
4.8. Vitamines

Le miel contient de petites quantités de vitamines, en particulier le complexe de vitamines B,
qui proviennent des grains de pollen en suspension. Les vitamines présentes dans le miel
comprennent la thiamine (B1), la riboflavine (B2), l'acide nicotinique (B3), l'acide
pantothénique (B5), la pyridoxine (B6), la biotine (B8 ou H) et I'acide folique (B9). La vitamine
C est également présente en provenant le plus souvent du nectar des menthes. Ainsi que les
vitamines liposolubles A, D, E et K sont présentes de facon virtuelle. Ces vitamines présentes
dans le miel sont préservées en raison du faible pH du miel (Apimondia 2001 ; Hoyet, 2005 ;

Domerego et al. 2009 ; Bonté et Desmouliére, 2013).
4.9. Composées phénoliques

Les composés phénoliques présents dans le miel ont été utilises comme marqueurs floraux et
ont également accru l'intérét porté a I'étude de l'activité antioxydante attribuée a ces composés
en raison de leur capacité a piéger ou a réduire la formation de radicaux libres (especes réactives
de l'oxygéne - ROS). Certaines études montrent que les flavonoides pourraient protéger les

lipides contre lI'oxydation de la membrane cellulaire (Sghaier et al, 2011). Les principaux
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composants fonctionnels du miel sont les flavonoides. Ils peuvent contribuer de maniére
significative a l'activité antioxydante totale du miel, apportant des effets bénéfiques pour la
santé humaine (Alvarez-Suarez et al, 2012).

Les composés phénoliques dans le miel sont l'acide vanillique, l'acide caféique, l'acide
syringique, I'acide p-coumarique, I'acide férulique, la quercétine, le kaempférol, la myricétine,
la pinobanksine, la pinocembrine, la chrysine, I'acide ellagique, la galangine, l'acide 3-
hydroxybenzoique, I'acide chlorogénique, l'acide 4-hydroxybenzoique, acide rosmarinique,
acide gallique, hespérétine, acide benzoique et autres (Trautvetter et al, 2009 ; Alvarez-Suarez
etal., 2012).

4.10. Pigments

Les pigments participent dans une moindre mesure a la coloration des miels, ce sont les
caroténoides et les Flavonoides (EI-Hady et Hegazi 2001). La quantité et le type de flavonoides
varient selon la source florale. En régle générale, plus les miels sont foncés, plus ils en sont
riches (Bonté & Desmouliere, 2013).

4.11. Composés volatile

L'ardme du miel est produit par des mélanges complexes de composés volatils, qui peuvent
différer selon le nectar, les conditions de transformation, l'origine et le stockage. Les miels
unifloraux ont une saveur particuliére de la plante, due a la présence de certains composés
organiques volatils des nectars (Castro-Vazquez et al, 2007). Les composés volatils du miel ont
leur origine dans différentes sources, comme le transfert de composés volatils de la plante, par
exemple. D'autre part, les abeilles peuvent également produire ou convertir des constituants
végétaux en d'autres composes aux propriétés volatiles. De plus, ces composés peuvent étre
affectés par le traitement post-récolte, du fait de la présence de micro-organismes (lglesias et
al, 2006 ; Barra et al, 2010). Des mélanges complexes de composés volatils de différentes
familles chimiques sont présents dans le miel avec des concentrations tres faibles (Pontes et al,
2007).

5. Caractére physicochimique
5.1. Activité en eau

L'activitée de l'eau (et non la teneur en eau) est le facteur le plus déterminant pour la
conservabilité d'une denrée alimentaire (Ruegg et Blanc, 1981). L’activité de 1’eau est définie

comme le rapport de la pression de vapeur d’eau de I’aliment (p) sur la pression de vapeur
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d’eau de I’eau pure (p0) ala méme température. Ce parametre dépend de la teneur en eau libre
et varie de 0,5 a 0,65 dans le miel. Au cours de la cristallisation, le miel montre une activité de
I’eau plus éleve (Gleiter et al, 2006).

5.2. Acidité et le pH

Le pH du miel est compris entre 3,2 et 4,5 et I'acidité naturelle du miel inhibent la croissance
des micro-organismes, car le pH optimal pour la plupart des organismes se situe entre 7,2 et 7,4
(Suérez-Luque et al, 2005 ; Karabagias et al, 2014). D'autre part, la détermination du pH
pourrait également étre corrélée avec d'autres paramétres d'authenticité pour vérifier les
adultérations (Ribeiro et al, 2014).

L'acidité libre est un paramétre important lié & la detérioration du miel. Elle se caractérise par
la présence d'acides organiques en équilibre avec la lactone, des esters internes et certains ions
inorganiques tels que les phosphates, les sulfates et les chlorures (Moreira et al, 2007). Le
Comité du Codex Alimentarius sur les sucres (2001) autorise une valeur maximale de 50,00
meqg/kg pour I'acidité libre. Des valeurs plus élevées peuvent indiquer une fermentation des
sucres en acides organiques. Cependant, la présence d'acides organiques, d'origine
géographique et de saison de récolte différents peut affecter I'acidité des miels (Codex Standard
for Honey, 2001 ; Tornuk et al, 2013).

5.3. Densité et viscosité

La densité du miel est relativement élevée. Elle est variée entre 1,40 et 1,45 g/cm? (Bogdanov
et al, 2003). C'est une donnée tres utile pouvant étre utilisée pour mesurer la teneur en eau des

miels. On peut admettre une moyenne de 1.4225 a 20°C (Emmanuelle et al, 1996).

La viscosité du miel varie en fonction de la teneur en eau, de la composition chimique et de la
température a laquelle il est conservé ; par ailleurs, les sucres contenus dans le miel peuvent
cristalliser en partie sous l'influence de certains facteurs (température, agitation, composition
chimique), entrainant alors une modification compléte de son aspect mais sans rien changer a
sa composition (Donadieu, 1978). A 35°C, tous les miels sont fluides. Certains sont thixotropes
(c'est a-dire que ces miels lorsqu'on les agite deviennent liquides mais reprennent leur viscosité
premiére apres repos) comme ceux d'Erica et surtout de Calluna. 1ls ont une viscosité anormale,

leur consistance étant celle d'un gel (Hoyet, 2005).
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5.4. Brix et Conductivité électrique

La teneur en cendres est une mesure de qualité qui évalue la teneur en minéraux présents dans
le miel. La teneur en minéraux peut indiquer une pollution environnementale et une origine
géographique, car la teneur depend du type de sol utilisé pour les fleurs a partir desquelles le
nectar a été récolté (Suarez-Luque et al, 2005 ; Karabagias et al, 2014). Il peut également étre

utilise comme parameétre pour évaluer la valeur nutritionnelle des miels (Alves et al, 2013).

Bien que le Comité du Codex Alimentarius sur les sucres (2001) ne fournisse pas de valeur
standard pour ce parameétre, des études ont montré que la teneur moyenne en cendres dans le
miel est de 0,17 % (p/p), variant entre 0,02 % et 1,03 % (p/p). (Chakir et al, 2011). La teneur
en minéraux est liée a la couleur et a la saveur du miel, avec une teneur en minéraux plus élevée
conduisant a une saveur plus foncée et plus forte (Escuredo et al, 2013 ; Karabagias et al, 2014),
qui sont des caractéristiques attrayantes pour sa consommation. Il existe géenéralement une
corrélation positive entre la couleur, la teneur en minéraux et la conductivité électrique du miel
(Karabagias et al, 2014).

La conductivité électrique du miel est liée a la teneur en cendres (teneur minérale) et a l'acidité
(Ycel et Sultanoglu, 2013) ; ainsi, plus leur teneur est élevée, plus la conductivité résultante
est élevée. C'est un indicateur souvent utilisé dans le contréle qualité du miel qui permet de

distinguer les miels floraux des miels de miellat (Karabagias et al, 2014).
5.5. Couleur

La couleur est le premier caractéere attrayant du miel et, en tant que tel, est trés important pour
la commercialisation. C'est un parameétre important dans la qualité, I'acceptation et la préférence
des consommateurs (Silva et al, 2016). Elle est variée dépend de 1’origine botanique, de la
teneur en cendre et de la température (Gambaro et al, 2007). Plus il est clair, moins il est
riche en minéraux et inversement (BLANC, 2010). Les miels sont divisés en sept catégories
de couleurs (Alvarez, 2010), elle va du jaune tres pale (presque blanc) au brun tres foncé
(presgue noir) en passant par toute la gamme des jaunes, oranges, marrons et méme parfois des

verts ;mais le plus souvent le miel est blond (Donadieu, 1978).
5.6. Hydroxyméthyl-Furfural (HMF)

La teneur en 5-HMF est présentée comme une indication de la détérioration du miel (Silva et
al, 2016). Elle variait entre 0 et 4,12 mg.kg™, ce qui peut étre considéré comme du miel frais

(Tornuk et al. 2013). Le 5-HMF est formé par la décomposition de monosaccharides ou la
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réaction de Maillard, lorsque le miel est chauffé ou stocké pendant une longue période. Au fur
et a mesure que la température de traitement thermique et la durée de stockage augmentent, la
concentration de 5-HMF augmente de maniere significative (Rizelio et al. 2012). Cette teneur
en 5-HMF ne donne qu'une indication de surchauffe ou de conditions de stockage inadéquates.
De plus, le 5-HMF peut également se former a basse température, méme dans des conditions
acides, pour les réactions ultérieures de déshydratation des sucres (Castro-Vazquez et al, 2007 ;
Tornuk et al, 2013 ; Barra et al, 2010). Une teneur éleveée en 5-HMF dans les miels peut
également étre une indication de falsification en ajoutant du sirop inverti, car le 5-HMF peut
étre produit en chauffant des sucres en présence d'un acide a I'inversion du saccharose (Ycel
et Sultanoglu, 2013).

6. Conservation et Sécurités a prendre en compte

Le miel doit étre stocké a 1’abri de la lumiére, de I’humidité et de la chaleur. Car, la lumiére
provoque une modification des facteurs antimicrobiens et de certaines enzymes. Ainsi que,
I’humidité (le miel étant hygroscopique) provoque une dilution du miel et I’apparition de deux
phases : la partie supérieure a teneur en eau plus élevée. Les levures présentent dans le miel
deviennent capables de se développer et des fermentations ont lieu. La chaleur excessive
(supérieure a 40°C) provogue également une dégradation des sucres. Le fructose est transformé
en hydroxy-méthyl-furfural, le miel perd des arbmes, I’acidité augmente et les enzymes se
dénaturent. Donc, pour conserver ses propriétés curatives et organoleptiques, il doit étre
conservé idéalement dans un récipient hermétique, a 14°C, a 1’abri de la lumiére, dans un
endroit sec et aéré. Mieux vaut I’utiliser dans 1’année pour bénéficier de ses qualités

(Apimondia 2001 in GHARBI, 2011).
A. Pasteurisation

Pour certains miels, la teneur en eau est supérieure a 17%. Elle est de 23% pour le miel de la
bruyere Calluna (Huchet et al. 1996). Dans un milieu ou la teneur en eau est supérieure a 19%,
les levures s’y développent et fermentent les sucres en acides. Il est donc nécessaire de rendre
ces miels exempts de levures et d’autres germes. La pasteurisation est un moyen. Elle consiste
a faire chauffer le miel a 78°C pendant 5 a 7 minutes et a le refroidir rapidement. Les levures

sont tuées, les cristaux primaires de glucose sont refondus (Domerego et al 2009).

Cependant, Gonnet et son équipe a I’INRA, ont montré que la pasteurisation détruit environ
30% de I’invertase et 25% de I’amylase. La transformation du saccharose en glucose et fructose

ne se fera plus aussi bien et le taux d’hydroxyméthylfurfural augmente (in Jean-Prost 2005).
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B. Irradiation aux rayons y

L’irradiation aux rayons vy, a 25 kGray (kGy) est la méthode employée pour obtenir des miels a
destination médicale, exempts de germes (formes végétatives ou sporulées). Cette technique de
stérilisation ne dégrade pas les composants antibactériens du miel et abaisse la charge
bactérienne tres significativement. Des miels contenant 1.000 et 10.000 spores de Clostridium
perfringens et C. tetani par gramme ont été traités a 25 kGy de rayons vy et ont ensuite montré
une stérilité totale (Molan et al len 1996 ; Tomczak 2010).

C. Microfiltration

La microfiltration n’est pas possible si le but est de désinfecter le miel. En effet, la viscosité de
ce produit ne permet pas un passage simple a travers le maillage. Par contre, en ce qui concerne
les plus grosses particules, cette méthode est possible. Le miel contient en effet de fines
particules de cire, des grains de pollen et quelques fois des débris de la ruche passés au travers
de I’étape de filtration/épuration. Si le miel est utilisé dans le cadre de pansements, ces
particules peuvent provoquer le développement de granulomes inflammatoires. Les procédures
de filtration avec des mailles de 50 pm permettent de filtrer la plupart des impuretés (Molan
2009 in Tomczak 2010).

7. Propriétés thérapeutiques du miel

Le miel est utilisé depuis longtemps par I'nomme pour ses vertus nutritionnelle et thérapeutique.
Ces derniers ont été affirmés par beaucoup de chercheurs, dont ils ont évalué beaucoup
d'activités biologiques, en déterminant les compositions chimiques responsables d’elles, ainsi

que les différents types du miel et la relation avec ses origines botaniques. Parmi ces activités :
7.1. Action energétique et nutritionnelle

Le miel a une valeur énergétique d’environ 350 kcal/100g. Les sucres simples directement
digestes, les vitamines et les minéraux qu’il contient en font un aliment de grande qualité. Chez
I’homme, il est associé a la pratique sportive ou il assure un meilleur rendement physique,
prolonge I’effet d’endurance, permet une plus grande résistance a la fatigue. Il est également
recommandé en cas de carence en tant que complément alimentaire, pour I’assimilation d’autres
éléments (Donadieu 1984 in Apimondia 2001). Le saccharose utilisé pour le sucre de cuisine a
une valeur calorique de 400 kcal/100g. Son pouvoir sucrant est moins important que celui du
miel : pouvoir sucrant de 1,0 contre 1,3 pour le miel (Domerego et al. 2009).
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7.2. Action anti-inflammatoire

Selon Tomczak (2010) ; Van Den Berg et al. (2008), le miel joue un réle anti inflammatoire.
Lorsqu'une agression infectieuse (bactérie, virus, levures...), chimiques (antigenes,
allergénes,...), ou physique (traumatismes, corps étrangers, radiations...) se produit dans notre

organisme, aussitot une réaction de défense se met en place : c'est I'inflammation.

Dans une étude menée en 2003 par Al-Waili, des patients souffrant de psoriasis et de dermatite
atopique ont été traités grace a une mixture composee en quantités égales de miel, de cire
d'abeille et d'huile d'olive. Il a montré que le miel réduit les cedémes, les exsudats ainsi que les

douleurs engendrés par les lésions cutanées.

Abuharfeil et al (1999) ont montré que des cultures in vitro de lymphocytes B et T ont une
prolifération accrue en présence de miel. Ils ont aussi constaté que les phagocytes étaient activés

in vitro par le miel.
7.3. Action immunostimulatrice

L’administration orale du miel a différents doses (10 ; 100 ou 1000 mg/100g du poids corporel)
chez des souris ont induit une augmentation des cellules de la moelle osseuse et des
macrophages péritonéaux. Les capacités de phagocytose des macrophages et les fonctions des

lymphocytes B et T ont également été augmentées (Attia et al. 2008).
7.4. Action antibactérienne

L'activité antibactérienne du miel est bien documentée, cette activité est principalement due a

son faible pH, son fort osmolarité et I'accumulation de peroxyde d'hydrogéne.

Le pouvoir antibactérien du miel a été attribué a son fort effet osmotique, a son pH
naturellement bas (Kwakman et Zaat, 2012), a sa capacité a produire du peroxyde d'hydrogene
qui joue un réle clé dans I'activité antimicrobienne du miel (Ka¢aniova et al, 2011 ; Wahdan,

1998) et des facteurs phytochimiques.

Le miel a été testé sur des souches bactériennes présentant des résistances aux antibiotiques.
Cooper et al. (2002) ont realisé une etude qui démontre I'efficacité in vitro du miel de Manuka
et du miel pasteurisé sur une souche de Staphylococcus aureus résistante a la Méthicilline ainsi
que sur des souches d'entérocoques résistant a la vancomycine. Le miel est également capable

d'inhiber la croissance d'Helicobacter pylori (Osato et al, 1999 ; Al Somai et al, 1994).
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7.5. Action antivirale

Le miel a une action antivirale in vitro sur le virus de la rubéole (Zeina et al. 1996). De méme,
in-vivo, le miel utilis¢ dans 1’étude de Al-Waili (2004) a révélé une activité antivirale
importante sur des 1ésions dues au virus de I’herpés simplex labial et génital chez ’homme. Il
diminue de 35% la durée de l'attaque de I'herpés. Avec le miel, les douleurs de I'herpes sont
calmées plus vite, les crodtes se forment plus rapidement et la guérison est constatée plus tot

qu'avec l'acyclovir®.
7.6. Action antifongique

Al Waili (2004) a montré que le miel a une action antifongique sur le Mycoses cutanées, dues
notamment a Pytiriasis versicolor et a Epidermophyton inguinale, ont été traités trois fois par
jour avec une mixture composée a parts égales de miel, d'huile d'olive et de cire d'abeille.

Il a également une efficacité comparable aux antifongiques classiques sur des candidoses
vaginales provoquees par Candida albicans. Les concentrations en miel utilisé pour traiter des
mycoses sont plus élevées que pour obtenir un effet antibactérien (Obaseiki-Ebor et Afonya,
1984).

Ahmed (2013) a montré que tous les miels testés dans son étude possédent une activité
inhibitrice vis-a-vis des deux levures testées (Candida. albicans ATCC 10231 et de

Rhodotorula sp.).
7.7. Action anticancéreuse

Attia et al (2008) ont montré que 1’administration orale du miel (10 ; 100 ou 1000 mg/100g de
poids corporel) chez les souris a présenté une action préventive in-vitro et in-vivo sur le
développement de la tumeur «Ehrlich ascites tumor ». La prolifération tumorale et la viabilité

des cellules tumorales ont été inhibées (Attia et al. 2008).

Orsoli¢ et al. (2003) ont également trouve que, 1’administration du miel quotidiennement par
voie orale chez des souris et des rats orale pendant 10 jours avant I’inoculation de cellules

cancéreuses de carcinome mammaire et colique a permis d’inhiber la formation de métastases.

Des chercheurs Japonais (Swellam et al, 2003) se sont intéressés au pouvoir antinéoplasique du
miel in vitro et in vivo. lls ont cultivé des lignées de cellules tumorales responsables de cancers

de la vessie chez I'nomme mais aussi chez les souris et les ont mis en présence de différentes
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dilutions de miel. Le miel inhibe in vitro la croissance de ces cellules cancéreuses Le miel

semble capable de provoquer I'apoptose des cellules cancéreuses.

Cet effet in vitro est dépendant de la lignée cellulaire et de la concentration en miel. Les
chercheurs ont provoqué chez des rats et des souris des Iésions cancéreuses au niveau de leur
vessie. lls ont conclu que I'administration de miel dilué a un effet inhibiteur sur la croissance
de tumeurs vésicales provoquées chez des rats et des souris ; il inhibe aussi la croissance de

certaines lignées cellulaires cancéreuses murines et humaines
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Notre travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de

Pharmacognosie et Api-Phytothérapie de 1’université de Mostaganem.

1. Echantillonnage

Le miel de Sidr a été provenu d’une zone steppique Algérienne (des haut-plateaux) « Djelfa »
obtenu par un apiculteur expérimenté en 2018 (Figure 1 et 2). La saison des récoltes était en
été. Cet échantillon a été recueilli dans un récipient hermétique stérile et conservé dans un

endroit sombre et sec, a température ambiante.

Figure 1 : Miel du Sidr
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Figure 2 : la carte présente le lieu de récolte de miel du Hassi Bahbah, Djelfa, Algérie (Bing
Cartes, 2021).
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2. Analyses physico-chimiques

Les principaux parametres de qualité pour qualifier et distingué le miel sont la coloration,
I’humidité, la conductivité électrique, le pH et 1’acidité, le spectre de sucres, la teneur en
hydroxyméthylfurfural (HMF), I’activité de I’amylase également appelé indice diastasique et
’activité de I’invertase (Bogdanov et al. 1997). Les caracteres physico-chimiques du miel du
Sidr étudiés sont les suivants : teneur en eau, conductivité electrique, pouvoir rotatoire, mesure

du pH, matiere séche (Degré Brix), proline, spectre des sucres.
2.1. Teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée par la mesure de I’indice de réfraction a 20 °C a 1’aide d’un

réfractométre de type Atago, Tokyo, Japon (Bogdanov, 2002).
2.2. Conductivité électrique

La conductivité électrique a été déterminée par un conductimetre (WTW inoLab Cond/720,
Allemagne). Les mesures sont effectuées a 20 °C dans une solution aqueuse du miel. La lecture
est faite directement aprés immersion de la cellule dans la solution. Les résultats sont

exprimeés en milli Siemens par centimétre (mS/cm).
2.3. Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est déterminé selon la méthode de Bogdanov et al. (1997). elle a été
mesurée a l'aide d'un polarimetre (Beta PPP7, Angleterre).

2.4. Mesure du pH

Le pH a été mesuré a l'aide d'un pH-métre (WTW, inoLab). La valeur du pH est directement

lue sur I’écran de 1’appareil.

2.5. Matiere séche (Degré Brix)

Le Brix a été mesuré a l'aide d'un réfractometre de type Atago, Tokyo, Japon.
2.6. Proline

La teneur en proline a été mesurée par dosage spectrométrique (Ough, 1960).
3. Spectre des sucres

A propos de I'analyse du sucre de I'échantillon de miel, elle a été réalisée avec un détecteur de

réfraction (RID) par HPLC (Elite LaChrom, Hitachi, Japon) et sur une colonne phase-amide
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(200/4.6 Nucleosil 100-5 NH2). Analyse qualitative et quantitative du sucre ont été réalisées
avec la méthode décrite par Ozturk et al (2007). Les courbes d'étalonnage de tous les sucres
analysés étaient comprises entre 0,994 et 1 000.

4. Analyse des composés phénoliques par RP-HPLC-UV

Dix-neuf des standards phénoliques, qui ont été mentionnés ci-dessous, ont été utilisés dans
cette étude. Les analyses ont été effectuées par UV-HPLC en phase inverse (Elite LaChrom
Hitachi, Japon). Les analyses ont été réalisées en utilisant la colonne C18 en phase inverse (150
mm x 4,6 mm, 5 um ; Fortis) et en appliquant le programme de gradient avec de I'acétonitrile,
de I'eau et de I'acide acétique. Un programme de gradient contenant 2 % d'acide acétique (dans
de I'eau pure) dans le réservoir A et 70-30 % d'acétonitrile-eau pure dans le réservoir B a été
appliqué. De plus, le volume d'injection des échantillons et des standards a été ajusté a 25 pl, le
débit de la phase mobile a 0,75 mL/min et la température de la colonne dans le four a colonne
a 30 °C. Le profil phénolique a été déterminé selon Can et al, 2015. Les valeurs d'étalonnage

pour tous les composés phénoliques sont compris entre 0,998 et 0,999.

