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Introduction

Les activités humaines jouent un réle majeur dans la pollution de I'environnement ou
I’industrie a entrainé une augmentation des métaux toxiques par l'intermédiaire de l'air, de
I’eau et du sol contaminés. Les métaux lourds ne sont pas dégradables mais s'accumulent
plutét dans I'environnement, et produisent des effets considérables méme a faibles doses
(Mumtaz et al., 2019).

Le mercure (Hg) et ses composé€s sont appelés polluants mondiaux parce qu’ils se
répandent a la surface de la Terre, dans I'atmosphére et dans les océans et présentent un
risque élevé pour la santé (Manju & Jagadeesan, 2019 ; Cho et al., 2020). Il est classé
comme étant le troisieme métal lourd le plus dangereux apres l'arsenic et le plomb dans la
liste des substances toxiques et des maladies (Zhang et al., 2017 ; Caglayan et al., 2019),
car il est présent dans I'environnement sous différentes formes chimiques qui présentent un
large éventail de propriétés toxicologiques (Hazlhoff & Torres, 2018). On le trouve sous
trois formes chimiques différentes ; le mercure élémentaire (HgP®), le mercure organique
(principalement le méthylmercure) et le mercure inorganique (principalement le chlorure de
mercurique) (Uzunhisarcikli et al.,, 2016 ; Caglayan et al., 2019). Chaque forme de
mercure a un profil toxicologique unique et difféere par les mécanismes de transport et
d'élimination dans l'organisme, ainsi que par le devenir métabolique (ATSDR, 1999 ; Yang
et al., 2020). La toxicité mercurielle est toujours accompagnée par un stress oxydant énorme
par la production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Eldesoky et al., 2013), conduisant
a certaines perturbations physiologiques (Beigi Boroujeni et al., 2017).

Les chercheurs ont prouvé que les propriétés du miel en font I'un des antioxydants
naturels les plus importants (Beretta et al., 2005 ; Boukraa, 2015) qui peuvent atténuer le
stress oxydatif. Les propriétés physico-chimiques, la composition chimique et les
applications thérapeutiques du miel ont été rapportées dans de nombreuses parties du
territoire Algérien (Chefrour et al., 2009 ; Makhloufi et al., 2010 ; Nair et al., 2013 ;
Adjlane et al., 2014 ; Haouam et al., 2016). A ce stade, le miel est connu en médecine
traditionnelle comme agent préventif et traitant en stimulant I'immunité, en combattant
I'anémie, en guérissant les plaies, en stabilisant la fonction cardiaque, en activant la
digestion, en guérissant les allergies cutanées et en inhibant les bactéries pathogénes
(Schramm et al., 2003, Boukraa, 2015). La composition chimique du miel peut étre
affectée par les facteurs climatiques et les espéces végétales. Par ailleurs, 1’utilisation
thérapeutiques dépends aussi du type du miel ; polyfloral ou monofloral. En Algérie, le miel
de nectar polyfloral est récolté a partir de plusieurs especes végeétales (Makhloufi et al.,
2010 ; Ahmed et al., 2012 ; Nair et al., 2013 ; Bouasla & Bouasla, 2017). Par contre, le
miel monofloral est récolté principalement a partir du nectar d’une seule plante, comme celle
de sidr, d’eucalaptus, et de 'arbousier. Le miel monofloral d’arbousier Arbutus unedo, est un
produit typique du bassin méditerranéen méconnu par la population vu son gout amer si on
le compare avec le miel polyfloral. Ainsi, des études ont accordé beaucoup d'attention sur
les propriétés physico-chimiques, la composition chimique et les activités antioxydantes du
miel d'arbousier dans la région nord de la Méditerranée (Alves et al., 2013, Ulloa et al.,
2015 ; Rosa et al., 2011 ; Afrin et al., 2017). Malgré cela, on en sait peu sur ses parametres
physico-chimiques et ses propriétés bioactives, en Algérie, bien que le miel amer produit a
partir du fraisier soit un produit connu de la population locale grace a ses avantages
thérapeutiques et sa réputation respectable.

Rgpparf- gmfaff.cam @



Introduction

Problématique :

Les études approfondies de la littérature sur le miel ont révélé que I'utilisation traditionnelle
du miel a une longue histoire pour traiter diverses maladies, mais peu de travaux ont été
réalisés sur 1’activité protective du miel contre 1’intoxication mercurielle, ce dernier a un
effet parfois fatal sur les humains et les animaux a cause de I'utilisation élargie de ce métal
dans plusieurs domaines durant les derniéres décennies.

Objectifs :
Les objectives de ce travail est de réaliser les points suivants :
1/ La comparaison entre les caractéristiques physico-chimiques et antioxydantes du miel
amer unifloral (récolté en plein hiver) et du miel sucré polyfloral (récolté en plein été)
provenant de deux sites de la région de Skikda.
2/ La détermination de 1’effet protecteur possible de 1’administration orale du miel sucré et
amer suite a une exposition chronique du rat Wistar au mercure inorganique, et ceci par
I’évaluation :

a/ des marqueurs du stress oxydatifs,

b/ des marqueurs biochimiques lié aux fonctions hépatiques et rénales,

c/ des marqueurs lié a la fonction testiculaire,

d/ des altérations histo-pathologiques survenues dans les testicules, épididyme, le

foie et les reins.
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Etude Bibliographique: Le mercure

Le mercure (Hg) est un métal naturel que lI'on peut trouver dans tout I'environnement.
C’est un ¢élément non essentiel et hautement toxique. L'organisation mondiale de la santé
estime qu'environ 10 000 tonnes de mercure sont libérées chaque année dans le monde a
partir de sources naturelles et artificielles (Joshi et al., 2010).

1- Source d’exposition au mercure :

Les sources naturelles d’exposition au Hg comprennent les tremblements de terre, les
éruptions volcaniques et I'érosion de la crolte terrestre. 1l est également présent dans les
combustibles fossiles, les minéraux métalliques et d'autres minéraux (Hazlhoff & Torres,
2018). De plus, les nombreuses activités anthropologiques augmentent sa libération dans
I'atmosphere, le sol et I'eau (Magos & Clarkson, 2006 ; Syversen & Kaur, 2012). La
pollution de l'environnement et I'exposition professionnelle sont les principales formes
d'exposition involontaire a ce métal (Hazlhoff & Torres, 2018). L'exposition alimentaire se
produit également aprés l'ingestion de poissons et de crustacés contaminés par le
méthylmercure (EPA, 2018 ; Drif al., 2019).

2- Histoire du mercure :

L'application industrielle de ce métal toxique a induit une pollution de la baie de
Minamata au Japon en 1950, et que des milliers de personnes ont connu des effets
neurotoxiques, qui sont dd principalement a leur consommation de poisson et d'autres fruits
de mer de cette baie. D’autres pays ont été aussi victime de I’empoisonnent au mercure
comme I’Irak en 1972, Pakistan et au Guatemala (ATSDR, 2011 ; Peixoto et al., 2008 ;
Joshi et al., 2014).

Apres cet incident, l'utilisation du Hg a été considérablement diminué, alors que dans
les pays en développement et sous-développés, sont confrontés a des problémes de santé en
raison de leur contamination pendant l'extraction d’or ou/et a la combustion de
combustibles fossiles (Magos & Clarkson, 2006 ; Berlin et al., 2015) ou les mineurs
peuvent inhaler de grandes quantités de vapeur de mercure (Peixoto et al., 2008 ; Hazlhoff
& Torres, 2018 ; Orr et al., 2019). L'Asie du Sud-Est, I'Afrique et I'Amérique du Sud sont
les principaux émetteurs mondiaux de mercure dans l'air. Le Pérou, le Brésil, la Bolivie,
I'Equateur et la Colombie sont les principaux pays qui pratiquent I'exploitation miniére
artisanale pour extraire I'or, généralement de maniére illégale (Magos & Clarkson, 2006 ;
Hazlhoff & Torres, 2018).

3- Utilisation du mercure :

De nombreux composés inorganiques du mercure sont utilisés depuis plus de 3000 ans
dans la médecine (comme desinfectants, obturations dentaires en amalgame, poudres de
blanchiment des dents, anti-inflammatoire, médicament ayurvédiques, les laxatifs, les
antiseptiques, les diurétiques, traitement contre la syphilis et les vaccins), dans les
cosmétiques (cremes éclaircissantes, les colorants capillaires et les savons), dans
I'agriculture (pesticides, fongicides), dans les laboratoires de chimie analytique (comme
intermédiaire dans la production d'autres composés du Hg, catalyseur dans la fabrication de
produits chimiques, électrodes chimiques, instruments scientifiques, la production
électrolytique de chlore et d'alcali et les explosifs) et enfin la fabrication industrielle
(fabrication des lampes fluorescentes, piles, thermostats, thermometres, dans 1’ingénierie
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automobile et les équipements électriques comme les interrupteurs électriques) (ATSDR
1999 ; WHO 2003).

4- Mercure dans la chaine alimentaire :

Les métaux lourds sont trés persistants et extrémement nocifs pour les étres vivants en
raison de leur bioconcentration, bioaccumulation et bioamplification dans la chaine
alimentaire (Deepmala et al.,, 2013). Par exemple, la consommation de prédateurs
supérieurs tels que le thon est préoccupante, car ces animaux constituent l'avant-derniere
étape d'un processus de bioaccumulation qui peut entrainer une exposition élevée chez
I'nomme (Assefa et al., 2012).

5- Mercure et les étres vivants :

Une grande partie de la population est actuellement exposée a de faibles niveaux de
Hg en raison de I'exposition professionnelle (Liu et al., 2016). L'exposition professionnelle
au Hg est la plus élevée dans les industries de transformation. En outre, les dentistes, les
peintres d'intérieur et les personnes travaillant a I'élimination ou au recyclage des déchets
sont également exposés au risque d’étre contaminés par le mercure (ATSDR, 2011 ; Deng
et al., 2011). La contribution du Hg inhalé a partir de I'air est négligeable par rapport a
I'ingestion de nourriture, a I'exception de I'exposition professionnelle (Sheikh et al., 2011).
Les consommateurs de fruits de mer en particulier les populations qui vivent a proximité de
petites mines d'or et dont le régime alimentaire dépend des poissons d'eau douce locaux, et
les populations qui consomment des mammiféres marins dans les régions arctiques
présentent des concentrations de mercure dans le sang total inacceptables (McKelvey et al.,
2007 ; Sheehan et al., 2014 ; Yang et al., 2020).

Chez les mammiféres et les oiseaux, I’exposition au Hg se fait par deux voies
principales, par inhalation ou par ingestion de nourriture polluée (Sheikh et al., 2011).
L'étude d'Adams et al., (2010), a prouvé que des niveaux élevés du Hg dans l'eau auraient
un effet négatif sur la santé de la truite de mer ainsi que d'autres créatures marines, et qui a
provoqué des effets pathologiques et biochimiques importants, principalement dans le foie et
les reins (Flora et al., 2008 ; Magos & Clarkson, 2006).

6- Normes du mercure :

Selon l'agence ‘Environmental Protection Agency’ d’états unis d’Amérique, USEPA,
(2006) a recommande que les niveaux de mercure ne doivent pas dépasser 5,0 ug/L dans le
sang total ou 1,0 mg/kg dans les cheveux (ATSDR, 1999 ; Yang et al., 2020). Aux Etats-
Unis, entre 316588 et 637233 enfants naissent chaque année avec un taux de mercure
sanguin > 5,8 pg/L, un niveau considéré par I'USEPA comme entrainant un risque accru
d'effets néfastes sur la santé des bébés (Hightower et al., 2006). A I'Union Européen,
environ 200 000 naissances chaque année dépassent une limite plus elevée de 2,5 pug/ de Hg
dans les cheveux proposés par I'OMS (Bellanger et al., 2013). Chez I'nomme, la dose
mortelle varie entre 10 a 42 mg/kg (Kostial et al., 1978), alors que chez souris, la dose létale
orale (DL50) est plus elevee, entre 25,9-77,7 mg/kg (Nielsen & Andersen, 1990 ;
Stacchiotti et al., 2004).
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7- Toxicodynamique du mercure :

L'intoxication au mercure peut étre par inhalation, ingestion ou par absorption cutané
(Wadaan, 2009 ; Uzunhisarcikli et al., 2016). Le Hg présente un degré élevé de toxicité
puisqu’il se fixe et se stocke dans les tissus des organismes par des effets directs et indirects
sur les systemes biologiques et les cellules, par conséquent, il induit des effets biochimiques
et pathologiques drastiques affectant la santé de I'nomme et de I'animal (Agarwal et al.,
2010a ; Chatterjee et al., 2014). Apres une forte intoxication au Hg, plusieurs symptdmes
réapparaissent, modifiant les tdches des poumons et des lésions cérébrales, entrainant la
nervosité, une déficience cognitive, une perte de conscience, des maux de téte, des
tremblements, des troubles de la coordination, la polyneuropathie, des vomissements, des
nausées, des crampes abdominales, la diarrhée, les piqdres, des éruptions cutanées et les
fluctuations de la visualisation, la perte de cheveux, I'augmentation du rythme cardiaque ou
de la pression artérielle et la protéinurie. En outre, le mercure est a l'origine de diverses
affections, dont I'épilepsie et I'infarctus du myocarde ainsi que de troubles respiratoires chez
les enfants et un dysfonctionnement rénal chez les enfants et les adultes (Joshi et al., 2013 ;
Mumtaz et a., 2019 ; ONU ; 2019 ; Caglayan et al., 2019 ; Cho et al., 2020). Une étude
épidémiologique proposée par Austin, (2008) a fait état d'un lien possible entre
I'empoisonnement au Hg et lI'autisme chez les enfants.

8- Toxicocinétique du mercure :

La toxicité du mercure élémentaire (Hg*) résulte de I'inhalation de vapeurs de mercure
et affecte principalement les poumons (Deepmala et al., 2013). Lors de son absorption dans
le flux sanguin, il se lie aux protéines plasmatiques ou il pénétre dans les érythrocytes
(Elblehi et al., 2019). 1l est facilement absorbé par divers organes. Etant soluble dans les
lipides, le mercure s'accumule dans les graisses, en particulier dans les gaines nerveuses, le
cerveau et le foie (Assefa et al., 2012). Par contre, il ne pénetre pas facilement dans le
cerveau du feetus, mais il peut passer dans d'autres organes (Kim et al., 2016 ; Elblehi et
al., 2019). Selon Stacchiotti et al., (2009), le Hg peut traverser la barriere placentaire et
s'accumule dans le feetus ou il induit de graves changements neurotoxiques méme a de
faibles niveaux d'exposition (Newland et al., 2008). Des taux élevés du Hg peuvent en
revanche nuire aux reins et au systéme nerveux ainsi qu'au développement du nourrisson
(Sakamoto et al., 2012 ; Mumtaz et al., 2019). L’absorption est possible a travers les
membranes biologiques et d'autres proteines contenant du soufre (Ibegbu et al., 2014).

Le Hg élémentaire et le Hg organique sont tous les deux métabolisés en Hg
inorganique (principalement le chlorure mercurique (HgCl.) dans l'intestin a raison de 1 %
de la charge corporelle par jour (Stacchiotti et al., 2009 ; Liu et al., 2016). Ce dernier,
exerce ses conséquences toxiques principalement en se transformant en composés de
méthylmercure (de maniere non enzymatique par les bactéries par le transfert du groupe
méthyle de la méthylcobalamine a I'ion mercurique), ayant la capacité de s‘accumuler dans
les organes cibles, principalement les reins et le cerveau (Joshi et al., 2017). L’ingestion du
mercure inorganique sous forme de sel divalent ou monovalent, provoque également une
grave toxicité rénale et gastro-intestinale (Deepmala et al., 2013).
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Etant donné que les cellules sont probablement exposées a diverses espéces de Hg?", il est
nécessaire de bien comprendre la maniére dont le Hg?* est manipulé par les tissus, organes et
cellules cibles (Oliveira et al., 2018). Une fois absorbés par les cellules cibles, les ions
mercuriques peuvent produire des effets néfastes importants tels que des lésions oxydatives,
la perturbation des voies de signalisation et de I'énergie cellulaire, et des altérations du
cytosquelette (Orr et al., 2019). Bien que la toxicité du Hg organique ou inorganique a été
largement étudiée, les mécanismes moléculaires ne sont pas encore complétement compris
(Liu et al., 2016).

Le mercure est recyclé par le systéme entéro-hépatique chez I'adulte et est
principalement excrété dans les féces (Ibegbu et al., 2014).

9- Mercure et organes cibles :

Il est bien connu que le mercure est hépatotoxique (Perottoni et al., 2004),
neurotoxique (Teixeira et al., 2014), néphrotoxique (Bharathi & Jagadeesan, 2014),
hématotoxique (Sheikh et al., 2013), génotoxique (Rozgaj et al., 2005) et reprotoxique
(Martinez et al., 2016). Toutes les formes du Hg potentialisent la toxicité dans plusieurs
tissus et organes, en fonction de facteurs tels que la forme chimique, la dose, la durée et la
voie d'exposition au mercure (Abariku et al., 2018). 1l s’accumule principalement dans les
reins, mais le deuxiéme bassin d'ions mercuriques le plus important se trouve dans le foie
(Hazlhoff et Torres, 2018). Ces organes excréteurs défendent I'organisme contre les effets
potentiellement nocifs de ces composeés par biotransformation en métabolites moins actifs et
par des processus de transport excréteur. Les reins et le foie sont donc les principales voies
d'élimination des anions organiques (Trebucobich et al., 2014). Une exposition élevée au
Hg entraine une production accrue de radicaux libres et un stress oxydatif qui sont impliqués
dans la pathogénie des troubles hépatiques et rénaux aigus (Othman et al., 2014). Des
altérations de la structure et de la fonction des reins sont fréguemment rencontrées dans les
maladies hépatiques graves (Obea Abd-Allh, 2014). En effet, une néphrotoxicité précoce
induite par le HgCl> pourrait exacerber le désequilibre biochimique et accélérer
I'népatotoxicité (Merzoug et al., 2009 ; Uzunhisarcikli et al., 2016). Ce qui implique, que
la fonction hépatique doit nécessairement é&tre impliquée dans l'incorporation et le transport
du Hg dans le rein lui-méme (Mohamed et al., 2010 ; Uzunhisarcikli et al., 2016). Par
exemple, la ligature biliaire avant I'administration de Hg inorganique a entrainé une
réduction de l'accumulation de ce métal dans les reins (Zalups et al., 1999) ce qui confirme,
que le foie est impliqué dans le dépot et I'excretion du Hg (Stacchiotti et al., 2009).

10- Mercure et la reproduction :

Le mercure est connu pour exercer des effets toxiques sur la fonction testiculaire
(Eldesoky et al., 2013). L'infertilité masculine humaine augmente dans le monde en raison
de la détérioration de la qualité du sperme (Ahmed et al., 2018). Jusqu'a présent, le déclin
de la santé reproductive masculine au cours des derniéres décennies était lié a I'exposition
professionnelle a des produits chimiques dangereux, a des carences nutritionnelles et a des
facteurs environnementaux, y compris les métaux lourds (Hemadi et al., 2013).

Le mercure (Hg) aurait influencé les fonctions spermatogeniques et stéroidogenes
testiculaires chez les animaux de laboratoire (Ernest et al., 1991 ; Eldesoky et al., 2013) en
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provoquant une dérégulation de la qualité du sperme, un déséquilibre hormonal et la
génération du stress oxydatif (Mohamed et al., 1987; Ernest et al., 1991; Hansen et al.,
2006; Martinez et al., 2014; Martinez et al., 2016). En conséquence, les activités du
superoxyde dismutase (SOD), de la glutathion peroxydase (GPx) et du glutathion réduit
(GSH) des spermatozoides épididymaires de rat in vivo, exposés au Hg, ont diminué, tandis
que les niveaux de substances réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS) et la génération
du peroxyde d’hydrogéne (H202) ont été remarquablement augmentés (Rao &
Gangadharan, 2008). Le Hg se lie facilement aux groupes fonctionnels cellulaires
(Abdennour et al., 2002) comme les groupes sulfhydryle (-SH), ce qui peut contribuer a sa
toxicité (Hansen et al., 2006). Le Hg inorganique est considéré comme l'un des pro-
oxydants qui induit un stress oxydatif (Khan et al., 2004 ; Eldesoky et al., 2013) par la
production des espéces réactives de Il'oxygéne (ROS) ou ces derniers peuvent étre
responsables de l'infertilité masculine. Ainsi, une relation positive entre le niveau de ROS et
I'infertilité masculine a été démontrée (Gharagozloo & Aitken 2011 ; Beigi Boroujeni et
al., 2017). Il a été constaté que la formation anormale de spermatozoides provenait de
l'altération du stress oxydatif sur la capacité stéroidogéne et de la différenciation des
spermatozoides (Hales et al., 2003 ; Siti Balkis et al., 2017). Dans ces circonstances, les
spermatozoides peuvent étre affectés morphologiquement ou par des dommages a I'ADN
(Ollero et al., 2001 ; Gil-Guzman et al., 2001 ; Beigi Boroujeni et al., 2017). De plus, les
acides gras polyinsaturés des membranes de spermatozoides des mammiferes étaient
facilement vulnérables a la peroxydation en présence de ROS (Vernet et al., 2004 ; Siti
Balkis et al., 2017).