Les Dix-neuf standards phénoliques sont: catéchine, épicatéchine, rutine, daidzéine, myricétine,
lutéoline, hespérétine, chrysine, pinocembrine, acide protocatéchuique, resvératrol, acide
syringique, acide gallique, acide p-OH benzoique, acide caféique, acide férulique, acide p-

coumarique, acide t- cinnamique, ester phénylique de I'acide caféique (CAPE).
5. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La quantité des composés phénoliques total de 1’échantillon du miel a été¢ mesurée a l'aide de
méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al, 1999). 680 uL d'eau distillée, 20 pL d'échantillon
de miel dilué, 400 uL de réactif 0,5 N Folin-Ciocalteu et 400 puL de Na,COs (10 %) ont été
ajoutés dans le tube a essai et apres 2 heures d'incubation a température ambiante, I'absorbance
a eété mesurée a 760 nm. Tous les tests ont été étudiés en triple. L'expression des resultats était

en mg d'équivalents d'acide gallique (EAG) pour 100 g de miel.
6. Détermination de la teneur en flavonoides

Les teneurs totales en flavonoides du miel de Sidr ont été mesurées par la méthode de Fukumoto
et Mazza (2000). En premier lieu, des graphiques d'étalonnage standard ont été préparés en
utilisant un standard de quercetine de 0,015625 a 0,50 mg/ml. En deuxieme lieu, 4,3 ml de
méthanol absolu, 0,1 ml d'’Al (NOs)3z a concentration de 10 %, 0,1 ml de NH4CH3COO a 1M

sont mélangés dans un tube a essai et incubés a température ambiante pendant 40 minutes. Les
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valeurs d'absorbance sont lues a 415 nm. Les résultats ont été calculés en mg QAE (Quercétine

Equivalent)/100 g de miel.
7. Evaluation in vitro de I’activité antioxydante
7.1. Méthode de réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

La capacité antioxydante totale a été déterminée par la réduction du complexe ferrique
tripyridyltriazine (Fe-I1I-TPTZ) (Benzie et Strain 1996). Le réactif FRAP contenait 25 ml de
tampon acétate 300 mM (pH 3,6) avec 2,5 ml de solution TPTZ 10 mM dans HCI 40 mM et
2,5 ml de solution FeClz.6H20 20 mM. Dans un tube & essai, 3 mL de réactif FRAP frais et 100
pl d'échantillons ont été mélangés et incubés pendant 4 min a 37°C. L'absorbance a été lue a
593 nm contre un blanc réactif contenant de I'eau distillée. FeSO4.7H20 a éteé utilisé comme
standard pour construire une courbe de référence (de 31,25 a 1000 uM). Les valeurs FRAP ont

été exprimées en pmol FeSO4.7H.0 équivalent gramme d'échantillon.

7.2. Méthode de piégeage du radical libre DPPH
Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazil) est un radical libre stable qui posséde une

coloration violette foncée, une fois réduit, il devient jaune pale. Cette derniére est due

aux molécules responsables du pouvoir antioxydant présent dans le miel.

Cette capacité est mise en évidence par une méthode spectrométrique en suivent la disparition
de la couleur violette de la solution contenant le DPPH. Le pouvoir antioxydant sera comparé
par la suite avec des antioxydants de synthese.

Le piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) a été dissous dans du
méthanol a 0,1 mM. Dans un tube a essai, 750 pL de solution de miel diluée et 750 ml de DPPH
dissous ont été mélangés et incubés pendant 50 min dans I'obscurité. La disparition de la couleur
a été contr6lée a 517 nm. Les résultats ont été exprimés en concentrations de piégeage (SC50)
(mg/ml) que les valeurs de SC50 représentaient la concentration d'extrait (mg/ml) nécessaire

pour inhiber 50 % des radicaux (Molyneux, 2004).
8. Evaluation des activités biologiques étudiées in vivo

8.1. Animaux d'expérimentation

Tous les animaux utilisés dans la partie expérimentale in vivo ont été des rats de souche Wistar,

obtenus aupres de l'institut Pasteur d'Alger. Ceux-ci ont été élevés dans laboratoire de recherche

24



Miel : Matériels et Méthodes

de pharmacognosie et Api-Phytothérapie (LPAP) de I'Université de Mostaganem. Toutes les
procédures et protocoles expérimentaux utilisés dans cette étude ont été approuvés par le
Comité institutionnel d'éthique animale (1205/c/08/CPCSEA, 21.04.08).

Les animaux ont été autorisés a s'adapter aux conditions de laboratoire avant le début de
I'expérience. Tous les rats ont été maintenus dans des conditions standard (température de 25 +
2 °C et dans un cycle lumiére-obscurité de 12 :12 h/jour) pendant la période d'étude. Ils étaient

nourris avec un régime standard et avaient un libre accés a I'eau de robinet.
8.2. Test de toxicité

Afin d'éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était nécessaire de

réaliser des essais de toxicité.

Le principe de ce test est d’observer 1’apparition des signes de toxicité, changement de
comportement : rigidité, sommeil, et mort ou autres manifestations. Ces observations sont

¢tablies pendant les premiéres 04 heures et réguliérement jusqu’ a 24 heures puis on a suivi

pendant 14 jours (OECD, 2008).

Ce test a été réalisé sur un effectif de 9 rats Wistar pesant (200 + 20 g), répartis en trois lots de

3 rats pour chacun. La solution du miel a été administrée par voie orale (gavage).

e Lot 1: Recoit la solution du miel & raison de 250 mg/kg.
e Lot 2 : Recoit la solution du miel a raison de 500 mg/kg.

e Lot 3: Recoit la solution du miel & raison de 1000 mg/kg.
8.3. Evaluation de ’activité anti diabétique in vivo

Un effectif de 30 rats males, d’un poids corporel variant entre 200 et 300 g provenant a été

choisi pour cette activité.
8.3.1. Induction du diabete

Le diabete a été induit chez des rats mettre a jeun pendant 6 a 8 heures, en utilisant l'injection
intrapéritonéale (IP) d'une solution de streptozotocine (STZ) fraichement préparée a une seule

dose de 65 mg/kg (Furman, 2015).Le groupe témoin a regu le tampon citrate de sodium.

Les groupes expérimentaux : D, DSH1 (1000mg/kg), DSH2 (500 mg/kg), DSH3 (250mg/kg)

et DM sont devenus diabétiques dans les 48 heures suivant I'administration de streptozotocine
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(STZ). Le diabéte a eté laisseé se développer et devenir stable chez ces rats traités a la STZ sur

une période de 2 semaines (Adewole et Caxton-Martins, 2006 ; Adeyemi et al, 2010).
8.3.2. Groupes expérimentaux et traitement

Les rats ont été repartis selon leurs poids corporels en six groupes de cing chacun et ont recu

les traitements suivants :

« Groupe C : rats non-diabétique ont recu de I'eau distillée par voie orale.

 Groupe D : Rats diabétiques ont recu de I'eau distillée par voie orale.

» Groupe DSH 1 : Rats diabétiques traités par le miel de Sidr par voie orale a raison de 1000
mg/kg.

» Groupe DSH 2 : Rats diabétiques traités par le miel de Sidr par voie orale (500mg/kg).

» Groupe DSH 3 : Rats diabétiques traités par le miel de Sidr par voie orale (250mg/kg).

» Groupe DM : rats diabétiques traités par la Metformine® par voie orale (33,33 mg/kg).

La solution du miel a été fraichement préparée et administrée 2 semaines apres que les rats ont
été considérés comme diabétiques (taux de glucose supérieurs a 250 mg/dl). Cette solution a
été administrée quotidiennement par voie orale (gavage) pendant 4 semaines. Le poids corporel
et la glycémie ont été mesurés a des intervalles de sept jours aprés un jeine de 6 heures au cours
de la période d'étude de 8 semaines. Le sang a été préleve a partir de I'extrémité de la veine
caudale de la queue aprés un je(ne de 6 heures et la glycémie a été déterminée par un glucomeétre
(vital checks®). Le poids corporel a été noté en méme temps a 1‘aide d’une balance électronique

(Sartorius, Gottingen, Allemagne). La consommation d’eau a été mesurée chaque jour.

A la fin de I’expérimentation, les rats ont été sacrifiés aprés mises a jeun durant 6 heures. Le
sang a été prélevé pour des analyses biochimiques, ainsi que le pancréas a été enlevé pour une

étude histopathologie.
8.3.3. Analyses de quelques parametres biochimiques

Le sang prélevé de la veine porte a été recueilli dans des tubes a essai héparine. Les échantillons
de sang ont été centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 min avec une centrifugeuse (Hettich
Zentrifugen, Allemagne). La couche supeérieure (surnageant) a été prélevée et utilisee pour les
tests lipidiques (cholestérol, triglycérides, HDL), hépatiques (TGO et TGP) et rénaux
(créatinine, urée) avec un appareil d'analyse biochimique (Biosystems). Le potassium, le

sodium et le chlore ont été analysés avec un ionogramme humain (Humalyte Plus).
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8.3.4. Etude histologique

A la fin de I’expérimentation ci-dessus, 1’étude histologique des pancréas prélevés a été
effectuée au niveau de laboratoire de pharmacognosie & api-phytothérapie de 1’Université

Abdelhamid Ibn Badis-Mostaganem, suivant le protocole de Marck (2010).
8.3.4.1. Fixation : Les pancréas prelevés sont fixés avec du formol dilué a 10%.
8.3.4.2. Macroscopie

- Les pancreéas étaient pris en entier.

- Introduction de ces pancréas dans des cassettes d’inclusion, ces derniéres ont été marquées

sur leur bord.
8.3.4.3. Imprégnation (circulation)
A- Déshydratation

Introduction des cassettes dans des bains de déshydratation durant 4 heures en passant par 3

bacs d’alcool comme suite :

- Bacl : éthanol 96% durant une heure,

- Bac2 : alcool éthanol a 96% durant une heure,
- Bac3 : Acétone durant deux heures,

B- Substitution

- Bac 4 : Toluéne/ xyléne durant deux heures.
C- Imprégnation

- Bac 5 : paraffine a 70°C durant une heure,
8.3.4.4. Inclusion (Enrobage)

Il se fait par la paraffine & 70°C pour former des blocs contenant les pi¢ces. L’obtention des
blocs qui seront utilisés pour donner de fines coupes. Les blocs sont conservés au froid jusqu’a

la coupe des pieces.
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8.3.4.5. Coupe (microtomie)

Des coupes de 4 pum sont réalisées a 1’aide d’un microtome (Micros Razor), le ruban
fractionneé est porté sur une lame de verre. La lame est mise sur une plaque chauffante pour
permettre un bon étalement et éviter la formation des plis. Les lames sont marquées sur leur
bord par un crayon. Ensuite elles sont mises dans un plateau et I’incubation est effectuée sous

une température de (37°C) dans I’étuve pendant toute la nuit.
8.3.4.6. Coloration

La coloration a lieu dans des bains spécifiques avec de 1’Hématoxyline et I’Eosine, les

échantillons sont traités par plusieurs produits et dans plusieurs bacs comme suit :
A- Déparaffinage

Bac : toluéne/xylene pendant 10 minutes

B- Réhydratation

Bac : éthanol a 70% durant 5 minutes

Bac : éthanol a 80% durant 5 minutes

Bac : éthanol a 96% durant 5 minutes

Ringage a I’eau durant 10 minutes

C- coloration

Bac : hématoxyline de Harris durant 5-10 minutes

Bac : solution de lavage (eau distillée) pour un simple rincage

Bac : eau acidifié (quelques gouttes d’acide chlorhydrique), juste pour un trempage
Bac : solution de lavage (eau distillée) pour un simple ringage

Bac : eau mélangé au carbonate de lithium, juste pour un trempage 2 a 3 fois

Bac : solution de lavage (eau distillée) pour un simple ringage.

Bac : éthanol a 96% durant 2 minutes

Bac : éosine durant 5 minutes

Bac : acétone, juste pour un trempage afin de nettoyer les lames
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Bac : toluene/xyléne, juste pour un trempage
8.3.4.7. Montage des lames

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique
(EUKITT) dont I’intérét est de les conserver. Ainsi les lames sont prétes a étre observées au

microscope apres avoir étre sécher.
8.3.4.8. Lecture microscopique

La lecture microscopie est réalisee par un photo-microscopique et chague coupe est

photographié.
8.3.5. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes et 1’écart-type a la moyenne (Moyenne +
ESM). L’évolution statistique est effectuée en utilisant le test t de Student. La valeur trouvée
par le calcul du t peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel
que : P> 0,05 = la différence non significative (ns), P< 0,05 =la différence significative *, P<

0,01 =la différence tres significative **, P < 0,001=la différence hautement significative ***.
8.4. Evaluation de I’activité cicatrisante in vivo

Un effectif de 36 rats femelles de souche Wistar, d’un poids corporel variant entre de 200 a 250

g a été choisi pour cette activité.
8.4.1. Groupes expérimentaux

Les animaux ont été répartis en deux groupes (groupe diabétique et groupe non diabétique)

comme suivants :
A. Groupes diabétiques

Aprés I’induction du diabéte par la méthode ci-dessus a raison de 60 mg/kg de STZ par voie
intrapéritonéal (IP), les groupes diabétiques ont été repartis en trois groupes de sept animaux

chacun

Groupe CD : les rats diabétiques témoins n'ont pas été traités par voie topique.
Groupe MD : les rats diabétiques ont éte traités par voie topique avec de la pommade
Madecassol®.

Groupe HD : les rats diabétiques ont été traités localement avec du miel de Sidr.
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B. Groupes non diabétiques
Les rats non diabétiques ont été répartis en trois groupes de cing animaux chacun :
Groupe CND : les rats ttmoins non diabétiques n'ont pas été traités par voie topique.

Groupe MND : les rats non diabétiques ont été traités par voie topique avec de la pommade

Madecassol®.

Groupe HND : les rats non diabétiques ont été traités localement avec du miel de Sidr.
8.4.2. Provocation des plaies

Les étapes de I’expérimentation de 1’effet cicatrisant ont été déroulées comme suit :

- Un jour avant l'expérience, Les rats ont été rasés a 1’aide d’une tondeuse électrique au niveau

du dos.
- lIs sont anesthésiés par le Kétamine® (100 mg/kg) et Lidocaine® (10 mg/kg),

- Aprés le nettoyage de la partie rasée avec de ’alcool chirurgicale, deux carrés (1x1cm) sont
dessinés pour chaque rat au niveau des omoplates, entre les oreilles, de chaque cété de la

colonne vertébrale, afin d’obtenir des plaies homogeénes.

- les carrés tracés ont été coupé avec une pince a dissection et un ciseau stérile. Apres

provocation des plaies, Les rats ont été logés individuellement dans les cages.

- Les traitements (Madecassol® et miel) ont été administrés par une application topique de
maniere a réaliser une fine couche recouvrant entiérement la plaie une fois par jour pendant 13

jours (Figure 03).

- La surface des plaies est représentée sur une feuille transparente pour chaque rat
quotidiennement afin de pouvoir suivre 1’évolution des plaies et les mesurer par le logiciel

Image-J.
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2- tracage des carrés 3- provocation des plaies
(Ixlcm) au niveau des (peau prélevé)

omoplates

4- Application topique du 4- Application topique du 5- couvrir les plaies par

miel Madécassol® bond a gaz

Figure 03 : la provocation des plaies et les traitements par une application topique.

8.4.3. Calcul de pourcentage de contraction des plaies

Le pourcentage de contraction de la surface de la plaie par rapport a la surface initiale a été
mesuré selon la méthode décrite par Kim et al (2008) :

(S0—sm)

1
S0 00

% de contraction =

Avec : Sn : Surface de plaie en cm2 a Jn.

SO : Surface de plaie en cm?2 a JO.

8.5. Evaluation de Pactivité antiulcéreuse in vivo

Un effectif de 25 rats femelles de souche Wistar, d’un poids corporel compris entre 150 et 200g

a été utilisé pour I’évaluation de I’effet anti ulcéreux.
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8.5.1. Groupes expérimentaux

Les rats ont été répartis selon leurs poids corporels en cing groupes de cing rats chacun et ont
recu les traitements suivants qui ont été administré quotidiennement pendant sept jours par voie
oral (gavage) (Djebli ,2020) :

» Groupe C : Rats ont recu de I'eau distillée par voie oral.

« Groupe U : Rats ont recu de I'eau distillée par voie orale.

» Groupe UM 1 : Rats traités par le miel de Sidr a raison de 1 g/kg.

« Groupe UM 2 : Rats diabétiques traités par le miel de Sidr a raison de 2 g/kg.
» Groupe UL : Rats traités par la Lansoprazole® a raison de 20 mg/kg.

8.5.2. Induction d’ulcére

Selon Djebli (2020), I’induction d’ulcére aux rats se fait par la maniére suivante : Au 6°™ jour
du traitement, avant I’induction d’ulcére, les rats ont été mis a jeun pendant 24 heures pour
assurer un estomac vide. Apres la terminaison de ce temps, les rats ont été recu la solution
ulcérogene (HCI 0,6M et éthanol 80%) par gavage. Une heure apreés 1’administration de cette

solution, les rats ont été anesthésiés et sacrifiés.
8.5.3. Paramétres étudiés pour I’évaluation d’ulcére

Apres avoir sacrifié ces animaux, le suc digestif a été prélevé pour déterminer son volume, son
pH. Ensuite, il a été centrifugé et récupéré le surnageant pour mesurer également son pH,

volume et son acidité.

L’estomac a été prélevé et lavé par une solution saline. Ceci a été suivi d'un examen
macroscopique de l'estomac pour la détection d'éventuelles Iésions sur la muqueuse. Puis
chaque estomac propre fraichement enlevé a été divisé en deux parties. L'une des pieces a été

utilisée et conservé dans le formol a 10% pour I'examen histopathologie.
8.5.3.1. Examen macroscopique d’ulcére gastrique

L’estomac prélevé a été ouverte au niveau de la grande courbure, la peser a 1’aide d’une balance
de précision (NEWACALOX, Chine). Puis I’étaler sur une surface blanche pour prendre des
bonnes photos. A la fin, les photos ont été traitées par le programme Image-J pour mesurer la
surface de I’estomac et d’ulcere qui a présenté auquel. Ces surfaces ont été permet de calculer

le pourcentage d’ulcére et d’inhibition.
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- Calcul du pourcentage d’ulcére

Le pourcentage d’ulcere est le rapport de la surface d’ulcére sur la surface d’estomac. Il a été

calculé selon la formule suivante :
% d'ulcé —SU><100
o d'ulcere = SE

Avec : SU : la surface d’ulcére.

SE : la surface d’estomac.
- Calcul du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage de d’inhibition a été calculé selon la méthode suivante :
SUc —SUt
( )

1
SUc 00

% d'inhibition =
Avec : SUc : la surface d’ulcére du groupe control

SUt : la surface d’ulcére du groupe traité

8.5.3.2. Détermination du pH et du volume du suc digestive

Au premier lieu, le volume et le pH du suc digestif ont été mesuré juste apres le prélevement a
I’aide d’un pH-métre (WTW Ph330). Ensuite, le suc digestif a été centrifugé a 3000 trs /min
par une centrifuge (Rotofix 32 a Hettich Centrifuge) pendant 15 minutes. Le surnageant a été

prélevé et mesuré son pH et son volume (Blhoucine et al, 2018).
8.5.3.3. Détermination de I’acidité du suc digestif

L’acidité a été déterminé par la méthode de titrage suivante : dans un bécher de 50 ml, mettre
I ml du surnageant et 1 ml de I’eau distillé avec agitation, ajouter deux gouttes de
phénolphtaléine. Le titrage a été fait par le NaOH 0,01N jusqu’a I’apparition d’une couleur rose

claire permanente. L'acidité a été exprimée en mEqg/I et calculée par la formule suivante :

V (NaOH) x N x 100

Acidité =
cidité 01

Avec : V (NaOH) : le volume ajouté de NaOH
N : la normalité de NaOH
8.5.4. Etude histologique
Les étapes suivies dans cette étude histologique sont les mémes que celles réalisées dans 1’étude

histologique de I’activité antidiabétique.
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1. Analyses physicochimiques et spectre des Sucres

Les résultats d’analyses des paramétres physicochimiques du miel du Sidr montrent que le pH
est égale 4,89. La conductivité électrique est 0,28 mS/cm. Le pouvoir rotatoire (-0, 25).
L’humidité (8,2%). La matiere seche (92). La quantité de proline est trés importante (909.17 £
12.06 mg/kg).

Les Analyses des sucres par HPLC-RID montrent que la teneur des sucres monosaccharides
(Fructose et glucose) dans le miel de Sidr est comme suit : Fructose (37,27%) et le glucose
(29,23%). Alors que le pourcentage de saccharose est 6,39 % et le taux du Maltose est 0 %.
Tandis que le rapport de Fructose / glucose est égale 1,275 et la somme des deux (teneur en
fructose et en glucose) est 66,5 % (Tableau 2).

Tableau 2 : Paramétres physico-chimiques, Analyses des sucres par HPLC-RID, le rapport
fructose/ Glucose et la somme de fructose et de glucose du miel du Sidr. Les pourcentages des

sucres ont été indiqués dans 100 g du miel. (ND : non détecté)

Parameétres physicochimiques du Valeurs Spectre des sucres ~ Valeurs
miel du Sidr du miel du Sidr (%)

Acidité (pH) 4.89 Fructose 37.27
Conductivité (mS/cm) 0.28 Glucose 29.23
Optical rotation -0.25 Saccharose 6.39
Teneur en eau % 8.2 Maltose ND

Brix 92 FIG 1.275
Proline (mg/kQ) 909.17 £12.06 F+G 66.5

2. Profile phénoliques du miel du Sidr

Les composés phénoliques détectés par HPLC du miel du Sidir (mesuré en pg/g d’échantillons)
montrent dans le tableau (3). On a remarqué qu’il y a des composées non-détecté dans ce miel
tel que ’acide gallique, ’acide caféique, 1’acide syringique, 1’epicatechin, le Myricetin et le
hespérétine. Tandis qu’on a détecté les composants suivant : acide p-OH benzoique (0,492),
catéchine (1,7) ; acide p-coumarique (0,852) ; acide férulique (0,994) ; rutine (4,227) ; Luteolin
(0,0051) et Pinocembrine (2,224), Daidzein (0.325), Acide t-Cinnamique (1.476). Le
Resveratrol (28.124 ug/g), Chrysine (14.607 pg/g), Acide protocatéchuique (10.945 pg/g) et
Ester phénylique de I'acide caféique (CAPE) (6, 89 pg/g) ont éte detectés et considérer comme

des composants majeurs de ce miel (Figure 4).
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Figure 4 : Les composés phénoliques détectés dans le miel du Sidr Algérien par ’HPLC (Acide
gallique, 2. Acide protocatéchuique, 3. Acide p-OH benzoique, 4. Catéchine, 5. Acide caféique,
6. Acide syringique, 7. epicatechin, 8. acide p-coumarique, 9. acide férulique, 10. Rutine, 11.
Myricetin, 12. resveratrol, 13. daidzein, 14. Luteolin, 15. Acide t-cinnamique, 16. Hespérétine,
17. Chrysine, 18. Pinocembrine, 19. Ester phénylique de I'acide caféique (CAPE).