11- Mercure et le foie :

Le foie est un organe important qui participe activement a de nombreuses fonctions
métaboliques des molécules endogenes comme les lipides, les glucides, les protéines, la
coagulation du sang et I'immunomodulation et exogénes comme de nombreux xénobiotiques
ou il facilite leur détoxification et leur élimination. Le foie a une importance clé dans la
biotransformation du mercure (Deng et al., 2011 ; Hosseini et al., 2018) en raison de son
réle dans la production de la bile, dont il est impliqué dans le dép6t et I'excrétion du Hg (Liu
et al., 2016). Les ions mercuriques inorganiques, ingérés dans l'alimentation, sont mal
absorbés dans le tractus intestinal et la plupart sont excrétés dans les feces (Caglayan et al.,
2019). Il a été démontré que le Hg est libéré dans la bile et partiellement réabsorbé par le
systéeme circulatoire puis renvoyé dans le foie par la veine hépatique (Liu et al., 2016 ;
Mumtaz et a., 2019). La quantité inhabituelle du Hg se déplace dans les tissus en raison de
la liaison du mercure avec le complexe de cystéine ou au glutathion réduit (GSH) par un
transporteur d'anions organiques 3 (SIc22A8, Oat3) dans la vésicule biliaire ainsi que dans le
canal cholédoque (Hazlhoff & Torres, 2018 ; Mumtaz et al., 2019). La lésion du foie est
associée a une distorsion de ces fonctions métaboliques et entraine une perturbation de
I'noméostasie du corps (Ravichandra et al., 2013). Liu et al., (2016) ; Caglayan et al.,
(2019) ont noté que le HgCl> peut induire des lésions hépatiques causées par les radicaux
libres et la production des ROS provoqguant un stress oxydatif.




Etude Bibliographique: Le mercure

Parmi les résultats obtenus de nombreuses études sur 1’effet hépatotoxiques du Hg : 1)
la dépolarisation mitochondriale, le découplage conduisant & une déplétion de I'ATP et
I'ouverture du pore de transition et de perméabilité dans les mitochondries hépatiques chez le
rat conduisant a une apoptose ont été prouvé apres exposition au HgCl, et méthylmercure
(MeHg) (Farina et al., 2004 ; Trebucobich et al., 2014 ; Joshi et al., 2017) ; 2) apres
liaison et réaction avec différentes protéines et enzymes cellulaires, les ROS entrainent une
apoptose ou une néecrose des hépatocytes (Liu et al., 2016; Zhao et al., 2017) comme dans
le cas du MeHg qui diminue la teneur en GSH et I'activité de la GPx, ce qui entraine une
peroxydation lipidique accrue et la mort cellulaire (Farina et al., 2004) ; 3) le Hg entraine
des altérations dans les processus liés au métabolisme primaire, tels que les niveaux de
glucose et de glycogene, une altération de la régulation de I'appétit et une réduction des
acides aminés et de I'absorption intestinale des sucres (Peixoto & Pareira, 2007) ; 4) il a été
signalé que le HgCl> provoque des dommages histopathologiques et des lésions
ultrastructurales dans le foie en raison de la dégénérescence des acides gras et de la nécrose
cellulaire (Hazlhoff & Torres, 2018) ; 5) une peroxydation lipidique accrue et des activités
sériques de l'aspartate aminotransferase (AST), de I'alanine aminotransférase (ALT), de la
phosphatase alcaline (ALP) et de la lactate déshydrogénase (LDH) indiquant des Iésions
hépatiques ont été observées au cours d'une intoxication expérimentale au Hg (Abariku et
al., 2018).

12- Mercure et le rein :

Les reins excrétent les déchets du métabolisme et jouent un réle important dans le
maintien de I'noméostasie en régulant I'équilibre de I'eau et des solutés dans le corps. En plus
de leur fonction d'excrétion, les tissus rénaux servent également de réservoir de mercure, il a
été démontré que les composés du mercure s'accumulent dans les reins ainsi que dans
d'autres organes (Vijayaprakash et al, 2013 ; Bharathi & Jagadeesan, 2014). L’ion
mercurique est la principale espece toxique dans le foie et les reins (Joshi et al., 2017). Le
mercure inorganique s'accumule a des niveaux plus éleves dans les reins que dans le foie, ce
qui est probablement responsable d'un plus grand nombre d'effets observés dans les reins
(Perottoni et al., 2004). En raison de sa solubilité dans I'eau et de son absorption par le tube
digestif (Joshi et al., 2013), les sels inorganiques du mercure auraient tendance a
s'accumuler rapidement dans les reins en quelques heures (Agarwal et al., 2014). En effet,
50 a 90 % de la charge corporelle se trouve dans cet organe (WHO, 1991 ; Peixoto et al.,
2008).

Le HgCl> est transporté dans les cellules tubulaires proximales par endocytose. La
cystéinyl glycinase joue le role majeur d’un puissant transporteur du mercure dans le tubule
proximal du néphron (Yadav et al., 2019). Le tubule proximal (le long des trois segments du
tubule proximal) est donc le principal site d'absorption et d'accumulation de Hg?*. Ce dernier
semble étre absorbé au niveau des membranes lumineuses et basolatérales des cellules
tubulaires proximales sous forme de conjugué d'une ou plusieurs biomolécules contenant des
thiols, comme la cystéine (Zalups, 2000 ; Zalups & Lash, 2006 ; Oliveira et al., 2018).
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Le chlorure de mercure a été reconnu comme un agent néphrotoxique (Fowler, 1992).
L'exposition a cette forme de métal entraine de nombreux effets sur les reins liés aux
fonctions biochimiques et structurelles (Peixoto & Pareira, 2007) et principalement des
Iésions rénales en raison de I'impact immédiat de la collecte du mercure dans les cellules
tubulaires du néphron (Yadav et al., 2019).

Parmi les dégats provoqués par le Hg que ce soit chez I'nhnomme ou chez les animaux de
laboratoire, des problémes de réabsorption et de sécrétion largement concentrés dans les
tubules proximaux ont été rapportés (Vijayaprakash et al, 2013). Le HgCl, induit des
Iésions rénales aigués lorsque I'némodynamique glomérulaire et plus spécifiqguement, le pars
recta du tubule proximal est affecté. La lésion est plus importante dans le pars recta
(segments S2 et S3) a faible dose, avec une implication des pars convoluta du tubule
proximal et des segments distaux du néphron a plus forte dose (Trebucobich et al., 2014).

D’autres dommages de néphrotoxicité du Hg, comme une nécrose tubulaire aigu€, un
syndrome néphritique ou une glomérulonéphrite immunologique selon (Caglayan et al.,
2019) ce qui provoque l'augmentation des taux sériques de creatinine et d'urée (Peixoto &
Pereira, 2007 ; Peixoto et al., 2008). Shi et al., (2011) ont comparé la néphrotoxicité du
cinabre (HgS) (0,2g/kg), du HgCl. (0,02g/kg) et du MeHg (0,001g/kg) chez le rat Sprague-
Dawley adultes, et le résultat a montré que le cinabre est beaucoup moins néphrotoxique que
le HgCl: et le MeHg.




Partie 2 : Le stress oxydant
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Généralité :

Dans des conditions normales, les ROS seront neutralisées par les systemes
antioxydants, endogenes non enzymatiques ou enzymatiques telles que la catalase (CAT), la
SOD et la GPx (Uzunhisarcikli et al., 2016 ; Liu et al., 2016). Ces systéemes de défense
doivent également étre en accord avec les composants responsables des processus de
réparation des molécules endommagées par I'oxydation afin de maintenir I'intégrité de la
cellule (Bando et al., 2005). Les antioxydants s'épuisent dans des conditions pathologiques,
provoquant la présence de radicaux libres en quantité excessive (Ozturk et et al., 2003 ; Siti
Balkis et al., 2017). Cet excés peut altérer I'nomeostasie ionique intracellulaire en
endommageant de nombreuses macromolécules biologiques dans les cellules, notamment les
lipides membranaires, les protéines et les acides nucléiques, entrainant divers
dysfonctionnements cellulaires, dont la mort cellulaire (Deng et al., 2011 ; Uzunhisarcikli
et al., 2016 ; Liu et al.,, 2016). Le Hg est une substance toxique omniprésente dans
I'environnement qui induit un stress oxydatif dans les organismes vivants par la présence des
ROS (Deng et al., 2011). Ce stress oxydatif lié¢ au métal est un état de déséquilibre entre la
défense antioxydante et la production des ROS telles que les radicaux anioniques
superoxydes (O%), H.0: et les radicaux hydroxyles (HO") de sorte que les défenses de I'hote
sont dépassées par la formation de radicaux (Majlesi et al., 2017 ; Elblehi et al., 2019).

1- Protéines et le stress oxydant :

Les protéines de stress, qui comprennent les protéines de choc thermique (HSP en
anglais), les protéines régulées par le glucose (GRP) et les métallothionéines (MT), sont des
chaperons moléculaires hautement conserveés, impliqués dans les mécanismes de défense
endocellulaire en facilitant, le repliement et la récupération des protéines ou des organelles
endommages, qui peuvent étre altérés par divers métaux. Ces protéines de stress sont donc
responsables de la réparation des dommages oxydatifs afin de maintenir l'intégrité des
cellules (Reus et al., 2003 ; Stacchiotti et al., 2009).

L'exposition au mercure, est fréquemment associée principalement a I'induction de MT
(Agarwal et al., 2010a). Les MT sont des protéines omniprésentes riches en cystéines qui se
lient au Hg en formant des complexes et en fonctionnant comme de puissants médiateurs de
la détoxication cellulaire dans le foie (Stacchiotti et al., 2009). lls jouent un rdle important
dans la régulation, le stockage et la détoxification des métaux (Agarwal et al., 2014). Le
mercure se li aux organites cellulaires une fois pénétré dans la cellule (Agarwal et al.,
2014). 1l stimule également le rein et le foie a induire la synthése de la métallothionéine, ce
qui offre une protection partielle contre la toxicité du mercure. Une augmentation de
I'expression des MT a été observée chez les animaux exposés au mercure comme indicateur
de la toxicité et de la protection qui en découle (Agarwal et al., 2010a ; Agarwal et al.,
2010 b).

L'exposition aux composés du mercure comme le HgCly, affecte la fonction oxydative
en raison de sa grande affinité pour les thiols de cystéine cellulaires (Vijayaprakash et al,
2013). lIs interferent avec la fonction enzymatique en perturbant la synthese des protéines et
la production d'énergie (Bando et al., 2005). Ce processus de combinaison avec un métal
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pour former un complexe dans lequel I'ion métallique est séquestré et fermement lié est
appelé chélation. Un groupe thiol peut attirer un atome de mercure sous forme ionisée et le
faire se combiner avec lui-méme. Comme il s'agit d'un radical, il peut entrer dans cette
combinaison ou en sortir sans aucun changement (Deepmala et al., 2013). Le mercure
inorganique sous la forme Hg?* est I'un des plus puissants agents de liaison des thiols pour
les groupes SH des biomolécules endogénes (Caglayan et al., 2019) en déplacant d'autres
métaux de leurs sites de fixation naturels (Chatterjee et al., 2014).

Le Hg se trouve invariablement combiné a des protéines contenant des thiols, des
peptides de petit poids moléculaire (le GSH) et des acides aminés (la cystéine) (Elblehi et
al., 2019). La liaison du mercure aux groupes SH du glutathion ou des protéines est
considérée comme un mécanisme de défense cellulaire qui séquestre, transporte et inactive
les ions métalliques réactifs (Bando et al., 2005). Par exemple, le MeHg transporté a travers
I'endothélium, se lie aux molécules sulfhydryles (-SH) telles que la L-cystéine, le GSH,
I'némoglobine, I'albumine et d'autres polypeptides contenant de la cystéine dans les tissus
(Jalili et al., 2019). Par conséquent, le Hg entraine une profonde détérioration des processus
métaboliques vitaux (Elblehi et al., 2019) tels qu’un épuisement rapide du GSH et du
systeme immunitaire ainsi une augmentation de la protéinurie (Bando et al., 2005).

2- Mitochondrie et stress oxydant :

La mitochondrie a été considérée comme le principal site intracellulaire pour la
génération des ROS. La formation excessive de ROS peut perturber le métabolisme
énergétique et altérer les activités des enzymes qui jouent un role essentiel dans l'inhibition
des dommages oxydatifs (Liu et al., 2016). En outre, des études morphologiques et
biochimiques ont montré que la toxicité du HgCl est associée a plusieurs impacts sur le bon
fonctionnement mitochondrial tels que : 1) perturbe la structure de la membrane interne et la
bioénergétique de mitochondrie rénale qui généere I'adénosine triphosphate (Lund et al.,
1993 ; Fouda et al., 2008), 2) entraine une diminution de la teneur en GSH des
mitochondries, I'oxydation des nucléotides pyridines et une augmentation de la formation de
H20, par la chaine de transport des électrons mitochondriaux in vitro, provoquant des
Iésions tissulaires oxydatifs (Lund et al., 1991 ; Lund et al., 1993 ; Nath et al., 1996), 3)
une désactivation importante des systemes de piégeage des radicaux libres, tels que la SOD
et la GPx (Fouda et al., 2008) ; 4) facilite I'écoulement des particules de calcium des
mitochondries rénales et affaiblit la fonction cellulaire (Carneiro et al., 2013; Yadav et al.,
2019) ; 5) déclenche la Caspase-3 a travers les mitochondries et initie la production des
facteurs de nécrose tumorale (TNF-o ) dans les cellules tubulaires, ce qui entraine une
réponse inflammatoire robuste (Jia et al., 2015 ; Yadav et al., 2019) ; 6) favorise également
une peroxydation accrue des lipides mitochondriaux catalysée par le fer (Lund et al.,
1991) ; 7) entraine une perte de la sélectivité normale des cations (Lund et al., 1991).

3- La peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidiques (LPO) est l'une des principales manifestations des
dommages oxydatifs, qui joue un réle important dans la toxicité de nombreux xénobiotiques
(Yousef & Salama, 2009 ; Ognjanovic et al., 2010). Il faut noter que les dommages
oxydatifs produit par le mercure, générent le H202 (ElI-Demerdash, 2001). De plus, la LPO
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est considérée comme un biomarqueur essentiel dans la pathogenése des lésions tissulaires
hépatiques, rénales, cérébrale et d'autres tissus détectés par I'augmentation des TBARS suite
a une exposition au HgCl> (EI-Demerdash, 2001 ; Perottoni et al., 2004 ; Caglayan et al.,
2019). Le Malondialdéhyde (MDA) est lI'un des principaux produits des acides gras
polyinsaturés (AGPI) peroxydés, une teneur accrue en MDA est un indicateur important de
la LPO (Eldesoky et al., 2013). La LPO est le processus de dégradation oxydative des
acides gras polyinsaturé (AGPI) et son apparition dans les membranes biologiques entraine
une altération de la fonction membranaire, de l'intégrité structurale, une diminution de la
fluidité membranaire et I'inactivation de plusieurs enzymes liées a la membrane (Valko et
al., 2005 ; Boujbiha et al., 2009).

4- Reproduction et stress oxydant :

Diverses expériences ont suggéré que le HgCl, cause des dommages oxydatifs aux
cellules (Mahboob et al., 2001 ; Boujbiha et al., 2009 ; Sharma & Bhattacharya, 2010 ;
Abarikwu et al., 2016). Le stress oxydatif joue un r6le important dans I'étiologie de la
formation, de la fonction, du profil de numération des spermatozoides et de l'infertilité
masculine défectueuse (Kalender et al., 2013). Ces ROS sont des bioproduits du
métabolisme de I'oxygene, constamment produits dans les cellules normales par les
mitochondries, en particulier par les spermatozoides lors du processus de capacitation, mais
leur action est neutralisée par le systeme antioxydant cellulaire (Lavranos et al., 2012).
Cependant, lorsque les cellules testiculaires et épididymaires sont exposees a des facteurs
nocifs tels que la chaleur excessive, les radiations, les produits chimiques ou les métaux
traces, la surproduction des ROS peut causer l'infertilité masculine (Cocuzza et al., 2007;
Makker et al., 2009 ; Yousef & Salama, 2009; Frenedoso da silva et al., 2014) puisque
ces dernier, peuvent endommager la fonction du sperme et I'intégrité de I'ADN (Lanzafame
et al., 2009), en particulier si le systeme de défense est retardé (Frenedoso da silva et al.,
2014).

Les enzymes de défense sont également un indicateur important du déséquilibre
oxydatif favorisé par I'exposition chronique au HgCl.. Les testicules, I'épididyme, le sperme
et le plasma séminal contiennent des activités élevées d'enzymes antioxydantes qui peuvent
étre considérablement affectées par le métal (Orisakwe et al., 2001 ; Kalender et al., 2013
; Rizzetti et al., 2017). Les cellules disposent plusieurs mécanismes pour se protéger de
I'effet toxique des ROS (Bando et al., 2005). L'effet protecteur des enzymes antioxydantes
SOD, CAT et GPx a été connu contre la toxicité induite par le mercure dans de nombreuses
études préliminaire (Farina et al., 2003 ; EI-Desoky et al., 2013 ; Martinez et al., 2014).

5- Role des antioxydants cellulaire dans la défense testiculaire :

Les systemes de défense antioxydants protegent I'nomeéostasie cellulaire contre les
perturbations oxydatives provoquées par les molécules réactives générées par la réduction de
I'oxygene moléculaire (Bando et al., 2005).

a- Catalase et Superoxyde Dismutase :
La SOD et la CAT sont des enzymes antioxydantes primaires présentes dans les
cellules de mammiféres (Fang et al., 2002). La CAT protége la SOD contre l'inactivation
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par le H2O2. Réciproquement, la SOD protége la CAT contre l'inhibition par I'anion
superoxyde (O%). Ainsi, ces enzymes travaillent ensemble pour éliminer les ROS des lipides
cellulaires, des protéines et de I'ADN aux dommages oxydatifs (Boujbiha et al, 2009 ;
Kalender et al., 2013). La catalase est une hémoprotéine qui catalyse la réduction des H2O>
et protege les tissus des radicaux hydroxyles hautement reactifs (Ravichandiran et al.,
2012). La catalase convertit le H2O, en eau et en oxygéne moléculaire. On considére
également que la CAT contribue a la fertilité masculine et protege contre les dommages
oxydatifs (Cheng et Ko, 2019).

b- Glutathion peroxydase :

Dans la famille de glutathion redox, les GPx sont des sélénoenzymes antioxydantes
présentes dans le cytosol des cellules (Kalender et al., 2013). La fonction principale de ces
enzymes, qui utilisent le GSH comme donneur d'électrons pour catalyser les ROOH (Cheng
et Ko, 2019). Plusieurs isoformes de cette enzyme peuvent étre trouvées dans le cytoplasme,
les membranes plasmiques ou les fluides extracellulaires. Si [l'isoforme GPxs est
principalement exprimée dans le rein, son expression a également été identifiée dans
I'épididyme et les testicules (Maser et al., 1994 ; Schwaab et al., 1995). Cette enzyme s'est
également révélée protéger contre la peroxydation des phospholipides de la membrane des
spermatozoides humains (Tavilani et al., 2008 ; Cheng & Ko, 2019).

c- Le glutathion :

Une grande partie de la pathologie est associée a la diminution de la concentration
intracellulaire de GSH (Al-attar, 2011). Le glutathion est un agent réducteur non
enzymatique abondant qui agit comme un piégeur de radicaux libres et une coenzyme pour
les agents réducteurs enzymatiques, en particulier le GPx (Cheng & Ko, 2019). Il est bien
connu que le GSH est l'une des molécules antioxydantes les plus importantes et, a des
concentrations physiologiques, contribue a maintenir I'état redox normal des cellules
(Youcef & Salama, 2009) qui neutralise spontanément plusieurs ROS (Eldesoky et al.,
2013). Il a été rapporté que le GSH, a la fois en tant que transporteur de mercure et agent
antioxydant, joue un réle spécifique dans la protection du corps contre la toxicité du
mercure. Le complexe glutathion-mercure empéche le mercure de se lier aux protéines
cellulaires, de causer des dommages aux enzymes, de pénétrer dans les tissus et de devenir
une toxine intracellulaire (Kromidas et al., 1990 ; Eldesoky et al., 2013).

6- Antioxydants et détoxification :

Les organes aérobies utilisent une batterie de mécanismes de défense tels que les
enzymes antioxydantes (SOD, CAT et GPx) pour atténuer ou prevenir les dommages
tissulaires oxydatifs. Les antioxydants dérivés de lI'alimentation comme l'acide ascorbique, la
vitamine E, les caroténoides, les polyphénols et l'acide o-lipoique ont également servi
comme lignes de défense primaires pour détruire les radicaux libres (Wang & Luo, 2007 ;
Uma et al., 2012). Les antioxydants naturels peuvent retarder la progression de nombreuses
maladies chroniques mais également le rancissement oxydatif des lipides dans les aliments,
les cosmétiques et les produits pharmaceutiques (Kinsella et al., 1993 ; Sridhar et al.,
2013). Les antioxydants peuvent jouer un rdle important dans la réduction de certains
risques sanitaires liés aux métaux lourds en relation avec une interaction des radicaux libres
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physiologiques (Ansar & Igbal, 2016). Les molécules suivantes sont de puissants
antioxydants :

a- Polyphénols :

Les agents alimentaires naturels jouent un réle majeur dans la prévention de divers
stress oxydatifs induits par les radicaux libres. Les flavonoides sont des produits
polyphénoliques naturels omniprésents dans les Iégumes et les fruits, qui sont de puissants
antioxydants et composants de I'alimentation humaine (Vijayaprakash et al., 2013).

b- Zinc:

Le zinc a la capacité de stimuler la production des protéines comme la MT (Peixoto et
al., 2007 ; Joshi et al., 2012). Il joue également un réle important dans la croissance et la
différenciation cellulaires ainsi que la réplication et la transcription de I'ADN. Le zinc est un
élément catalytique et structurel et un messager de signalisation intercellulaire qui est libéré
par les terminaisons nerveuses centrales pendant l'activité synaptique (Deepmala et al.,
2013). Le zinc est un métal-trace important dans la détoxication du mercure car le mercure
est capable de concurrencer et de déplacer le zinc dans de nombreuses enzymes critiques
(Joshi et al., 2012).

c- Selénium:

Le sélénium (Se) est un composant essentiel de plusieurs enzymes telles que la GPx, la
thiorédoxine réductase et la sélénoprotéine P, qui contiennent du Se sous forme de
sélénocystéine. La capacité du Se a réduire la toxicité du mercure est bien connue (Cuvin-
Aralar & Furness, 1991 ; Sasakura & Suzuki, 1998). Le mécanisme de protection
comprend la capacité du Se a modifier la distribution du mercure dans les tissus et a induire
la liaison des complexes Hg-Se aux protéines (Toufektsian et al., 2000 ; Chapman &
Chan, 2000 ; EI-Demerdash, 2001 ; Deepmala et al., 2013). Le Se aurait également un
effet sur I'élimination du mercure en réduisant son excrétion urinaire et fécale, principale
voie d'élimination du mercure inorganique dans l'organisme (Juresa et al., 2005).

d- VitamineEetC:

La vitamine E est un antioxydant liposoluble, qui joue un role important dans la
stabilisation des membranes cellulaires en piégeant les radicaux libres (Warren et al.,
2000 ; Agarwal et al., 2010 b). La vitamine E inhibe la peroxydation des lipides de la
membrane en éliminant les radicaux peroxydes lipidiques (Uzunhisarcikli & Kalender,
2011 ; El-Demerdash, 2004). Rao et Sharma, (2001) ont rapporté que la vitamine E a
montré un effet protecteur contre le HgCl, par une mauvaise absorption du Hg dans le
tractus gastro-intestinal. La supplémentation de la vitamine E, réduit la néphrotoxicité
(Aslanturk et al., 2014), la toxicité testiculaire (Kalender et al., 2013) et améliore les
parametres hématologiques et biochimiques, ainsi que les niveaux du MDA et des activites
enzymatiques de la SOD, la CAT et de la GPx (Uzunhisarcikli et al., 2016) induite par le
HgCl> chez le rat.