Tableau 3 : le profil phénolique du miel du Sidr Algérien.

profil phénolique
Acide gallique

Acide protocatéchuique
acide p-OH benzoique
Catéchine

Acide caféique
Acide syringique
Epicatechin

Acide p-coumarique
Acide férulique
Rutine

Myricetin

Resveratrol

Daidzein

Luteolin

Acide t-Cinnamique
Hespérétine

Chrysine
Pinocembrine

Ester phénylique de I'acide caféique (CAPE)
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Valeurs (ug/g)
ND
10.945
0.492
1.7
ND
ND
ND
0.852
0.994
4.227
ND
28.124
0.325
0.0051
1.476
ND
14.607
2.224
6.890
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3. Détermination des polyphénols totaux, flavonoides et activités antioxydantes

Le tableau (4) révéle les caractérisations antioxydantes du miel du Sidir (flavonoides et phénols
totaux, DPPH et FRAP). Ce miel contient 1,20 £0,20 mg/QE/100g des flavonoides et 47,35
+3,35 mg GAE/100 g des phénols totaux. Ainsi dans ce travail, on a utilisé deux méthodes pour
déterminer le pouvoir antioxydante (FRAP et DPPH), ou la concentration du miel nécessaire
pour inhiber 50% de la DPPH a été estimée a 229,24 mg / ml. Tandis que le test FRAP a montré
que la capacité du miel de Sidir a réduire les ions ferriques était évaluée a 1,504 umol de FeSOa.
7H.O / g.

Tableau 4 : teneurs des polyphénols totaux et flavonoides qui ont présenté dans le miel du Sidr
et sa pouvoir antioxydante (FRAP et DPPH)

Caractéres antioxydantes Valeurs
Teneurs des polyphénols totaux (mg GAE/100 g) 47.35+3.35
Teneur des flavonoides (mg QE/100 g) 1.20+0.20
Capacité antioxydante total (FRAP) (umolFeS0O4.7H,0/q) 1.504 £0.70
Activité de piégeage du radical libre (mg/ml) 229.24 £ 4.20

4. Tests de toxicité

Aucun signe de toxicité chez les rats n'a été noté apres I'administration des différentes doses du

miel (250, 500 et 1000 mg/kg), pendant 14 jours de surveillance.

5. Evaluation de P’activité anti diabétique in vivo
5.1. Evolution de la glycémie
A JO le taux de la glycémie était normal chez tous les rats de 1’expérimentation.

Apres 48 heures (J 2) de ’administration de STZ les rats ont été rendus diabétiques. Le taux de
la glycémie pendant les deux semaines procédées le traitement (J2-J16) a été augmenté
partiellement pour tous les lots de 1I’expérimentation.

Pendant les quatre semaines du traitement (J16-J44) le taux de glycémie a été diminué pour les
lots diabétiques traités par le miel (1000 et 250 mg/kg) par contre le lot diabétique reste stable.
Pendant les deux semaines qui suivent le traitement on a remarqué une diminution significative
du taux de glucose chez les rats diabétiques traités par le miel comparativement au lot
diabétique. Le lot Témoins a un taux glycémique presque stable tout au long de
I’expérimentation (Figure 5).
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Figure 5 :L’évolution du taux de glycémie chez les rats diabétiques (D), diabétiques traités par
le miel DSH (250, 500et 1000mg/kg), les rats traités par Metformine® (DM) et les rats témoins
(C) durant 58 jours.

5.2. Evolution pondérale

Une diminution hautement significative a été remarquée dans le gain de poids corporel chez
tous les rats des lots diabétique comparativement au lot témoin pendant les deux mois de
I’expérimentation. Tandis que une diminution non significative a été signalé chez les rats des
lots diabétiques traités par le miel (DSH 250 mg/KG, DSH 500 mg/kg et DSH 1000 mg/kg), et
signification pour le lot diabétique traité par metformine comparativement aux rats du lot
diabétique. (Tableau 05).
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Tableau 05 : le changement du poids corporel pendant I’expérimentation des rats témoins (C),

Diabétiques (D), traité par le miel (DSH : 250,500 et 1000mg/kg) et par le Metformine® (DM).

Poids corporel

Avant Durant le Apres Gain
Groupes traitement traitement traitement (9)
(S1) (S3, S4, S5 et S6) (S8)
C
219,2 £ 4,55 273,85 +14,53 301+ 10,03 81,8 £ 10,64
(Control)
D
o 281,2 + 16,66 204,75+ 9,14 199 £ 39,95 -82,2 + 34,01***
(Diabétiques)
DSH
225+5 152,97+3,61 176,5 £ 6,01 -48,5 * 6,64***
(250mg/kqg)
DSH
234+ 1,58 159,24 + 4,06 164,75 £ 16,72 | -69,25 £ 15,27***
(500mg/kg)
DSH
256,6 + 15,42 160,98 + 2,85 163,25 £ 5,12 -93,35 + 16,02***
(1000mg/kg)
DM
204 + 1,63 178,06 £ 7,47 186,25 £ 33,31 | -17,75 + 33,47***+

Metformine®

Apres ’administration de STZ, le poids corporel a été¢ diminué pour tous les lots diabétiques
traités (DSH 1000 mg/kg : 256,6 a 173,29 ; DSH 500 mg/kg : 234 a 164,4g ; DSH 250 mg/kg :
255 a 164,29 ; DM :204 a 175,75¢) jusqu'a le début du traitement, une faible amélioration de
leurs poids a été remarqué apres le traitement (DM : 168,5 a 186,25g ; DSH 1000mg/kg : 159
a 163,259 ; DSH 500 mg/kg : 154,2 a 164,759 ; DSH 250 mg/kg : 149,2 a 176,5 g). Le poids

du lot témoin a été en augmentation tout au long de I’expérimentation (219,2 a 301 g) par contre

le poids du lot diabétique a été diminué de 281,2 a 199 g (Figure 06).
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Figure 06 : Evolution pondérale des rats témoins (C), diabétiques (D), rats traité par le
Metformine® (DM) et rats traité par le miel a différentes doses DSH : (250, 500 et 1000 mg/kg)
durant 58 jours.

5.3. Consommation d’eau

La consommation d’eau chez les lots diabétiques a été plus élevée et irréguliére (entre 90,6 a
145,8 ml/semaine), par rapport a la consommation chez les rats t¢émoins qu’elle était normal et

presque stable (entre 21,29 a 29,74 ml/semaine) (Figure 07).
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Figure 07 : consommation d’eau chez les rats témoins (C), diabétiques (D), rats traité par le
Metformine® (DM) et rats traité par le miel a différentes doses (DSH : 250, 500 et 1000 mg/kg)
durant 58 jours.
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5.4. Parametres biochimiques étudiés apres le sacrifice
A. Bilan lipidique

Le taux de cholestérol chez les rats diabétiques a été plus élevé (0,54g/l) comparativement aux
rats témoins (0,375+0,007g/l), ainsi que chez les rats diabétiques traités a été presque similaire
a celle du lot témoin (DSH 1000 mg / kg : 0.38 ; DSH 500 mg / kg : 0.39).

Le taux de triglycéride noté est de (D:0,55 g/l ; DHM 20% : 0,64 g/l et T+ : 0,695+0,11¢g/1) il
semble plus élevé que ce du témoin (0,345+0,007g/1), tandis que chez les groupes DHM 5% et
DHM 10% est de 0,41g/1 , 0,46g/1 respectivement ¢’est presque semblable a celle de ce témoin
.Le taux de HDL du lot diabétique a été un peu élevé (0,575+ 0,01g/l) que le lot témoin
(0,49+0,049/1), et le lot DM5% (0,43 + 0 g/l) a été un peu moins que le lot témoin. (Tableau
06).

Tableau 06 : Bilan lipidique chez les rats témoins (C), Diabétiques (D), traité par le miel (DSH :
250,500 et 1000mg/kg) et par le Metformine® (DM).

CHL (g/l) TRG (g/l) HDL (g/l)
C 0,375 + 0,007 0,345 £ 0,007 0,49 £ 0,04
D 05420 055%0 0,575 + 0,01
DM 0,41+ 0,01 0,695+ 0,11 0,565 + 0,01
DSH 250 mg/kg 04220 04120 04320

DSH 500 mg/kg 03920 0,460 0,565 + 0,09
DSH 1 g/kg 03820 06420 0,52+ 0,16

B. Bilan hépatique

La mesure de l'activité enzymatique des transaminases (TGP et TGO) a montré que
Le taux de TGO chez les rats du lot diabétique (48,5 + 13,44 Ul/I) a été plus faible que chez le
lot téemoin (81,5 £ 2,12 UI/I) méme pour les lots diabétiques traités par le miel a été dans la
limite de le normal. Tandis que le taux du lot traité par le Metformine a été plus élevé que les
normes.

Le taux de TGP chez les rats des lots diabétiques (D : 121 £ 0 ; DSH 500 mg/kg : 137,5 =
6,36 ; DM: 176,5 £ 48,79 Ul/I) a été plus elevé comparativement au lot témoin (59 + 2,83 Ul/l),
alors que le taux des lots DSH 1000 mg/kg (83,5 = 53,03 Ul/I) et DSH 250 mg/kg (87 * 4,24

UI/I) a été proche a celle de lot témoin (Tableau 07).
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Tableau 07 : Bilan hépatique chez les rats témoins (C), Diabétiques (D), traité par le miel
(DSH : 250,500 et 1000mg/kg) et par le Metformine® (DM).

TGO (UI/l) TGP (UI)
C 815 2,12 59 + 2,83
D 485 + 13,44 121£0
DM 226,5 + 14,85 176,5 + 48,79
DSH 250 mg/kg 120 + 22,63 87 % 4,24
DSH 500 mg/kg 108 + 8,49 137,5 + 6,36
DSH 1 g/kg 95+ 0 83,5+ 53,03
DSH 1 g/kg 95+ 0 83,5+ 53,03

C. Bilan rénal

Les résultats du bilan rénal étudié a montré que :

Le taux d’urée chez les rats du lot témoin (C) et du lot traité par le miel (DSH 250 mg/Kg) est
de (0,265 = 0,04 g/l) et (0,42 £ 0g/l) respectivement. Par contre chez le reste des lots le taux est
tres élevé (Tableau 08).

Le taux de créatinine chez le lot diabétique est de (3,96 + 3,96mg/l) moins que chez le lot témoin
(7,145 £ 0,22mg/l), le taux chez les lots diabétiques traités a éte tres proche a celle du lot témoin
(Tableau 08).

Le taux de potassium (K) trouvé chez tous les lots diabétique et diabétiques traités a été trés
élevé que chez le lot témoin (Tableau 08).

Le taux de sodium (Na) de tous les lots expérimentaux a été presque similaire a celle de lot
témoin (Tableau 08).

Le taux de chlore (CI) a été presque identique pour tous les lots (Tableau 08).
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Tableau 08 : Bilan rénal (urée, créa, K, Na et Cl) chez les rats témoins (C), Diabétiques (D),
traité par le miel (DSH : 250,500 et 1000 mg/kg) et par le Metformine® (DM).

Urée (g/l) | Créa (mg/l) K Na (MMol/l) | CI (MMol/l)
(MMol/l)
C 0,265 + 7,145 + 4,74+ 0,04 | 135,75+ 3,32 | 105,15+
0,04 0,22 1,63
D 050 396+396 |10,1+0 130,9+ 0,28 101,95+
1,48
DM 0,55+0,03 |587+0,75 |8,48+£0,38 | 115,85+ 96,55+ 5,73
16,05
DSH 250 0,42+0 6,82+1,67 | 10,90 124,35+ 6,15 | 93,7+ 3,68
mag/kg
DSH 500 0510 6,63+0,42 |10,1+0 139,3+ 2,89 105,8+ 0
mg/kg
DSH 1 g/kg 050 709+0,35 |12,4+0 145,35+ 2,9 104,5+ 1,27

5.5. Etude histopathologie du pancréas

Une atrophie des Tlots de Langerhans avec une diminution de la quantité et une destruction de
la structure dans les pancréas a été observée chez les rats diabétiques ainsi qu'il y a une nécrose
cellulaire a leurs niveaux. Alors que les ilots observés chez les rats témoins ont des tailles,
d’aspect et de nombre normaux, avec la présence cellulaire a leurs niveaux.

L’examen microscopique des pancréas des rats diabétiques traités par le metformine, montre
que le nombre des ilots est plus élevé que ce des rats diabétique, et moins que les rats témoins.
Il'y a des ilots ont un aspect et une taille moins sains que celles des rats témoins et aussi plus
sains que les ilots des rats diabétiques, mais il y a d’autres sont similaire a celle des rats
diabétique qu’ils sont des tailles et des formes anormaux avec un manque cellulaire

L’¢tude histologique des pancréas des rats diabétiques traités par le miel a différentes doses,
montre qu’il y a une légere amélioration au niveau cellulaire, morphologique des ilots et aussi
plus nombreux par rapport aux rats diabétiques, mais moins que celle des rats témoins.

On a observé aussi que la dose du miel a 250 mg/kg a une amélioration mieux que la dose a

500 mg/kg. Cette derniere est mieux que la dose a 1000 mg/kg (Figure 8).
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Figure 8 :Coupes histologiques du tissu pancréatique chez les rats témoins (C), rats diabétiques
(D)et rats diabétiques traités par la metformine® (DM) et par le miel(DSH : 250, 500 et 1000
mg/kg) (Coloration par I'nématoxyline + éosine) (X40).
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6. Evaluation de ’activité cicatrisante

6.1. Cicatrisation chez les rats diabétiques

On a prends des photos des plaies des rats chaque jours pendant dix jours, ces photos montre
que la cicatrisation des plaies chez les lots diabétiques traités par le miel et le Madécassol est
presque similaire dont jusqu’au huitiéme jour la guérison ne sont pas importante mais apres ce
jour est trés importante. Tandis que chez le rat diabétique témoin pendant les 10 jours, la

cicatrisation n’est pas importante (figure 9).

2™ jour 6°™ jour 8™ jour 10°™ jour

e o~/
v d

Figure 9: effet du miel du Sidir et de Madécassol sur la cicatrisation des plaies chez les rat
diabétiques au 2°™ , 6°M¢ | 8°™ et 10°™ jours d’expérimentation. DC : lot control diabétique,
DMD : lot diabétique traité par le Madécassol. DSH : lot diabétique traité par le miel du Sidr.

La figure (10) montre le pourcentage de contraction des plaies chez les rats diabétiques

cicatrisés pendant 13 jours d’expérimentation. Selon la figure on a remarqué que tous les
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pourcentages des contractions ont augmentés tout au long de 1’expérimentation chez tous les
lots, sauf le lot DMD, on a noté qu’il y a une diminution au troisiéme jour puis commencé
d’augmenter dés ce jour. A la fin de I’expérimentation, le pourcentage de contraction des plaies
chez les lots DM et DMD est presque identique, le pourcentage du lot DC est inférieur aux lots
DM et DMD.
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-40 -
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DC DMD DSH

Figure 10: I’évolution des pourcentages de contraction des plaies pendant 1I’éxpérimentation
(13 jours). DC : lot control diabétique, DMD : lot diabétique traité par le Madécassol. DSH :

lot diabétique traité par le miel du Sidir.

Selon la figure (11), on a constaté qu’au 7°™ jour (J 7), la cicatrisation est importante chez les
rats diabétiques traités par le miel (32,23 %) que chez les rats diabétiques traités par
Madécassol® (15,73%) et les rats diabétiques témoins (26,65%), aussi le processus de la
cicatrisation du lot DC est plus important que la cicatrisation du lot DMD. Au 10°™ jour (J 10),
la cicatrisation des plaies chez les rats diabétiques traités par le miel (58,58%) est un peu plus
que le lot traité par le Madécassol® (54,26%). Elle est aussi plus élevée que les rats diabétiques
témoins (44,75%). Au 13°™ jour, la cicatrisation chez tous les lots diabétiques est importante
par rapport au début de 1’expérimentation et elle est presque identique pour les lots diabétiques
traités par le Madécassol (DMD : 79,39%) et par le miel du Sidir (DM : 78,73%). Ces derniers

leurs cicatrisation sont un peu plus que la cicatrisation du lot diabétique témoin (DC : 74,66).
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Figure 11: moyen du pourcentage de contraction chez les rats diabétiques cicatrisés aux 7™,
10%™e et 13°™ jours. DC : lot control diabétique, DMD : lot diabétique traité par le Madécassol.
DSH : lot diabétique traité par le miel du Sidir.

6.2. Cicatrisation chez les rats non diabétiques

Les photos des plaies des rats qu’on a tiens chaque jour pendant dix jours pour nous permettre
de mesurer les surfaces des plaies. On a montré dans la figure (12) des photos des rats aléatoire
de chaque lot. Ces photos montrent qu’au 2°™ jour, la plaie du lot témoin non diabétique a été
semblée rouge et brillante, tandis que 1’cedéme est apparu sur la plaie du lot traité par
Madécassol. Alors que une couche jaunatre paru sur la plaie du lot traité par le miel. Au 6™
jour, la formation des croltes un peu épaisse sur les plaies des lots témoin et traité par le miel
ainsi leurs détachement de la bordure des plaies. Par contre la croute de plaie du lot traité par
Madécassol n’est pas détachée de la bordure. Au 8™ jour, la croute de rat témoin est trés
épaisse et reste attacher sur la plaie. Tandis que pour les rats traités par le miel et le Madécassol
leurs croutes ont enléves donc la plaie est petite et rose. Au 10°™ jour, toutes les surfaces des

plaies des rats sont trés petites avec un couleur rose par rapport au début de 1’expérimentation.
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2°™ jour 6°™ jour 8°m jour 10%™ jour

NDC

Figure 12: Effet du miel du Sidir et de Madécassol sur la cicatrisation des plaies chez les rat
non diabétiques au 2°™ , 6°M¢ | 8™ et 10°™® jours d’expérimentation. NDC : lot control non-
diabétique, NDMD : lot non diabétique traité par le Madécassol. NDSH : lot non diabétique

traité par le miel du Sidir.

On a remarqué que tous les pourcentages des contractions ont augmentés tout au long de
I’expérimentation chez tous les lots non diabétiques. Il atteints 93,53% chez les rats non
diabétiques traité par le miel et 84,42% chez les rats non diabétiques traité par Madécassol®.

Comparativement au lot des rats non diabétiques témoins 89,57%. (Figure 13).
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Figure 13: évolution des pourcentages de contraction des plaies pendant I’éxpérimentation (13
jours). NDC : lot control non-diabétique, NDMD : lot non diabétique traité par le Madécassol.

NDSH : lot non diabétique traité par le miel du Sidr.

Selon la figure 14, le phénoméne de la cicatrisation chez les rats non diabétiques au 7°™ jour
est élevé chez le lot NDC (15,77%) comparativement au lot NDMD (10,09%). La guérison de
ce dernier est supérieure que le lot NDM (5,8a%). On a remarqué que la cicatrisation chez les
rats Non-diabétiques est importante au 10°™ jour (J 10) comparativement au 7™ jour. Elle est
comme suit NDMD : 77,69%, NDM : 72,37% et NDC : 67,75%. Ainsi que au 13°™ jour, la
cicatrisation est importante pour tous les lots non-diabétiques par rapport au 7¢™ jour. La
cicatrisation du lot NDM (93,53%) presque arrivé au pourcentage de la contraction des plaies
totale (100%), elle est aussi supérieure au lot NDC (89,57%) et au lot NDMD (84,42%).
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Figure 14 : moyen du pourcentage de contraction chez les rats non diabétiques cicatrisés aux
7¢me 108me et 13°M jours. NDC : lot control non-diabétique, NDMD : lot non diabétique traité

par le Madécassol. NDSH : lot non diabétique traité par le miel du Sidir.
7. évaluation de I’activité antiulcéreuse in vivo

7.1. Examen macroscopique de I’estomac

A. Observation a I’ceil nu

Les photos des estomacs des rats ont prends juste aprées la dissection et le prélevement des
estomacs pour permettre de mesurer les surfaces d’ulcére et de 1’estomac. La figure (15) a été
montre des photos des estomacs des rats aléatoires de chaque lot. Ces photos montrent que
I’estomac du lot témoin (C) a été semblé sain, intacte et sans avoir des ulcére. Par contre,
I’estomac du lot ulcéreux (U) a beaucoup des zones touchées par 1'ulcére avec des sillons
hémorragiques et d’cedéme. Tandis que 1’estomac du lot trait¢ par le miel (M1) et le
Lansoprazole® sont apparus plus sain que le lot ulcéreux, avec des zones trés petites qui touché
par I'ulcere. Alor que I’estomac du lot traité par le miel de dose forte (M2) est presque intacte

et similaire a celui du lot témoin (C).
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Figure 15 : Photos des estomacs des rats aléatoire du chaque lot. C : témoin négatif, U : lot
ulcéreux, LU : lot prétraité par Lansoprazole ®, HU1 : lot prétraité par le miel a raison de 1
g/kg et HU2 : 2 g/kg

B. Poids des estomacs

L’estomac du lot ulcéreux, des lots prétraités par les différentes doses du miel ont des poids trés
significativement grand (U : 1,45 ; HU2 : 1,5 et HUL : 1,7 g, respectivement a 1’ ordre croissant)
que le poids d’estomac du lot témoin (C : 0,84 g) et non significative pour le lot prétraité par le

traitement du référence (LU : 1,3 g) (Figure 16).

Il y a une différence du poids de 1’estomac non significatif pour tous les lots prétraité. Cette

différence a été un peu grande chez les lots prétraités par le miel (HUL et HU2) et un peu petit
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chez le lot prétraité par Lansoprazole® (LU) comparativement au poids de 1’estomac du lot

ulcéreux.
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Figure 16 : moyen de poids d’estomac chez le lot témoin (C), lot prétraité par Lansoprazole®
(LU), lot prétraité par le miel (HU1 : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et le lot ulcéreux (U). * : la

comparaison avec le lot témoin (C), # : comparaison au lot ulcéreux (U).
C. Pourcentage d’ulcére

La figure (17) a montré que le pourcentage d’ulcére (U) du lot ulcéreux a été tres €levé et
hautement significative (85,17+10 %), les lots prétraités par le miel ont été un peu élevé et
hautement significative (HU1= 8,53+ 3,28 et HU2= 13,87 + 4,39 %) et le lot prétraité par
Lansoprazole® (LU), un peu élevé et trés significative (12,71 + 6,14 %) par rapport au lot

témoin (C) qui a été égale a 0%.

Comparativement au lot ulcéreux, le pourcentage d’ulcere chez tous les lots ont été tres faibles

et hautement significative.
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Figure 17 : moyen de pourcentage d’ulcére chez le lot témoin (C), lot prétraité par Lansoprazole® (LU),
lot prétraité par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et le lot ulcéreux (U).* : la comparaison avec le
lot témoin (C), # : comparaison au lot ulcéreux (U).

D. Pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition chez le lot ulcéreux a été égal a 0 % et hautement significatif par
contre le lot t¢émoin (C) qui a été 100%. Le pourcentage d’inhibition chez tous les lots prétraités
a été moins faible et hautement significative pour LU (84 + 5,93%) et HU2 (82,03+ 3,79 %), et
tres significatif pour HU1 (88,06 + 5,19%) comparaison au lot témoin (Figure 18).

Contrairement, la comparaison avec le lot ulcéreux, le pourcentage d’inhibition chez tous les
b 9

lots traité ont été trés élevé et hautement significative.
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Figure 18 : moyen de pourcentage d’inhibition d’ulcére chez le lot témoin (C), lot prétraité par
Lansoprazole® (LU), lot prétraité par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et le lot ulcéreux (U).* : la
comparaison avec lot témoin (C), # : comparaison au lot ulcéreux (U).
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7.2. Détermination du pH et du volume du suc digestive

A. Volume et pH du suc digestif

Le pH du suc digestif de lot ulcéreux (U) (2,30+) et le lot prétraité par Lansoprazole® (LU =
2,46) ont été non significatif et un peu moins a celui de lot témoin (C) (2,59). Tandis que le lot
prétraité par le miel a faible dose (HU1=1g/kg), le pH a été trés élevé et hautement significative
(3,27) et le pH du lot prétraité par le miel a forte dose (HU2= 2 g/kg), élevé et non significative
(2,64) par rapport au lot témoin (Figure 19).