La vitamine C ou acide ascorbique joue également un réle important dans la
régenération du tocophérol (Young & Woodside, 2001). Ces antioxydants non
enzymatiques circulatoires ont une action synergique dans I'élimination des ROS. La
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vitamine E réagit avec les radicaux générés par LPO en agissant comme un terminateur de
chaine des lipides par oxydation tandis que la vitamine C aide a maintenir le niveau de
vitamine E a des concentrations optimales (Flora et al., 2008 ; Vijayaprakash et al., 2013).
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Etude Bibliographique: Le miel

1- Propriétés du miel :

L'histoire de I'utilisation du miel est paralléle a I'histoire de I'nomme. Une réévaluation
des preuves de I'dge de pierre, du moyen age et du début des temps modernes suggeére que
les gens ordinaires mangeaient des quantités de miel beaucoup plus importantes que ce qui
avait été reconnu auparavant (Boukraa, 2014). Le miel est utilisé depuis des siecles pour ses
propriétés nutritionnelles et medicinales. 1l semble qu'une partie des propriétés
thérapeutiques du miel soit due a sa capacité antioxydante (Ferreira et al., 2009), et que
certaines maladies sont la conséquence de dommages oxydatifs.

Selon le FAO, (1996), le miel est un produit naturel, largement apprécié comme la
seule forme concentrée de sucre disponible dans le monde qui a une valeur médicinale
extraordinaire. Le miel est un aliment sucré domestique naturel et un produit superflu
chimiquement diversifié de nectar fabriqué par les abeilles a partir de fleurs (EI-Rabey et
al., 2013 ; Ahmad et al., 2017). Les activités biochimiques et pharmacologiques du miel
varient en fonction de son emplacement, du climat, de I'humidité, de la source de nectar et
de la manipulation pendant la récolte et le stockage (Moniruzzaman et al., 2013 ; Samat et
al., 2017).

Le miel comprend environ 200 constituants bioactifs bénéfiques (Afroz et al., 2014),
18 a 20 % d'eau et de matiére organique qui est composé d'un mélange complexe de glucides
(glucose, fructose), de protéines, d'enzymes (invertase, glucose oxydase, catalase et
phosphatases), d'acides aminés et organiques (acide gluconique, acide acétique, etc.), de
lipides, de vitamines (A et B, de C, D, E, K), de substances chimiques volatiles, d'acides
phénoliques, de flavonoides, de caroténoides, de minéraux (calcium, cuivre, fer, magnésium,
manganese, phosphore, potassium, sodium et zinc) qui peuvent agir comme antioxydants
(Al-Waili et al., 2006 ; EI-Rabey et al., 2013 ; Gholami et al., 2018a). Un large éventail de
constituants mineurs est également présent dans le miel, dont beaucoup sont connus pour
avoir des propriétés antioxydantes (Alvarez-Suarez et al., 2009). Ces propriétés permettent
au miel d'agir a différents niveaux cellulaires et d'étre un antioxydant naturel idéal. La
diversité des couleurs, des saveurs et des propriétés fonctionnelles du miel est
principalement due a sa composition phénolique (Yordi et al., 2012 ; Hossen et al., 2017).
Selon Schramm et al., (2003), le miel avec une teneur en eau plus élevée et avec une
couleur plus foncée contient plus d'antioxydants.

Le miel est un aliment énergétique tres important et est utilise comme ingrédient dans
des centaines d'aliments manufacturés, essentiellement dans les produits a base de céréales,
pour sa douceur, sa couleur, sa saveur, sa caramélisation, sa viscosité (Kahraman et al.,
2010) empéchant les réactions d'oxydation dégradantes, dans les aliments, comme
I'oxydation des lipides dans la viande et le brunissement enzymatique des fruits et légumes
(Oszmianski & Lee, 1990).

2- Composants phénoliques :
L'activité antioxydante totale du miel est principalement fournie par sa composition
phénolique, plutdt que par la vitamine C et d'autres composants (Hossen et al., 2017 ; Zhao
et al., 2018). Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires dans les plantes,
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avec des groupes hydroxyles sur le cycle aromatique et agissent comme donneurs
d'hydrogene dans I'extinction des radicaux (Negri et al., 2011). Les composés phenoliques
sont également des donneurs d'électrons et réduisent les ions métalliques (Gulgin, 2012 ;
Cheng et al., 2014).

Les flavonoides et les polyphénols sont d'importants composants bioactifs présents
dans le miel et ont des propriétés antioxydantes (Ahmad et al., 2017). Les principaux
composés phénoliques et flavonoides du miel sont I'acide ellagique, I'acide gallique, I'acide
syringique, l'acide benzoique, l'acide cinnamique, les acides féruliques, la myricétine, l'acide
chlorogénique, l'acide caféique, I'hespérétine, I'acide coumarique, I'isoramnétine, la chrysine,
la quercétine, la galangine, la lutéoline et le kaempférol (Kassim et al., 2010 ; Petrus et al.,
2011 ; Erejuwa et al., 2012). Certains composés bioactifs, par exemple la lutéoline, la
galangine, l'isorhamnétine, la quercétine et le kaempférol sont présents dans la plupart des
miels (Ahmad et al., 2017), d'autres tels que I'nespérétine et la naringénine sont présents
dans quelques variétés de miel (Petrus et al., 2011 ; Erejuwa et al., 2012). Ces derniers
ont des activités pharmacologiques importantes telles qu'antiallergiques, anti-biotiques, anti-
cancérigenes et hypoglycémiques (Ahmad et al., 2017).

Les flavonoides désignent un groupe de produits naturels biologiquement actifs ayant
une structure a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), comprenant deux cycles benzéniques
reliés par un cycle pyrane hétérocyclique (Zand et al., 2000). lls sont généralement classés
en flavonols (par exemple, kaempférol, quercétine et pinobanksine), flavones (par exemple,
chrysine, lutéoline et apigénine), flavanones (par exemple, pinocembrine, naringénine et
hespérétine), isoflavones (par exemple, génistéine) et anthocyanidines (Kyselova, 2011).
Certains flavonoides tels que la chrysine, la génistéine, la naringénine et la lutéoline ont
montré une activité cestrogénique et sont souvent appelés phytoestrogenes (Han et al.,
2002 ; Erejuwa et al, 2014). Les flavonoides présentent également des propriétés
biologiques et pharmacologiques telles qu'antioxydant, anti-hépatotoxique, antimicrobien,
anti-apoptotique, antitumoral, anti-inflammatoire, antidiabétique, anti-allergique et
anticholinergique (Kuzu et al., 2018 ; Benzer et al., 2018 ; Caglayan et al., 2019).

3- Utilisation thérapeutique :

Le grand médecin musulman lbn Sina (980-1037) dans son manuel médical “"Le
Canon de la médecine” a rapporté les bienfaits du miel pour le traitement de diverses
maladies et le maintien de la santé, en raison de ses propriétés antibactériennes,
antioxydantes et cicatrisantes (Syazana et al., 2011). Les propriétés pharmacologiques du
miel lui conferent une valeur thérapeutique qui dépasse sa valeur nutritionnelle. Ces
caractéristiques suggérent que le miel est comme un alicament.

a- Inflammation :

Des recherches scientifiques ont prouvé que le miel présent des propriétés anti-
inflammatoires (Al-Waili & Boni, 2003). Il est intéressant de noter que des composants
isolés du miel peuvent favoriser la production de cytokines inflammatoires telles que les
interleukines et les facteurs de nécrose tumorale (Tonks et al., 2007), ou la stimulation de la
production de cytokines inflammatoires est importante pour la réparation des tissus par les
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cellules monocytiques humaines (Tonks et al., 2003 ; Afroz et al., 2014). A ce jour, de
nombreuses études épidémiologiques ont démontré I'efficacité des phénols et des
flavonoides lorsqu'ils sont utilisés seuls ou en combinaison comme agents anti-
inflammatoires (Facino, 2004 ; Galal et al., 2012).

b- Diabete :

Le miel de Tualang produit un effet hypoglycémique modéré et améliore le stress
oxydatif dans les reins des rats diabétiques induits par la streptozotocine (Erejuwa et al.,
2010). Le venin d’abeille augmente la sécrétion d'insuline des cellules B et abaissent le taux
de glucose sanguin (Mousavi et al., 2012) gréace a ces deux principaux composants en plus
de ses propriétés lipolytiques. Le venin d’abeille a un effet antiglycation important et qu'elle
peut empécher l'altération de la structure et de la fonction de I'hnémoglobine induite par la
glycation, ce qui pourrait également permettre de traiter les complications associées au
diabéte. En outre, le venin d’abeille a le potentiel de favoriser la guérison des plaies
diabétiques (Grembecka & Szefer, 2013 ; Xu & Gao, 2013 ; Abdel Gawad et al., 2016).

c- Action Antibacterienne :
Le miel naturel joue un role antiseptique pour tuer les bactéries comme 1’Helicobacter
pylori, Escherichia coli, Salmonella et Shigella etc... (Ahmad et al., 2017).

d- Systéme digestif :
Le miel est utilisé contre les Iésions gastriques aigués et chroniques chez I'hnomme
(Mobarok Ali & Swayeh, 2003 ; Alagwu et al., 2009).

e- ADN:

Les composés phenoliques du miel peuvent pénétrer dans les lymphocytes et protéger
I'ADN des dommages oxydatifs en piégeant le peroxyde d'hydrogéne et/ou en chélatant les
ions ferreux (Cheng et al., 2017).

f- Lesang:

Chez I'hnomme, la capacité antioxydante du sérum augmente 90 minutes apres la
consommation de miel de sarrasin dans I'eau (Schramm et al., 2003). Des recherches in
Vivo suggérent que la supplémentation du miel augmente l'activité antioxydante du plasma
et du sérum, inhibe les lipoprotéines sériques contre l'oxydation induite par le Cu?*
(Schramm et al., 2003 ; Gheldof et al., 2003) et réduit les dommages de I'ADN et les
niveaux de MDA chez les rats (Yao et al., 2011 ; Cheng et al., 2014).

g- Lecancer:

Le miel présente un effet anticancéreux vis-a-vis le cancer du sein, comme en
témoigne son activité anti-oestrogene et son potentiel a induire la dépolarisation de la
membrane mitochondriale et I'apoptose des cellules cancéreuses du sein (Erejuwa et al.,
2014). lls comprennent, entre autres, l'arrét du cycle cellulaire, I'activation de la voie
mitochondriale, I'induction de la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale,
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I'induction de I'apoptose, la modulation du stress oxydatif, la réduction de I'inflammation, la
modulation de la signalisation de I'insuline et I'inhibition de I'angiogenése (Erejuwa et al.,
2014). Le miel inhibe ou supprime les trois stades de la cancérogenése, a savoir l'initiation,
la prolifération et la progression (Erejuwa et al., 2014).
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Fig 1 : Mécanismes et cibles moléculaires médiateurs des effets du miel.

4- Miel et stress oxydant :

Galal et al., (2012) ont signalé le r6le important joué par le miel dans la prévention de
la formation de radicaux hydroxyles et dans le maintien de l'intégrité et des fonctions
cellulaires. Grace a la source naturelle d'antioxydants que contient le miel ou ces derniers
agissent tous en synergie grace a I'élimination des radicaux libres, au don d'hydrogéne, a
I'extinction de I'oxygéne singulet, a la chélation des ions métalliques et a la neutralisation
des réactions radicalaires (Khalil et al., 2011 ; El Denshary et al., 2012 ; Tanvir et al.,
2015). L'action du miel pour prévenir les dommages oxydatifs pourrait étre due a sa teneur
en antioxydants phénoliques et non phénoliques ou indirectement par I'action de l'activité de
la catalase dans la réduction du peroxyde d'hydrogéne (El Shafey et al., 2015). Il existe une
forte corrélation entre l'activité antioxydante du miel et sa composition phénolique et
notamment le contenu phénolique total (Gheldof & Engeseth, 2002, Das et al., 2015) ainsi
qu’une corrélation significative entre la composition antioxydante du miel et I'activité de
piégeage du 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ou le haut pouvoir antioxydant réducteur
ferrique (FRAP) a confirmé le potentiel antioxydant du miel observé in vitro (Afroz et al.,
2014).

5- Le miel et la fonction testiculaire :

Le miel a des activités reproductives (Kadirvelu & Gurtu 2013 ; Gholami et al.,
2018b). De plus, le miel a été élucidé pour augmenter la concentration de spermatozoides
des rats en affectant les enzymes clés de la spermatogenese (Abdulghani et al., 2008), en
prévenant les lésions testiculaires et la peroxydation lipidique chez les rats exposés a la
fumeée de cigarette (Mohamed et al., 2011), en améliorant la motilité et la morphologie des
spermatozoides chez les rats (Syazana et al., 2011), en augmentant le nombre de
spermatozoides epididymaire (Mohamed et al., 2011) et en réduisant la fréquence des
aberrations chromosomiques et des anomalies du sperme induites par l'intoxication au
cadmium (Shahrour et al., 2016).
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6- Le miel et la fonction hépatique et rénale :
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Tableau 1 : Effet thérapeutiques des produits de la ruche sur le foie et les reins.

Organes Produits Exposition (maladie) Effet thérapeutique Références
apicoles
Foie Miel Jaunisse obstructive -Anti-inflammatoire Kilicoglu et
(plasma (Turquie) (ligature et divisiondu | -Antioxydant al., 2008
et canal cholédoque -Renforce le  systeme
histologie) commun) immunitaire
Foie Propolis Jaunisse obstructive -Anti-inflammatoire Kismet
(plasma (ligature et divisiondu | -Antioxydant et al., 2008
et canal cholédoque
histologie) commun)
Foie Miel N-éthylmaléimide -Hépato protecteur Korkmaz &
(sérum d’Anzer (blogqueur Kolankaya,
et de sulphydryle) 2009
histologie)
Foie Miel Alcool (solvant) -Hépato protecteur Cheng
de jujube -Antioxydant (Iésions) etal., 2014
Foie Miel Bromobenzene (pesticide) | -Hépato protecteur Zhao
(sérum d’apice -Antioxydant etal., 2017
et Cerana -|des aminotransferase -
histologie) Tdes antioxydants
sériques
Rein Miel  de Furosémide -Antidiurétique Imtara
(sérum Tulkarem | (un diurétique de I'anse) -tl'excrétion urinaire de | et al., 2018
et : Palestine nitrites, la clairance de
histologie) I'eau libre, le sodium filtré
et la clairance de Ia
créatinine.
Rein Miel de Streptozotocine -Hypoglycémiant Erejuwa
(sérum Tualang (substance cytotoxique | -Anti oxydant etal., 2011
et sur les cellules béta des | (I'amélioration du stress
histologie) Tlots de Langerhans) oxydatif dans les reins de
= diabete. rats diabétiques a
streptozotocine.)
Reins Miel Cisplatine (agent -Néphroprotecteur Ibrahim
(sérum et chimiothérapeutique) - Histo-protecteur etal., 2015
et Gelée
histologie) royal
Foie et rein | Miel de Plomb -Hépato protecteur Fassi Fihri
(sérum et caroube (Métal) -Anti inflammatoire etal., 2016
histologie)
Sang
(Anémie)
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Foie pollen Cisplatine (agent chimio | -Antioxydant Huang
et rein d'abeille thérapeutique) -Anti-inflammatoire etal., 2017
(Sérum Schisanda -Anti-apoptotique
et chinensis
histologie)

7- Classification du miel :
Le miel est classé en miel poly floral et mono floral. Le miel poly floral est composé
de plusieurs plantes, tandis que le miel mono floral contient essentiellement les fleurs d’une
seule plante.

8- Le miel monofloral d’arbousier :
a- Fruits:

Le fruit comestible charnu d'Arbutus unedo est traditionnellement utilisé pour la
consommation humaine dans plusieurs régions méditerranéennes, connu en Algérie sous le
nom vulgaire de «Lendj» (Doukani & Tabak, 2013). Les fruits d'environ 2 cm de
diamétre, arrivent & maturité en automne avec une couleur allant du rouge au cramoisi
profond lorsqu'elles sont mdres. Les fruits matures d'A. unedo sont toujours caractérises par
un rapport sucre/acides élevé et une forte teneur en acides phénoliques, en composés
terpénoides, en éléments minéraux et en tanin (Figueiredo Nazaré Gomes, 2011). C’est-a-
dire que lorsque leur teneur élevée en tanin diminue et que leur teneur en sucre augmente
(Molina et al., 2011). Les caractéristiques médicinales sont liées au contenu de plusieurs
composés pharmacothérapeutiques actifs dans différentes parties de la plante (Morgado et
al., 2018).

La plante contient une grande variété de composés antioxydants comme les
caroténoides, acides organiques, phénoliques, terpénoides, de la niacine, vitamines E et C.
Ses fruits riches en glucides ont une teneur élevée en fructose et fournissent 400 kcal/Kg
poids sec (Molina et al., 2011). Les fruits frais sont également une bonne source
d'antioxydants (flavonoides, anthocyanines, acide ellagique et son dérivé diglucoside) ainsi
que de vitamines C et E et de caroténoides (Figueiredo Nazaré Gomes, 2011).

b- Utilisation thérapeutique :

Plusieurs études ont démontré I'importance ethnopharmacologique des fruits et des
feuilles dans la médecine populaire pour traiter un grand nombre de maladies. Ces derniers
présentent des effets antiseptiques, diurétiques, laxatifs et vasculaires et aussi utilisées pour
traiter I'hypertension artérielle (Takrouni & Boussaid, 2010 ; Morgado et al., 2018).
L'activité antioxydante totale des fruits est 'une des plus ¢levées des 28 fruits analysés
(Garcia-Alonso et al., 2004). Les feuilles présentent des activités anti-agrégantes,
antidiabétiques, anti-inflammatoires et anti-tumorales (Molina et al., 2011 ; Doukani &
Tabak, 2013 ; Morgado et al., 2018). Ils sont également utilisés comme antidiarrhéiques,
astringents, et depuratifs (Sulusoglu et al., 2011).