La valeur du pH chez tous les lots prétraités par le miel (HU1 et HU2) et Lansoprazole® ont

été éleve et non significative par rapport a la valeur du lot ulcéreux (U) (Figure 19).
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Figure 19 : moyen de valeur du pH du suc digestif chez le lot témoin (C), lot prétraité par
Lansoprazole® (LU), lot prétraité par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et le lot ulcéreux

(U).* : La comparaison avec le lot témoin (C), # : comparaison au lot ulcéreux (U).

Le volume du suc digestif chez tous les lots a été tres élevé (U : 2,55 et HU1 : 1,49 (hautement
significatif) ; LU : 1,43 (trés significatif), et HU2 :1,28 (significatif), respectivement a 1’ordre
décroissant) a celui du lot témoin (C : 0,52). Par contre, ces volumes ont été tres faibles

(hautement significatif (HU1) et trés significatif (HU2 et LU)) par rapport au lot ulcéreux (U)
(Figure 20).
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Figure 20 : moyen du volume du suc digestif chez le lot témoin (C), lot prétraité par Lansoprazole®
(LU), lot prétraité par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et le lot ulcéreux (U). * : La comparaison
avec le lot ttmoin (C), # : comparaison au lot ulcéreux (U).

B. Volume et pH du surnageant du suc digestif

La valeur du pH du surnageant du suc digestive du lot prétraité par le miel (HU1) a été élevé et
hautement significatif (3,12), les autres lots prétraités par le miel a forte dose et Lansoprazole®
ont été faible et non significative, mai hautement significative pour le lot ulcéreux (U : 1,66)
comparativement au lot témoin (C : 2,6) (Figure 21).

Comparativement au lot ulcéreux (U), tous les valeurs du pH du surnageant ont été élevees et
hautement significatif chez les lots prétraités par le miel de faible dose (HU1) et non

significativement pour les autres lots (HU2 et LU) (Figure 21).
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Figure 21 : moyen de valeur du pH du surnageant du suc digestif chez le lot témoin (C), lot prétraité

par Lansoprazole® (LU), lot prétraité par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et le lot ulcéreux (U).* :
par rapport au lot témoin (C), # : en comparant au lot ulcéreux (U).
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Le volume du surnageant du suc digestif chez tous les lots prétraités a eté elevé et hautement
significative pour les lots prétraités par Lansoprazole® (LU : 0,98 ml) et le miel a faible dose
(HU1 : 0,9 ml) et trés significative pour 1’autre dose (HU2 : 0,53 ml) tandis que le volume du
lot ulcéreux (U : 1,27 ml) a été tres élevé et hautement significative par rapport au lot témoin
(C: 0,19 ml) (Figure 22).

Par contre, ces volumes ont été trés faibles par rapport au lot ulcéreux (U) et tres significatif
pour le lot prétraité par le miel de dose (2 g/kg), significatif pour la deuxieme dose et non

significatif pour le lot prétraité par le médicament (LU).
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Figure 22 : moyen du volume du surnageant du suc digestif chez le lot témoin (C), lot prétraité
par Lansoprazole® (LU), lot prétraité par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et le lot

ulcéreux (U). * : par rapport au lot témoin (C), # : en comparant au lot ulcéreux (U).
7.3. Détermination de I’acidité du surnageant du suc digestif

Tous les valeurs de ’acidité du surnageant comparativement au lot témoin (C : 61,28) ont été
non significative mais chez les lots prétraites par le miel (HU1 :45, HU2 : 57,5 mEg/I) ont été
faible par contre chez le lot prétraité par Lansoprazole® a été un peu élevé (62,88 mEg/l) et trés

élevé pour le lot ulcéreux (U : 73,60 mEqg/L) (Figure 23).

En comparant au lot ulcéreux, les valeurs ont été faibles mais significativement pour les lots

prétraités par le miel et non significative pour le lot traité par Lansoprazole®.
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Figure 23 : moyen de valeur de 1’acidité du surnageant du suc digestif chez le lot témoin (C),
lot prétraité par Lansoprazole® (LU), lot prétraité par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) et

le lot ulcéreux (U). * : par rapport au lot témoin (C), # : en comparant au lot ulcéreux (U).
7.4. Examen microscopique de I’estomac

L’¢étude histologique de 1’estomac chez le lot témoin (C) a été apparue normal avec une surface
d’¢épithélium intact et des couches bien distinctes, complétes et saines. Elles sont superposé de
I’intérieure a I’extérieure comme suit : muqueuse, musculaire-mugueuse, Sous muqueuse,
musculeuse, séreuse (Figure 24). Par contre, I’histologie de 1’estomac chez le lot ulcéreux (U)
a été parue déformé avec une atrophie et une érosion des parties de la surface d’épithélium, une
diminution de 1’épaisseur de la muqueuse, un cedeme étendue et la présence des cellules
inflammatoires dans la sous muqueuse ainsi que I’amincissement de la musculeuse (Figure 24).
Alors que I’estomac du lot prétraité par Lansoprazole® (LU) a une architecture mieux que le
lot ulcéreux avec un léger cedeme et des cellules inflammatoires dans la sous muqueuse, une
atrophie sans érosion des cellules de la muqueuse, ainsi que 1’épaisseur de sa muqueuse a été
moins épaisse que le lot témoin (C) (Figure 24). Les aspects macroscopique des estomacs chez
les lots prétraités par le miel de quelques soit la dose utilisé (HUL et HU2) ont des architectures
normales et similaire a celui de I’estomac du lot témoin avec un trés 1éger cedéme et cellules
inflammatoires dans la sous muqueuse presque négligeable, une absence de 1’érosion et de
I’atrophie de la muqueuse, ainsi que son épaisseur a ¢té normal. En termes de présence de
I’cedeéme et les cellules inflammatoire sous muqueuse, le prétraitement par la dose faible du

miel (HU1) a été un peu mieux que la forte dose (HU2) (Figure 24).
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; i RN 75

Figure 24 : Coupes hstologiques de I’estomac chez le lot témoin (C), lot ulcéreux (U), lot

prétraité par Lansoprazole® (LU) et par le miel (HUL : 1 g/kg et HU2 : 2 g/kg) (Coloration
par I'nématoxyline + éosine) (X10).

M : musculeuse, SQ : sous muqueuse, Q : muqueuse, CI : cellules inflammatoires.

57




Miel : Résultats et Discussion

8. Discussion générale
Les résultats des parameétres physico-chimiques étudiés montrent que :

Le pH du miel du Sidr est de 4,89. Cette valeur a été comparée de maniére similaire aux valeurs
obtenues par El-Haskoury (2018) qui a trouvé des pH entre 4.17 a 5.05 pour d’autres miels,
(3,91 & 4,93) Chakir (2016) et (3.99 a 6,33) Habib (2014).

La conductivité électrique a été égale 0,28 mS/cm. Ainsi cette valeur est en accords avec les
valeurs obtenus par El-Haskoury (2018) (0.36 mS/cm & 1.35 mS/cm). La conductivité électrique
augmente avec la présence de miellat donc cette analyse est de différencier les types de miels
(Guide des bonnes pratiques apicoles, 2014).

Le pouvoir rotatoire du notre miel étudié est de -0,25 par contre dans d’autres types du miel
comme celle de Turquie est de -3,46 a 1,38 (Can et al, 2015).

L’humidité du miel du Sidr est 8,20 %. Selon le Guide des bonnes pratiques apicoles 2014,
c’est faible pourcentage d’humidité permit d’assurer leur bonne conservation. Notre résultat a
été tres faible que les résultats trouvés par EI-Haskoury (2018), (Can et al, 2015), Abdulaziz
(2012) et Stanek (2018). Donc I’humidité du notre miel permit de garantir une bonne
conservation.

Le Degre Brix du notre miel a été 92%. Ce résultat est tres important que ceux trouvé par El-
Haskoury (2018) (76.55 a 84.15%), Habib (2014) (77.90 a 84.10%) ; Silva (2009) (79.0 a
82.2%) et Terrab et al (2004) (80.3 a 84.0%).

Le taux de proline est utilisé comme critere de maturité du miel, et dans certains cas
d’adultération du sucre. Leurs valeurs tres varié¢ du miel au miel (IHC, 2009). La valeur de
Proline du miel du Sidr est 909.17 + 12.06mg/kg. Cette valeur a été plus élevé que ceux obtenus
dans les types du miel du Turquie (282 a 845 mg/kg) (Can et al. 2015).

La teneur en sucre du miel dépend de différents facteurs tels que le temps de stockage et le
moment de la collecte du miel. Cette teneur est principalement constituée de fructose (=38%),
de glucose (= 31%) et dans une moindre mesure de saccharose (1%). le miel du Sidr contient
37.27% du fructose. Ce résultat est situé entre (28,30 a 45.11 %) comme ceux mentionné par
Can et al (2015) ; Habib et al (2014) et Chakir et al (2016). Alors que le teneur en glucose est
29.23%. Cette valeur est entre les valeurs obtenus (17.40 a 33.08%) par Can et al (2015) ; Habib
et al (2014) et Chakir et al (2016). La teneur en Saccharose de notre miel est 6.39%. Ce résultats
est tres élevé que ceux trouvé (0 a 3,39 %) par Habib et al (2014) ; Can et al (2015) et Chakir
et al (2016). Mais il est en accord avec ce mentionné dans le CODEX STAN 12-1981, d’ou

qu’il y a des types du miel ont 10% de saccharose au maximum. Le taux de Maltose du miel
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est 0%. Selon Can et al (2015) et Habib et al (2014) leurs échantillons du miel contiennent de
0 & 4,29% de Maltose, donc on a noté que notre échantillon est situé dans ces valeurs. Tandis
que le rapport fructose/glucose et la somme de ces deux sont 1,275 et 66,5%, respectivement.
Ces résultats en accordance avec ceux mentionné dans le CODEX STAN 12-1981 et la directive
2001 (la somme F+G du miel de miellat : dépasser 60%). le rapport F/G du notre miel est situé

entre 1,04 & 2,44, ces valeurs trouvé par Can et al (2015).

Dix neufs standards de polyphénols standards ont été utilisés pour faire une analyse
qualitative et quantitative par ’utilisation de RP-HPLC-UV. L’acide gallique, I’acide caféique,
I’acide syringique, 1’epicatechin, le Myricetin et le hespérétine ne sont pas détecté dans notre
échantillon. Notre résultat a été en accord avec les résultats de Can et al (2015) qui est travaillé
sur 14 échantillons du miel du Turquie ou I’acide gallique n’est pas détecté dans 9 échantillons,
I’acide syringique non détecté dans 10 échantillons, I’epicatechin non détect¢ dans 12
¢chantillons et le Myricetin non déterminé dans tous ces échantillons. Alors que 1’acide caféique
est détect¢ dans tous ces échantillons, ce n’est pas comme notre résultat. L’acide
protocatéchuique est détecté par quantité importante dans notre miel (10,945). Cette quantité
est presque similaire a la quantité qui existe dans le miel de citron du Turquie (Can et al. 2015).
La quantité de 1’acide p-OH benzoique est tres faible quantité (0,492 ug/g) par rapport au ceux
trouvé dans les échantillons du miel du Turquie (Can et al. 2015). La quantité de catéchine du
miel du Sidir (1,7 pg/g) est presque identique a ceux trouvé dans le miel du gattilier (Can et al.
2015). La quantité de 1’acide p-coumarique est égale 0,852 pg/g. ce résultat est peu moins que
se trouve dans le miel d’acacia (Can et al. 2015). La valeur de 1’acide férulique du miel du Sidir
(0,994) est presque comme le miel d’acacia (0,97) (Can et al. 2015). La rutine est détectée dans
le miel du Sidir par une quantité (4,227) similaire a ceux trouvé dans le miel d’astragale. La
Luteolin est existé par une tres faible quantité dans notre miel. Notre résultat a été presque
similaire au résultat obtenu par Haroun (2012) ou la Luteolin non détecté dans 26 échantillons
du miel du Turquie. La quantité de chrysine du miel du Sidir est 14,607. Cette valeur est
identique a ceux trouvé dans le miel du plateau (Haroun, 2012). La valeur de pinocembrine du
notre miel est 2,224. Ce résultat est presque identique a ceux trouvé dans le miel du Coton
(2,63) (Haroun, 2012). Tandis que la quantité de resvératrol, de CAPE, d’acide t-cinamique et
de diadzein sont tres importante dans notre échantillon (28,124, 6,89, 1,476 et 0,325 ug/g,

respectivement).

La détermination des phénols et flavonoides totaux est un critére importante pour déterminer

la qualité nutritionnelle du miel, Ces composants sont varié¢ selon 1’origine botanique du miel
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(Escriche et al (2014). Selon les résultats de Can (2015) montre que les types du miel du Turquie
ont des valeurs différentes de flavonoides de 0,65 & 8,10 mg QE/100 g, donc le teneur en
flavonoide du notre miel du Sidir Algérien est 1.20 +0.20 mg QE/100 g qu’il est situé dans ces
valeurs. La quantité des phénols totaux du miel du Sidir est 47.35 + 3.35 mg GAE/100 g. ce
résultat est similaire a ceux trouve par Can et al (2015) et El-Haskoury (2018), d’ou leurs
échantillons du miel contient entre 23.55 & 245.22 mg GAE/100 g.

Alors que la valeur de capacité antioxydante totale (FRAP) est égale 1.504 + 0.70
pmolFeS04.7H20/g. notre resultat est similaire a resultats obtenu par Can et al (2015)
(quelques types du miel du Turquie ont une pouvoir antioxydante entre 0.59 a 4.30
pumolFeS04.7H20/g) et El-Haskoury (2018) (le miel de la caroube des différentes régions du

Maroc ont une capacité antioxydante entre 1.87 a 4.72 IC50 = mg/mL).

Le pouvoir antioxydant de DPPH a été estime a 229.24 + 4.20 mg/ml. Notre résultat est trés
faible a ceux trouve par Can et al (2015) et EI-Haskoury (2018).

L’évaluation de I’activité antidiabétique du miel du Sidr sur des rats rendus diabétique
par injection intrapéritonéale de STZ a raison de 65 mg/kg. Aprés deux semaines de 1’injection,
le traitement par le miel guotidiennement pendant 28 jours a été commencé. Apres 58 jours
d’expérimentation les rats ont été sacrifiés et les paramétres suivantes ont été étudié : les
parameétres biologiques, biochimique et histologiques.

Le résultat de la glycémie montre que le miel du Sidr a une légére activité hypoglycémiante.
Ce résultat concorde avec d’Erejawa et al (2011c) qui ont montré que la diminution du taux de
glycémie n’est pas significative chez les rats traités par le miel par rapport au rats diabétiques.
Erejuwa et al (2012a, 2012b, 2011d) ont signalé que le fructose et 1’oligosaccharide présent
dans le miel pourrait contribuer de maniére a d’autre a I’effet hypoglycémiant observé. Abdul
Sani et al (2014) ont prouvé que le miel n’a pas un effet hypoglycémiant
La Metformine® a une Iégére capacité pour régler le taux de glucose. Nos résultat est semblable
a ceux trouvé par Erejawa et al (2010), mais avec une petite différence entre nos résultat, ou il
a trouvé que la Metformine a une bon action hypoglycémiante.

Une diminution importante du poids corporelle remarquée chez tous les lots diabétique par
rapport au lot témoin qui reste en croissance tout au long de I’expérimentation. C’est prouvé
que le STZ a un effet négatif sur le poids. Ces résultats a été identique avec les résultats de
Erejawa (2011b) et Abdul Sani et al (2014).Par contre, le miel et le Metformine affecte

positivement sur le poids. Le résultat de 1’effet du miel sur le poids ont été identiques a ceux

60



Miel : Résultats et Discussion

remarqué par Erejawa (2011b et 2010), mais par contre le résultat de 1I’effet de Metformine n’a
été pas similaire.
Les résultats d’analyses des paramétres biochimiques montrent que :

Le diabete a long terme affecte ces parameétres a savoir le bilan lipidique, bilan hépatique et le
bilan rénal par contre (HDL, Na et CI) leurs taux reste normal chez les rats diabétiques peut-
étre se changent aprés une longue durée d’atteinte du diabéte.

Le bilan lipidique des rats diabétiques a un taux de cholestérol (0,54g/1) et de triglycéride
(0,55 g/l) tres élevé. Concernant, le bilan hépatique de ces rats le taux de TGO (48,5 +
13,44U1/) trés bas et de TGP (121 Ul/l) trés éleve. Le bilan rénal montre que les rats diabétiques
ont un taux d’urée (0,5 mg/l) et du potassium (10,1 MMol/l) tres élevé et de créatinine trés bas
(3,96 + 3,96mg/l). Le reste des paramétres sont normale (HDL (0,575+ 0,01g/l) ; Na (130,9+
0,28 Mmol/l) ; CI (101,95+ 1,48 Mmol/l)). Par contre, ces parameétres sont dans les normes chez
le lot témoins
Concernant les parametres biochimiques mesurés chez les rats diabétiques traités par le miel,
sont variables tout dépend la dose et ils ont été similaires a celui d’Erejawa et al (2011a) et a
celui d’Abdul Sani et al (2014) et IFFA CREDO.

Méme remarques chez les rats du lot diabétique traité par le Metformine sauf que les résultats
sont faibles comparativement au traitement par le miel.
L’¢étude histologique montre qu’il y a un nombre restreints des ilots Langerhans avec une
atrophie et une nécrose au niveau des pancreas chez les rats diabétiques. Cette observation due
a ’injection de la streptozotocine (STZ) qui détruit les cellules béta des ilots de Langerhans
comparativement aux ilots des rats témoins qui sont nombreux et sains. Ces resultats trouvé est
semblable & ceux obtenu par El Rabey et al. (2017) et Taleb et al (2020).
Concernant les ilots des pancréas des rats diabétiques traités par le miel, 1’étude microscopique
démontre qu’il y a une amélioration en termes de leurs nombre, de leurs formes et de I’absence
de nécrose par rapport au lot diabétique. Ceci explique que le miel a un effet régenératif des
cellules et de leur fonction, ainsi qu’améliore I’aspect des ilots de Langerhans. Ces résultats en
accordance avec les résultats obtenus par Erejawa et al (2011b).
Cependant, I’aspect histologique des pancréas du lot diabétique traités par le Metformine, révele
que les ilots ont un progres en termes de leurs aspects et de leurs nombre comparativement au
lot diabétique. Ces résultats accordent avec les résultats d’Erejawa et al (2011b).

Durant notre expérimentation in vivo I’évaluation de I’effet cicatrisant du miel du Sidir
a été établie. Donc on a constaté une bonne cicatrisation pour les rats diabétiques traités par le
miel (DM) (78,73+16,05%) presque similaire a celle de Madécassol® (79,39+2,11%), mais ces

61



Miel : Résultats et Discussion

valeurs restent importantes de celle observée chez le lot DC (74,66+25,36 %). Ainsi que le miel
a une évolution de la cicatrisation trés rapide au 7°™ jour par rapport au produit de référence
(Madécassol ®). Ces résultats montrent que le miel a un effet cicatrisant due a la présence des
substances qui favorisent et accélérent le processus de cicatrisation. Ces substances sont des
sucres simples (80%), de glucose-1évulose (80%), d’enzyme glucoxydase (GOX), de
Methylglyoxal (MGO) et des flavonoides qui joue également un réle tres important dans la
cicatrisation, En concentration importante elles réduisent 1I’état inflammatoire installé et apaise
les douleurs, ce qui est non négligeable pendant le processus de cicatrisation, rendant I’épisode
plus supportable pour les patients (Lechaux, 2018). Ces résultats correspondent a ceux notés
par Malkog et al (2019).

En effet, chez les rats non diabétiques traités par le miel (NDM), les résultats montrent une
cicatrisation importante (93,53+2,64%) comparativement aux rats non diabétiques traités par
Madeécassol® (NDMD) (84,42+5,33 %). Cette observation affirme que le miel a une activité
cicatrisante importante. Effectivement, plusieurs travaux certifient I’effet cicatrisant du miel
comme ceux apportés par Nazeri, et al (2015), Oryan et Zaker (1998), Al-Waili (2004) et Hwisa

et al. (2013) qui a travaillé sur I’activité cicatrisante du miel du Sidir sur les lapins.

En termes d’évaluation de I’effet préventif du miel du Sidr sur I'ulcére gastrique induit
par une solution ulcérogéne (0,1 M HCI et 80% d’éthanol), le miel a été¢ administreé
quotidiennement pendant 7 jours. Le dernier jour de I’expérimentation, la solution ulcérogene
a été administré par gavage et une heure apres les rats ont été sacrifiés. Ensuite, apres la
dissection I’examen macroscopique de I’estomac, le pH, le volume, I’acidité du suc digestif et

I’examen microscopique du tissu de 1’estomac ont été déterminé dans ce travail.

L’étude macroscopique a ét¢ montre que, le lot témoin (C) a un aspect d’estomac normale avec
un pourcentage d’ulcére nul. Contrairement au lot ulcéreux (U), aprés I’administration de la
solution ulcérogéne a un estomac ulcéré avec des sillons hémorragiques et un pourcentage
d’ulcére 85,17+ 23%. Donc, la solution ulcérogene utilisé a été provoqué une grave ulcération
gastrique. Ces résultats a été similaire a ceux trouve par Noemi et al (2014) et Djebli et al (2020)

qui ont été induit ’ulceére par HCL et éthanol.

Alor que, ’examen macroscopique chez les lots prétraités par le miel (HU1 et HU2) a été
montre que les estomacs ont été apparus presque normal avec des légeres lésions et leurs

pourcentages d’ulcere trés peu élevé (8,53+ et 13,87 = %, respectivement) d’inhibition d’ulcere
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(88,06 et 82,03, respectivement). Cela montre que le miel a un pouvoir gastro-protecteur. Ces

résultat a été en accord avec ceux obtenus par Cinzia et al (2006), Saad et al (2016).

La détermination du pH, le volume et ’acidité du suc digestif sont des facteurs importants pour
I’évaluation d’ulcere. Le pH, le volume et 1’acidité du suc digestif chez le lot t¢émoin sont trés
différentes (2,6, 0,52 et 52,63 respectivement) par rapport au lot ulcéreux (1,66, 2,28 et 97,33,
respectivement). Ces résultats ont été montrés que 1’ulcere a augmenté le volume du suc digestif
et diminué le pH. lls ont été en accordance avec les résultats de Belhocine et al (2018) et de
Raju et al (2009).

Tandis que chez les lots prétraités par miel des différentes doses, a une augmentation
significative du pH (HU1 : 3,27 et HU2 : 2,64) par rapport au lot ulcéreux (2,3) ainsi que au lot
témoin (2,59) et une diminution significative du volume du suc digestif (HU1 : 1,49 et HU2 :
1,28) et de I’acidité (HU1 : 45 et HU2 : 57,5) comparativement au lot ulcéreux (U : volume :
2,28 et I’acidité : 97,33). Le miel a un effet inhibiteur de la sécrétion du suc digestif et diminué
son acidité. Les résultats obtenus ont été similaires a celui de Djebli et al (2020) et Manal et al
(2015).

L’¢étude microscopique de I’estomac des rats a ét¢ montrée que le lot témoin (C) a un estomac
intact avec une structure normale en comparaison a I’estomac de lot ulcéreux qui a une
destruction de sa structure. La solution ulcérogeéne a provoqué ’ulcere qui a affecté I’histologie
de I’estomac ou la destruction de la muqueuse et de sous muqueuse gastrique a €té provenue.
Ces effets obtenus a été semblable aux résultats de Boudaoud-Ouahmed et al (2016), Berezi et
al (2017) et Djebli et al (2020).

Les rats traités par le miel quel que soit la dose administré pendant 7 jours avant I’induction
d’ulcére a une architecture gastrique similaire a celui du lot témoin. Cela note que le miel a une
capacité protectrice pour protégé la muqueuse et 1’architecture gastrique contre les agents
ulcérogéne. Ces résultats sont en accordance a ceux trouve par Djebli et al (2020) et Manal et
al (2015).

9. Conclusion

Le miel est 1’un des produits de I’abeille, utilisé depuis longtemps pour ses vertus nutritionnelles
et thérapeutique. Cette utilisation a été attiré 1’attention des chercheurs pour évaluer ses

propriétés et ses composants.
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La présente étude a déterminé les caractéres physicochimiques, les principes actifs du miel du
Sidr par HPLC, le dosage des polyphénols et des flavonoides.il a ainsi qu’évalué 1’activité
antioxydante, antidiabétique antiulcéreuse et cicatrisation de ce miel.

Cette étude a été affirmée que le miel du Sidr Algérien a été concordé avec les normes établies
par le codex Alimentarius ou son pH est (4,89), sa conductivité électrique (0,28 mS/cm), son
pouvoir rotatoire (-0, 25), son humidité (8,2%) et sa matiére séche (92), sa teneur en fructose
(37,27%), en glucose (29,23%), en saccharose (6,39 %) et en Maltose (0 %), ainsi que sa
quantité de proline est trés importante (909.17 £ 12.06 mg/kg).

Le miel est tres riches en polyphénols (47.35 + 3.35 mg GAE/100 g) et en flavonoides (1,20 +
0,20 mg QE/100 g).

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par deux méthodes qui sont le test de la capacité
antioxydante totale (FRAP) et le piégeage du radical libre (DPPH). Ils ont été prouvés que le
miel présentait de 1,504 pmol de FeSO4. 7H20 / g et de 229,24 mg / ml, respectivement.

L’analyse des composés phénoliques par I’HPLC a été détecté 13 composants en différents
quantité (ug/g) ou trois composants ont été dominante (Resveratrol, Chrysine et Acide
protocatéchuique) dans ce miel.

Cette étude a montré que ce miel a été diminué le taux de glucose dans le sang, améliorer le
poids, le cholestérol, le créa, les enzymes hépatiques (TGP et TGO) et I’histologie pancréatique
chez les rats diabétiques par STZ.

Le miel du Sidr a une bonne cicatrisation avec une évolution de la cicatrisation trés rapide chez

les rats diabétiques et non diabétiques.

Le miel a un effet gastro-protecteur ou traduit par la protection de I’estomac au niveau
macroscopique et microscopique et par la diminution de la sécrétion du suc digestif et son

acidité.

En conclure que le miel du Sidr Algérien a une activité antioxydante, antidiabétique,

cicatrisante et gastro-protectrice due a sa richesse en composés actif.
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1. Définition

La propolis ou la colle d’abeille est un composé naturel résineux synthétisé par les abeilles a
partir de produits collectés des bourgeons, des résines, des gommes, des mucilages et beaucoup
d’autres composés des arbres, principalement des coniferes mais aussi des peupliers, des saules

et des aulnes et retravaillé par leurs sécrétions salivaires (notamment des enzymes) (Sforcin,
2016).

Le mot propolis dérive du Grec ancien (pro, « a ’entrée de » et polis, « ville ») indiquant que
ce produit naturel est utilisé dans la défense de la ruche. En raison de ses propriétés, les abeilles
I’utilisent comme ciment pour maintenir la stabilité de I’humidité et de la température dans la
ruche toute I’année et pour sceller les trous et les espaces ouverts. Elles s’aident également de
cette substance pour momifier les petits rongeurs morts a 1’intérieur de la ruche. Comme elles
n’ont pas la force de les transporter a 1’extérieur, elles les embaument pour éviter leur
putréfaction. A fortes températures, la propolis est souple, pliable et tres collante. Cependant,

elle devient dure et fragile lorsqu’elle est refroidie (Sforcin, 2016, Jean-Proste, 2005).
2. Apercu historique

La propolis est autrefois beaucoup moins connue que le miel. Probablement, ses usages
médicinaux étaient découverts plusieurs millénaires avant notre siécle. Plus tard, elle a été
utilisée par les Perses, les Grec, les Romains et méme les Incas (Donadieu, 1981).

Au cours du 1% siecle avant J. C., elle a été mentionnée dans les travaux du célébre savant Latin
Varron, ainsi que dans les écrits du poéte Virgil. En Rome, la propolis était trés recherchée et
en vendant plus cher que le miel. Chaque Iégionnaire Romain en avait une petite quantité sur
lui au moment des compagnes militaire (Debuyser, 1984 ; Donadieu, 1981)

Au 2°™ sigcle, le médecin Galien avait la mentionné dans ses traités.

Au 11°™ siécle, le philosophe et médecin Iranien Avicenne note & son propos « la propolis a la
qualité de faire éliminer les pointes de fleches et les épines, nettoie facilement et amollit
fortement » (Debuyser, 1984).

Au 12°™ sigcle, elle était utilisée dans le cadre des infections fébriles chez les Incas, ainsi
qu’elle est retrouvée également dans les livres de médecine de Géorgie.

Au début de 18°™ siecle en France, le terme de propolis a été mentionné dans les écrits
d'’Amboise (chirurgien d'Henri Il, de Francois 1*, de Charles 1X ainsi que d'Henri I1I).

A la fin du 19°™ siécle, son apogée d'utilisation a été connu a la guerre de Boers en Afrique du

Sud grace a ses propriétés désinfectantes et cicatrisantes (Debuyser, 1984 ; Donadieu, 1981).
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A la fin de 20°™ siécle, un important marché de la propolis existe en Russie et en Allemagne,
c'était un remede populaire qui déclarait soigner tous les maux. Elle est utilisé surtout en usage
externe comme anti-infectieux, cicatrisant, adoucissant et anti-inflammatoire sous forme
d'onguent, d'emplatre, de lotion et de fumigation (Debuyser, 1984).

La propolis a été expérimentée dans des cliniques Soviétiques en 2°™ guerre mondiale.
Egalement en médecine vétérinaire expérimental, la propolis est trés intéressante pour le
traitement des hémorragies et des plaies de toute nature.

Depuis quelques années, des nombreux chercheurs ont été intéressés et evalué ce produit
scientifiguement par des essais cliniques et expérimentaux.

3. La Récolte

Iy a deux méthodes principales possibles pour la récupération de la propolis par

I’apiculteur soit par le raclage et le grattage ou par les grilles (Waring et Waring, 2012) :

- la méthode par raclage et grattage des cadres et parois de la ruche est réalisée a ’aide d’un
couteau. La plupart du temps cette méthode est utilisée en hiver qui est la saison idéale pour
elle car la propolis est plus dure et plus friable et de ce fait se décollera plus facilement de ses
supports. L’inconvénient de cette méthode est qu’il y a beaucoup d’impuretés telles que des
débris de bois, des petits clous, des fragments d’abeilles et autres qui devront étre éliminés apres

la récolte. De ce fait cette méthode n’est pas trés utilisée.

- la seconde méthode consiste a placer des grilles en plastique souple au-dessus des cadres.
Etant donné que les abeilles ne supportent pas les trous, elles s’empressent de les boucher avec
de la propolis. Les grilles sont ensuite mises au congélateur afin que la résine soit cassante et
donc plus facile a récolter. L’avantage de cette méthode est la récolte de propolis avec trés peu

d’impuretés.
4. Composition chimique de la propolis

La propolis provenant de diverses parties du monde contient plus de 300 composés chimiques
différents (Huang et al, 2014). En générale, la propolis brute est composée de 50 % de résines
végetales, 30 % de cires, 10 % d’huiles essentielles et aromatiques, 5 % de pollen et 5 % d’autres
substances organiques, notamment du bois et des morceaux d’insectes (Bankova, 2005a et
Monti et al, 1983) (Tableau 09).
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Tableau 09 : la composition brute de la propolis (Bankova, 2005a ; Cardinault et al, 2012 ;
Ranfaing, 2017).

Composant Pourcentage (%)
résines végétales 50%

Cires 30%

huiles essentielles et aromatiques 10%

Pollen 5%

Matiere organiques et minérales 5%

Les principaux groupes chimiques de la propolis sont les acides phénoliques et leurs esters, les
flavonoides, les terpenes, les aldéhydes aromatiques et les alcools, les acides gras, les stilbénes
et les B-stéroides (Watanabe, 2011).

Les flavonoides sont les composés de la propolis responsables des principaux effets
pharmacologiques (Bankova, 2005b). La propolis contient environ de 60 types des flavonoides
et pour cela, la propolis 1'une des sources de flavonoides les plus concentrées. Parmi les
principaux flavonoides sont la chrysine, la pinocembrine, la galangine, la quercétine,

pinobanskine.

Les terpenoides représentent 10 % de la propolis et ils sont responsables de son odeur étant
donné qu’ils sont des composés volatils, mais contribuent aussi aux propriétés biologiques de

la propolis.

Les composés phénoliques comprennent divers acides tel que I’acide cinnamique, p-
coumarique, chicorique et caféique (Bankova, 2005b). Cette composition dépend de la zone
géographique de collection. Il y a la propolis de I’Europe, de I’Amérique du Nord, la propolis

méditerranéenne, Africaine et tropicale (Zabaiou et al. 2017).

Parmi les acides organiques présentés dans la propolis sont les dérivés de ’acide benzoique,

I’acide benzoique et I’acide gallique (Rolin, 1984)

La propolis contient également de provitamine A et certaines du groupe B (en particulier B3 ou

PP ou nicotinamide) (Rolin, 1984), ainsi que de la vitamine C et E. (Cardinault et al, 2012)

La propolis renferme aussi de calcium, cobalt, cuivre, fer, manganése, silicium, zinc, argent,

magnésium, molybdene, sélénium (traces) (Rolin, 1984).
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Elle comporte egalement du xanthorréol, du ptérostilbene, des lactones, des polysaccharides et
des acides aminés (Nelsen et al, 2007) ainsi que des tanins, des lignanes et des saponines
(Cechinel-Filho et Yunes, 1998).

Les glucides et les protides présents dans la propolis sont ceux qui constituent les grains de
pollen. IIs ne représentent qu’une infime proportion. Parmi les protides de la propolis : acide
aspartique, acide glutamique, alanine, arginine, cystine, glycine, histidine, isoleucine, leucine,
lysine, méthionine, phénylalanine, proline, sérine, thréonine, tryptophane, tyrosine, valine
(Donadieu 2008 ; Gabrys et al. 1986).

Les lipides qui composent la propolis sont principalement des terpénoides (farsénol par

exemple) et les lipides issus de la cire (Donadieu 2008 ; Apimondia 2001).

5. Propriété biologiques et pharmacologiques de la propolis

La propolis a attribuées de nombreuses propriétés qui sont essentiellement basées sur des
données empiriques issues de I’utilisation ancienne de la propolis dans I’exercice de la

médecine et parfois sur des études a faible niveau de preuves scientifiques.
5.1. Propriétés antibactérienne et antifongique

Les propriétés antibactériennes de la propolis sont les plus connues et les plus
documentées. Ainsi les Egyptiens I’utilisaient pour embaumer les morts et ainsi éviter la
putréfaction. La propolis a une activité antibactérienne démontrée sur de nombreux germes :
Staphylococcus aureus et S. mutans, Streptococcus sanguinis et S. mutans, Bacilus cereus
et B. subtilis, Proteus vulgaris et P. mirabilis, Pseudomonas, Listeria, Salmonelles,
Clostridium, Escherichia coli et E. faecalis et Helicobacter pylori (liste non exhaustive).
(Baltas et al, 2016 ; Banskota et al, 2001 ; Choi et al, 2006 ; Dolci et Ozino, 2003 ; Kayaoglu
et al, 2011 ; Koo et al, 2002 ; Kujumgiev et al, 1999 ; Orsi et al, 2005 ; Pavilonis et al, 2008 ;
Truscheva et al, 2010 ; Yang et al, 2006).

Les principaux agents antibactériens identifiés dans la propolis sont les flavonoides avec la
quercetine, la galangine et la pinocembrine. D’autres agents ont €¢galement ét¢ identifiés comme
I’acide caféique, I’acide benzoique, I’acide cinnamique. Ces derniers agiraient plutot sur la
membrane cellulaire ce qui expliquerait que ’activité bactéricide a été démontrée avec une plus
grande efficacité sur les bactéries Gram+ que sur les Gram-, et laisse fortement supposer une

action directe sur le peptidoglycane. Donc les propriétés antibactériennes de la propolis sont
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liées a ses composants, et il convient d’ajouter qu’il y a un effet de synergie entre ces

composants (Encyclopédie universelle, 2015).

La propolis a des mécanismes antibactériens multifactoriels : blocage de la division cellulaire,
désorganisation du cytoplasme, inhibition de la synthese protéique ou encore inhibition du
processus d’adhésion de la bactérie (Scazzocchio et al 2006).

Elle possede aussi un pouvoir antifongique important qui sont fortement suspectées par le fait
qu’il ne soit pas retrouvé de moisissures sur les cadavres de petits animaux dans la ruche
(Debuyser, 1984). Les flavonoides de Maringa (Brésil) induisent la mort cellulaire de trois
especes de levures a la concentration de 20 pg/ml : Candida parapsilosis, Candida tropicalis et
Candida albicans (Oliveira et al, 2006). La candidose vulvovaginale pouvait étre aussi inhibée
par cette propolis brésilienne (Dota et al, 2011). Cette activité antifongique provient
essentiellement de l’acide caféique, le coumarate de benzyle, la pinocembrine et la
pinobanksine. Le spectre antifongique de la propolis est large : Candida albicans, Aspergillus,
Microsporum ferrugineum, Microsporum gypseum (Kujumgiev et al, 1999 ; Ozcan, 2004 ;
Pavilonis et al, 2008 ; Xu et Shi, 2006).

5.2. Propriétés antivirale

L’activité antivirale de la propolis a été confirmée a partir de nombreuses études ; la propolis
est efficace contre les myxovirus, les poliovirus, les coronavirus, les adénovirus (Fournier,
2009 ; Revue Actualités pharmaceutiques, 2013) les virus de type herpés (dont zona) (Donadieu
2008), le virus de la grippe HIN1 (Takemura et al. 2011 ; Apimondia, 2001), de I’hépatite B
(Apimondia, 2001) et de la stomatite vésiculaire (Donadieu, 2008) et certains poxvirus (Revue
Actualités pharmaceutiques, 2010).

Il existe des propolis ne contenant que peu de flavonoides mais ayant néanmoins une action
antivirale. Ce serait plutdt les naphtoquinones et les quiterpenes qui seraient responsables de
cette action (Apimondia 2001). L’ester Phényléthylique de 1’acide Caféique (CAPE) est un des
plus puissants agents anti-intégrase de VIH (Ghedira et al 2009).

5.3. Propriétés antiinflammatoire

La propolis possede une activité antiinflammatoire importante. Sa fraction soluble dans
I’acétate d’éthyl semble étre la plus active en ce qui concerne cette propriété. Une fois de plus,

il s’agit d’une propriété pharmacologique qui se trouve étre dose-dépendante (Naik et al,

69



Synthése bibliographique

2013).Cette propriété anti-inflammatoire est déja utilisé au Brésil dans la médecine populaire
(Dulcetti et al, 2004).

Deux mécanismes anti-inflammatoires de la propolis ont été identifiés (Borreli et al, 2002 ;
Khayyal et al, 1993 ; Mirzoeva et Calder, 1996 ; Rossi et al, 2002) : le premier mécanisme
consiste a I’inhibition de I’interleukine 6 (IL-6). L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire
majeure, ce qui en fait donc une cible privilégiée en thérapeutique. Le second mécanisme
implique le CAPE, qui intervient comme un puissant modulateur du métabolisme de 1’acide

arachidonique, composé a I’origine de la synthése des leucotriénes et prostaglandines.

L’extrait de la propolis et le CAPE qu’elle contient inhibent aussi I’cedéme induit par la

carragénine et par ’arthrite (Ghedira et al, 2009, Eun-Hee Park et al, 1996).

La propolis par ses flavonoides, retarde 1’inflammation de la pulpe dentaire qu’elle protége en
la chapotant et simule la réparation de la dentine. Cet effet est utilisé dans 1’inflammation de la

gencive (Marcucci, 1995).
5.4. Propriétés anti prolifération et Anti cancer

Basé sur sa forte concentration en flavonoides, terpenoides et en composés phénoliques, la
propolis a été I’objet de plusieurs études pour la mise en évidence les effets cytotoxiques et

antiprolifératifs sur divers modeles in vivo et in vitro.

La propolis collectée de Phayao en Thailande posséde un effet antiprolifératif significatif sur
des cellules d’adénocarcinome alvéolaire humain (A549) et les cellules épithéliales humaines

du carcinome cervical (HeLa) (Khacha-ananda et al, 2013).

L’extrait hydro-alcoolique de la propolis a un effet protecteur sur la carcinogenése de

I’épithélium buccale induite chez le rat (Cavalcante et al, 2011).

Des extraits de propolis de Trigona laeviceps ont montré une forte activité antiproliférative in-
vitro sur des cellules cancéreuses humaines, dérivées de cancer du célon (SW620), du sein
(BT474), du foie (Hep-G2), du poumon (Chago) et de I’estomac (Kato-111). De plus, ces tests
ont été réalisés en paralléle sur des cellules normales humaines : hépatocytes et fibroblastes ou

les effets cytotoxiques n’ont pas été mis en évidence (Umthong et al. 2011).

La propolis agit également en supprimant la formation de métastase, avant et apres 1’inoculation

de carcinome mammaire et colique (p<0,01 et p<0,001) chez la souris (Orsoli¢ et al. 2003).
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L’analyse chimique de la propolis algérienne a montré la présence de divers composés a effet
antiprolifératif comme la galangine (Boutabet et al, 2011) et I’acide (+)-chicorique, identifié
pour la premiere fois dans la propolis par Segueni et al. (Segueni et al, 2011). La galangine
induit I’apoptose des cellules du mélanome (Zhang et al, 2013a) et inhibe la croissance tumorale
et les métastases in vivo dans un modéle murin de mélanome (Zhang et al, 2013b). La galangine
réduit aussi la progression et la dissémination des tumeurs de mélanome et induit 1’autophagie

et ’apoptose (Benguedouar et al, 2016).

En Turquie, 5 lignées cellulaires humaines de cancer ont été étudiées. L’extrait éthanolique de
la propolis posséde un effet cytotoxique trés puissant contre les cellules HepG2 (carcinome
hépatocellulaire), Widr (adénocarcinome du colon), HelLa, MCF-7 (adénocarcinome
mammaire) et PC-3 (adénocarcinome prostatique). Il parait que 1’effet cytotoxique le plus élevé
est celui exercé sur les cellules PC-3 (Turan et al, 2015). Pareillement, 1’extrait éthanolique de
la propolis polonaise inhibe la prolifération des cellules tumorales humaines du mélanome
(Me45) et du cancer colorectal (HCT 116) (Kubina et al, 2015).

5.5. Autres propriétés

La propolis a beaucoup d’autres activités biologiques et pharmaceutiques qui ont été évalué par
divers auteurs, y compris la cicatrisation, immunomodulatrice, hépato-protectrice (Marcucci,
1995), laxative (Kakino et al, 2012), régénération du tissu osseux (Ugan et al, 2013), et
restauration des nerfs l1ésés (Ylce et al, 2013). Elle a aussi un effet anesthésique local (Paintz
et Metzner, 1979 ; Ghisalberti et Jefferies, 1977), effet antiparasitaire (Monzote et al, 2012)
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Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire de recherche de Pharmacognosie et Api-
phytothérapie (L.P.A.P), université de Mostaganem Abdelhamid Ibn Badis (U.M.A.B).

1. Echantillonnage

L'extrait éthanolique de la propolis a été provenu de Turquie. L'échantillon de propolis
d'Anatolie de marque Bee & You (Bee'O®) (SBS Scientific Bio Solutions Inc., Istanbul,
Turquie) était présenté sous forme d’une solution et contenait 30% de propolis pure extrait par
I’éthanol (70:30, v/v) (Figure 25).

Figure 25 : ’extrait de la propolis

2. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al, 1999), La teneur en composés
phénoliques totaux de la propolis a été déterminée. Dans un tube a essai mettre 680 pL d'eau
distillée, 20 pL de la dilution de la propolis, 400 pL de réactif Folin-Ciocalteu (0,5 N) et 400
pL de Na2COs (10 %). incuber 2 heures a tempeérature ambiante. Ensuite, I'absorbance a été
mesurée a 760 nm. Tous les tests ont été étudiés en triple. L'expression des resultats était en mg

d'équivalents d'acide gallique (EAG) pour 1 ml de I’extrait de la propolis.
3. Détermination de la teneur en flavonoides

La méthode de Fukumoto et Mazza (2000) a été utilisé pour la détermination de teneurs totales

en flavonoides de la propolis.

Dans un tube a essai mettre 4,3 ml de méthanol absolu, 0,1 ml d'Al (NOz)3 a 10 %, 0,1 ml de

NHsCH3COO (1M). Incuber pendant 40 minutes a température ambiante. L'absorbance est lues
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a 415 nm. Les résultats ont été exprimés en mg QAE (Querceétine Equivalent)/ml de I’extrait de

la propolis.
4. Analyse des composes phénoliques par RP-HPLC-UV

Les analyses phénoliques ont été réalisées par UV-HPLC en phase inverse (Elite LaChrom
Hitachi, Japon). Les analyses ont été effectuées par I’utilisation de la colonne C18 en phase
inverse (150 mm x 4,6 mm, 5 um ; Fortis) et I’application du programme de gradient avec de
I'acétonitrile, de I'eau et de I'acide acétique. Un programme de gradient contenant 2 % d'acide
acétique (dans de I'eau pure) dans le réservoir A et 70-30 % d'acétonitrile-eau pure dans le
réservoir B a été appliqué. De plus, le volume d'injection des échantillons et des standards a été
ajusté a 25 pl, le débit de la phase mobile a 0,75 mL/min et la température de la colonne dans
le four a colonne a 30 °C. Le profil phénolique a été déterminé selon Can et al, 2015. Les

valeurs d'étalonnage pour tous les composés phénoliques sont compris entre 0,998 et 0,999.

Dix-neuf standards phénoliques ont été utilisés pour la détermination du profil phénolique. ils
sont les suivant : catéchine, épicatéchine, rutine, daidzéine, myricétine, lutéoline, hespérétine,
chrysine, pinocembrine, acide protocatéchuique, resvératrol, acide syringique, acide gallique,
acide p-OH benzoique, acide caféique, acide férulique, acide p-coumarique, acide t-

cinnamique, ester phénylique de I'acide caféique (CAPE).
5. Evaluation de P’activité antioxydante de la propolis
5.1. Méthode de réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

La capacité antioxydante totale a été déterminée par la réduction du complexe ferrique
tripyridyltriazine (Fe-111-TPTZ) (Benzie et Strain 1996).