Les feuilles et I'écorce ont été utilisées pour le tannage et sont également appréciées
pour leurs propriétés médicinales. Les graines contiennent une huile essentielle aux
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propriétés siccatives. Une décoction de feuilles riches en tanin est utilisée comme diurétique
pour traiter les infections urinaires et la diarrhée. Les racines macérées sont utilisées comme
boisson et sont dépuratives et décongestionnantes (Khela & Rivers 2017).

c- Nectar et pollen :

Les fleurs d'arbousier sont une source importante de nectar et de pollen pour les
abeilles (Figueiredo Nazaré Gomes, 2011). Le nectar produit par les fleurs est a l'origine
du célébre miel amer ou la Sardaigne est I'un des plus grands producteurs au monde (Floris
et al., 2007) ou le potentiel mellifere de cette plante est d'environ 40 kg/ha (Floris et al.,
1991). La sécrétion de nectar est optimale entre le début de novembre et les le début de
décembre, tandis que la période de floraison est plus longue et dure d'octobre a janvier
(Floris et al., 2007).

d- Le miel d’Arbutus :

C’est un miel uniflore typique et réputé dans certaines régions mediterranéennes. En
raison de son goQt caractéristique, ce miel est connu sous le nom de "miel amer"” et a été
traditionnellement utilisé principalement & des fins curatives. Sa faible production par la
ruche et ses propriétés biologiques présumées, le miel amer a une importance économique
remarquable et son prix sur le marché (Italie) est de 4 a 8 fois plus élevé que celui d'un miel
doux (Floris et al., 2007 ; Tuberoso et al., 2010).

e- Composition chimique et effet antioxydant :

Le miel amer est caractérisé par une faible activité diastasique et des niveaux élevés
d'acidité libre et de conductivité électrique (teneur en cendres). En raison de la période de
production de ce miel, son humidité est souvent plus élevée que celle des autres types de
miel. La présence des glucosides arbutine et méthylarbutine et une teneur élevée en phénols
et en acide gluconique ont été démontrées (Floris et al., 2007). Le miel d'arbousier présente
la plus forte activité antioxydante par rapport aux miels d'autres origine botanique (Rosa et
al., 2011 ; Aazza et al., 2013 ; Alves et al., 2013 ; Lovakovi¢ et al., 2017). Il présente des
propriétés antioxydantes exceptionnelles en raison de sa teneur élevée en composés
phénoliques, particulierement des flavonoides et des acides phénoliques (Cherchi et al.,
1994 ; Tuberoso et al., 2013). Sa capacité antioxydante a été attribuée a des quantités
élevées de l'acide homogentisique (ou acide 2,5-dihydroxyphénylacétique : HGA) étant le
composé phénolique le plus abondant et le marqueur d'origine botanique le plus fiable
(Deiana et al., 2016) qui représente environ 50-60% des phénols totaux (Rosa et al., 2011).
Le miel de fraisier a montré une quantité trés élevée en polyphénols (972 mg/kg EAG), une
activitée antioxydante élevée dans le test la reduction du fer FRAP (Ferric reducing
antioxidant power) (11,7 £ 1,7 mmol Fe2+/kg), et la capacité de piégeage des radicaux libres
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (4,8 + 0,8 mmol TEAC/kg) (Rosa et al., 2011). Les
effets bénéfiques de la consommation du miel d'arbousier sur le statut antioxydant, les
indices hématologiques, les taux d'enzymes et la concentration de fer sérique ont récemment
été suggéree (Br¢i¢ Karaconji et al., 2014).
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f- Activité de I'acide homogentisique (HGA) :

Le HGA est impliqué dans la voie décrite pour la biosynthese des plastoquinones (une
coenzyme participant la photosynthése) et des tocophérols (Vitamine E) dans les plantes
supérieures mais aussi un catabolite du métabolisme phénolique dans une grande variété
d'organismes supérieurs (mammiferes, poissons, oiseaux, amphibiens et plantes). Chez
I'nomme, I'HGA est un intermédiaire dans le métabolisme de la tyrosine (acide aming),
normalement métabolisé par I'enzyme homogentisate 1,2-dioxygénase (Rosa et al., 2011).
Grace a la capacité de piégeage de ce miel (essais DPPH et FRAP) contre 1’oxydation
lipidique (Rosa et al., 2011), le HGA a montré, une activité antioxydante, anti radicalaire et
protectrice intéressante, tels que des actions défensives contre la dégradation thermique du
cholestérol (Spano et al., 2006 ; Afrin et al., 2017) mais aussi sa capacité a protéger les
LDL (Low Density Lipoprotein) contre I'oxydation induite par le cuivre (Rosa et al., 2011).
Une autre étude de Kang et al., (2005) a démontré que ce dernier, capte les radicaux DPPH
et prévient la peroxydation des lipides induite par I'H202 dans les fibroblastes humains. Le
HGA induit des effets cytotoxiques et mutagenes et qu'il semble se produire par un
mécanisme d'oxydation basé sur la capacité de ce composé a subir une auto-oxydation,
conduisant a la formation de quinones avec production des (ROS) (Hiraku et al., 1998 ;
Urios et al., 2003). Le tableau suivant représente la composition chimique du miel
d’arbousier.
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Tableau 2 : La composition du miel d’Arbusier (Aazza et al., 2013).
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Composition physico-

Composition minéral

chimique
pH 4.49 Sodium (mg/kg) 161.02
Acidité libre 20.17 Potassium (mg/kg) 1736.29
Acidité lactonique 12.25 Calcium (mg/kg) 24.92
Acidité total 32.42 Magnésium (mg/kg) 50.00
Cendre 0.70 Na+K+Ca+M (mg/kg) 1972.23
Conductiviteé électrique 875.67
Humidité 19.8
Pfund échelle (mm) 88.9
Couleur Ambre
Proline (mg/kg) 341.82
Diastase (Schade 2.25
units/g)
HMF (mg/kg) 8.2
Teneur en sucre (g/kg) Activité antioxydante
Fructose 359.63 Vitamine C (mg/kg) 71.57
Glucose 267.43 Phénols 117.65
(mg EAG/100g)
Sucrose 3.75 Flavonoides 9.66
(mg EQ/100g)
Turanose 16.49 TEAC 0.44
(IC50 = mg/ml)
Maltose 21.53 ORAC 39.55
(umol TE/g)
Tréhalose 10.43 Chélation 2.60
(1C50 = mg/ml)
Melezitose 5.38 NO 9.83
(IC50 = mg/ml)
Glucose +fructose 627.
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I- Collections d’échantillons :

Les deux types de miel ont été obtenus a partir deux sites non pollués situés dans la
province de Skikda, le Nord-Est de I'Algérie chez des apiculteurs qui ont une expérience
traditionnelle. Le miel unifloral (amer) a été obtenu en janvier de la forét du Cap de Fer a El
Marsa (coordonnées géographiques : Latitude : 37.0299, Longitude : 7.25317 ;
37°1'48"Nord, 7°15'11" Est), lorsque le nectar est dominé dans les fleurs d'arbousier
(Arbutus unedo) en novembre-décembre. Le miel polyfloral (sucré) mir a été récolté en
juillet dans la campagne de Bourzem, daira de Sidi Mezghiche (coordonnées géographiques
. Latitude : 36.6833, Longitude : 6.71667 ; 36°40'60" Nord, 6°43'0" Est), ayant une grande
biodiversité de plantes fleuries et éloigné de tout type de pollution. Les miels mdrs étaient
extraits par la méthode dans laquelle le miel était retiré des cadres par forces centrifuges,
filtrées, placées dans des récipients en verre, et ensuite stocké dans un endroit sombre a
température ambiante.

Fig 2 : Le miel sucré (1) et amer (2).
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Fig 3 : Carte situationnelle et la distribution de la végétation aux alentours des ruches des deux types
de miels.

Tableau 3 : La vegétation dans les deux régions de Skikda (Botaniste : Hamel T.)

Sidi Mezghiche El Marsa (cap de fer)

v Anthyllis vulneraria L. v" Ampelodesmosmauritanicus (Poiret)
v’ Bartsia trixago L. Durand
v" Bellisannua subsp. annua L. v" Arbutus unedo L.
v Centaurea napifolia L. v Arisarum vulgareTarg-Toz. subsp.
v" Convolvulus arvensis subsp. arvensis L. vulgare
v Convolwvulus tricolor L. subsp. tricolor v Arum italicum subsp. italicum Miller
v Drimia numidica (Jord. &Fourr.) J.C v" Asparagus acutifolius L.
v’ Galactites elegans (All.) Soldano v Asphodelus ramosus subsp. ramosus L
v Glebiobis segetum (L.) Fourr. v’ Asteriscus maritimus (L.)
v Hedysarum coronarium L v Avena sterilis L.
v Medicago murex Willd. v" Bellis annua subsp. annua L.
v Oxalis pes-caprae L. v’ Bellis sylvestrisCirillo
v Plantago serraria L. v" Bombycilaena discolor (Pers.) Lainz
v Poa annua subsp. annua L. v" Borago officinalis L.
v Scolymus hispanicus L. v Brachypodium sylvaticum (Hudson)
v" Senecio vulgaris L. Beauv
v" Trifolium campestre Schreber v’ Brassica procumbens (Poiret) O. E.
v' Trifolium repens L Schulz
v" Urospermum dalechampii (L.) F.W. v’ Briza maxima L.

Schmidt v' Briza minor L.
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<

Bromus hordeaceus L. subsp. hordeaceu
Calicotome villosa subsp. villosa Poiret
Link

Centaurea calcitrapa L.

Centaurea napifolia L.

Corrigiola littoralis subsp. littoralis L.
Cynodon dactylon (L.) Pers.

Dittrichia viscosa (L.) Greuter

Drimia numidica (Jord. &Fourr.) J.C.
Erica arborea L.

Genista ferox subsp. ferox (Poiret) Dum.
Cour.

Genista numidica Spach subsp. numidica
(Spach.) Batt.

Hypochaeris achyrophorus L.
Leontodon tuberosus L.

Lotus edulis L.

Lythrum junceum Banks &Solander
Moraea sisyrinchium (L.) Ker Gawl.
Myrtus communis L.

Olea europaea L.

Oncostema peruviana (L.) Speta
Oxalis pes-caprae L.

Phillyrea latifolia L.

Pistacia lentiscus L.

Poaannua subsp. annua L.

Raphanus raphanistrum subsp.
raphanistrum L.

Sanguisorba verrucosa (G. Don) Ces.
Scolymus hispanicus L.

Sherardia arvensis L.

Tetragonolobus biflorus (Desr.) DC.
Trifolium campestre Schreber
Verbascum sinuatum L.

Veronica cymbalaria Bodard
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- Le miel d’Arbutus unedo L. :

o Description :

La plante Arbutus unedo L. (famille des Ericacées), communément appelé fraisier, est
un petit arbre ou un arbuste a feuilles persistantes, avec des fleurs actinomorphes, un ovaire
supérieur et le fruit étant une capsule, une baie ou une drupe, mesurant normalement entre
1,5 et 3 m de haut originaire de la région méditerranéenne, mais que I'on trouve également
dans d'autres régions caractérisees par des étés chauds et des hivers doux et pluvieux.ll
pousse a des altitudes allant de 400 a 1200 m sur des sols secs siliceux ou décartonnes et
peut également pousser sur des sols alcalins et relativement acides (Takrouni & Boussaid,
2010).
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Fig 4 : Differents constituants de I’arbre Arbutus unedo : branche d’arbre, fleurs, fruit mdr et non

mdr.

Tableau 4 : Description du miel d’Arboutus unedo L. (Miel Amer).

Nom vernaculaire Boujbiba ou lanj
Nom francais Arbousier- Arbre aux fraises
Nom Anglais Strawberrytree
Nom Latin Arbutus unedo
Famille Ericacées
Constituants Tanins- Arbutine- Composées phénoliques
Parties utilisées Les feuilles- les racines- les fruits
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o Caractéristiques organoleptique/ sensorielle :
D’aprés Oddo et al, 1995, les caractéristiques organoleptiques du miel
d’arboutus italien sont :
Etat Physique : cristallisation souvent irréguliére.
Couleur : brun clair a brun avec des teintes grisatres.
Odeur et saveur : moyennement fort, nettement amer, piquant, astringent, persistant.

I11-  Meéthodes d’analyse :
1- Composition physico-chimique :
1-1- pH:
Le pH ou « potentiel hydrogéne » c’est la mesure du coefficient caractérisant 1’acidité
ou la basicité d’un milieu, il représente la concentration des ions H" d’une solution.
* Mesure :
Le pH d’un miel est mesuré en solution dans I’eau a 10% a 1’aide d’un pH-métre.

* Normes et interprétation :

La plupart des miels ont un pH relativement bas (acide) : pH= 3.5 - 5,5. Les miels dont
le pH est situé entre 3.5 et 4.5 sont issus de nectar ou en Iéger mélange aux miellats, alors
que les valeurs situées entre 4.5 et 5.5 indiquent qu’il s’agit d’un miel de miellat. En outre
un miel a un pH faible de I'ordre de 3.5 est considéré comme un produit fragile pour la
conservation, duquel de grandes précautions doivent étre prises. Le miel est un tampon, ce
qui veut dire que son pH ne change pas par l'addition de petites quantités d'acides et de
bases. Le pouvoir tampon est di a la teneur en phosphates, des carbonates et autres sels
minéraux.

1-2-  Humidité ou teneur en eau :

* Principe:

Basée sur la mesure optique de I’indice de réfraction (IR) au moyen d’un
réfractometre.
Lorsque la lumiere traverse un milieu donné, elle est déviée. Le type de milieu ainsi que la
concentration de ce milieu vont influencer 1’angle de déviation.

* Mode opératoire :

(1 Préparation de 1’échantillon:

On introduit quelques grammes de miel homogénéisé dans un flacon, on 1’obture et on le
place dans I’étuve pendant un temps suffisant pour assurer la disparition des cristaux de
sucre. On homogénéise par agitation et on laisse refroidir.

[] Mesure de I’indice de réfraction:

A T’aide d’une baguette en verre, on dépose rapidement une goutte de miel sur le prisme du
réfractomeétre, on fait la lecture de I’indice de réfractomeétre et on note la température du
prisme.
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* Expression des résultats :

A partir de la table de CHATAWAY, on obtient le pourcentage d’eau correspondant a
I’indice de réfraction a 20°C.
Si la mesure a été effectuée a une température différente de 20°C, la lecture doit étre
corrigée pour ramener I’indice de réfraction a 20°C :
- Température supérieure a 20°C : additionner 0.00023 par °C
- Tempeérature inferieure 20°C : soustraire 0.00023 par °C.

Tableau 5 : Table de CHATAWAY.

Water | Refractive | Water | Refractive Water Refractive

Content, Index Content Index Content Index
2100 g 20°C g0 g 20°C 2100 g 20°C
13.0 1.5044 17.0 1.4940 21.0 1.4840
13.2 1.5038 172 1.4935 212 1.4835
13.4 1.5033 174 1.4930 214 1.4830
13.6 1.5028 176 1.4925 216 1.4825
13.8 1.5023 17.8 1.4920 218 1.4820
14.0 1.5018 18.0 1.4915 220 1.4815
14.2 1.5012 182 1.4910 22 14810
14.4 1.5007 184 1.4905 224 1.4805
146 1.5002 186 1.4900 226 1.4800
14.8 1.4997 188 1.4895 228 1.4795
15.0 14092 19.0 1.4890 230 1.4790
15.2 1.4987 19.2 1.4885 232 1.4785
154 1.4982 19.4 1.4880 234 1.4780
156 1.4976 19.6 1.4875 236 1.4775
13.8 1.4971 19.8 1.4870 238 1.4770
16.0 1.4966 20,0 1.4865 240 1.4765
16.2 1.4961 202 1.4860 242 1.4760
16.4 1.4956 204 1.4855 244 1.4755
16.6 1.4951 206 1.4850 246 1.4750
16.8 1.4046 208 1.4845 248 1.4745
250 1.4740

* Normes et interprétation :

L’IR varie proportionnellement avec la température et la teneur en eau (de 1,5041 a
1,4915 pour une teneur en eau de 13 a 18 %, donc pour la plupart des miels, et atteint 1,4789
pour les miels de callune avec 23 % d’eau).

Les limites normales de 1’humidité pour un miel sont généralement comprises entre 1.45 et
23.5% avec une moyenne de 15%.

Tant le Codex Alimentarius que la norme de I'Union Europeen prescrit actuellement
une teneur en eau maximale de 21%.
L’humidité du miel est le critére de qualité qui détermine la capacité de miel a rester stable
et a résister a la détérioration par fermentation par la levure : plus I’humidité est €levée, plus
la probabilité que le miel va fermenter lors du stockage est grande :
(1 Valeur en eau: 16-19 %: meilleur conservation et stockage.
[J Teneur > 19 %: miel renfermant une grande quantité d’eau (fermente plus facilement).
Remarque : Indice de Brix
- Permet d’évaluer le taux de matiére seche du produit a analyser.
- La lecture est faite sur 1I’échelle qui se trouve en paralléle avec 1’échelle d’IR.
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1-3- Matiere séche totale :

La matiére seche du miel a été calculée sous forme de total des solides solubles (TSS)
et total des solides (TS). Les mesures ont été mesurées par un Réfractométre Exacta et
Optech Lab center Abbe (modéle RMT) et les résultats ont été exprimée en degrés Brix.
Toutes les mesures ont été effectuées a la température ambiante et les relevés ont été
corrigés pour une température standard de 20°C en ajoutant la correction facteur de
0,00023/C (Rosa et al., 2011). Le total soluble (TS) de I'échantillon de miel a été calculé en
pourcentage a partir des résultats de I'humidité en utilisant la formule suivante :

TS (%) = 100 - humidité (Saxena et al., 2010).

1-4-  Densité ou poids spécifique :

* Principe :
Il consiste a peser a 1’aide d’une éprouvette de volume connu, un volume de miel par
rapport a la masse du méme volume en eau distillée et a la méme température 20°C.

» Matériels et produits : Eprouvettes (2), Thermometre, Balance analytique, Eau distillée.

* Mode opératoire : La prise d’essai est de Sml de miel, de méme pour 1’eau distillée dont
on fait les pesées.

* Résultats : La densité d du miel est donnée par la formule suivante :
d=m/m’

Ou:

- m : masse de volume du miel a 20°C

- m’: masse du méme volume en eau a 20°C.

* Interprétation des résultats :

La densité d’un miel normal varie de 1.39 a 1.44 a 20°C. La mesure de la densité du
miel est un moyen de connaitre sa teneur en eau donc la fluidité du miel. La densité élevée
est due a : La présence d’impureté ou a une teneur en sucre inverti trés grande. La densité
inférieure aux normes est due a la présence d’une teneur en eau trop élevée.

1-5-  Acidité :

* Origine:

L’acidité est due a la présence faible (0.15 a 0.25%) d’acides organiques divers
principalement I’acide gluconique (3/4 de I’acidité totale, formé a partir du glucose), acide
formique (10% de I’acidité totale) et des traces d’acide oxalique, succinique...

Le miel est acide, ce qui I’on a du mal a imaginer, car a la dégustation, la saveur acide est
masquée par la teneur en sucre. Cette particularité explique, en partie, sa résistance vis-a-vis
les microorganismes.
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* Principe :

L'échantillon est dissous dans de I'eau, le pH est mesuré, et la solution est titrée avec
une solution d'hydroxyde de sodium 0,05 N ; jusqu’a un pH de 8,30. Pour I’appréciation du
point finale, on peut utiliser la phénolphtaléine comme indicateur coloré ou méme utiliser un
pH-métre. L’acidité due aux lactones est obtenue en ajoutant un exces d’hydroxyde de
sodium a la solution de miel et en déterminant cet exces par un titrage en retour par 1’acide
sulfurique.

* Réactifs et appareil :

- Eau distillée exempte de CO:; Solution d'’hydroxyde de sodium 0,05N ; Solution de
phénolphtaléine : dissoudre 0,5 g phénolphtaléine dans 100 ml d’éthanol 50 % (V/V).

- pH-métre.

* Mode opératoire :

- Dissoudre 10 grammes d'échantillon dans 75 ml d'eau exempte de dioxyde de carbone dans
un bécher de 250 ml. - Agiter. - Titrer avec la soude (NaOH) 0,05 N, en présence de 4 a 6
gouttes de phénolphtaléine jusqu’a apparition d’une coloration rose persistante pendant 10
secondes. - Effectuer un essai a blanc avec de I’eau distillée et corriger le volume de soude
utilisé dans le dosage.

* Calcul et expression des résultats :
L’acidité libre est exprimée en milliéquivalents de NaOH nécessaire pour porter a pH
équivalent par 1000g de miel :
1L de NaOH IN ———> 1eq
V ml de NaOH 0.05N —— > nx 0.05 meq
V 0.05 meq PE —— > =10g

Ac.libre — > 1000g

Ac. libre = (1000. V. N) / PE
Ou:
- PE : prise d’essai de miel = 10g
-V : volume en millilitres de NaOH versés pour atteindre le pH du point équivalent E lors
de la neutralisation du miel.
L’acidité¢ due aux lactones ou I’acidité combinée est exprimée en milliéquivalent de NaOH
pour 1000g de miel :

Normalité de NaOH = normalité de H.SO4
ILdeNaOHIN 5 leq
(10-n’)mlde NaOHO0.05SN 5 (10-n")x 0.05 meq
(10-n’) 0.05meqPE  —— > =10g
Ac. Lactonijue — > 1000g
A. combinée =1000 (10 - n’) N/ PE
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n’: le volume en millilitres de H.SOs pour atteindre le pH du point équivalent lors du
dosage en retour.
L’acidité totale est exprimée en milliéquivalents de NaOH correspondant a la somme des
deux acidités de 1000g de miel :

A. Totale = A. libre + A. combinée

* Normes et interprétations :

La concentration en acides libres maximum acceptable est de 50 méq/kg de miel. (La
teneur limite en acide libre des miels destinés a 1’industrie est 80 méq. d’acide/kg). Une
augmentation de cette valeur est susceptible de traduire :

- une fermentation du miel. Ce phénoméne peut se produire notamment sur des miels
récoltés « humides » soit trop tot car non operculés, soit extraits dans de mauvaises
conditions.
- un apport de sucre interverti car en cas de nourissement, 1’acidité du miel augmente
rapidement.

1-6- Dosage des sucres réducteurs :

Méthode de LUFF SCHOORL
* Principe :

La solution éventuellement déféquée et dans laquelle se trouvent les sucres réducteurs
est portée a ébullition dans des conditions normalisées, en présence d’une solution de cuivre
(IT). Cette derniere solution est partiellement réduite en cuivre (I). L’exces de cuivre (II) est
dosé par iodométrie.

* Réactifs :
Solution de Carrez 1, Solution de Carrez Il, Réactif selon LUFF-SCHOORL, Solution
d'amidon, d’acide chlorhydrique (pour la préparation des solutions voir annexe).

* Mode opératoire :

[1Mise en solution des sucres et défécation:

- Peser 10 g de miel, les dissoudre dans 100 ml d’eau distillée. -Introduire cette solution dans
une fiole jaugée de 250 ml. - Ajouter a la pipette 25 ml de solution Carrez-1 et agiter pendant
une minute. - Ajouter ensuite 25 ml de solution de Carrez-Il et agiter a nouveau pendant une
minute. - Compléter au trait de jauge, mélanger et filtrer sur filtre plissé sec.

Cllnversion:

- Prélever exactement 10 ml de la solution deféquée et les introduire dans une fiole jaugée de
200 ml y ajouter 40 ml d’eau distillée, 1 ml d’acide chlorhydrique concentré et trois gouttes
de méthylorange. - Agiter et plonger la fiole dans un bain-marie ; chauffer progressivement
de telle maniere que la température de la solution de miel atteigne 70° en douze minutes. -
La température est contrdlée pendant toute 1’opération a I’aide d’un thermometre. - Laisser
refroidir jusqu’a 20°C et neutraliser par ’hydroxyde de sodium jusqu’au virage de
I’indicateur. - Compléter a 200 ml avec de I’eau distillée.

[JDosage:

- Dosage avant inversion (sucres réducteurs) :
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- Diluer au vingtiéeme (1/20) la solution obtenue et effectuer le dosage sur cette solution
diluée.

- Dans une fiole conique de 300 ml placer 25 ml de réactif de LUFF-SCHOORL et 25 ml de
la solution diluée. (Ce volume de liqueur sucrée ne doit pas contenir plus de 60 mg de sucres
réducteurs).

- Ajouter quelques grains de pierres ponce.

- Adapter a la fiole un réfrigérant ascendant.

- Porter le liquide a ébullition en deux minutes et maintenir cette ébullition pendant 10 min
exactement.

- Refroidir immédiatement sous courant d’eau froide.