Préparation du réactif FRAP : dans un tube a essai mettre 25 ml de tampon acétate (300 mM,
pH 3,6), 2,5 ml de solution TPTZ (10 mM) dans HCI (40 mM) et 2,5 ml de solution FeCls.6H20
(20 mM).

3 mL de réactif FRAP frais et 100 pl d'échantillons ont été mélangés dans un tube a essai.
Pendant 4 min d’incubation a 37°C, l'absorbance a été lue a 593 nm contre un blanc réactif
contenant de l'eau distillée. FeSO4.7H20 a été utilise comme standard pour construire une
courbe d’étalonnage (de 31,25 a 1000 uM). Les valeurs FRAP ont été exprimées en pmol
FeS0.4.7H20 équivalent ml de la propolis.
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5.2. Méthode de piegeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazil) est un radical libre stable qui posseéde une

coloration violette foncée, une fois réduit, il devient jaune pale.

Cette capacité est mise en évidence par une méthode spectrométrique en suivent la disparition

de la couleur violette de la solution contenant le DPPH.

Le piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) a été dissous dans du
méthanol (0,1 mM). Dans un tube a essai, mettre 750 L de la solution de la propolis diluée et
750 ul de DPPH dissous. Incuber pendant 50 min a I’abri de la lumiére. L absorbance a été lue
a 517 nm. Les résultats ont été exprimés en concentrations de piégeage (SC50) (mg/ml) que les
valeurs de SC50 représentaient la concentration d'extrait (mg/ml) nécessaire pour inhiber 50 %
des radicaux (Molyneux, 2004).

6. Test d'inhibition de I'a-amylase

L'inhibition de I' a-amylase a été réalisée en utilisant un dosage a I'acide 3,5-dinitrosalicylique
(DNS) (Miller, 1959). 300 ul de solution d'amidon (2%) ont été ajoutés a 150 pl de tampon
(tampon MOPS (50 mM, pH 7) et CaClz (2 mM)) et incubés a 37°C pendant 10 min. 50 pl d' a
-amylase (0,02 unité) et 50 pl d'extraits de la propolis a différentes concentrations (dissous dans
le diméthylsulfoxyde (DMSO) (1,5%) ont ensuite été ajoutés au mélange et incubés a 37°C
pendant 20 minutes. La réaction a été arrétée, 300 ul de solution de DNS (5 g de DNS ont été
dissous dans 11 ml de solution de NaOH (10 %) et ont été dilués a 50 ml) ont été ajoutés au
mélange reactionnel et bouillis au bain-marie pendant 5 minutes. L'absorbance a été lue sur le
spectrophotometre a 540 nm. L'acarbose a été utilisé comme contréle positif. Les résultats ont
été exprimés en valeurs IC50 (mg/ml) qui étaient la concentration d'inhibition de I'nydrolyse de

50 % du substrat. 1ls ont été déterminés a partir de la courbe dose-réponse.
7. Test d'inhibition de I’ a-glucosidase

L'inhibition de I’a-glucosidase a été mesuree en utilisant du p-nitrophényl-D-glycopyranoside
(p-NPG) comme substrat (Tao et al, 2013).

Le mélange réactionnel contenait 100 ul de tampon phosphate (100 mM ; pH 7,4) et 20 pl
d'enzyme a -glucosidase (Saccharomyces cerevisiae) qui se sont dissous dans 0,15 U/ml, dans
le méme tampon. Le mélange a été incubé a 35 ° C pendant 12 min, puis 50 pl de substrat de
p-NPG (5,0 mM pH 7,4) ont été ajoutés et aprés I’incubation a 37° C pendant 10 min,
I'absorbance a été lue a 405 nm (Kang et al, 2012).
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8. Evaluation des activités biologiques étudiées in vivo

8.1. Animaux d'expérimentation

Un effectif de 54 rats de souche Wistar a été utilisé dans la partie expérimentale in vivo,
provenant de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA). Ceux-ci ont été élevés dans le laboratoire de
pharmacognosie et Api-phytothérapie de I’université de Mostaganem. Le Comité institutionnel
d'éthique animale (1205/c/08/CPCSEA, 21.04.08) a agréé les procédures et les protocoles

expérimentaux utilisés dans cette étude.

Les rats ont bénéficié d’une période d’adaptation et de préparation durant laquelle ils ont regu
un régime alimentaire standard et un accés libre a 1’eau de robinet. Afin de respecter ’horloge
biologique des animaux, les conditions expérimentales au niveau de 1’animalerie étaient
constantes et adaptées selon le rythme nycthémeéral (cycle de 12h lumiére/obscurité). Les
conditions climatiques étaient adéquates pendant la période d’expérimentation (la température

ambiante et I’aération étaient favorables).
8.2. Répartirions des groupes expérimentaux
Les rats ont été répartis en trois groupes comme suit :

A- Le 1°" groupe est pour le test de toxicité on y a utilisé 3 lots de 3 rats femelles chacun. Pesant
(200 £ 20 g).

B- Le 2°™ groupe est pour I’activité antidiabétique on y a utilisé 4 lots de 5 rats males chacun.
Pesant de 250 a 300 g.

C- Le 3°™ est pour I’effet antiulcéreux on y utilisé 5 lots de 5 rats femelles chacun. Pesant entre
150 et 200g.

8.3. Test de toxicité

Ce test a consisté d’observer 1’effet de 3 doses différentes de la propolis qui a été preparé par
une dilution successive de la solution mére sur les rats suite a I’apparition ou non de signes de
toxicité, changement de comportement : hyperactivité, inactivité, sommeil, mort ou autres. Les
animaux ont été surveillés et observés attentivement pendant les 4 premieres heures et
quotidiennement par la suite pendant 14 jours. (OCDE, 2002). L’extrait de la propolis a été

administré par voie orale (gavage) a raison de 0.5ml/100g du poids corporel.

e Lot1: Recoit la solution mere de la propolis.
e Lot 2 : Recoit I’extrait de la propolis diluée a raison de 50 % de la solution meére.

e Lot 3: Recoit I’extrait de la propolis diluée a raison de 25 % de la solution meére.
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8.4. Détermination de I’effet hypoglycémiant

Les étapes de la capacité antidiabétique ont été déroulées comme suit :

1ere étape : la répartition

Selon le poids corporel, les rats ont été répartis comme sulit :

« Groupe C : rats non-diabétique ont recu de I'eau distillée par voie oral.

» Groupe D : Rats diabétiques ont recu de I'eau distillée par voie orale.

» Groupe DP 1 : Rats diabétiques traités par la propolis a raison de 1500 mg/kg.

» Groupe DP 2 : Rats diabétiques traités par 1’extrait de la propolis a raison de 750 mg/Kkg.
2¢me étape : I’induction du diabéte par le streptozotocine

Apres la répartition des lots, I’induction du diabéte a été effectuée sur les rats par 1’injection
intra péritonéale (IP) de Streptozotocine fraichement préparé a raison de 65mg/kg a une seule
dose, chez tous les lots expérimentaux a I’exception du lot témoin qui a été injecté par le tampon

de citrate de sodium (Furman, 2015).

Selon Adewole (2006) et Adewole et al (2010), les lots d’expérimentation (lots D, DP1 et DP2)
sont devenus diabétiques durant les 1" 48 heures de I’administration de STZ. Aprés deux
semaines de I’injection de STZ, le diabete a été stabilisé et développé chez ces rats qui ont un

taux de glucose supérieurs a 250 mg/dl.

3%me étape : ’administration de la propolis et la mesure de glycémie et du poids chez les

groupes expérimentaux

Apres cette période de stabilisation et du développement, le traitement par la propolis a été

commencé et administré quotidiennement par voie orale (gavage) pendant quatre semaines.

La glycémie a été mesurée chaque semaine durant la période expérimentale de 58 jours a 1’aide
d’un glucométre (vital checks®) de I’extrémité de la queue aprés que les rats ont été mises a
jeune pendant 6 heures. En méme temps la mesure du poids corporel a été effectuée a 1’aide
d’une balance électronique (Sartorius, Gottingen, Allemagne). L’eau consommee par les rats

a été suivie chaque jour.
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4%me étape : le sacrifice

Aprés deux semaines de 1’arrété du traitement, les rats ont été sacrifiés aprés mises a jeun
durant 6 heures. Le pancréas, le foie et les reins ont été enlevé pour faire une étude

histopathologie selon la méthode de Marck (2010).
5éme étape : 1’étude histologique

A la fin de ’expérimentale, les rats ont été anesthésiés, sacrifiés, les organes prélevés ont été
fixé dans le formol a 10 % immédiatement aprés la dissection de I'animal pour éviter la
dégradation des tissus. Pour éliminer l'eau, la déshydratation a l'alcool est réalisée par
exposition du tissu deux fois dans des bains dalcool a 96°, ensuite dans 1’acétone. La
substitution de ce dernier a été faite par 1I’xyléne ou le toluene puis 1’enrobage de celui-ci dans
la paraffine. Des sections minces du tissu (4 um) ont été coupées a l'aide d'un microtome et
celles-ci ont été colorées avec de I'hématoxyline et de I'éosine. Ces coupes sont préparées pour

étre examinées au photo-microscope (protocole de Marck ; 2010).
6™ étape : ’analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes et 1’écart-type a la moyenne (Moyenne +
ESM). L’évolution statistique est effectuée en utilisant le test t de Student. La valeur trouvée
par le calcul du t peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel
que : P> 0,05 = la différence non significative (ns), P< 0,05 =la différence significative *, P<

0,01 =la différence trés significative **, P < 0,001=la différence hautement significative ***,
8.5. Détermination de I’effet gastro-protecteur de la propolis
Les étapes de la capacité gastro-protectrice ont été déroulées comme suit :

1'er étape : La répartition des lots a été faite selon le poids corporels des rats.
L’administration des traitements a été quotidiennement pendant sept jours par voie oral
(gavage) (Djebli ,2020) :

» Groupe C : Rats ont recu de I'eau distillée par voie oral.

» Groupe U : Rats ont recu de I'eau distillée par voie orale.

» Groupe UP 1 : Regoit I’extrait de la propolis a raison de 500 mg/kg.

» Groupe UP 2 : Rats diabétiques traités par le miel de Sidr a raison de 1 g/kg.

» Groupe UL : Recoit Lansoprazole® a raison de 20 mg/kg.
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2tme étape 1 Au 7°™ jour du traitement, I’agent ulcérogéne (HCI (0,6M) et éthanol (80%))
a été administré par gavage aux rats qui ont été privés de ’aliment pendant 24 heures pour
I’induction d’ulcére. Le sacrifice des rats a été effectué¢ une heure aprés 1’administration de cet

agent (Djebli, 2020).
3%me étape : juste aprés le sacrifice, le suc digestif et I’estomac ont été récupéré.

- L’estomac prélevé a été étudié macroscopiquement et ensuite, il a €té étudié histologiquement

suivant la méthode de Marck (2010).
L’examen macroscopique a été fait comme suit :

L’ouverture de I’estomac, la peser, 1’étaler sur une surface blanche pour prendre des photos. A
I’aide d’un programme Image-J, la surface de I’estomac et d’ulcére ont été mesurée. Le

pourcentage d’ulcére et d’inhibition ont été calculé selon les formules suivantes :
% d'ulce U x 100
ulcere = —
° SE

(Avec : SU : la surface d’ulcére, SE : la surface d’estomac.)

SUc —SUt
(SUe —sUD)

100
SUc

% d'inhibition =
(Avec : SUC : la surface d’ulcére du groupe control, SUt : la surface d’ulcére du groupe traité)

- Le volume et le pH du suc digestif ont été déterminés juste apres le prélevement. Puis le
centrifuger a 3000 trs/min pendant 15 min. le volume et le pH du surnageant récupéré a été

également mesuré (Blhoucine et al, 2018).

- La détermination de I’acidité du surnageant a été effectué¢ comme suit : 1 ml du surnageant,
1 ml d’eau distill¢, 2 gouttes de phénolphtaléine ont été ajouté dans un bécher. Ensuite le NaOH
(0,01N) a été ajouté jusqu’a la couleur rose claire permanent a été apparu. Elle a été calculée

selon 1’équation suivante :

V (NaOH) x N (NaOH) X 100

Acidité (mEq/l) = 01

- L’examen microscopique a été effectué selon les étapes suivies dans 1’étude histologique de

I’activité antidiabétique.
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1. Tests in vitro

L'acidité, la caractérisation des antioxydants, les profils phénoliques, I'inhibition de I' a-amylase
et l'inhibition de la a-glucosidase de I'extrait de la propolis utilisé ont été résumes dans le tableau
10. Ces valeurs qui incluent également I'acidité (4,20 + 0,10) pourraient étre évaluées en tant

que données in vitro.

La caractérisation des antioxydants a été soulignée de différentes maniéres comme le contenu
phénolique total (TPC), le contenu total en flavonoides (TFC), la capacité antioxydante totale
(FRAP) et I'activité de piégeage des radicaux DPPH. Selon les résultats antioxydants basés sur
ces méthodologies, I'extrait de propolis était de 102,30 + 2,28 mg GAE/mL, 41,61 + 0,59 mg
QUE/mL, 594,11 * 6,94 pmolFeSO4.7H,O/mL et 0,54 + 0,05 mg/mL respectivement.

Huit acides phénoliques (acide gallique, acide protocathéquiique, acide p-OH benzoique, acide
caféique, acide syringique, acide p-coumarique, acide férulique et acide t-cinnamique), dix
flavonoides (catéchine, épicathécine, rutine, lutéoline, myricétine, resvératrol, diadzéine,
hespertine, chrysine et pinocembrine, et un ester phénylique (ester phénylique de I'acide
caféique (CAPE)) (tableau 10). Lorsqu'on a examiné ces composés, douze normes (acide
protocatéchuique, acide p-OH benzoique, acide caféique, épicatéchine , acide p-coumarique,
acide férulique, lutéoline, acide t-cinnamique, hespérétine, chrysine, pinocembrine, ester
phénylique de I'acide caféique (CAPE)) ont été observeés en différentes quantités en mg/100 ml
d'échantillon. La rutine, la myricétine, le resvératrol et la daidzéine n'ont pas été détectes dans
I'extrait de la propolis actuel. A la suite de cette analyse, la chrysine (4953,831 mg/100 ml) et
I'ester phénylique d'acide caféique (CAPE) (2399.399 mg/100 ml) ont été détectés et définis

comme composés majeurs (Figure 26).

Enfin, les résultats des activités inhibitrices de l'a-amylase et de la o-glucosidase de
I'échantillon testé ont été exprimés en IC50 (ug/ml). Les valeurs IC50 de ces activités
enzymatiques de la propolis analysée montrent le niveau de concentration efficace de 0,62 £
0,00 pg/ml et 40,40 + 0,09 pg/ml, respectivement (tableau 10).
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Tableau 10 : Propriétés in vitro de I'extrait de la propolis

Acidité

pH 4.20 £ 0.10
Caracteres antioxydante

teneur en polyphénols totaux (mg GAE/ml) 102.30 £ 2.28
Teneur en flavonoides (mg QUE/mI) 41.61 +0.59
capacité antioxydante totale (FRAP) (umolFeSO4.7H>0/ml) 594.11 £ 6.94
piégeage du radical libre (DPPH) (mg/ml) 0.54 £ 0.05
Profile phénoliques (mg/100 ml)

Acide gallique N.D.
Acide protocatéchuique 3.598
acide p-OH benzoique 4.328
Catéchine N.D.
Acide cafeique 339.66
Acide syringique N.D.
Epicatechin 35.162
Acide p-coumarique 106.815
Acide férulique 39.380
Rutine N.D.
Myricetin N.D.
Resveratrol N.D.
Daidzein N.D.
Luteolin 53.151
Acide t-Cinnamique 25.529
Hespérétine 35.620
Chrysine 4.953.831
Pinocembrine 549.360
Ester phénylique de I'acide caféique (CAPE) 2,399.399

Inhibition de I'a-amylase et a-glucosidase

a-amylase (1Cso-pug/ml) 0.62 £ 0.00
a-glucosidase (ICso-pg/ml)? 40.40 £ 0.09
Acarbose (UM) 164.10£0.14

N.D : non détecté. 2: L'acarbose a été essayé comme témoin positif pour l'inhibition de la a-glucosidase.
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Figure 26 : composés phénoliques de la propolis détectés par ’HPLC (Acide gallique, 2. Acide
protocatéchuique, 3. Acide p-OH benzoique, 4. Catéchine, 5. Acide caféique, 6. Acide
syringique, 7. epicatechin, 8. acide p-coumarique, 9. acide férulique, 10. Rutine, 11. Myricetin,
12. resveratrol, 13. daidzein, 14. Luteolin, 15. Acide t-cinnamique, 16. Hespérétine, 17.
Chrysine, 18. Pinocembrine, 19. Ester phénylique de I'acide caféique (CAPE)).

2. Tests de toxicité

Aprés lI'administration des différentes doses de I’extrait de la propolis a chaque lot, les lots ont
été suivis pendant 14 jours, aucun signe de toxicité sur les rats n’a été noté.

3. Détermination de I’effet hypoglycémiant de la propolis
3.1. Effet de la propolis sur 1’évolution pondérale

Au début de I'expérimentation, le poids corporel a été presque identique pour tous les lots. Au
9°™e jour, le poids a diminué pour les lots de diabétiques. A la fin de I'expérimentation, le poids
a une diminution par rapport au début de I'expérience pour tous les lots diabétiques. Le lot
diabétiques traité par la propolis de dose 1500 mg/kg (DP1) a été de 238 g, les rats diabétiques
traités par ’autre dose (750 mg/kg : DP2) ont été pesé 228,5 g et ensuite le lot diabétique (D)
pesait 218 g. Le poids du lot ttmoin (C) a augmenté tout au long de I'expérimentation (Figure
27).
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Figure 27 : évolution du poids corporel en fonction du temps (C : lot témoin, DP1 et DP2 : lots
traités par la propolis des différentes doses (1500 et 750 mg/kg, respectivement) ; D : lot
diabétique).

3.2. Effet de la propolis sur la consommation d’eau

Les rats diabétiques ont été consommés beaucoup d'eau (hautement significative) par rapport
au groupe témoin. Aprés I’administration de I'extrait de la propolis, la consommation d'eau par
rapport au lot diabétique n'était pas significative pour le lot diabétiques traité par la propolis a
la dose de 750 mg/kg (DP2), et hautement significative pour le lot diabétiques traité a la dose

de 1500 mg/kg de la propolis (Figure 28).
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Figure 28 : moyen de la consommation de 1’eau (C : lot témoin, DP1 et DP2 : lots traités par la

propolis des différentes doses (1500 et 750 mg/kg, respectivement) ; D : lot diabétique). *: la
signification par rapport au lot diabétique (D) ; # : la signification comparer au lot témoin (C).
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3.3. Effet de 1a propolis sur I’évolution glycémique

Chez les lots diabétiques de I’expérimentation, dans JO le taux de la glycémie a été normal. Il a
¢été ¢éleveé apres 48 heures de I’administration de STZ c.a.d. aJ 2. A la fin de I’expérimentation
le taux du glucose sanguin a été augmenté pour le lot diabétique. Par contre, le taux glycémique
du lot diabétique traité par la dose de 750 mg/kg (DP2) a été diminué et le taux de 1’autre lot
(DP1) a eté devenu normale. La glycémie de lot témoin a été restée presque stable tout au long

de I’expérimentation (Figure 29).
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Figure 29 : évolution de la glycémie en fonction du temps (C : lot témoin ; D : lot diabétique,

DP1 et DP2 : lots traités par la propolis a raison de 1500 et 750 mg/kg, respectivement).
3.4. Effet de la propolis sur ’aspect microscopique de quelques organes
A. Etude histologique du pancréas

L'étude histologique de pancréas chez les rats diabétiques, montre qu'il y a une atrophie des
flots de Langerhans avec une diminution de la quantité et une destruction de la structure, ainsi
qu'il y a une nécrose cellulaire a leurs niveaux. Tandis que les ilots des rats témoins ont des

tailles, de forme et de nombre normaux, sans manque cellulaire a leurs niveaux (Figure 30).

L’examen microscopique des pancréas des rats diabétiques traités par I’extrait éthanolique de
la propolis de 100%, nous a permis d’observer que le nombre des ilots est plus nombreux que
les rats diabétique, et moins que les rats témoins. 1l y a des ilots sont aussi sains que celles des
rats témoins, mais il y a d’autres ont des tailles et des aspects anormaux avec un manque

cellulaire, comme les ilots des rats diabétiques (Figure 30).
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Certains ilots saines des rats diabétiques traités par 1’extrait de la propolis de 50% ont des tailles
et des formes entre les ilots des rats diabétiques traités et témoins, et certains d’autres ont une
atrophie de la taille et une forme hétérogene avec nécrose cellulaire, comme les ilots des rats
diabétiques. Leurs nombre est entre les rats diabétiques traités par la propolis de 100% et des

rats diabétiques (Figure 30).

Figure 30 : tissu pancréatique des rats témoins (C), rats diabétiques (D) et rats diabétiques
traités par la propolis de la dose 1500 mg/kg (DP1), la propolis de la dose 750 mg/kg (DP2)

('hématoxyline + éosine ; X40). IL : llots de Langerhans. NC : Nécrose Cellulaire.
B. Aspect microscopique du foie

L’¢étude histologique du foie montre que le tissu hépatique des rats témoins a un tissu sain avec
des hépatocytes normales sans atteinte par la stéatose. Tandis que les tissus des rats diabétiques
sont pleins des zones atteintes par des stéatoses ou leurs hépatocytes ont des macros et micro

vacuolaire. En plus d'avoir des infiltrats inflammatoires (figure 31).

Le foie des rats du lot diabétique traité par la propolis de 750 mg/kg (DP2) présente une
dégénérescence graisseuse mais leurs hépatocytes sont moins atteints que le lot diabetique (D),
alors que le tissu du lot diabétique traité par la propolis de 1500 mg/kg (DP1) est presque sain
que le foie du lot témoin (C) (Figure 31).
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Pl AP 8 .‘

Figure 31 : tissus hépatique des rats témoins (C), rats diabétiques (D) et rats traités par la
propolis a raison de 1500 mg/kg (DP1), propolis de dose 750 mg/kg (DP2) (Hematoxylin +
éosine ; X40). stéatoses Macro-vacuole (+ ), stéatoses micro-vacuole (+ ), infiltrat
inflammatoire (—).

C. Etude histopathologie des reins

L'examen microscopique du lot témoin(C) a révélé un tissu rénal normal sans dommages aux
glomérules ou atrophies tubulaires. Nous avons également noté I'absence de signes
histologiques de micro-angiopathie diabétique (néphropathie diabétique), en particulier
I'absence de glomérulosclérose (Figure 32).

D’autre part le lot diabétique a été présenté des néphropathies diabétiques ou la majorité des
glomérules est totalement detruits (gloméroscléroses) et les autres présentaient une Expansion
mésangiale au stade plus avancé, et certains glomérules ont été a des stades moins avancé. De

plus, il y a une atrophie tubulaire (Figure 32).
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La majorité des glomérules du lot traité par la propolis de 1500 mg/kg (DP1) ont été sains et
quelques-uns aux stades d’expansion mésangiale et des glomérulosclérose. Tandis que les reins
du lot traité par 1’autre dose de la propolis (DP2) ont été présenté plus des glomérules aux stades
d’Expansion mésangiale et des glomérulosclérose que le lot traité par la dose élevé de la
propolis. Quelques corpuscules de Malpighi sains ont également été observés. Les tubules
rénaux des lots traités par la propolis étaient aussi sains que ceux des groupes témoins (Figure
32).

DP 2 DP 1

Figure 32 : coupe histologique du tissue rénale des rats témoins (C), rats diabétiques (D) et rats
diabétiques traités avec la dose de 1500 mg/kg (DP1) et la dose de 750 mg/kg (DP2) de la
propolis ; (Hematoxylin + éosine ; X10). Stade d’Expansion Mésangiale moins avancé (=) ;

Stade d’Expansion Mésangiale plus avance () ; Glomeroscléroses () ; Glomérules rénal ().
4. Détermination de I’effet gastro-protecteur
4.1. Effets de la propolis sur I’aspect macroscopique de I’estomac

A. Examinassions des estomacs a I’ceil nu
L’observation macroscopique a 1’ceil nu de la face intérieure des estomacs des rats choisis

aléatoirement de chaque lot a été montrée que I’estomac de lot témoin (C) a une surface intacte
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sans avoir des lésions par contre de celui du lot ulcéreux (U) qui avait présenté des fortes lésions
sous forme des sillons hémorragiques aprés I’administration de 1’agent ulcérogéne (HCI-
¢thanol). Tandis que I’estomac du lot ulcéreux prétraité avec Lansoprazole® (LU) a été trés peu
endommagé que le lot ulcéreux (U). Les lots ulcéreux prétraités par les deux doses de la propolis

(PU1 et PU2) avaient des estomacs sains et similaires a celle-ci du lot témoin (C) (Figure 33).

é‘% Sillon hémorragique

| I
lcm

Figure 33 : I’aspect macroscopique de I’estomac des rats témoin (C), rats ulcéreux (U), rats
ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis a raison de 500 mg/kg (PU1) et
de 1000 mg/kg (PU2)
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B. Effet de la propolis sur le poids de I’estomac

Selon la figure (34), tous les lots ulcéreux (PU2 : 1,53 ; U :1,45; LU : 1,38 et PU1: 1,12 g)
ont des poids des estomacs supérieures (non significatif pour LU et PU1 et trés significatif pour
PU2 et U) a celui du lot témoin (C : 0,84 g).

Les estomacs chez les lots ulcéreux prétraités par Lansoprazole® (LU) et la dose faible de la
propolis (PU1L) ont des poids moins (PUL : significatif et LU : non significatif) que celui du lot
ulcéreux (U). Ce dernier son poids d’estomac a été inférieur a celle du lot ulcéreux prétraité par

la dose forte de la propolis (PU2).
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Figure 34: Moyen du poids d’estomac des rats témoin (C), rats ulcéreux (U), rats ulcéreux
prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500 mg/kg (PU1) et de 1000 mg/kg
(PU2). * : par rapport au lot témoin (C), # : par rapport au lot ulcéreux (U).

C. Effet de la propolis sur le taux d’ulcération gastrique

Le pourcentage d’ulcére du lot ulcéreux a été présenté 85,17+10 % et hautement significatif par
rapport au lot témoin qui a été 0%. Les lots ulceéreux prétraités par la propolis ont un
pourcentage d’ulcére presque nul (mais PU1 : 0,34% hautement significatif et PU2 : 0,91%
significatif). Tandis que le pourcentage d’ulcére du lot ulcéreux traité avec le produis de

référence (LU) a été éleve et tres significatif comparativement au lot témoin (C) (Figure 35).

Tous les lots ulcéreux traités (PU1, PU2 et LU) ont des taux d’ulcération gastrique trés faible

et hautement significatif par rapport au lot ulcéreux (Figure 35).
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Figure 35 : Moyen du taux d’ulcération gastrique des rats témoin (C), rats ulcéreux (U), rats
ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500 mg/kg (PU1) et de
1000 mg/kg (PU2). * : par rapport au lot témoin (C), # : par rapport au lot ulcéreux (U).

D. Effet de la propolis sur le pourcentage de protection d’ulcération gastrique

La figure (36) a été montrée que le pourcentage de protection d’ulcération gastrique chez les
lots ulcéreux prétraités par la propolis de différentes doses (PU1 : 99,48 et PU2 : 98,71%) ont
été un peu faible, ainsi que chez le lot ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU : 84%) a été
faible en comparant avec le lot témoin (C : 100%). Alors que, le pourcentage de protection du

lot ulcéreux a été nul (U : 0%)

Le taux de protection contre 1’ulcération gastrique pour tous les lots ulcéreux prétraités (LU,

PUL et PU2) a été tres élevé et hautement significatif comparativement au lot ulcéreux (U).
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Figure 36 : Moyen de taux de protection d’ulcération gastrique des rats témoin (C), rats
ulcéreux (U), rats ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500

mg/kg (PU1) et de 1000 mg/kg (PU2). * : par rapport au lot témoin (C), # : par rapport au lot
ulcéreux (V).

4.2. Effet de la propolis sur ’acidité de I’estomac
A. Volume et pH du suc digestif

En comparant avec le volume du suc digestif du lot témoin (C : 0,52 ml) : le lot ulcéreux
prétraité par la dose élevé (PU2 : 0,68 ml) avait un volume Iégerement plus et non significatif,
tandis que les autres lots ulcéreux prétraités avaient des grands volumes du suc gastrique et trés
significatif (PU1 : 1,13 et LU : 1,43 ml). Alors que le lot ulcéreux son volume trés grand et
hautement significatif (U : 2,55 ml) (Figure 37).

Par contre la comparaison avec le lot ulcéreux, tous les lots ulcéreux prétraité (LU, PUL et PU2)
avaient de trés faibles quantités du suc digestif et trés significatif pour LU et hautement
significatif pour PU1 et PU2 (Figure 37).
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Figure 37 : Moyen du volume du suc digestif des rats témoin (C), rats ulcéreux (U), rats
ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500 mg/kg (PU1) et de
1000 mg/kg (PU2). * : comparaison avec le lot témoin (C) ; # : coparaison avec le lot ulcéreux

(V).

La figure (38) a montré que les valeurs du pH des lots ulcéreux (U : 2,3 ; PU1: 2,36 et LU :
2,46) ont été inférieurs et non significatif. Par contre a celle du lot ulcéreux prétraité par la dose
de 1000 mg/kg de la propolis (PU2 : 2,78) a eté supérieur et non significatif a celle du lot témoin
(C:2,59).

Les valeurs de pH des lots ulcéreux prétraité (PU1, LU) ont été supérieures, non significatif et

I’autre dose de la propolis (PU2) est supérieure et significatif a celle du lot ulcéreux.
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Figure 38: Moyen du pH du suc digestif des rats témoin (C), rats ulcéreux (U), rats ulcéreux prétraité
par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500 mg/kg (PU1) et de 1000 mg/kg (PU2). * :

comprant avec le lot témoin (C) ; # : comparant avec le lot ulcéreux (U)
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B. Volume et pH du surnageant du suc digestif

Les volumes du surnageant des lots ulcéreux comparativement au lot témoin (C : 0,19 ml) ont
été plus grand et hautement significatif (U : 1,27, LU : 0,98 et PU1 : 0,91 ml, respectivem ent
a ’ordre décroissant) a I’exception de celui de lot ulcéreux prétraité par la propolis a raison de

1000 mg/kg (PU2 : 0,47 ml) a été proche et significatif a celui du lot t¢émoin (Figure 39).

Les lots ulcéreux prétraités ont des quantités tres petites du surnageant du suc digestif et non
significatif pour LU, significatif pour PU1 et hautement significatif pour PU2 comparativement

a celle du lot ulcéreux (Figure 39).
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Figure 39 : Moyen du volume du surnageant du suc gastrique des rats témoin (C), rats ulcéreux
(V), rats ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500 mg/kg (PU1)
et de 1000 mg/kg (PU2). * : par rapport au lot témoin (C), # : par rapport au lot ulcéreux (U).

La figure (40) montre que les valeurs du pH du surnageant du suc gastrique comparativement
au lot témoin (C : 2,61), chez les lots ulcéreux (non traité (U : 2,05,) et prétraité avec
Lansoprazole® (LU : 2,25,) et la propolis de faible dose (PU1 : 2,15,) ont été faible (significatif,
non significatif, hautement significatif, respectivement), contrairement au 1’autre lot prétraité

par la propolis (PU2 : 3,54) a été tres élevé et significatif.

Les valeurs des lots ulcéreux prétraités par le produit de référence et la propolis de 500 mg/kg
(PU1) ont été un peu élevé et non significatif, ainsi que de celle du lot traité par la deuxieme
dose de la propolis (PU2) a été tres élevé et trés significatif par rapport a celle du lot ulcéreux
(Figure 40).

92



Propolis : Résultats et Discussion

5,00
4,50 *3+
4,00

£ 350

(5]

2 3,00

c

5 2,50

[72]

22,00

I 1,50
1,00
0,50
0,00

_'
—
— xxx
*

C LU PU1 PU2 U
groupes expérimentaux

C mLU =PUl mPU2 mU

Figure 40: Moyen du pH du surnageant du suc gastrique chez les rats témoin (C), rats ulcéreux
(V), rats ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500 mg/kg (PU1)

et de 1000 mg/kg (PU2). * : comprant avec le lot témoin (C) ; # : comparant avec le lot ulcéreux
(V).
C. Effet de la propolis sur I’acidité du surnageant gastrique

La comparaison de 1’acidité chez les lots ulcéreux (prétraité et non) au celle du lot témoin (C :
61,28 mEQg/l) a montré que : I’acidité des lots prétraité avec le standard (LU : 62,88 mEqg/l) et
la propolis (PUL : 63 mEqg/l) ont été un peu élevé et non significative ainsi que celle du lot
ulcéreux (U : 72,17 mEqg/l) a été trop élevé et significative. Contrairement a celle du lot prétraité

par la dose 1000 mg/kg de la propolis (PU2) a été un peu faible et non significative (Figure 41).

Tous les lots ulcéreux prétraités par le médicament de référence et la propolis (PUL et PU2)
avaient de 1’acidité faible et trés significative pour PUZ2, significative pour PU1l et non
significative pour LU par rapport a celle du lot témoin (Figure 41).
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Figure 41 : Moyen de I’acidité du surnageant gastrique des rats témoin (C), rats ulcéreux (U),
rats ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis de dose 500 mg/kg (PU1) et
de 1000 mg/kg (PU2). * : comparaison avec le lot témoin (C) ; # : coparaison avec le lot

ulcéreux (V).
4.3. Effet de la propolis sur ’aspect microscopique de I’estomac

Les coupes histologiques de I’estomac de tous les lots ont montrées que le lot témoin (C) avait
des couches gastriques intactes avec des épaisseurs normales, la surface de la muqueuse saine
et sans avoir des pertes et des atrophies, ainsi que 1’absence d’cedéme et I’infiltrat inflammatoire
au niveau de la sous muqueuse. Contrairement au lot ulcéreux qui avait des couches
endommagées par I’ulcére ou I’épaisseur de la muqueuse a été trés mince avec la présence des
¢rosions et des atrophies cellulaires, la sous muqueuse a été ¢galement dilaté par I’cedéme avec

I’apparition d’infiltrat inflammatoire (Figure 42).

En revanche, I’aspect microscopique du lot ulcéreux prétraité avec Lansoprazole® (LU) a été
apparais mieux que le lot ulcéreux (U) ou la muqueuse avait une épaisseur un peu large avec
des atrophies cellulaires et celle de la sous muqueuse avait une petite dilatation causer par la

présence d’une petite quantité d’cedéme avec 1’absence d’infiltrat inflammatoire (Figure 42).

Alors que les lots ulcéreux prétraité par la propolis (PUL : 500 mg/kg et PU2 : 1000 mg/kg) ont
présenté une apparence histologique tres proche a celle du lot témoin, ou les couches de
I’estomac sont intacte avec des épaisseurs normales ainsi que 1’absence d’cedéme étendu et

d’infiltrat inflammatoire dans la sous muqueuse (Figure 42).
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Figure 42 : Coupes histologiques de I’estomac chez le lot t¢émoin (C), lot ulcéreux (U), lot
prétraité par Lansoprazole® (LU) et par la propolis (PU1 : 500 mg/kg et PU2 : 1000 mg/kg)
(Coloration par I'nématoxyline + éosine) (X10) A et B (X40).
M : musculeuse, SQ : sous muqueuse, Q : muqueuse,
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5. Discussion générale

La population mondiale a augmenté de facon exponentielle au cours du siecle dernier et elle
continue de croitre. Malheureusement, cette augmentation exponentielle montre également une
corrélation avec la population de patients. Le diabete sucré, qui est un trouble métabolique
courant lié au métabolisme des glucides, pourrait étre donné comme exemple de cette
augmentation étonnante. A I'échelle mondiale, la prévalence du diabéte chez les adultes est
estimeée a environ 463 millions de personnes en 2019, et on estime qu'elle passera a 700 millions
d'ici 2045 (Saeedi et al. 2019).

L'hyperacidité gastrique et l'ulcére gastroduodénal sont également un probleme mondial tres
courant (Jainu et Devi, 2006). L'ulcére gastrique est une lésion qui affecte I'ensemble de la
muqueuse gastro-intestinale et de la mugueuse musculaire (Tarnawski et al, 2001). Il est induits
par plusieurs facteurs, tels que : le stress, le tabagisme, les carences nutritionnelles et la
consommation d'anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Nash et al 1994). Environ 25 %
des patients atteints de cette maladie présentent une complication grave, telle qu'un saignement,

une perforation ou une obstruction de la sortie gastrique (Gulia et Choudhary, 2011).

C'est une réalité absolue que la prévalence de certaines maladies élevées est liée a la forte
consommation des médicaments. Cependant, I'utilisation des médicaments synthétiques et/ou
de produits chimiques peut ne pas étre efficace dans la prévention et le traitement de certaines
maladies qui ont augmenté ces derniéres années pour des raisons telles que les effets
secondaires biologiques ou la résistance aux médicaments (Gl et Pehlivan, 2018). Dans notre
monde moderne d'aujourd’hui, l'application de nombreuses méthodes traditionnelles -
I'apithérapie en fait partie - a été encouragée contre ces drogues synthétiques et/ou chimiques
(Sahin, 2016).

L'apithérapie est I'étude de l'utilisation de produits apicoles tels que le miel, le pollen, la
propolis, la gelée royale, le venin d'abeille, la cire et I'apilarnil pour la prévention et le traitement
des maladies (Hellner et al, 2008). Surtout, la propolis présente de nombreuses activités
biologiques et son utilisation comme agent de médecine complémentaire est connue depuis
longtemps (Baltas et al, 2016 ; EI-Guendouz et al, 2016 ; El Rabey et al, 2017 ; Gul Baykalir
et al, 2016 ; Yildiz et al, 2013 ; Yildiz et al, 2014).

Le travail préparé ici a été réalisé sur l'efficacité de la propolis en tant qu'agent antidiabétique

et antiulcéreux.
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La Comparaison des propriétés biochimiques in vitro de la propolis a montré que la capacité
antioxydante pourrait étre évaluée en tant que parametre de qualité pour la propolis ainsi que
d'autres produits apicoles comme le miel et le pollen (Can et al, 2015). Par rapport a la littérature
basée sur I'étude des antioxydants, les différentes plages de valeurs ont pu étre observées en
raison de la riche variation physico-chimique des ingrédients de la propolis. Mais les résultats
généraux étaient en harmonie avec notre travail. Aliyazicioglu et al ont étudié la propolis
anatolienne, ils ont trouvé la teneur totale en composés phénoliques de 115 a 210 mg GAE/g
d'extraits méthanoliques (Aliyazicioglu et al. 2013). Alencar et al (2007) ont utilisé de la
propolis rouge brésilienne avec extraction a I'éthanol ; leurs résultats varient de 43 a 233 mg de

GAE/g d'extraits éthanoliques.

Selon Socha et al ; les composes phénoliques essentiels de la propolis précisent la
caractéristique antioxydante tout comme la variété des flavonoides. Alors que la fourchette de
teneur en flavonoides de leurs échantillons analysés était relativement étroite, de 35,64 a 62,04
mg QE/g (Socha et al, 2015), une fourchette tres large a pu étre observée dans la littérature
(Ahn et al, 2007 ; Hernandez Zarate et al, 2018). 1l était clair que notre expression unitaire (mg
QUE/mL), qui n'était pas transformée en matiere seche en gramme, était différente en termes
de littérature générale donnant ainsi une comparaison directe pourrait étre considérée comme
une inharmonie. S'il fallait exactement la méme unité pour montrer I'efficacité de notre propolis
en termes de flavonoide, I'étude de Curifuta et al, (2012) pourrait étre donnée. Parce que la
gamme de leurs teneurs totales en flavonoides se situait entre 4,0 et 19,7 mg/mL d'équivalents

de quercétine.

Bien que le résultat du FRAP de I'échantillon analysé soit presque similaire a celui rapporté par
Saral et al, (2019) qui ont également évalué des échantillons de propolis prélevés sur différentes
races d'abeilles melliferes en Turquie, le niveau de DPPH a été jugé incompatible. La raison de
la différence d'activité DPPH entre I'échantillon de propolis testé (SC50 : 0,54 + 0,05 mg/mL)
et le résultat de la littérature actuelle (SC50 : 0,02-0,13 mg/mL) pourrait étre une variété de
propriétés physicochimiques et biochimiques de I'échantillon de propolis (Saral et al, 2019).
Ces propriétés sont liees a de nombreux facteurs ; non seulement avec les conditions
géographiques et climatiques, mais aussi le niveau d'antioxydant de la propolis peut étre
variable en fonction de nombreux facteurs tels que le type d'abeille, I'état de la ruche et surtout
la source florale (Souza et al, 2016). Tous ces facteurs sont responsables de l'activité de
nombreux groupes sous-phénoliques et de composés phénoliques individuels, tels que les

acides phénoliques et les flavonoides (Akyuz et al, 2014). Apres avoir fourni nos résultats
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antioxydants et les avoir comparés a ceux d'études précedentes, nous étions encore plus
confiants dans le rapport de bioactivité de la propolis fourni par HPLC en tant que forte source
de phénolique. De plus, il y avait une forte similarité de corrélation, ici, Socha et al, (2015) ont
rapporté que la chrysine était la quantité maximale dans les échantillons de propolis, comme
notre résultat. De plus, les résultats révelés par (Aygul et al, 2016) ont montré que CAPE

(1478,12-898,080 g/g) était le composant principal dans deux échantillons de propolis.

Les valeurs obtenues des inhibitions de 1'a-amylase et de la -glucosidase pourraient étre étayees
par des résultats de rapport variables pour les échantillons de propolis (Alaribe et al, 2019 ;
Pujirahayu et al, 2019 ; Zhang et al, 2015) et tous d'entre eux avaient souligné que les composés
phénoliques pouvaient étre responsables des mécanismes d'inhibition enzymatique. Kurek-
Gorecka et al, (2014) ont affirmé que la daidzéine, la lutéoline et ses dérivés inhibaient I'activité
de l'a-amylase et de la -glucosidase et que les glycosides de quercétine influencent les
transporteurs sodium-glucose dans les entérocytes et pourraient avoir des effets antidiabétiques.
Il a été mentionné la méme situation a propos de I'inhibition de la -glucosidase. Alaribe et al,
(2019) ont isolé et identifié les cing isoflavonoides, un diarylpropane et une flavanone prénylée
de la propolis nigériane pour tester les inhibitions de 1'a-amylase et de la -glucosidase, enfin,
ils ont révélé une réponse positive. En bref, méme si notre étude n'incluait pas I'isolement et
I'identification de composés phénoliques spécifiques de la propolis étudiée, le fait d'avoir une
forte bioactivité caractéristique de I'échantillon de propolis a montré un moyen de trouver la
corrélation entre les inhibitions enzymatiques et les composés phénoliques. Par conséquent, la
raison de la grande valeur de 1'a-amylase (0,62 + 0,00 g/mL) et de la -glucosidase (40,40 £+ 0,09
g/mL) pourrait étre la teneur élevée en phénols de la propolis.

Cette etude a comporté 1’évaluation de I'effet de la propolis sur le diabéte causé par la
STZ chez des rats Wistar devenus diabétiques apres 48 heures d'injection (Furman, 2015). En
outre, elle a comprends une évaluation de la glycémie et des parametres biologiques dans les
deux mois suivant I'expérimentation. A la fin de cette période, le sacrifice a été fait pour I'étude

des parameétres histologiques.

L’¢tude de I’évolution glycémique a révélé une augmentation importante chez les rats
diabétiques (D) (de 77+3.25 a 425+78.67 mg/dl) injectés par le STZ par rapport aux rats témoins
(C) (de 76 + 4,36 a 90 = 1 mg/dl), cette observation a été remarqué apres 48 heures de
I’injection. Le taux de la glycémie chez le lot diabétique est resté élevé jusqu'a la fin de
I'expérimentation (507£56.37 mg/dl). Ces résultats sont similaires a ceux trouves par Wu et
Huan (2008) et Furmun (2015).
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La diminution du taux de glucose dans le sang chez les rats diabétiques traités par la propolis
(DP1: 1500 et DP2 : 750 mg/kg) (De 393 + 192,7 a 154 + 28 mg/dl ; de 386 + 141,1a331,5
123,74 mg/dl, respectivement) par rapport au lot diabétique non traité (de 425+78.67 a
507+56.37 mg/dl mg/dl) durant la période de I’expérimentation, cela montre que la propolis a

une activité hypoglycémiante.

Ces résultats a été d’accord avec les résultats des travaux d’Oladayo (2016), Al-Hariri et al
(2011), Wei zZhu et al (2010), Nelly Rivera-Yafiez et al (2018), Abbas Hadi (2014).

Une diminution de poids corporel chez tous les rats des lots diabétiques a été aussi remarqué
(diabétique (D): 271+5.77 a 229+53.67 g ; diabétique traité par la propolis 750 mg/kg (DP2) :
272 £ 12,29 2 228,5 + 41,72 g, et diabétique traité par la propolis 1500 mg/kg : 259,67 + 7,64
a 238 + 66,73 g) par rapport au lot témoin (C) qui a une croissance de poids corporel tout au
long de I’expérimentation (265,67 + 1,53 a 356,5 = 24,75 g). Ces résultats montrent que le STZ
affecte le poids corporel comme apporter par Wu et Huan (2008) et Furmun (2015) et la propolis
n’améliore pas le poids, ces résultats ne sont pas identiques a ceux de Nelly Rivera-Yafiez
(2018), El-Sayed et al (2009), Wei Zhu et al (2010), Oladayo (2016) qui ont constaté que la
propolis a empéché la diminution du poids corporel.

La majorité des ilots pancréatiques du lot diabétique (D) sont atteints (atrophie, déformé et
nécroses) par contre les ilots du lot témoins (C) sont sains. Ces résultats sont similaires a ceux
d’El Rabey et al (2017), Al-Hariri et al (2015).

Il'y a beaucoup des ilots de Langerhans sains dans les lots traité par la propolis de 1500 et 750
mg/kg, leur nombre est entre le nombre des ilots du lot témoin et diabétique. Ces résultats
montrent qu’il y a une régénération de ces ilots, ainsi que la dose 1500 mg/kg (DP1) est plus
efficace que la dose 750 mg/kg (DP2). Nos résultats sont identiques a ceux trouvés par El Rabey
et al (2017).

Le diabete a augmenté les complications diabétiques (Furman, 2015). La néphropathie
diabétique (Breyer et al, 2005) et la stéatose hépatocytaire (Couvelard, 2007) sont deux de ces

complications.