- Apres refroidissement complet, ajouter 10 ml de solution d’iodure de potassium, 25 ml
d’acide sulfurique 3N (en raison de ’effervescence, ajouter 1’acide par petites portions mais
aussi rapidement que possible) et 2 ml de solution d’amidon.

- Titrer par la solution de thiosulfate de sodium 0.1N. - Soit n le nombre de ml utilisés. - Par
ailleurs, effectuer un dosage témoin avec 25 ml d’eau distillée. Soit n2 le volume de
thiosulfate utilisé.

- Dosage apres inversion :

- Effectuer le méme dosage en utilisant 25 ml de la solution obtenue en soit n1 le volume de
thiosulfate utilisé.

* Expression des résultats et calculs :

La table de LUFF-SCHOORL indique le nombre de mg de sucres correspondant a
(n2-n) et (n2-n1) ml de thiosulfate 0.1N pour 25 ml de solution sucree.
Avec : n : avant inversion, nl : aprés inversion, n2 : témoin.

Tableau 6: Table de LUFF-SCHOORL.

Nay S, Os Glucose,sﬁ';:tr:se invert
0.1 mol/litre CeHp O
ml mg difference
1 2.4 24
2 4.8 24
3 7.2 2.5
4 9.7 2.5
5 12.2 25
6 14.7 2.5
7 17.2 2.6
8 19.8 2.6
9 224 26
10 25.0 2.6
11 27.6 2.7
12 30.3 2.7
13 33.0 2.7
14 35.7 2.8
15 38.5 2.8
16 413 29
17 442 29
18 47.1 29
19 50.0 3.0
20 53.0 3.0
21 56.0 31
22 59.1 31
23 62.2
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(0 Teneur en sucres réducteurs avant inversion:
Soit S le nombre de mg de sucre interverti correspondant au thiosulfate utilisé (n2-n).
Les sucres réducteurs exprimés en sucre interverti (en grammes % de miel) :
S. 1. grammes % =S X 200 X 250 X 10025x10 x 10 x 1000
Soit2,0S

[1Teneur en sucres réducteurs totaux apres inversion:
Soit S1 le nombre de mg de sucre interverti correspondant au thiosulfate utilisé (n2-nl).
Les sucres réducteurs totaux exprimés en sucre interverti (en grammes % de miel) :

S.1.T.grammesp.100 = S1x200x250x100
Soit 2,0 S1

[1Teneur en sucres réducteurs totaux apres inversion:
S.A. grammes% = (2,0 S1-2,0S) x 0.95

* Normes et interprétation :

- Teneur apparente en sucres réducteurs, exprimé en sucre inverti :

Miel de nectar : pas moins de 65%. Miel de miellat, seul ou en mélange avec le miel de
nectar : pas moins de 60%.

- Teneur en saccharose :

En général : pas plus de 5%. Miel de miellat, seul ou en mélange avec le miel de nectar : pas
plus de 10 %.

- La présence d’une grande quantité de saccharose peut dévoiler les tentatives de fraude.

La teneur en sucres réducteurs et saccharose apparent n'a pas de signification pour la
détermination de la qualité du miel. Voila pourquoi cette norme doit étre remplacée par une
norme concernant les sucres spécifiques.

2- Activité antioxydante :

2-1-  Dosage des polyphénols :

L'estimation des composés phénoliques totaux était réalisée par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Le miel a été dilue dans de I'eau distillée (500 mg/ml).
Ensuite, 1,5 ml du réactif Folin-Ciocalteu (dilué avec 1 ml du réactif dans 10 ml d'eau
distillée) et 1,2 ml du carbonate de sodium (Na2 COz) (7,5 %) ont eté ajoutés a 0,3 ml du
miel dilué. Aprés incubation dans l'obscurité pendant 1h, I'absorbance a été obtenue a 760
nm. La concentration des composés phénoliques ont été déterminés par référence a la courbe
d'étalonnage de l'acide gallique (fig 5) réalisée en paralléle (Seladji et al., 2014). Les
résultats ont été exprimés en mg d’Acide gallique par 100 g de miel (mg EAG/100 g).
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DO 760 nm
o = N
o ol = ol N ol w

y =0.0077x + 0.0819

R?=0.9972
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Acide gallique (pug/ml)

Fig 5 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

2-2-  Dosage des flavonoides :

La teneur totale en flavonoides du miel a été déterminée par une méthode
colorimétrique. 1 ml de I’extrait aqueux du miel a été mélangé avec 4 ml d'eau distillée,
puis, 0,3 ml de la solution de nitrite de sodium (NaNO-) a été ajoutée. Aprés 6 minutes, on
ajoute 0,3 ml de chlorure d'aluminium (AICIs3) (10%) et on laisse reposer le mélange encore
pendant 6 min, puis on ajoute 2 ml de d’hydroxyde de sodium NaOH (1N), le totale est
ajusté a 10 ml avec de I’eau distillé. On a laissé reposer le mélange pendant 15 minutes, et
ensuite, I'absorbance a été mesurée par rapport au blanc a 510 nm (Khodaie et al., 2012).
Les résultats ont été exprimés par rapport a la catéchine (EC mg / g de matiere séche).

0.8
0.7
0.6

€05

= 0.4

Qo3
0.2
0.1

0

y = 0.0024x - 0.0468
R?=0.9972 /
0 50 100 150 200 250 300 350

Catéchine (ug/ml)

Fig 6 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.
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2-3-  Dosage des Tanin Totaux :

Les tanins totaux ont été mesurés par la méthode Folin-Denis (Polshettiwar et al.,
2007). La colorimétrie des tannins était basée sur la mesure de la couleur bleue formée par la
réduction de I'acide phospho-tungsto-molybdique par les tanins comme composé en milieu
alcalin. 1,0 ml d'extrait et une solution étalon de tanin (100-800 ug/ml) ont été portées a 7,5
ml avec I'eau distillée. Ensuite, 0.5 ml de réactif Folin-Denis et 1 ml de carbonate de sodium
Na>,CO3 ont été ajoutées. Le volume a été complété jusqu’a 10 ml avec de 1'eau distillée.
L'absorbance a été lue a 700 nm. La teneur totale en tanin a été exprimée en mg d'équivalent
acide tannique (EAT)/ g d’extrait (Padma et al., 2013).

1.6

14 Y= 0.0104x + 0.1912 P

R2=0.9985
1.2 /
1 /

0o

DO 700 nm
o o o

>

o
[N}

o

0 20 40 60 80 100 120 140
Acide tannique (pg/ml)

Fig 7 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique.
2-4-  Test de la capacité anti-oxydante DPPH :

Les propriétés antioxydantes des échantillons de miel ont été étudiées en évaluant le
piégeage des radicaux libres l'activité du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), qui
était base sur la méthode de Boulilaa et al., (2015).

Le radical DPPH était I'un les plus répandus des substrats utilisés pour une évaluation rapide
et directe de I'activité antioxydante grace a sa stabilité de forme radicalaire et la simplicité de
I'analyse (Bozin et al., 2008). La concentration inhibitrice (C150) a été définie comme la
concentration de miel qui inhibe 50 % du radical DPPH. Une valeur inférieure de la CI50
(concentration de substrat qui cause 50% de l'inhibition de I'activité de la DPPH) indique
une activité antioxydante élevée. 1 ml de chaque extrait de miel a différentes concentrations
a été mélangé avec 2 ml d’une solution méthanolique de DPPH & 0,04 g/l. Aprés 60 minutes
d'incubation a l'obscurité et a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 517 nm en
utilisant le méthanol comme blanc. Les pourcentages d'inhibition du DPPH ont été calcules
en fonction de la formule suivante :

DPPH (% d'inhibition) = [(Ac-Aeq) / Ao] X100, ou Ao et Aeq sont lI'absorbance du controle
et de I'échantillon, respectivement. La courbe exprimant le pourcentage d'inhibition de la
DPPH en fonction de la concentration de 'antioxydant (ug/ml) a permis de déduire la CI50
définie comme la concentration d'antioxydant nécessaire pour faire décroitre la
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concentration initiale de la DPPH a 50 %. L’acide ascorbique a été utilisé comme standard
ou témoin positif.

2-5-  Test de la capacité anti-oxydante FRAP :

Le test FRAP (Ferricreducing/antioxidant power assay) était basé sur la capacité des
antioxydants a réduire le fer ferrique Fe3* en fer ferreux Fe?*. Le dosage FRAP a été mesuré
selon la méthode d’Oyaizu, (1986). Apres dilution avec de I'eau distillée, 1 ml de chaque
échantillon de miel a été mélangé avec 2,5 ml d'une solution de tampon phosphate (0,2 M,
pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)e]) @ 1 % (m/v). Le mélange a
ensuite été incubé a 50°C pendant 20 minutes. 2,5 ml de I'acide trichloracétique (TCA) a 10
% (m/v) a ensuite été ajouté puis le tout a été centrifugé a 3000 tours/minute pendant 10
minutes. Pour 2,5 ml de chaque surnageant, 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure
ferrique (FeCls) a 0,1 % (m/v) ont été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 700 nm contre
le méthanol comme un blanc. L'acide ascorbique a été utilisé comme contrdle. Le résultat a
été exprimé par la concentration inhibitrice (CI50) de I'extrait aqueux de miel correspondant
a une absorbance de 0,5 ug de miel/ml du mélange (CI50 en mg/ml).

3- Etudes statistiques :

L'analyse statistique de tous les résultats a été analysée en utilisant le programme
Microsoft Excel (2010) et Logiciel "Minitab 17" (test t de Student). L’expérience a été
répétéetrois fois, ou la moyenne + I'écart-type a été calculée.
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1- Propriétés physicochimiques et taux de sucres :

Les résultats du tableau 7 montrent la caractérisation du miel en fonction de ses
propriétés physico-chimiques. Les deux types de miel sont proches dans leurs propriétés, a
I'exception du miel amer qui a une faible teneur en saccharose (0,95 g/100 g) par rapport au
miel sucré (5,89 g/100 g).

Tableau 7 : Propriétés physico-chimiques et la concentrationdes sucres réducteurs et du saccharose
dans le miel sucré et amer.

Unités Miel sucré Miel amer
pH 4.30 4.59
Index de Réfraction 1.4915 1.4845
Humidité % 18 20.8
TSS (Total des Solides Solubles) Brix 80.5 71.7
TS (Total des Solides) % 80 79.2
Densité 1.38 1.40
Acidités libre mEqg/kg 41 37
Sucres reducteurs 9/100g 60.4 60.4
Saccharose 9/100g 5.89 0.95

2- Composés bioactifs :
Les résultats indiquent que le miel amer a eu une remarquable quantité accrue en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins que celui du miel sucré (tableau 8 et figures
8, 9,10).

Tableau 8 : Teneurs des composés bioactives dans le miel sucré et amer.

Unités Miel sucré Miel amer
Polyphénols totaux mg EAG/100g 1.68 +0.05 58.14+0.66***
Flavonoides mg EC/100g 0.254+0.004 0.282+0.008**
Tanins mg EAT/100g 114.13+2.08 351.62+3.3%**

EAG= équivalent d’acide gallique, EC= équivalent de catéchine, EAT= équivalent d’acide tannique.
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Fig 8 : Teneurs totales en polyphénols du miel sucré et amer. mg EAG/100 g de miel : mg équivalent
d'acide gallique / 100 g de miel.
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Fig 9 : Teneurs en flavonoides du miel sucré et amer. mg EC/100 g de miel : mg équivalent de
catechine / 100 g de miel.
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Fig 10 : Teneurs en tanins du miel sucré et amer. mg EAT/100 g de miel : mg équivalent d'acide
tannique/ 100 g de miel.
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Le tableau 9 et les figures (11 et 12) montre que le miel amer avait une l'activité
antiradicalaire et antioxydante (DPPH et FRAP) que le miel sucré. La CI50 du DPPH était
de 42,74 mg/mld’acide ascorbique pour le miel sucré, mais il était de 5,72 mg/mld’acide
ascorbique pour celui du miel amer. En outre, le test FRAP a enregistré de grandes
differences de CI50 entre les deux sortes de miel.

Tableau 9 : Activité anti radicalaire et antioxydante (DPPH et FRAP) du miel sucré et amer.

Unités Miel sucré Miel amer
DPPH(Clso) mg/mi 42.74+1.63 5.72+0.33***
FRAP(Cls) mg/mi 106.38+0.82 34.91+1.40%**
Acide Ascorbique pg/ml 3.20£0.10 2.23£0.13***
DPPH=2,2Diphenyl 1 picrylhydrazyl, FRAP=Ferric reducing/antioxidant power, CI50=

concentration inhibitrice mediane.

DPPH (CI150)

Miel amer

Figure 11 : Activité radicalaire du miel sucré polyfloral et du miel amer uni floral.
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Figure 12 : Activité anti-oxydante du miel sucré polyfloral et du miel amer unifloral.
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Le miel: Discussion

Par rapport au miel amer, le miel sucré a un pH, une humidité et une gravité spécifique
plus faibles, par contre un TSS, un TS et une acidité libre plus élevés. Les caractéristiques
du miel sucré et amer récolté sur des sites ayant presque les mémes conditions climatiques
ont révélé des différences qui étaient liées a leur composition chimique. Par la suite, il est
raisonnable de s'attendre a ce que la composition et les propriétés du miel des différents
lieux peuvent differer (Ciappini & Stoppani, 2014). En outre, le miel amer était plus foncé
dans une certaine mesure.

L'indice de réfraction des échantillons étudiés est entre 18% pour 1’unifloral et
20,8% pour le polyfloral (Tableau 7). La valeur la plus basse de l'unifloral est bien en
dessous de la limite (normes : Max. 21%) recommandée par le Codex Alimentarius,
(2001), tandis que celle du polyfloral est & la limite de la valeur recommandée. Le taux
d'humidité est un élément important pour évaluer le degré de maturité du miel et sa durée de
conservation. En genéral, une quantité élevée en eau provoque la fermentation du miel, la
perte de saveur ainsi que la qualité. La fermentation du miel pendant le stockage est causée
par l'action de I'osmotolérance des levures, ce qui conduit a la formation d'alcool éthylique
et de dioxyde de carbone. Les miels utilisés sont éloignés de ces conditions puisque les
échantillons ont été analysés apres une courte période de leur collecte. D'autre part, le goQt
amer du miel du site (EIMasra) est certainement dd a la présence de nectars principalement
des plantes d’Arboutus unedo, suivi d’Inula viscosa car leur période de floraison se situe a la
fin de l'automne et au début de I'hiver. L'indice de réfraction du multifloral, Eucalyptus et
Citrus, collectés dans différentes régions de I'Algérie avait une teneur en eau qui varie entre
139 a 20,2 % (Makhloufi et al.,, 2010) et 16-20,4% (Chefrour et al., 2009),
respectivement. Pourtant, le taux d'humidité dans les miels italien de Strawberry tree était de
18,6% et de 18,9%, respectivement (Alves et al., 2013 ; Persano Oddo et al., 1995).

Les valeurs de pH des deux échantillons analysés (tableau 7) sont cohérentes avec
celles déclarées par Bogdanov et al., (1999), qui ont confirmé que le miel dérivé du nectar
avait un pH de 3,5 a 4,5, tandis que ceux de miellat se situaient entre 5 et 5,5. Notamment,
les valeurs de pH du miel multifloral algérien étaient de 3,69-4,48 (Bouasla & Bouasla,
2017), qui se situent dans la fourchette de I'enquéte actuelle. Notamment, le miel a été
extrait par la méthode traditionnelle utilisant un extracteur a main, et ensuite, il a été stocké
dans des conditions optimales. Le pH du miel d’arbousier semble plus élevé, ou des
échantillons provenant du Portugal ont montré une valeur moyenne de 4,52 (Ulloa et al.,
2015) et 4,49 (Aazza et al., 2013), tandis qu’en Italie, avait un pH de 4,2 (Persano Oddo et
al., 1995).

La valeur de I'acidité libre (tableau 7) se situe dans les normes de 50 mEq/kg fixees
par le Codex Alimentarius, (2001). Par conséquent, l'acidité est un critere de qualité
important ; elle donne des indications trés importantes sur le statut du miel (Bogdanov,
1999). En plus des acides organiques et des acides aminés, la diversité botanique joue un
réle important dans la définition du pH final du miel. L'acidité libre, précédemment signalée
du miel d'Algérie était de 47,25-55,25 (Doukani et al., 2014) et que le miel de caroube
marocain a varié entre 17 et 42 meg/kg (El-Haskoury et al., 2018). Le miel de Starwberry
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tree unifloral italien a montré des niveaux de 27,3-53,4 mEqg/kg (Persano Oddo et al.,
1995), ce qui est proche de notre étude.

Le TSS du miel qui représente la matiére séche principalement des composés de sucre,
était de 80,5° pour I’unifloral et 77,7° pour le polyfloral (tableau 7). Le TS avait des valeurs
proches en qui était de 80% pour le miel doux et de 79,2% pour le miel amer. Les résultats
obtenus sont en total accord avec la littérature citée (Oroian et al., 2013). De plus, la
moyenne des niveaux du TSS (76,2-80,40) du miel indien (Saxena et al., 2010) et celle du
TS (I 79,0-82,2%) du Portugal est bien acceptée avec nos résultats pour les deux types de
miel. En conséquence, la teneur en TSS des échantillons du miel d’Arboutus unedo du sud
du Portugal a montré un niveau moyen de 78,35 Brix (Ulloa et al., 2015).

La gravité spécifique ou la densité du miel sucré et amer sont respectivement de 1,38
et 1,40 (tableau 7) ; ils sont plus ou moins dans la fourchette normale. Dans les pays
occidentaux et Sud-ouest de I'Algérie, la gravité spécifique du miel était de 1.405-1.442
(Doukani et al., 2014) et pour la région Nord-Est, de 1.32-1.55 (Laouar & Tahar, 2017).
En conséquence, la gravité spécifique de miel indien (1,39-1,49) est presque similaire a nos
résultats (Nandaa et al., 2003). Il semble notamment que les échantillons de miel ayant un
taux d'humidité élevé avait la plus faible valeur spécifique la gravité et vice versa. Les taux
de sucres réducteurs de I'étude actuelle sont de 60,4 g/100 g pour les deux types de miel
(tableau 7).

Selon le Codex Alimentarius, (2001), le sucre total et le sucre réducteur ne doit pas
étre inférieure a 60 g/100 g de miel de fleurs, ce qui confirme que les échantillons examines
sont des miels de nectar. En outre, le miel de différentes régions du Nord-Est de I'Algérie
avait des sucres réduits de 62,5-84,45%, et le saccharose était de 2,91 a 15,34%, alors que
celui du miel monofloral (Ziziphus jujuba) était de 62,5 a 90,12 % pour les sucres réduits et
de 4,24 a 10,09 % pour le saccharose (Adjlane et al., 2014). 1l a été signalé que les niveaux
de fructose, de glucose et de saccharose d’un miel polyfloral finlandais était de 38,7-43,7,
30,4-38,1, et 0,0 ¢g/100 g, respectivement (Salonen et al., 2017). Il semble que le
pourcentage des glucides du miel sucré est proche des résultats nigérians et indiens (Adeniyi
et al., 2014 ; Gopal et al., 2017), tant dit que le saccharose est beaucoup plus faible dans le
miel amer avec une concentration de seulement 0,95 g/100 g. Pour le miel d’arbousier, la
teneur en sucres réducteurs de ce travail est plus faible que celle du Portugal (Ulloa et al.,
2015) et de I'ltalie Persano Oddo et al., 1995).

Le miel amer monofloral est plus riche en polyphénols totaux que le miel sucré, ce
qui suggere un meilleur potentiel antioxydant. Les substances phénoliques sont les
principaux facteurs responsables des activités biologiques du miel. Le miel pakistanais avait
une moyenne de 48,5 mg/100 g de miel (Fahim et al., 2014), tandis que le miel du Chili a
enregistré des niveaux de 0-8,83 mg/100 g de miel (Muiioz & Copaja, 2007), ce qui est
proche de notre miel unifloral. Il est intéressant de noter que le miel d’Arbutus unedo italien
était le plus riche en phénols totaux (972 mg/kg d'EAG) par rapport aux miels de miellat, de
bruyere, d'eucalyptus, dasphodéle, de Citrus spp. et dacacia (Rosa et al., 2011).
Apparemment, nos résultats concordent bien avec ceux du miel d’Arbousier portugais
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(Alves et al., 2013), mais pas avec ceux du miel d’Arbutus unedo des différentes régions de
Sardaigne, qui ont enregistré une tres faible teneur en polyphénols totaux (Afrin et al.,
2017). Fait remarquable, I'acide homogéntisique est le principal composé phénolique du
miel d’Arbousier, qui pourrait avoir un potentiel antioxydant important. Dans cette étude, le
miel est principalement fabriqué a partir des fleurs de I'arbousier, mais la plante I. viscosa y
participe dans une certaine mesure, en plus d'autres fleurs rares.

La teneur en flavonoides des deux types de miel est presque la méme, malgré la
différence de couleur, ou la couleur des échantillons amers est plus foncée. En général, les
miels les plus foncés comme le tournesol et le sarrasin contiennent des concentrations plus
élevées en flavonoides que le miel fade, ainsi qu'une meilleure capacité antioxydante
(Doukani et al., 2014). En outre, des valeurs plus élevees en flavonoides ont été enregistrés
dans les miels algériens (Khalil et al., 2012), pakistanais (Fahim et al., 2014) et malaisiens
(Ranneh et al., 2018). Cependant, le miel du Chili est a la limite de I'éventail de nos
résultats, dans lequel il se situe entre 0,01 et 8,83 mg/100 g de miel (Murioz & Copaja,
2007). La teneur en flavonoides totales dans le miel d’Arbousier (65,74-108,20 mg de
CAE/kg de miel) de la Sardaigne (Afrin et al., 2017) est étroitement liée a nos résultats du
miel unifloral, tandis que celui du Portugal (4.09- 5,77 mg QE/100 g de miel) était
remarquablement plus faible (Ulloa et al., 2015).

La teneur en tanins a enregistré le taux le plus élevé dans le miel amer qui est en
accord avec la couleur sombre observée. Les tanins sont des polymeéres phénoliques
constitués de multiples molécules de type anthocyanique (Shrivastava, 2011). En effet, les
caractéristiques de I'aréme boisé et de la couleur foncée du miel indiquent la présence de
tanins et de lignines. De plus, le miel polyfloral du Bénin avait des valeurs beaucoup plus
élevées que notre miel polyfloral et unifloral (Azonwadé et al., 2018). En ce qui concerne le
miel d’Arbutus undo, il a été signalé qu'il était plus active en tant qu'agent antioxydant en
raison de sa teneur plus elevée en tannins (Adeniyi et al., 2014) ; c'est probablement pour
cette raison que I'amertume uniformisée le miel est plus approprié a des fins thérapeutiques.

Le test DPPH a fourni une CI50 de 42,74 et 5,72 mg/ml d'acide ascorbique pour le
miel sucré et amer, respectivement (tableau 9). La valeur d'inhibition la plus faible indique
une forte capacité a piéger les radicaux libres (Kanoun, 2010). En conséquence, le dosage
du DPPH a été signalé comme reflétant I'activité d'un antioxydant hydrosoluble. 1l semble
que le DPPH des deux miels algériens de la région Sud avait des valeurs relativement fortes
de 10,94 et 6,60 CI50 mg/ml de miel (Bakchiche et al., 2017). En conséquence, d'autres
études ont révélé que le miel d’Arbousier de la région cotiere de 1'Italie (Rosa et al., 2011)
et de la Croatie (Lovakovica et al., 2018) présentait également une activité radicalaire plus
élevée, 4,8 mmol ECAT/kg et 3,34 mmol ECAT/kg respectivement, ce qui correspond bien
a cette etude. Le DPPH du miel d’Arbutus unedo a révélé une trés forte activité (0,09-0,20
mmol TE/100 g) dans différentes régions de Sardaigne (Afrin et al., 2017).

Le test FRAP a donné une CI50 de 106,38 pour le miel sucré, alors qu'il a atteint
34,91 mg/ml pour le miel amer (tableau 9), ce qui suggére un potentiel antioxydant. Le
potentiel antioxydant est principalement attribué a la présence de différents composants
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phénoliques tels que les flavonoides, les acides phénoliques et d'autres composés qui ont des
potentiels antioxydants différents. En outre, le miel de couleur claire avait des valeurs FRAP
inférieures a celles de la couleur foncée, ce qui indique une forte capacitée antioxydante. Au
Portugal, le pouvoir réducteur du miel varie entre 13,26 et 94,11 mg/ml, en fonction de la
couleur du miel (Ferreira et al., 2009), un résultat semble étre similaire a celui de la
présente enquéte. Pour le miel maltais, une corrélation significative entre I'activité
antioxydante et les polyphénols totaux a été enregistré (Meinen et al., 2014). Contrairement
a nos résultats, I'activité FRAP du miel de Strawberry tree italien était plus élevee (11,7+1,7
mmol Fe?*/kg) que les autres miels unifloraux tels que I'Eucalyptus, le Citrus et I'Acacia
(Rosa et al., 2011). D'autre part, le miel amer sarde avait une faible activité FRAP de 0,51-
0,92 mmol Fe (11)/100 g (Afrin et al., 2017). Dans l'ensemble, l'activité antioxydante
constatée confére au miel, en particulier a celui qui est amer, le pouvoir approprié pour
contrer le stress oxydatif généré au sein des cellules lorsqu'il est exposé a différentes
maladies et agents toxiques. De tels résultats confirment certaines opinions populaires non
documentées sur l'application de I'Arbutus unedo L. dans le traitement de nombreuses
maladies telles que le cancer et les troubles digestifs.
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Fonction Testiculaire: Matériels et Méthodes

I- Matériels utilisés :
1- Matériels biologiques :
= Choix des animaux :

Les rats de la souche Wistar ont été sélectionnée cars elle est utilisée dans toutes les
disciplines de la recherche médicale et biologique. Sa longévité ainsi que sa pathologie
tumorale en font un modéle de choix pour les études a long terme. Toutes expérimentations
ont été manipulées selon le comité d’éthiques accordé par notre pays.

Fig 13 : Des rats males et adultes de la souche Wistar.

2- Matériel chimique :
= Choix du mercure :

Le chlorure de mercure HgCl. est un solide cristallin blanc. 1l est I'une des formes les
plus toxiques parce qu'il est plus soluble dans I'eau que la plupart des autres composés du
mercure.

Fig 14 : Flacon du Chlorure de mercure.
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» Propriéeté physico-chimique :

Tableau 10 : Propriétés physico-chimique du chlorure du mercure.

Propriétés physico-chimique

Nom Chlorure de mercure
Formule HgCl»
Couleur Blanc

Etat physique Solide (Cristaux, Granules ou
poudres)
Points d’ébullition 302°C
Ponts de fusion 277°C
Poids moléculaire 271,52g/mol
Solubilité a20°C: 694/
Densité 54-5,6
Pression 0,17Paa20°C
d’évaporation 133,32 Paa 136,2 °C

Dose létale 50

Voie orale (Rat) :

Entre 25.9 et 77 mg/Kg

3- Produit naturel :
% Choix du miel :

Dans cette expérimentation, nous avons choisi un produit naturel trés connu pour ses
vertus thérapeutiques ; le miel. Cependant, la détoxification par le miel promet étre un bon
plan grace a ses composants antioxydants (acides phénoliques, vitamines, enzymes,
minéraux...etc.). Ce produit est tant apprécié par la population mondiale grace a son gout
sucré, méme si dans la pluparts des cas, nous avons du mal a différencier un type de miel a un
autre de different origine botanique (poly floral ou mono florale), sauf pour les amateurs du
miel comme les apiculteurs. En revanche, 1’idée que le miel peut avoir un gout amer, ne donne
pas envie de le consommé malgré sa composition presque identique aux autres miels. Afin de
satisfaire notre curiosité, nous avons voulu comparer 1’effet de deux types de miel de différent
gout et de différent origine botanique sur la fertilit¢é d’un animale de laboratoire, mais aussi
d’évaluer le pouvoir protecteur possible suite a une exposition au mercure trés connu pour sa
toxicite.

La composition physico-chimique et anti oxydante du miel a été démontré dans le précédant
chapitre.
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- Meéthodologie du travail :
1- Entretien et traitement des rats :

Le protocole experimental appliqué consiste a traiter par voie orale des rats males par le
mercure et les miels choisi, quotidiennement et durant 10 semaines. Subsequemment, 48 rats
males provenant de I'Institut Pasteur d Alger, pesant entre 200-250g a leur arrivée ont été
logés dans des cages en polyéthylene, grillagées, munies d’étiquettes mentionnant le nom du
lot et le traitement adéquat. Ces cages sont tapissées d’une litiére en copeaux de bois et
nettoyées régulierement. L’¢levage des rats a été effectué au niveau de I’animalerie de
I’Université Badji Mokhtar—Annaba. Avant I’entame du protocole d’expérimentation, les rats
ont été soumis a une période d’acclimatation de 4 semaines environ afin de s’accoutumer aux
conditions de I’animalerie (photopériode, température et humidité). Les rats ont aussi un accés
a l'eau et a la nourriture (20g/rat). Cette derniere est fournie sous forme de croquettes
fabriquées par I’entreprise « ONAB Kseur, Bejaia » (Tableau 11). La consommation de la
nourriture et de 1’eau est mesurée hebdomadairement.

Tableau 11 : Composition de I’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment (ONAB).

Matiere alimentaire Quantité en g/Kg Pourcentage (%)
d’aliment

Mais 620 62

Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0

Aprés cette période d’adaptation, les animaux ont été répartis en six groupes de sept rats
chacun formant des lots homogenes. L’administration du chlorure du mercure et le miel a été
effectué quotidiennement par voie orale a I'aide d une sonde gastrique.

+ Préparation de la solution mercure :

Le chlorure de mercure a été dilué¢ dans de I’eau distillée en respectant la variation du
poids corporel des rats du lot ou chaque rat recoit 1ml.
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+ Préparation des solutions miels :

Les deux types de miel sucré et amer ont été dilués dans de I’cau distillée juste avant
gavage, dans le but d'activer des enzymes secondaires présent dans le miel comme le glucose
oxydase afin d'obtenir un meilleur potentiel antioxydant ou chaque rat recoit 1.5 ml.

% Déroulement de I’expérimentation :

Tableau 12 : Les différents groupes de rats de I’expérimentation.

Groupes Traitement
Groupe (1) Des males témoins gavés par I’eau de robinet pendant10 semaines.
Témoin
Groupe (2) Des méles gavés par 3g/kg/jour de miel sucré pendant 10 semaines.
Miel sucré (MS)
Groupe (3) Des méles gavés par 3g/kg/jour de miel amer pendant 10 semaines.
Miel amer (MA)
Groupe (4) Des males gavés par 10 mg/kg/jour du HgCl, pendant 10 semaines.
HgCl, (Hg)
Groupe (5) Des males gavés par 10 mg/kg/jour du HgCl, + 3g/Kg/jour de miel
Hg+Miel sucré sucré pendant 10 semaines.
(Hg+MS)
Groupe (6) Des males gaveés par 10 mg/kg/jour du HgClI. + 3g/Kg/jour de miel
Hg+Miel amer amer pendant 10 semaines.
(Hg+MA)

* Le poids corporel :

Tous les rats ont été pesé chaque fin de semaine afin d’évaluer leur variation du poids
durant toute la période d’expérimentation.

+ Apres —traitement :

Apreésl0 semaines d’exposition et de traitement, les rats ont eté sacrifies aprés une nuit
de jeune.
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48 rats males et adultes

Miel HgCl, Hg-Miel
sucré amer
K (10mg/kg) 10mg/3
Témoin (39/kq) Miel Hg-Miel ( 9/3)
E amer sucré
(Eau) (3g/kg) (10mg/3g)

70 jours de traitement
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Fig 15 : Synthese du protocole expérimentale.

51




Fonction Testiculaire: Matériels et Méthodes

2- Prélévement des échantillons :
2-1-  Spermogramme :

Le sperme a été recueilli immédiatement aprés sacrifice a partir de la queue de
I'épididyme. Ensuite, 1ul de la solution épididymaire du sperme a été suspendue dans 49 ul de
solution physiologique (0,9% NaCl) préparée fraiche. Des échantillons de 10 pl de suspension
homogéne du sperme ont été placés sur la cellule de Malassez (hémocytométre) pour
déterminer le nombre de spermatozoides (exprimé en millions de spermatozoides par ml de
suspension) et la motilité (en pourcentage de spermatozoides mobiles) sous un microscope
optique (Leica DM LB2) a un grossissement de x 400 (OMS 1993).

» Concentration des spermatozoides

Nous procédons au comptage des spermatozoides dans 05 cellules au grossissement x
400. La concentration des spermatozoides est calculée par 1’équation suivante :

Concentration (spz. 106/ml) =(DxVxn)/N
D : coefficient de dilution (50).
V : volume de la cellule de Malassez.
n : le nombre de spermatozoides comptés dans 05 cellules.
N : le nombre de petites cellules.

» La mobilité des spermatozoides

Une goutte du sperme est déposée sur une lame, puis recouverte d’une lamelle.
L’observation au microscope se fait au grossissement X 400. Le champ d’observation est
divisé en 03 ; le pourcentage des spermatozoides mobiles est calculé pour 100 spermatozoides.

3- Prélevement des organes :

Apres dissection, les testicules et 1’épididyme ont été rapidement prélevés et débarrassés
de leurs tissus adipeux et rincés dans une solution de chlorure de sodium (NaCl a 0.9%) puis
pesés pour déterminer leur poids absolu. L’une des paires de testicules a été maintenus a -20°C
pour le dosage des protéines, catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPx), glutathion réduit
(GSH) et Malon dialdéhyde (MDA). L’épididyme et I’autre paire de testicules ont été fixés
dans du formol dilué pour une étude histologique.

3-1-  Poids relatif des organes :
Le poids relatif des organes (testicules et épididymes) a été calculé selon la formule suivante :

Poids relatif = (Poids absolu/ Poids corporel) x 100.
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3-2- Dosage de I’activité de la Catalase testiculaire :

- Préparation de ’homogénat :
Le dosage de ’activité enzymatique du CAT a été fait au niveau des testicules. 500 mg
de tissu a été mis en présence de 5 ml d'une solution de tampon phosphate (0,1 M, pH 7.5),
puis a été broyés a froid (4 °C) en utilisant un broyeur ultra son (WiseTis Homogenizer HG-
15A) pendant 30 secondes pour obtenir un homogeénat, ce dernier est centrifugé (Eppendorf
Centrifuge 5804 R) a 5000 tours/min pendant 15 minutes.

- Principe :
La mesure de I’activité CAT est déterminée selon la méthode de Clairborne, (1985).
Elle repose sur la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du H2O,. La
réaction est déclenchée par ’addition d’eau oxygénée et la décroissance de 1’absorbance est
enregistrée pendant 60 secondes (lecture toute les 15 secondes) a la longueur d’onde 240nm
par un spectrophotométre (JENWAY 6305).

Mode opératoire :

Prélever 50 pul de I'homogénat dans une cuve en quartz.

Ajouter 750 pl de solution tampon phosphate (0.1 M, pH 7.5).

Ajouter 200p1 de solution H20..

L’activité de la catalase décroit rapidement, il est important de respecter le méme
temps entre le pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotomeétre.

Lire la densité optique a 240 nm contre le blanc réactif (tampon phosphate).

La lecture de I’absorption se fait apres 15 secondes de délai et durant 60 secondes de
mesure.

RS

ANERN

- Calcule de I’activité enzymatique du CAT :
L’activité enzymatique de la CAT est calculée par la formule suivante :

ADO
0.040x mg de proteines

L’activité de la CAT (uM H202/min/mg protéines) =

ADO: Pente de la droite de régression obtenu aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

0,040 : Coefficient d’extinction de H2O».
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
3-3- Dosage de P’activité de glutathion peroxydase testiculaire :

- Préparation de ’homogénat :
Le dosage de la glutathion peroxydase a été fait au niveau du testicule. 500 mg du tissu
testiculaire a été mis en présence de 5 ml d'une solution TBS (solution saline tamponnée au
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Tris) (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), puis a été broyés a froid (4 °C) en utilisant un
broyeur ultra son pendant 30 secondes pour obtenir un homogénat.

- Principe :

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de
Flohé et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH) ; ce dernier est transformé en (GSSG) sous
I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H202 + 2GSH — > GSSG + 2H20

- Mode opératoire
v" Prélever 0.2 ml de I'homogénat.

v Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

v Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (pH 7.4).

v"Incuber au bain marie a 25 °C, pendant 5 min.

v Ajouter 0.2ml de H20; (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

v Ajouter 1 ml de TCA (1 %) pour arréter la réaction.

v Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

v" Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

v" Prélever 0,48 ml du surnageant.

v Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS.

v' Ajouter 0,32 ml de DTNB (1 mM).

v' Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

- Calcul de Pactivité enzymatique de la GPx :
La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule suivante :

_ (DO échantillon — DO étalon) x 0.04
0= DO étalon

Q : Quantité de GSH disparue (oxydéee).
DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.

DO étalon : Densité optique de 1’étalon.

0.04 : Concentration du substrat (GSH).
Q

mg de proteines

L’activité de la GPx (M GSH/min/mg protéines) =
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3-4-  Dosage de ’activité du glutathion réduit testiculaire :

Principe :

Le dosage du glutathion (GSH) a été réalisé selon la méthode de Weckbecker & Cory

(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de I'acide 2-
nitro-5- mercapturique (JENWAY 6300). Ce dernier résulte de la réduction de I'acide DTNB
(réactif d'Ellman) par les groupements (-SH) du glutathion (figure 16). Pour cela une
déprotéinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements
thiol spécifiques du glutathion.
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Fig 16 : Principe du dosage du glutathion.

Préparation de I'homogénat :
Le dosage du glutathion a été fait au niveau des testicules. 200 mg du tissu a été mis en
présence de 8 ml d'une solution d'acide EDTA a 0,02 M, puis a été broyés a froid (4°C) en
utilisant un broyeur ultra son pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire :

SRV NENENE NN

<\

Prélever 0,8 ml de ’homogénat.

Déproteiniser en ajoutant 0,2 ml d'une solution d'acide SSA 0,25 %.

Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

Prélever 0,5 ml du surnageant.

Ajouter 1 ml du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.

Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01 M (dissous dans le meéthanol
absolu).

Laisser pendant 5 min a tempeérature ambiante pour la stabilisation de la couleur
qui se développe instantanément.

Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
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- Calcul de la concentration :
La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DOxLx10525

GSH =
13.1 x 0.8 x 0.5 xmgproteines

DO : Densité optique.

L : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat 0.2 ml de
I’acide salicylique).

1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 ml surnageant +1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

13,1 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.
0.8 : Volume de I’homogénat.

0.5 : Volume du surnageant.

3-5-  Dosage du marqueur de ’oxydation des lipides : le malondialdéhyde
(MDA) :
- Principe :

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de
I'attaque des lipides polyinsaturés par des ROS, générées par certains contaminants. Dans
notre étude, les taux du MDA testiculaire a été évalués selon la méthode d’Ohkawa et al.,
(1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100°C) entre le MDA et la
TBA d’un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les solvants organiques comme
le butanol (figure 17).
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Fig 17 : Principe du dosage du malondialdéhyde.
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- Préparation de ’homogénat :
500 mg de testicule des différents groupes sont broyés a froid a I’aide d’un
homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une solution de tampon phosphate (0,1 M, pH
7.4) pour obtenir un homogénat.

- Mode opératoire :
v" Prélever 0,5 ml de I'nomogénat.
Ajouter 0,5 ml d’acide TCA 20 %.
Ajouter 1 ml d’acide TBA 0,67 %.
Mélanger et incuber au bain marie a une température de 100°C durant 15 min.
Refroidir et additionner 4 ml de n-butanol.
Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.
Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.

AN NN NN

- Calcul de la concentration du MDA :
La quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/gramme de tissu (testicule
ou foie). Elle est obtenue grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1°,3,3°
tetraethoxypropane faite dans les mémes conditions (figure 18).

_ y =0.4609x + 0.0141
2=
o7 R2=0.9991 s

0.4
8 0.3 /

0 T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5

MDA (ml)

Fig 18 : La courbe d’étalonnage utilisée (nmol/ml) pour le dosage MDA.

3-6- Dosage des protéines tissulaire :

Les protéines tissulaires ont été quantifiées selon la méthode colorimétrique de
Bradford (1976) qui utilise le Bleu Brillant de Coomassie G250 (BBC) comme réactif et
I’albumine de sérum de beeuf (BSA) comme standard. Le BBC réagit avec les groupements
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amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleue. L’apparition de cette
couleur refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité établit la concentration des
protéines qui est mesuréee spectrophotométriqguement a 595nm.

- Mode opératoire :

v
v
v

Prélever 0.1 ml de ’homogénat.

Ajouter 5 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC) (G250), comme réactif.

Agiter et laisser le mélange a température ambiante pendant 5 min pour la
stabilisation de la couleur.

Mesurer 1’absorbance de 1’échantillon a 595nm contre le blanc contenant 1’eau
distillée a la place de I’homogénat.

La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage (0 a 1 mg/ml
de BSA) préalablement réalisée dans les mémes conditions (figure 19).
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Fig 19 : La courbe d’étalonnage de BSA (1mg/ml) utilisée pour le dosage des protéines.

4- Etude histologique :
L’¢étude histologique a été faite selon la méthode d'hématoxyline & éosine (H & E) selon
les étapes suivantes :

- Fixation des échantillons :

Aprés le sacrifice, les testicules et I'épididyme ont été immédiatement préservés dans
solution de formol dilué a 10%. La fixation a pour but la conservation des structures dans un
état aussi proche que possible de leur état vivant, avec arrét de toutes activités mitotique et
enzymatique. Ainsi que le durcissement de la piéce anatomique.
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- Déshydratation :

La déshydratation se fait grace a un automate circulateur ou les échantillons sont
immergés dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70, 95 et 100 %), puis dans des
bains de xylene qui constitue un agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence.
Ensuite, dans I’étuve le xyléne s’évapore des pieces anatomiques. Le but de cette étape est
d’éliminer I’eau intracellulaire, pour pouvoir réaliser une coupe fine par la suite sans perdre la
structure cellulaire initiale au moment de la rupture de la membrane plasmique (sortie d’eau
brutale) Cette étape prépare I’inclusion, vu que la paraffine est hydrophobe.

- Inclusion :

Les échantillons imbibés de paraffine (résine blanche opaque) liquide fondue a 60° C,
sont placés dans des moules appelés les barres de Leuckart, puis sont remplis de paraffine.
Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion » refermant un réservoir de
paraffine maintenue a 1’état liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet et une plaque
métallique réfrigérée pour aboutir a la solidification rapide (10 a 15 min) du bloc de paraffine
contenant le tissu.

- Coupes et colorations :
Les blocs de paraffine obtenus sont placés dans un microtome un a un afin de réaliser
des sections de 5 um d’épaisseur disposées en séries régulicres sous forme d’un ruban. La
confection des coupes histologiques comporte alors 3 étapes :

*L’étalement de segments de ruban de paraffine sur une lame de verre enduit par une solution
de poly-L-lysine (sigma).

*Le collage : les lames de verre sont placées sur une plaque chauffante, réglée a une
température de 35 °C. La chaleur permet I'étalement des rubans de tranches.

*Le séchage de la préparation : en inclinant les lames et en les séchant au moyen de papier
buvard absorbant.

Le but de la coloration est d’accentuer les contrastes afin de différencier les différents
constituants tissulaires (noyau, membrane plasmique et cytoplasme). Les lames sont mises
dans des bains de solvants et de colorants comme indique le tableau suivant :
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Tableau 13 : Les différents produits de la coloration.