Le tissu hépatique du lot diabétique (D) a une stéatose ou dégénérescence graisseuse due a
I’apparition des micro-vacuolaires et/ou des macro-vacuolaires au niveau des hepatocytes.
Cependant les hépatocytes des rats témoins (C) n’ont pas des macro-vacuolaires ni des micro-

vacuolaires, alors elles sont apparus sains et normale. Les résultats montrent que le diabéte
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affecte le tissu hépatique menant a la stéatose hépatocytaire. Ces résultats sont similaires a ceux
trouvés par Orsoli¢ et al, (2012), qui ont fait I'induction du diabéte avec une dose unique de
monohydrate d'alloxane a des souris albinos suisses (75 mg/kg).

Le tissu hépatique des lots traités par la propolis des différentes doses (DP1 et DP2) ont moins
des stéatoses micro et macro-vacuolaires aux niveaux des hépatocytes que le lot diabétique, ou
la dose de 1500 mg/kg plus efficace (la stéatose presque nul) que la dose de 750 mg/kg. Alors,
il y a deux possibilités : la propolis empéche I’accumulation des triglycérides, ou bien elle fait
la dégradation graisseuse aux hépatocytes. Par conséquent, ces résultats montrent que la
propolis améliore le tissu hépatique de la stéatose dans le diabéte. Ces résultats sont similaires
a ceux d'Orsolic¢ et al, (2012).

Le tissu rénal du lot diabétique (D) a une néphropathie diabétique due a la destruction de la
plupart des corpuscules de Malpighi alors que le tissu rénal des rats témoins (C) est apparu sain
et normal sans néphropathie diabétique. Les résultats montrent que Le diabéte affecte le tissu
rénal (les glomérules rénaux) conduisant a la néphropathie diabétique. Ces résultats sont

similaires a ceux de Breyer (2005).

Le tissu rénal des lots traités par la propolis des différentes doses (DP1 et DP2) sont moins
atteints aux niveaux glomérulaires que le lot diabétique (D), ou la dose de 1500 mg/kg plus
efficace que la deuxieme dose. Cela montre que la propolis protége les glomérules rénaux. Ces

résultats sont concordants avec ceux d’El Rabey (2017)

Ce travail a été également comporté 1’évaluation du I’effet de la propolis sur la protection de
I’estomac d’ulcére provoqué par I’HCIl-éthanol. En revanche, il a aussi impliqué
d’examinassions macroscopique et des parameétres d’acidité, ainsi que a été suivi par une étude

histologique.

Selon Paguigan et al (2014), la solution HCI-éthanol a provoqué un ulcére gastrique. Cela a été
similaire a celui de ce travail. Ou aprés une heure de 1’administration de la solution d’HCI-
¢thanol au lot ulcéreux (U), son estomac a été trés affecté par I’ulcére. Par contre au lot t¢émoin

(C) n’a été pas regu cette solution et son estomac a été intact et sans avoir d’ulcération.

Le lot ulcéreux prétraité par Lansoprazole® (LU) avait un pourcentage de protection élevé et
un estomac moins touché par ’ulcere que le lot ulcéreux. Cela a été montre que ce médicament
a été protégé I’estomac de 1’agent ulcérogeéne. Ce résultat a été en accord avec les résultats de
Barros (2008).
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Les lots prétraités par la propolis de différentes doses (PU1 et PU2) avaient des pourcentage de
protection d’ulcére gastrique élevé et des aspects de 1’estomac similaires a celle du lot témoin
(C), ainsi que beaucoup mieux a ceux des lots ulcéreux non prétraité (U) et prétraité par
Lansoprazole® (LU). Cela a été prouvé que la propolis a une action de la protection gastrique
contre les agents de provocation d’ulcére. Ces portées a été identique a ceux trouvé par Ngenge
(2016).

Induction d’ulcére chez les rats de laboratoire par différentes ulcérogene tel que 1’éthanol, le
HCl-éthanol, le pylorique 1égation, le stress, 1’aspirine et I’indométacine, ils ont provoqué une
augmentation du volume et de I’acidité du suc digestif et la diminution du pH (Djebli et al
(2020), Belhoucine et al (2018), Rao et al (2011) et Raju et al (2009). Ses résultats ont été
similaires a ceux trouvé dans ce travail ou aprés I’administration de HCl-éthanol au lot ulcéreux,
le volume et I’acidité du suc gastrique ont été augmenté, par contre la valeur du pH du suc
digestif a été diminuée. Cela a été montré que la solution de HCI (0,6 M) et I’éthanol (80%) a

affecté le volume, le pH et a I’acidité du suc digestif.

Alors que les lots prétraités par la propolis (PU1 et PU2) avant I’administration de HCI-éthanol
ont des volumes et des valeurs de 1’acidité beaucoup moins a ceux du lot ulcéreux. Ainsi que la
valeur du pH a été plus élevé que le lot ulcéreux. Ces observation ont été présenté que la propolis
a diminué la sécrétion du suc gastrique et 1’acidité. Les résultats de ce travail a été en accordance

avec les portées de Ngenge (2016).

La coupe histologique gastrique du lot ulcéreux aprées le gavage par le HCI- éthanol a été
gravement touchée par I’ulcere ou traduit par la présence des érosions et I’atrophie cellulaire et
la minceur de I’épaisseur de la muqueuse ainsi que 1’cedéeme étendue dans la sous muqueuse
par contre au lot témoin qui a été intact. La solution HCL-éthanol a été gravement affecté les
couches histologique de 1’estomac. Berezi et al (2018), Boudaoud-Ouahmed (2016) et Saad
(2016) ont évalué I’activité antiulcéreuse, mais ils ont provoqué 1’ulcere par I’administration de
I’éthanol absolu aux rats de laboratoire. Ils ont trouvé que les tissus de I’estomac ont été
gravement endommagés par les symptomes de 1’ulcere (cedéme étendus, atrophie,...). Leurs
résultats et les résultats de ce travail ont été semblables méme si 1’agent ulcérogeéne utilisé

différent.

Les lots ulcéreux prétraités par la propolis avaient des aspects histologiques de 1’estomac

intactes et beaucoup mieux que le lot ulcéreux, ainsi qu’ils ont été similaire a ceux du lot témoin
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(C). La propolis a protégé les couches histologiques de 1’estomac contre 1’agression ulcérogéne
de HCI-éthanol.

La propolis évaluée dans ce travail avait une activité gastro-protective importante due a la
richesse en composés phénoliques qui ont inhibé I’apparition d’ulcére gastrique provoqué par
HCI-éthanol. Ce résultat est confirmé par les portées d’ Andrade et al (2008) qui a constaté que
les acide caféique, férulique, p-coumarique et cinnamique de la propolis verte brésilienne ont
des effets antiulcéreux a cause de leurs inhibition significative de la formation d’ulcére qui a
été induit par différents maniere (éthanol, les médicaments antiinflammatoire non-stéroidien

(NSAID), stress, pylorique légation).
6. Conclusion

La propolis est une substance résineuse recueillie sur certaines parties de végétaux (bourgeons
et écorces principalement) par les abeilles. Elle a une haute concentration en flavonoides,

flavones et polyphénols qui sont reconnus pour leur action bénéfique depuis 1’ Antiquité.

Cette partie de la these a intéressé d’évaluer ’effet antioxydant, antidiabétique antiulcéreux et
cicatrisant de la propolis Turquie. Ainsi que de déterminer ses principes actifs par HPLC, sa

teneur en polyphénols, en flavonoides, en a -amylase et en a-glucosidase.

Cette propolis est trés riches en polyphénols (102.30 + 2.28 mg GAE/mI) et en flavonoides
(41.61 + 0.59 mg QUE/mI). La capacité antioxydante totale (FRAP) et le piégeage du radical
libre (DPPH) démontrent que la propolis était de de 594.11 + 6.94 pmolFeSO4.7H20/ml
(FRAP) et de 0.54 + 0.05 (mg/ml) (DPPH).

D’aprés I’analyse des composés phénoliques par I'HPLC, douze standards (acide
protocatéchuique, acide p-OH benzoique, acide caféique, épicatéchine , acide p-coumarique,
acide férulique, lutéoline, acide t-cinnamique, hespérétine, chrysine, pinocembrine, ester
phénylique de l'acide caféique (CAPE)) ont été observés dans cette propolis en différentes
quantités en mg/100 ml d'échantillon. Ses composants majeurs détectés ont été la chrysine
(4953,831 mg/100 ml) et I'ester phénylique d'acide caféique (CAPE) (2399.399 mg/100 ml).

La propolis a un effet hypoglycémiant ou diminuer la glycémie et améliorer les tissus
pancréatique, hépatique et rénal chez les rats diabétiques. Cet effet antidiabétique de la propolis
a été aussi confirmé par 1’activité enzymatique de I’a —amylase (0,62 = 0,00 pg/ml) et de I’a-
glucosidase (40,40 £ 0,09 pg/ml).
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La propolis a un effet gastro-protecteur qui traduit par la protection de I’estomac
(macroscopiquement et histologiquement) des rats contre HCI-éthanol et par la diminution de

la sécrétion du suc digestif et son acidité.

En conclure que la propolis a un pouvoir antioxydant, hypoglycémiant et gastro-protecteur. Ses

activités sont dues a sa richesse en composés phénoligues.
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L’utilisation des produits de la ruche est connue depuis I’antiquité pour ses vertus médicinales

et nutritionnelles, pour cela les recherches scientifiques augmentées pour éprouver ces vertus.

L’objectif de notre travail est d’évaluer 1’activité antioxydante, antidiabétique antiulcéreuse et
cicatrisation du miel du Sidr d’une zone steppique Algérienne « Djelfa » et de la propolis
Turquie. Ainsi que la détermination des principes actifs de ces produits par HPLC et le dosage

des polyphénols et des flavonoides.

Les caracteres physico-chimiques ont montré que ce miel répond aux normes établies par le
codex Alimentarius. Le miel du Sidr était de pH (4,89), de la conductivité électrique (0,28
mS/cm), du pouvoir rotatoire (-0, 25), de I’humidité (8,2%) et de la matiére séche (92), de la
teneur en fructose (37,27%), en glucose (29,23%), en saccharose (6,39 %) et en Maltose (0 %),

ainsi que la quantité de proline est tres importante (909.17 + 12.06 mg/kg) dans ce miel.

Cet étude montre que le miel et la propolis sont tres riches en polyphénols (47.35 + 3.35 mg
GAE/100 g et 102.30 + 2.28 mg GAE/ml, respectivement) et en flavonoides (1,20 + 0,20 mg
QE/100 g et 41.61 + 0.59 mg QUE/mI, respectivement).

Les tests évalués pour 1’activité antioxydante in vitro sont le test de La capacité antioxydante
totale (FRAP) et le piégeage du radical libre (DPPH). Ils démontrent que le miel était de 1,504
umol de FeSO4. 7TH20 / g et de 229,24 mg / ml, respectivement. Alors que la propolis était de
de 594.11 £ 6.94 pumolFeSO4.7H,0/ml (FRAP) et de 0.54 + 0.05 (mg/ml) (DPPH).

Le profiles phénolique démontre que le miel contiens treize standard (Acide protocatéchuique ;
acide p-OH benzoique, catéchine ; acide p-coumarique ; acide férulique ; rutine ; Luteolin ;
chrysine et Pinocembrine, Ester phénylique de l'acide caféique (CAPE) ; Daidzein ;
Resveratrol, Acide t-Cinnamique) qui ont été détecté en différents quantité en pg/g de miel. Le
Resveratrol (28.124 pg/g), Chrysine (14.607 ug/g) et Acide protocatéchuique (10.945 pg/g) ont
été des composants dominants dans ce miel. Tandis que la propolis Lorsque lI'on a examiné
ces composés, douze standards (acide protocatéchuique, acide p-OH benzoique, acide
caféique, épicatéchine , acide p-coumarique, acide férulique, lutéoline, acide t-cinnamique,
hesperétine, chrysine, pinocembrine, ester phénylique de I'acide cafeique (CAPE)) ont été
observés en différentes quantités en mg/100 ml d'échantillon. A la suite de cette analyse, la
chrysine (4953,831 mg/100 ml) et I'ester phénylique d'acide caféique (CAPE) (2399.399

mg/100 ml) ont été définis comme composés majeurs.
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L’¢évaluation de I’activité antidiabétique prouve que le miel est diminué la glycémie, améliorer
le poids, le cholestérol, le créa, les enzymes hépatiques (TGP et TGO) et I’histologie
pancréatique chez les rats diabétiques par STZ. La propolis est également réduit le taux de
glucose dans le sang et en améliorant les tissus pancréatique, hépatiques et rénales des rats
diabétiques. Les valeurs des activités enzymatiques (a -amylase et a-glucosidase) de la propolis
analysée étaient de 0,62 £ 0,00 pg/ml et 40,40 + 0,09 pug/ml, respectivement. L' a -amylase et
l'a-glucosidase et les analyses expérimentales animales suggerent fortement que ce composé

naturel peut avoir un tres grand potentiel dans la gestion du diabéte.

L’évaluation de I’activité cicatrisante in vivo montre que 1’application topique du miel du Sidr
Algérien aux plaies chez des rats diabétique et non diabétique a une bonne cicatrisation avec

une évolution de la cicatrisation trés rapide.

En termes d’évaluation de I’effet gastro-protecteur du miel du Sidr Algérien et de la propolis
Turquie sur ['ulcere gastrique induit par une solution ulcérogene (0,1 M HCl et 80% d’éthanol).
En concluant que le miel et la propolis ont une activité gastro-protectrice importante, ou ils ont
protégé 1’estomac avec un pourcentage d’inhibition d’ulcére trés élevé (85,05% et 99,1%,
respectivement) et diminué la sécrétion du suc digestif et son acidité ainsi qu’au niveau
histologique, ils ont protégé la muqueuse et D’architecture gastrique contre la solution

ulcérogene.

En perspectif, il est préférable de développer cet étude ; antidiabétique du miel et de la propolis

par des études cliniques.

Concernant ’effet du traitement (préventif) du miel et de la propolis sur 'ulcére, il est

recommandé d’entamer le traitement curatif.

Entreprendre plus de travaux sur les différentes activités biologiques et pharmacologiques du

miel et de la propolis.

A savoir D’isolation des principes actifs de ces produits et ouvrir d’autres possibilités
d’exploitation en biotechnologie et en médecine, ainsi que de mise en marché sous forme

galénique.
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Annexes « Miel »

Evalution de activité antidiabétique

Tableau : Evolution de la glycémie

jours C D DM DH 1 DH (500 | DH (250
g/kg mg/kg) | mg/kg)
JO 121,60 118,20 115,20 123,40 120,60 116,20
J2 129,40 523,40 523,00 538,00 580,40 557,60
J9 143,70 550,00 543,25 569,00 590,20 578,80
J16 158,00 576,60 563,50 600,00 600,00 600,00
J23 144,40 559,67 287,25 546,80 472,60 535,20
J30 141,60 568,13 425,38 573,40 536,30 567,60
J 37 134,25 579,78 482,50 552,75 576,25 506,33
J 44 119,80 567,00 482,00 528,50 597,50 497,00
J51 138,60 572,33 510,50 574,25 600,00 563,00
J 58 142,60 600,00 455,00 555,50 531,25 459,00
Tableau : Evolution pondérale
jours C D DM DSH DSH DSH
(Img/kg) | (500mg/kg) | (250
mg/kg)
JO 219,20 281,20 204,00 256,60 234,00 225,00
J?2 214,80 267,00 192,50 236,60 221,40 211,40
J9 239,00 218,80 169,75 191,60 176,00 167,00
J16 257,60 206,60 175,75 173,20 164,40 164,20
J23 253,00 214,33 168,50 159,00 154,20 149,20
J30 276,60 198,33 183,75 158,60 162,00 157,33
J 37 286,60 195,67 184,25 164,80 163,00 154,33
J44 279,20 210,67 175,75 161,50 157,75 151,00
J51 300,20 202,00 181,50 168,50 160,75 167,00
J 58 301,00 199,00 186,25 163,25 164,75 176,50
Tableau : Consommation d’eau
Semaines | C D DM DSH DSH DSH
(250mg/kg) | (500mg/kg) | (1g/kg)
S1 23,14 106,11 90,60 99,40 101,40 97,057
S2 21,29 128,37 105,43 128,63 126,26 136,17
S3 24,40 145,80 98,66 118,14 121,37 125,97
S4 29,74 137,33 96,17 104,39 113,53 121,20
S5 28,89 105,72 80,23 99,29 91,64 100,46
S6 29,29 110,00 77,17 97,48 96,25 94,52
S7 27,80 109,90 92,71 107,86 95,79 103,25
S8 28,69 124,81 85,06 133,36 99,00 100,00




Evaluation de ’activité cicatrisante

Tableau : la cicatrisation chez les rats diabétiques

jours/lots | DC DMD DSH
J1 0 0 0
J3 15,35 -18,76 7,99
J5 29,89 -12,12 19,03
J7 26,65 15,73 32,23
J9 41,04 38,13 48,64
J11 47,72 67,59 62,70
J13 74,66 79,39 78,73
Tableau : moyenne de pourcentage de la cicatrisation au 7¢™, 10°™ et 13°™ jour chez les rats
diabétique
jours/lots DC DMD DSH
Moyenne au 7¢™ (%) | 26,67 15,73 32,23
Ecart-type 27,05 16,10 16,98
Moyenne au 106 (%) | 44,75 54,26 58,58
Ecart-type 27,59 17,96 17,73
Moyenne au 13 (%) | 74,66 79,39 78,73
Ecart-type 25,36 2,11 16,05

Tableau : la cicatrisation chez les rats non diabétiques

jours/lots NDC NDMD NDSH
J1 0 0 0

J3 1,85 -41,10 -42,34
J5 8,74 -6,70 -5,90
J7 15,77 10,09 5,80
J9 28,20 42,514 33,55
J11 74,61 81,39 80,81
J13 89,57 84,421 93,53

Tableau : moyenne de pourcentage de la cicatrisation au 7™, 10°™ et 13°™ jour chez les rats

non diabétiques

NDC NDMD NDSH
Moyenne au 7¢M (%) | 15,77 10,09 5,80
Ecart-type 33,67 23,51 22,15
Moyenne au 10°™ (%) | 67,75 77,69 72,37
Ecart-type 15,89 6,15 4,02
Moyenne au 13 (%) | 89,57 84,42 93,53
Ecart-type 3,55 5,33 2,64




Evaluation de ’activité antiulcéreuse

Tableau : moyenne du poids des estomacs

C LU HU1 HU2 U
Moyenne (g) | 0,84 1,38 1,70 1,50 1,45
Ecart type 0,32 0,53 0,39 0,17 0,19

Tableau : Pourcentage d’ulcere

C LU HU1 HU2 U
Moyenne (%) | 0,00 12,71 8,53 13,87 85,17
Ecart-type 0,00 6,14 3,28 4,39 10,00

Tableau : Pourcentage d’inhibition

C LU HU1 HU2 U
Moyenne (%) | 100,00 84,00 88,06 82,03 0,00
Ecart-type 0,00 5,93 5,19 3,79 0,00

Tableau : pH du suc digestif

C LU HU1 HU2 U
Moyenne 2,59 2,46 3,27 2,64 2,30
Ecart-type 0,13 0,62 0,32 0,58 0,31

Tableau : volume du suc digestif

C LU HU1 HU2 U
Moyenne (ml) | 0,52 1,43 1,49 1,28 2,55
Ecart-type 0,29 0,38 0,10 0,42 0,39

Tableau : pH du surnageant du suc digestif

C LU HU1 HU2 U
Moyenne 2,61 2,25 3,12 2,37 2,05
Ecart-type 0,08 0,57 0,03 0,39 0,36

Tableau : Volume du surnageant du suc digestif

C LU HU1 HU2 U
Moyenne (ml) | 0,19 0,98 0,90 0,53 1,27
Ecart-type 0,11 0,20 0,03 0,21 0,25

Tableau : Détermination de 1’acidité du surnageant du suc digestif

C LU HU1 HU2 U
Moyenne | 61,28 62,88 45,00 57,50 73,60
Ecart-type | 6,20 8,38 18,03 4,33 8,61




Annexes « Propolis »

Détermination de I’effet hypoglycémiant de la propolis

Tableau : Effet de la propolis sur I’évolution pondérale

jours C DP 2 DP1 D

JO 265,67 272,00 259,67 271,00
J2 272,00 267,67 241,33 265,00
J9 261,00 240,00 225,00 234,00
J 16 293,00 264,33 247,33 236,00
J23 304,67 269,00 250,67 233,00
J 30 327,00 252,67 223,33 239,00
J 37 337,00 248,00 225,33 236,00
J44 345,50 243,50 231,00 229,00
J51 351,00 251,50 250,00 238,00
J 58 356,50 228,50 238,00 218,00

Tableau : Effet de la propolis sur la consommation d’eau

semaine C DP1 DP 2 D
Moyenne (ml) | 42,60 50,69 80,03 94,46
Ecart types 7,32 12,76 15,73 21,81
Tableau : Effet de la propolis sur I’évolution glycémique
jours C D DP2 DP1
JO 0,76 0,77 0,94 0,88
J2 0,90 4,25 3,86 3,93
J9 1,26 3,15 4,83 421
J16 1,37 3,91 3,44 3,83
J 23 1,62 4,31 3,37 3,30
J 30 1,55 5,14 3,67 3,06
J 37 1,45 4,23 4,81 3,81
J 44 1,57 4,87 4,29 3,53
J51 1,40 4,87 4,35 3,89
J 58 1,41 5,07 3,32 1,54
Détermination de I’effet gastro-protecteur
Tableau : Poids de I’estomac
C LU PU1 PU2 U
Moyenne (g) | 0,84 1,38 1,12 1,53 1,45
Ecart-type 0,32 0,53 0,16 0,27 0,19




Tableau : Effet de la propolis sur le taux d’ulcération gastrique

C LU PU1 PU2 U
Moyenne (%) | 0,00 12,71 0,34 0,91 85,17
Ecart-type 0,00 6,14 0,06 0,68 10,00

Tableau : Effet de la propolis sur le pourcentage de protection d’ulcération gastrique

C LU PU1 PU2 U
Moyenne (%) | 100,00 84,00 99,48 98,71 0,00
Ecart-type 0,00 5,93 0,14 0,84 0,00
Tableau : pH du suc digestif
C LU PU1 UP2 U
Moyenne (%) | 2,59 2,46 2,36 2,78 2,30
Ecart-type 0,13 0,62 0,24 0,42 0,31
Tableau : Volume du suc digestif
C LU UP1 UP2 U
Moyenne (%) | 0,52 1,43 1,13 0,68 2,55
Ecart-type 0,29 0,38 0,11 0,24 0,39
Tableau : pH du surnageant du suc digestif
C LU PU1 PU2 U
Moyenne (%) | 2,60 2,25 2,15 4,38 2,05
Ecart-type 0,08 0,57 0,08 0,07 0,36
Tableau : Volume du surnageant du suc digestif
C LU PU1 PU2 U
Moyenne (%) | 0,19 0,98 1,46 0,47 1,27
Ecart-type 0,11 0,20 0,43 0,22 0,25
Tableau : Effet de la propolis sur I’acidité du surnageant gastrique
C LU PU1 PU2 U
Moyenne (%) | 61,28 62,88 63,00 56,67 72,17
Ecart-type 6,20 8,38 4,47 4,08 9,23
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