Produits Temps
Xylene | 5 min
Xylene Il 5 min
Ethanol 100% 5 min
Ethanol 96% 5 min
Ethanol 70% 5 min
Eau distillé 5 min
Hématoxyline 5 min
Eau de robinet Rincage
Eosine 20 sec
Ethanol 70% 5 min
Ethanol 96% 5 min
Ethanol 100% 5 min
Xylene 111 5 min
Xylene IV 5min

- Montage et observation microscopique :

Le montage consiste a fixer une lamelle en verre sur les préparations histologiques apres
coloration gréce a une goutte d'Eukitt. Enfin, nous procédons a I'observation au microscope
optique aprés séchage des lames. Dans notre étude, les photos histologiques, ont été capturé a
partir d’un logiciel Qupath.

5- Etudes statistiques :
L'analyse statistique des résultats a été analysée en utilisant le Logiciel "GraphPad Prism
7.00 (USA)" (Anova et test t de Student). Les résultats sont significatifs lorsque p < 0.05.
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1- Influence du traitement sur la croissance corporelle et sur le poids relatif des
testicules et de I’épididyme :

Le poids corporel total du groupe Hg a diminué de maniére significative par rapport aux
groupes témoins et les groupes de combinaison (figures 20 et 21). Le poids relatif des
testicules du groupe Hg a diminué de maniére significative par rapport au groupe témoin, au
groupe MA et aux groupes HgMS et HgMA (figure 22). En ce qui concerne les témoins
positifs, le groupe supplémenté en miel amer (MA) a remarquablement augmenté le poids
relatif des testicules. Le poids relatif de I'épididyme n'a pas été affecté par tous les traitements,
bien que la diminution observée du groupe traité au Hg soit insignifiante (figure 23).

Tableau 14 : Variation du poids corporel et du poids relatif des testicules et de 1’épididyme chez les
rats apres 70 jours de traitement (Moyenne + SD).

Poids corporel (g) Testicules (%) Epididyme (%)
Témoin 330.3+8.744 0,5675 = 0,0085 0.2347 + 0.00584
MS 3153+ 3,471 0.54 +0.008 0.2515 +0.0175
MA 321,8 £ 9,586 0.6105 + 0.0045 0.2547 + 0.008667
Hg 245 + 652 0.505 £ 0.016"® 0.212 + 0.003
Hg+MS 313 £ 8" 0.569 + 0.001" 0.241 £ 0.019
Hg+MA 324,8 + 15,76" 0.608 +0.004 " 0.2425 = 0.0075
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Variation du poids corporel
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Fig 20 : Variation du poids des rats pendant 70 jours de traitement.
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Fig 21 : Poids corporel total (g) du rat (Moyenne + SD) apreés 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a:
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.
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Poids relatif des testicules
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Fig 22 : Poids relatif des testicules du rat (moyenne + SD) apres 70 jours de traitement au mercure et
au miel. t: statistiquement différent Vs le témoin. a : statistiguement différent Vs le groupe MA. h :
statistiquement différent Vs le groupe Hg. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel

amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 23 : Le poids relatif de 1’épididyme du rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au
mercure et au miel. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure
inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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2- Influence du traitement sur la biologie des spermatozoides :

Les rats exposés au mercure ont montré une diminution de la concentration et de la
mobilité du sperme dans I'épididyme par rapport aux autres groupes (figures 24 et 25). La
supplémentation en MA en tant que témoin positif a augmenté le nombre de spermatozoides
dans 1’épididyme par rapport au groupe témoin. La co-administration de Hg-MS a montré une
augmentation significative de la concentration en spermatozoides par rapport au groupe Hg, et
de la motilité des spermatozoides par rapport au groupe témoin. De plus, I'Hg-MA présente
une augmentation significative du nombre et de la mobilité des spermatozoides par rapport au
groupe Hg.

Tableau 15 : Variation de la concentration et de la mobilité des spermatozoides chez les rats pendant
70 jours de traitement (Moyenne + SD).

Concentration (10° /mL) Mobilité (%0)
Témoin 348.8 + 3.75 784+49
MS 325.8 +19.17 74.17 £9.165
MA 443,1 + 8,125 81.08 + 3.989
Hg 232,5+ 11,552 25.57 +0.5667"% @
Hg-MS 355 + 20" 46.11 + 7.22"
Hg-MA 408,1 % 0,625"" 62.5 £2.5"
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Fig 24 : Concentration de sperme de rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiguement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA

; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 25 : Mobilité des spermatozoides du rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure
et au miel. t : statistiguement différent du groupe témoin. s : statistiquement différent du groupe MS. a :
statistiquement différent du groupe MA. h : statistiquement différent du groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.

3- Influence du traitement sur la variation des marqueurs du stress oxydatif :
L'activité de la CAT testiculaire (Figure 26) a été réduite aprés 70 jours de traitement par
le Hg par rapport aux trois groupes de contrdle. Les groupes combinés Hg-MS et Hg-MA ont
montré une augmentation de l'activité de la CAT par rapport au groupe Hg.

Une diminution remarquable de l'activité GPx testiculaire a été notée chez les deux
témoins positifs, avec une diminution non significative dans le groupe Hg, bien que la
combinaison Hg-MS et Hg-MA ait augmenté de facon insignifiante l'activité enzymatique par
rapport au groupe exposé au Hg (Figure 27).

Le niveau de GSH (figure 28) dans le groupe Hg a diminué de maniere significative par
rapport a tous les groupes de contrdle, mais son activité a augmenté de maniére significative
dans les groupes Hg-MS et Hg-MA par rapport au groupe Hg.

Les résultats de la figure (29) indiquent une augmentation significative de la
concentration testiculaire de MDA dans le groupe Hg par rapport au groupe témoin, au groupe
MS et au groupe traité au MA. Cette concentration était significativement plus faible dans le
traitement combiné Hg-MS et Hg-MA que chez les rats intoxiqués par le Hg.
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pendant 70 jours de traitement (Moyenne £ SD).

Variation des marqueurs du stress oxydatif (CAT, GPx, GSH, MDA) chez les rats

@
< 0.15 -
2
o
o
(@)
c 0.10 -
<
=
~ 0.05
o
N
T
°
e 0.00
=

CAT GPx GSH MDA
Témoin 0.126 +0.0008 0.004772 + 0.0011 150.3 +2.944 0,4786 + 0,0159
MS 0.1215 +0.0035 0.006058 + 0.0012 149.2 +£ 7.803 0,4804 + 0,0445
MA 0.1304 +0.0025 0.006182 + 0.0008" 151.2 + 3.859 0,4565 + 0,0293
Hg 0,0819 + 0,0049"%2 | 0.003966 + 0.0020** | 94.42 +1.917"*2 | 0,8886 + 0,0038" * 2
Hg-MS | 0,114 +0,002256" | 0.005253 + 0.0052 149 +2.342" 0,454 + 0,0322"
Hg-MA 0,133 + 0,0004" 0.005314 + 0.0017 141.3 +3.729" 0,446 + 0,01901"
CAT (Testicules)

Fig 26 : L'activité testiculaire de la CAT du rat (Moyenne + SD) apres 70 jours de traitement au
mercure et au miel. t : statistiquement différent Vs le contréle. s : statistiquement différent Vs groupe
MS. a : statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg :
mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ;
Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 27 : L'activité de la GPx testiculaire du rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au
mercure et au miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe
MS. a : statistiquement différent Vs groupe MA. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA :
miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 28 : Le niveau du GSH testiculaire du rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure
et au miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure

inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA

; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 29 : Le niveau du MDA testiculaire chez le rat (Moyenne £ SD) aprés 70 jours de traitement au
mercure et au miel. t ; statistiguement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe
MS. a : statistiguement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg
mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ;
Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.

4- Etude histologique :

Les microphotographies des sections testiculaires et epididymaire de différents groupes
de rats apres 70 jours d'essai sont présentées sur (Figure 30 et 31). L'histologie du témoin a
montré que le testicule est divisé en lobules ; chaque lobule contient plusieurs tubules
séminiféres qui sont entourés d’un tissu interstitiel. Chaque tubule est tapissé de cellules
germinales a différents stades de spermatogonies, de spermatocytes primaires et secondaires,
de spermatides et de spermatozoides matures qui occupent le centre du tubule. Les cellules de
Sertoli sont situées entre les spermatogonies et reposent sur la lame basale. Dans le tissu de
soutien interstitiel, les cellules de Leydig sont les cellules principales ; un type de cellule situé
entre les tubules séminaux. Elles se présentent isolément ou en touffes et sont intégrées dans le
riche plexus des capillaires sanguins et lymphatiques.

Les profils histologiques obtenus du parenchyme testiculaire et epididymaire du témoin,
MS et MA a faible et fort grossissement ont montré que les tubes séminiféres sont de taille et
de nombre préservés, et remplis de spermatogonies et de spermatocytes a différents stades de
différenciation.

Cependant, le parenchyme testiculaire et epididymaire apres une exposition chronique
au HgCl, a faible grossissement a montré que les tubes séminiféres ainsi que les conduits
epididymaire sont légérement atrophiés et séparés par du tissu interstitiel oedémateux-
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inflammatoire. A fort grossissement, de nombreux corps apoptotiques étaient présents dans les
cellules germinales et le nombre de cellules germinales dans les tubes séminiferes était réduit.
Une disparition presque totale des spermatozoides des canaux eépididymaires et un
aplatissement de I'épithélium recouvrant les canaux avec un aspect vacuolisé ou coagulé du
cytoplasme ont été observés dans le groupe Hg.

Apres administration de HgCl, avec du miel sucré et amer, les résultats ont montré, a
faible grossissement, une réduction des phénomeénes inflammatoires oedémateux dans le tissu
interstitiel du testicule et de I'épididyme. A fort grossissement, on a noté une régénération
focale de la spermatogenése dans les tubes séminiféres et une augmentation du nombre de
spermatozoides dans les conduits de I'épididyme.
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Fig 30 : Caractéristiques microscopiques des tubules séminiféres de rats dans le groupe témoin (a), le

groupe MS (b), le groupe MA (c), le groupe HgCl; (d), le groupe Hg-MS (e) et le groupe Hg-MA (f).

Coloration H&E avec un grossissement de x100 (a gauche) et x400 (& droite). Les barres représentent
100pm et 20pm.

CL : (cellules interstitielles de Leydig), SCP : (spermatocytes primaires), S : (cellule de Sertoli), SPG :
(spermatogonies), TS : (tubules séminiferes), SZ : (spermatozoides), LB : (lame basale de I'épithélium
séminifére), astérisque : (tissu interstitiel oedémateux inflammatoire).
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Fig 31 : Caractéristiques de I'épididyme du rat au microscope optique dans le groupe témoin (a), le
groupe MS (b"), le groupe MA (c"), le groupe HgCl. (d"), le groupe Hg-MS (e") et le groupe Hg-MA ().
Coloration H&E avec un grossissement de x 100 (& gauche) et x 400 (& droite). Les barres représentent
100pm et 20pm.

MB : membrane basale, CC : cellules cylindriques a noyau allongé, TC : tissu conjonctif, EL : lumiére
vide, Ep : épithélium, LED : lumiére des canaux efférents, Stc : stéréocilie, SZ : spermatozoides, LV :
lumiére vide.
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Fonction Testiculaire : Discussion

Cette étude a été établie pour évaluer I'effet chronique du quart de la dose létale de
mercure inorganique (Sheikh et al., 2013) sur la fonction testiculaire du rat pendant 70 jours,
d'une part, et I'éventuelle activité atténuante du miel sucré et amer local, ayant des
caractéristiques différentes, contre le mercure, dautre part, afin de connaitre I'état des
marqueurs testiculaires aprés qu'un cycle complet de spermatogenése a été exposé a ce métal
toxique.

La mesure du poids des organes reproducteurs males est un indicateur sensible pour
évaluer le risque de substances toxiques (Frenedoso da Silva et al., 2014). Les résultats
obtenus apreés 70 jours d'exposition continue des rats au mercure inorganique ont indiqué une
diminution du poids corporel total, en plus du poids relatif des testicules. Auparavant, la
diminution du poids des testicules et de I'épididyme des rats était enregistrée aprés une
supplémentation orale chronique en chlorure mercurique (Heath et al.,, 2012) ou en
méthylmercure (Frenedoso da silva et al., 2014). De plus, le chlorure mercurique administré
aux rats par voie intrapéritonéale a diminué le poids relatif des testicules (Abarikwu et al.,
2016). D'autre part, les rats ayant pris du chlorure mercurique dans I'eau de boisson ont montré
une augmentation dans le poids relatif des testicules, accompagné d'une diminution du poids
relatif des glandes sexuelles accessoires (Boujbiha et al., 2009). Le poids des testicules refléte
l'activité de la spermatogenése chez les males ; il dépend donc de la masse des cellules
spermatogenes différenciées (Siti Balkis et al., 2017). Le rétrécissement des testicules a
probablement été affecté par la génération de ROS qui suppriment la différenciation des
spermatogonies (Lysiak et al., 2002), et/ou par la réduction du taux de testostérone due a la
toxicité du mercure (Eldesoky et al., 2013) puisque ce métal est susceptible de traverser la
barriere hémato-testiculaire (Rao & Sharma, 2001 ; Penna et al., 2009) ainsi que la barriére
hémato-épididymaire (Sharma et al., 1996). En conséquence, les ions du mercure peuvent
alors induire une perturbation fonctionnelle testiculaire, peut-étre en inhibant les enzymes
ATPase et en modifiant les niveaux d'acide sialigue (Rao & Sharma, 2001 ; Rao &
Gangadharan, 2008 ; Penna et al., 2009).

Concernant les contrdles positifs, le miel amer a augmenté le poids relatif des testicules,
ce qui pourrait induire la spermatogenése et une augmentation du niveau de la testostérone. Ce
résultat est presque similaire & celui d'Abdul-Ghani et al., (2008) qui ont confirmé une
augmentation du poids relatif de 1'épididyme du rat apres ingestion d’un miel multifloral
pendant 20 jours en raison de l'activation de la spermatogenese. En outre, l'augmentation du
poids des animaux supplémentés en propolis pendant 70 jours était probablement due a la forte
teneur en flavonoides (EIl-mazoudy et al., 2011). Par contre, le miel de Tualang donné aux
rats n'a pas affecté le poids corporel apres 28 jours de consommation (Mahanem et al., 2006)
ainsi que pour la gelée royale administré pendant 15 jours (Gawich et al., 2016). Des résultats
similaires ont été trouvés concernant le poids des testicules et des organes reproducteurs
accessoires des rats apres 28 jours de supplémentation en miel (Mahanem et al., 2006).
L'augmentation du poids relatif des testicules dans le groupe du miel amer est probablement
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lie a la présence de tanins, connus comme un puissant antioxydant comme a été démontré
dans le précédant chapitre. La co-administration du miel avec le mercure a augmenté le poids
relatif des testicules, mais il était plus éleve dans le groupe Hg-MS que dans le groupe Hg-
MA, ce qui est certainement dd a certains constituants de chaque type de miel. En outre, la
prise de poids et les avantages du miel en matiére de reproduction semblent étre dus au réle
protecteur des catéchines contre le stress oxydatif généré et les troubles neuroendocriniens
(Mosbah et al., 2015).

Dans cette étude, la diminution de la concentration et de la mobilité du sperme
epididymaire des rats exposés au mercure est cohérente avec la réduction du poids relatif des
testicules. Des résultats similaires ont été rapportés sur la toxicité du chlorure de mercure sur
le sperme de rat apres une exposition de 60 jours par voie intramusculaire (Rizzeti et al.,
2017), apres 45 jours par l'alimentation (Moumen et al., 2011) et aprés 15 jours par voie
intrapéritonéale (Abarikwu et al., 2016). Comme I'épididyme est le site de stockage et de
maturation du sperme, les canaux efférents vides observés dans I'épididyme lors de
I'exposition au mercure peuvent indiquer une hypospermatogenése testiculaire (Penna et al.,
2009 ; Rizzetti et al., 2017). Cette derniere a été confirmée par une dégénérescence de la
spermatogénese testiculaire marquée au niveau des spermatocytes chez des rats intoxiqués au
mercure inorganique (Martinez et al., 2014 a). En outre, une hypospermatogenése pourrait
résulter de la nécrose des spermatocytes lors de I'exposition au mercure, entrainant une
perturbation de la spermiation (Orisakwe et al., 2001), mais qui peut aussi étre observée lors
d'une altération de la synthése de la testostérone (Jewell et al., 1998). La diminution de la
mobilité et de la concentration des spermatozoides s'est accompagnée d'une réduction de la
testostérone chez les rats traités au mercure inorganique (Boujbiha et al., 2011). Entre-temps,
la synthese de testostérone chez le rat peut étre altérée par des lésions des tubes séminiferes,
mais le taux de testostérone reste dans la marge normale (Pectasides et al., 2004). D'autre
part, le niveau de testostérone des travailleurs exposés a la vapeur de mercure pendant des
années n'a pas été affecté, malgré les symptdmes neuropsychologiques observés (Abdennour
et al., 2000), de méme, la concentration de testostérone se situait dans le niveau physiologique
chez les rats traités au mercure, méme avec certaines lésions des cellules de Leydig
(Mohamed et al., 1987). En outre, la réduction de la spermatogenese et de la mobilité des
spermatozoides est peut-étre due a la peroxydation des acides gras polyinsaturés au niveau des
membranes des spermatozoides (Martinez et al., 2014b), et/ou a l'inhibition de certaines
enzymes mitochondriales nécessaires a la production d'énergie (Yousef & Salama, 2009).

Les deux types de miel ont atténué l'intoxication au mercure sur la concentration et la
mobilité des spermatozoides, ce qui signifie que la spermatogenese a été notamment plus
activée et protégée. L'atténuation a été plus efficace avec le miel d’arbousier, ce qui est
conforme a celui du poids relatif des testicules. Selon des rapports antérieurs, la
spermatogenese a été améliorée lorsque les rats ont recu du miel en augmentant le nombre de
spermatozoides (Sayazana et al., 2011). La raison de la protection du miel contre
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I'intoxication au mercure est due a la présence de certains antioxydants, principalement des
polyphénols tels que les flavonoides et les acides phénoliques (Gheldof & Engeseth 2002).
Ainsi, les composés phénoliques ont été suggérés comme étant les principaux antioxydants du
miel, car des corrélations significatives entre le contenu phénolique total et les activités
antioxydantes et antiradicalaires du miel ont été signalées (Berreta et al., 2005). Les
antioxydants ont été utilisés pour protéger la mobilité du sperme contre les niveaux élevés des
ROS (Said et al., 2004 ; Sharma & Agarwal 1996), tout comme la propolis, qui a préserve la
concentration et la motilité du sperme de la toxicité de I'AICIs (Yousef & Salama 2009).

L'activité de la catalase a diminué lorsque les rats ont été exposeés au chlorure de
mercure pendant 70 jours, ce qui peut entrainer la formation de grandes quantités de H2O>
généré par ce métal. On sait que cette enzyme participe a I'élimination des peroxydes. En
conséquence, un effet négatif d'une exposition au mercure pendant 60 jours sur l'activité de
I'épididyme et des canaux deférents du rat a été enregistré (Martinez et al., 2014b). Cette
enzyme était plus faible que la SOD dans le tissu testiculaire des rats pendant les sept premiers
jours d'exposition a HgCl. dans I'eau potable (Boujbiha et al., 2009), et apres 30 jours
lorsqu'elle était administrée aux rats per os (Muthu & Krishnamoorthy 2012). Les raisons
possibles de la diminution de I'activité testiculaire du CAT étaient soit liées a son inhibition
par les ions de mercure (Bando et al., 2005 ; Martinez et al., 2014 b), soit a sa saturation en
raison d'une charge élevée en H>O..

La co-administration du miel avec du Hg pendant 70 jours n'a fait qu'augmenter l'activité
de la catalase testiculaire dans le groupe Hg-MA de maniére remarquable, avec un effet
insignifiant du Hg-MS. Ces résultats concordent avec les études signalées selon lesquelles le
miel a pu neutraliser la toxicité pro-oxydante (Mohamed et al., 2011 ; Muhammad et al.,
2015 ; SitiBalkis et al., 2017). 1l a été demontré que le miel réduit la production des ROS et,
par conséquent, inhibe les événements proapoptotiques mitochondriaux. Les composés du
miel tels que les flavonoles (quercétine, kaempférol), les flavanones (naringine, naringénine),
les flavones (apigénine, acétine), les acides phénoliques (acide caféique, acide chlorogénique)
et les coumarines jouent un role important en tant qu'agents antioxydants (Gholami et al.,
2018). Dans cette étude, I'efficacité supérieure du miel d’Arbutus unedo L. sur l'activité de la
CAT pourrait étre due a la teneur en polyphénols, notamment I'acide tannique, qui aurait de
fortes propriétés antioxydantes (Gulcin et al., 2010), et a I'effet chélateur contre les réactions
d'oxydation catalysant les métaux (Winiarska-mieczan, 2013). En conséquence, les tanins ont
été considérés comme de meilleurs antioxydants que d'autres molécules couramment utilisées
telles que les vitamines C et E (Sanchez-Moreno et al., 2000). On a également signalé que la
gelée royale et la propolis stimulent les activités de la catalase testiculaire et de la SOD
(Cilenk et al., 2016 ; Asadi et al., 2019) ainsi que le miel malaisien qui renforce I'activité de
la catalase testiculaire chez les rats exposés a la fumée de cigarette pendant 13 semaines
(Mohamed et al., 2011).
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Notre résultat est en harmonie avec celui d'lbrahim et al., (2019), qui ont constaté une
diminution de l'activité du GPx aprées 30 jours d'exposition des poissons Clarias gariepinus au
HgCly, tandis que I'¢tude de Mahboob et al., (2001), a démontré que l'activité du GPx a
augmenté de maniere significative dans les testicules et diminué dans I'épididyme des rats
traités au Hg pendant 2 semaines par gavage. Dans I'ensemble, la diminution des activités de
CAT, SOD et GPx lors d'une intoxication au mercure suggere l'effet générateur de pro-
oxydants de ce métal (Cappello et al., 2016 ; Ibrahim et al., 2019). La GPx est nécessaire a
la protection des organes reproducteurs (Alvarez et al., 1987) car la peroxydation des lipides a
été augmentée lorsque la GPx du sperme humain a été inhibée in vitro (Alvarez & Storey,
1989), en plus de la consommation éventuelle de cette enzyme lors de la conversion des
peroxydes (Ihechiluru et al., 2015 ; Sun et al., 2016). Le contr6le positif du miel de fraisier a
augmenté l'activité de la GPx, ce qui peut étre considéré comme un effet bénéfique de ce type
de miel. Comme indiqué précédemment, les isoformes GPx1 et GPx4 jouent un réle dans la
toxicité du mercure dans la reproduction, ou l'isoforme cytosolique GPx1 est la plus
importante, ce qui peut réduire le H.O2 et une série de peroxydes organiques par la
consommation de molécules de GSH (Reeves & Hoffmann, 2009).

Dans la présente etude, le miel sucré et amer combiné au mercure a stimulé I'activité
GPx de maniere non significative aprés 70 jours. De méme, le miel a été efficace pour
restaurer l'activité GPx des rats exposes a la fumée de cigarette, probablement en augmentant
le niveau de glutathion et en réduisant la LPO (Mohamed et al., 2011). En outre, le miel
contient le micronutriment sélénium qui fait partie de la structure du GPx pour maintenir le
statut redox et antioxydant des cellules. Le sélénium a une grande affinité avec le mercure
pour participer a son excrétion et également a désactiver la formation de radicaux libres
(Rafati-Rahimzadeh et al., 2014 ; Ibrahim et al., 2019). Par conséquent, le sélénium du miel
est probablement responsable de I'augmentation de l'activité du GPx et de la restauration des
performances du sperme. Par conséquent, une supplémentation en miel peut étre bénéfique
pour réduire et ralentir les dommages progressifs des testicules qui sont notamment accélérés
par le stress oxydatif.

Les résultats actuels concordent avec ceux de Martinez et al., (2014b) et Muthu &
Krishnamoorthy, (2012) qui ont également constaté une réduction de la concentration du
GSH dans les testicules lorsque les rats étaient exposes au mercure inorganique. D'autre part,
une augmentation de la concentration du GSH dans les testicules a été signalée, aprés une
exposition de rats a du HgCl. a 25 mg/L dans I'eau potable pendant 10 semaines (Haouem et
al., 2015). Par conséquent, la raison de I'épuisement du GSH pendant la toxicité du mercure
comprend la grande affinité des ROS générés pour les groupes SH (Hansen et al., 2006 ;
Eldesoky et al., 2013), et/ou les altérations de I'intégrité structurelle de la membrane interne
des mitochondries conduisant a la formation de H20, (Kalender et al., 2013).
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Les deux types de miels ont rétabli les niveaux du GSH lorsqu'ils sont combinés avec du
mercure inorganique, avec plus d'efficacité pour le miel polyfloral. De méme, Yousef &
Salama, (2009) ont remarqué les propriétés anti-oxydantes de la propolis contre les
dommages induits par I'AICIs chez les rats. En outre, on a constaté que les flavonoides
augmentaient I'expression de la v-glutamylcystéine synthétase, une enzyme jouant un réle dans
la synthese de la GSH (Moskaug et al., 2005 ; Mohamed et al., 2011). Par conséquent,
comme les flavonoides sont présents dans les deux types de miel utilisés dans la présente
étude, ils pourraient augmenter l'expression de la v-glutamylcystéinesynthetase chez les rats.
En outre, nos résultats sont en accord avec Falnoga & TuSek-Znidari¢, (2007) et Hamza &
Al-Harbi, (2014) qui ont rapporte I'effet protecteur de la co-administration du Hg soit avec du
Se soit avec de la vitamine E, ces deux derniéres étant des composants du miel. Les tanins sont
des composés actifs présents dans les plantes qui présentent des caractéristiques phénoliques
en donnant un godt amer (Susetyarini, 2015). Ainsi, I'acide tannique est un antioxydant qui a
été utilisé pour atténuer divers cas de stress oxydatif (Loh et al., 2005 ; Gulcin et al., 2010),
ou son action antioxydante est censée stimuler la synthése du GSH pour piéger les ERO
(Magsood et al., 2012).

Il est trés clair, d'apres les données actuelles, que le mercure était nocif pour les tissus
testiculaires des rats, en augmentant remarquablement la concentration de MDA. Dans ce
contexte, les présents résultats ont confirmé la conclusion précédente qui faisait état de
l'augmentation de la concentration de MDA dans les testicules de rats exposés a HgCl
(Boujbiha et al., 2011 ; Kalender et al., 2013 ; Haouem et al., 2015 ; Rizzetti et al., 2017).
L'augmentation du niveau de MDA dans le groupe exposé au Hg est conforme a la diminution
observée de la concentration et de la mobilité des spermatozoides, qui confirme la sensibilité
des membranes des spermatozoides au stress oxydatif (Sener et al., 2003), en particulier les
membranes sont riches en acides gras polyinsaturés (Orisakwe et al., 2001 ; Kalender et al.,
2013 ; Rizzetti et al., 2017). En raison du stress oxydatif, la membrane plasmique perd sa
capacité a maintenir un transport efficace, ce qui peut affecter la morphologie des
spermatozoides (Eldesoky et al., 2013), leur mobilité (Baumber et al. 2000) et méme
I'intégrité de I'ADN (Park & Park, 2007), entrainant la formation de spermatozoides
anormaux, en particulier la téte et la queue (Eldesoky et al., 2013 ; Rizzetti et al., 2017). En
conséquence, il y avait une corrélation positive entre le niveau de MDA et les complications
de la toxicité induite par le mercure (Heath et al., 2010), d'une part, et une corrélation
négative entre le taux de peroxydation des lipides et le pourcentage de vitalité des
spermatozoides (Arabi, 2005), d'autre part.

Les enzymes antioxydantes sont congues pour contrecarrer les radicaux libres et les
peroxydes génerés dans des conditions physiologiques cellulaires normales, mais en cas de
stress oxydatif élevé, le mécanisme de protection risque d'étre affaibli. Dans I'expérience
actuelle, le traitement combiné de mercure et de miel a conduit & une réduction remarquable
de l'effet nocif du mercure, refléteé par une diminution du niveau de MDA testiculaire avec des
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pourcentages presque similaires. Par conséquent, le miel n'est pas seulement utile pour
atténuer la toxicité du mercure, mais il est nécessaire pour améliorer les performances et
I'intégrité du sperme, méme dans des conditions physiologiques ordinaires. De plus, la
propolis, l'un des produits de la ruche riche en flavonoides, a remarquablement stimulé
l'activité de la CAT et de la GPx, d'une part, et diminué le niveau de MDA, d'autre part
(Jasprica et al., 2007). C'est probablement la raison pour laquelle la propolis est considérée
comme l'un des produits actifs pour lutter contre I'infertilité masculine (Yousef & Salama,
2009). La gelée royale contiendrait de nombreux composés antioxydants, dont les vitamines C
et E, capables de protéger la peroxydation des lipides et de faire baisser le niveau d'MDA
(Asadi et al., 2019). Les catéchines étaient également utiles pour protéger et améliorer la
qualité du sperme du sanglier (Boonsorn et al., 2010).

Les structures histologiques testiculaires ont concu certaine détérioration apres 70
jours d'intoxication au mercure. Selon Frenedoso da silva et al., (2014), I'évaluation
histologique du systéme de reproduction male nécessite une bonne compréhension de la forme
et de la fonction des organes afin de distinguer les changements de la morphologie normale en
corrélation avec I'état de reproduction de I'animal. De nombreuses études ont rapporté des
altérations du mercure sur l'architecture histologique des testicules par une diminution du
diametre des tubules séminiféres, une désorganisation de la membrane basale et de la
spermatogenese (Penna et al., 2009 ; Boujbiha et al., 2011 ; Rizzetti et al., 2017), en plus de
la dilatation des vaisseaux sanguins du tissu interstitiel et de la présence d'espaces vides dans
I'épithélium germinatif (Massanyi et al., 2007). Conformément a notre étude, d'autres auteurs
ont signalé un nombre accru de canaux efférents vides dans I'épididyme aprés exposition au
Hg, ce qui était lié a I'nypospermatogenese testiculaire des rats traités au chlorure mercurique
(Penna et al., 2009). Cet effet spermiotoxique est probablement di a I'effet oxydatif et
inflammatoire du Hg sur les testicules et I'épididyme (Rizzetti et al., 2017). En outre, le
méthylmercure a augmenté la vacuolisation des seminiféres des animaux, avec l'absence de
cellules germinales, ce qui est probablement di a I'augmentation de l'indice apoptotique des
cellules germinales (Frenedoso da silva et al., 2014).

La supplémentation en miel sucré et amer a rétabli les dommages testiculaires induits
par le mercure, qui étaient causés par ses constituants qui pouvaient protéger les cellules
germinales du stress oxydatif. Comme I'ont indiqué par Mohamed et al., (2011), le miel a
amélioré de facon remarquable la spermatogenese. Ainsi, la spermatogenese a été
positivement facilitée par le miel qui a agi comme modulateur physiologique des proliférations
de cellules spermatogenes et a activé les cellules de Sertoli (Sayazana et al. 2011).
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Fonction Hépatique et Rénale : Matériels et Méthodes

I- Matériels utilisés :

Le matériel utilisé (rat, mercure, miel sucré et amer) est le méme que celui du précédant
chapitre.

- Meéthodologie de travail (suite) :
1- Mesure de la glycémie :

La glycémie des rats est mesurée par un glucomeétre qui utilise des bandelettes réactives
(Accu-Chek). Ces derniéres sont destinées a un usage diagnostic in vitro (externe) pour le test
de la glycémie. Elles sont congues pour mesurer le glucose dans le sang total capillaire.

2- Prélevement sanguin :

Les tubes de sang des rats collecté vont subir une centrifugation 3000 tours/min pendant
15 min, puis on récupére le sérum résultant. Les échantillons obtenus ont été stockés au
congélateur, a -20°C pour le dosage ultérieur des parameétres biochimiques (urée, créatinine,
bilirubine, cholestérol, triglycérides, transaminases et phosphatase alcaline...) a partir d’un
automate biochimique (Diatron Pictus 200) et un analyseur d'électrolytes automatique
(JOKOH).

3- Prélévement des organes :
Une partie du foie et des reins ont été pesés puis conserves au congélateur pour le
dosage des parametres du stress oxydatif et 1’autre partie dans du formol dilué pour I’étude
histologique ultérieurement.
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Fig 32 : Protocole expérimentale (2°™ partie).
4- Dosage des marqueurs biochimiques :

Le dosage des marqueurs biochimiques sont réalisés selon la fiche technique du Kit
Spinréact (Espagne).

4-1-  Mesure de ’alanine aminotransférase (ALAT/GPT) :
> Principe :

Le principe est présenté selon le schéma réactionnel suivant :

A-cétoglutarate + L-alanine ALT : Glutamate + pyruvate
Pyruvate + NADH + H* LDH L-lactate + NAD*
—_—
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La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a I’activité
enzymatique d’alanine aminotransférase dans 1’échantillon (sérum) (Murray, 1984c).

4-2-  Mesure de I’aspartate pminotransférase (ASAT / GOT) :
> Principe :

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi oxaloacétate de glutamate (GOT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au a-cétoglutarate
formant le glutamate et l'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate
déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+. Le taux de diminution de la concentration en
NADH est directement proportionnel a I’activit¢ de I’aspartate aminotransférase dans
I’échantillon (sérum) (Murray, 1984b).

Aspartate + a-cétoglutarate AST : Glutaamate + oxaloacétate
Oxaloacétate + NADH + H* MDH Malate + NAD*
—_—

4-3-  Mesure de la phosphatase alcaline (PAL) :
> Principe :

La phosphatase alcaline (PAL) catalyse 1’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate a pH
10,4 pour donner le p-nitrophénol et le phosphate. La formation de pnitrophénol est mesurée
par spectrophotométrie, ou elle est proportionnelle a I’activité catalytique de la phosphatase
alcaline dans 1’échantillon (sérum) (Wenger et al., 1984).

p-Nitrophenylphosphate + H20 PAL p-Nitrophenol + phosphate
—

4-4-  Mesure du lactate déshydrogénase (LDH) :
> Principe :

La détermination cinétique de I’activité enzymatique de (LDH) basée sur la réaction
citée ci-dessous. Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement
proportionnel a I’activité de LDH dans 1’échantillon (Pesce, 1984).
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4-5-  Mesure de la bilirubine directe et totale :
» Principe:

La bilirubine est definie comme la quantité de pigment dans le sérum réagissant avec
I’acide sulfanilique diazot¢é a pH acide pour produire 1’azobilirubine quantifiable par
spectrophotométrie.

Acide sulfanilique + nitrite de sodium —— > Acide sulfanilique diazoté

Acide sulfanilique diazoté + bilirubine R° cou@age5 Azobilirubine

L’intensité¢ de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de la bilirubine
dans I’échantillon (sérum) (Kaplan et al., 1984a).

4-6-  Mesure des protéines totales plasmatiques :
> Principe :

Les protéines forment un complexe coloré en bleu violet intensif avec les ions de cuivre
dans un milieu alcalin. L’intensité¢ de la couleur formée est proportionnelle a la concentration
des protéines totales dans 1’échantillon (Koller, 1984 ; Burtis et al., 1999).

4-7- Mesure de I’albumine :
> Principe :

L’albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BCG) pour former un complexe coloreé.
Le pH du milieu est maintenu a 4.2 par le tampon. Apres I’incubation, 1’absorbance du
mélange est mesurée a 628 nm (Doumas, 1971).

4-8-  Mesure de triglycéride :
> Principe :

Les triglycérides présents dans I’échantillon forment un complexe coloré, I’intensité de
la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans 1’échantillon
(sérum) (Buccolo et al., 1973).
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Triglycérides + H20 Lipoprotéines lipase Glycérol + acide gras libres

Glycerol + ATP Glycérol Kinase Glycérol 3-phosphate + ATP

Glycérol 3-phosphate + Oz  Glycérol 3-oxydase DAP + H2 O2

2 H202 + P- chlorophénol + 4-Aminophenazone  Peroxydase Quinone +H202
—

4-9-  Mesure du cholestérol :
> Principe:

Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon la réaction ci-
dessous, L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol
dans I’échantillon (sérum) (Naito, 1984).

Cholestérol esters + H20 Cholestérol estérase Cholestérol + acides gras
Cholesterol + O2 Cholestérol oxydase Cholesterol -4- one + H202
2 H202 + Phénol +4-Aminophenazone Peroxydase ; Quinonimine +4 H2 O

4-10- Mesure de I’acide urique :
> Principe :

L’acide urique présent dans 1’échantillon donne selon la réaction décrite ci-dessus un
complexe coloreé, quantifiable par spectrophotométrie :

Acide urique + 2 H20 Uricase Allantoine + CO2 + 2 H202

2 H202 + Aminophenazone + DCPS PeroxydaseE Quinoneimine + 4 H20

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de 1’acide urique
dans I’échantillon (sérum) (Schultz, 1984).

4-11- Mesure de I’urée :
> Principe :

La technique utilisée pour la détermination du taux de ’urée est la méthode enzymatique
utilisant I’uréase selon la réaction suivante :
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Urée + H20 Uréase (NHs)2+ CO2
NH4* + Salicylate+ Na CIO Nitroprusside Indophénol

Les ions d’ammonium peuvent réagir avec le salicylate et I’hypochlorite de sodium pour
former un complexe coloré en vert, I’intensité de couleur est proportionnelle a la concentration
de I’urée présentée dans 1’échantillon (sérum) (Fawcett & Scott, 1960).

4-12- Mesure de la créatinine :
> Principe :

La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré, mesuré dans
un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en créatinine de 1’échantillon

(sérum) (Murray, 1984a).

Créatinine + picrate alcalin Ph alcalin Complexe créatinine-picrate

4-13- Mesure du Calcium plasmatique :
> Principe :

La mesure du calcium dans I'échantillon est basée sur la formation d'un complexe de
couleur entre le calcium et la o-crésolphtaléine en milieu alcalin :

Ca** + 0-Crésolphtaleine OH* Colored complex

L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de calcium dans
I'échantillon (Farell et al., 1984).

4-14- Mesure du sodium, chlore et potassium :
> Principe :

Les ions ont été traités par méthodes semi-automatiques, par potentiomeétrie (sodium, chlore et
potassium) a I’aide de I’appareil (EX-D Jokoh ELECTROLYTE ANALYZER, Japon).
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5-15- Mesure de la glycémie :
> Principe :

La bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme qui oxyde le glucose
dans le sang et qui produit de I’acide D-gluconique et du peroxyde d’hydrogene.

- Mode opératoire :

v Le lecteur se met en marche automatiquement par simple insertion de la bandelette
réactive Accu-Chek (dans le sens des fléches et jusqu’a la butée).

v Le symbole d’une goutte clignote.

v Déposer la goutte de sang sur la zone de dép6t orange de la bandelette. Le résultat
s’affiche en 5 secondes.

v La glycémie est donnée en g/dl.

5- Dosage des marqueurs du stress oxydatif :

Les marqueurs : CAT, GPx, GSH, MDA et les protéines ont été doseé dans le foie et les
reins selon la description de la méthode de mesure de chaque parametre dans le précédent
chapitre.

6- Etude histologique :

Le foie et les reins ont subi la méme méthode histologique faite dans le précédant
chapitre. Les photos capturées sont de deux grossissements différents (x10 et x40), pour les
reins nous avons pris en considération les deux zones du rein (le cortex et la médulla).
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1- Influence du traitement sur le poids relatif du foie et des reins :

Le poids relatif du foie du groupe Hg a diminué de maniére significative par rapport au
groupe témoin et au groupe de miel amer (MA) (figure 33). Le poids relatif des reins a
augmenté significativement chez les rats intoxiqués par le chlorure de mercure par rapport aux
groupes témoins et témoins positif (figure 34).

Tableau 17 : Variation du poids relatif du foie et des reins chez les rats pendant 70 jours de traitement.

Foie (%0) Rein (%)
Témoin 2,81 +0,01667 0,2754 + 0,005259
MS 2,67 £0,08319 0,265 + 0,004123
MA 2,798 £ 0,02232 0,2638 + 0,0044
Hg 2,465 + 0,055 0,3797 £ 0,001856"*2
Hg-MS 2,584 + 0,0145 0,3615 + 0,0025"
Hg-MA 2,663 + 0,027 0,3437 + 0,00448542"

Poids relatif du foie

T t,a

%

Fig 33 : Poids relatif du foie du rat (moyenne + écart-type) aprés 70 jours de traitement au mercure et

au miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. a : statistiquement différent Vs le groupe MA. Hg :

mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ;
Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 34 : Poids relatif des reins du rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.

2- Influence du traitement sur le profil hépatique :

Les rats exposés au mercure ont montré une augmentation des transaminases (TGO,
TGP), la phosphatase alcalines (PAL), lactate déshydrogénase (LDH) et de la bilirubine par
rapport aux autres groupes (figures 35, 36, 37, 38 et 39). En revanche, le taux de la bilirubine
directe est insignifiant en comparaison avec tous les groupes (figure 40). La supplémentation
en MS et MA en tant que témoin positif a gardé le taux des enzymes sériques constant par
rapport au groupe témoin. La co-administration de Hg-MS a montré une diminution
significative du taux des enzymes sériques par rapport au groupe Hg. De plus, I'Hg-MA
présente une diminution significative des précédents marqueurs par rapport au groupe Hg sauf
pour le taux du LDH (figure 38).

Le taux des proteines totales (figure 41) et de 1’albumine (figure 42) a connu une
diminution significative chez les rats intoxiqués par le HgCl> comparativement aux rats
témoins et aux rats traité par le miel sucré. Le taux des protéines totales a augmenté
significativement dans les groupes de combinaison Hg-MS et Hg-MA par rapport au groupe
Hg. Tant dit que le taux d’albumine a augmenté dans le groupe de Hg-MA par rapport au
groupe témoin.
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Tableau 18 : Variations des enzymes sériques, de la bilirubine totale et directe, des protéines totales et
de I’albumine chez les rats pendant 70 jours de traitement.

TGO (U/L) TGO (U/L) PAL (U/L) LDH (U/L)
Témoin 175+8 40,42 £ 3,42 137,4+£ 124 0,165 = 0,015
MS 185,2 £ 10,6 43,73 + 0,655 132,1+0,15 0,14 £ 0,03
MA 172,3£17,7 37,35+2,17 131,6 £ 9,294 0,205 + 0,025
Hg 300,2 £ 3,752 80,77 £ 3,065 | 226,9 + 8,263"2 0,34 £0,03"2
Hg-MS 224 +12,05" 49,21 + 3,125" 129,2 + 4,25" 0,19 +0,02082"
Hg-MA 231,2 £ 14,9" 41,4 + 4,84" 145,6 + 16,95" 0,285 + 0,005
Bilirubine Bilirubine Protéines totales Albumine
Totale (mg/L) directe (mg/L) (o/L) (g/L)
Témoin 5,39 +£0,1386 05+0.1 100,7 + 3,077 38,25+ 1,75
MS 4,505 +0,2742 | 0,4333+0,03333 96,22 + 7,085 36,5 + 0,866
MA 4,745 £ 0,1415 0,4 £0,05774 106,9 + 4,285 34,67 + 0,6667
Hg 5,605 + 0,205° 0,6+0,1 70,95 + 1,54742 30,5+0,5'
Hg-MS 4,5 +0,1947" 04+01 96,64 + 2,455" 33,25+1,25
Hg-MA 4,64 +0,06351" | 0,3333 +0,06667 102,7 + 5,446" 32,5+0,5
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Fig 35 : Taux de la TGO chez le rat (Moyenne = SD) apres 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiguement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 36 : Taux de la TGP chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 37 : Taux du PAL chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et au miel. t
: statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a : statistiquement
différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure inorganique ; MS :
miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure
inorganique + miel amer.
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Fig 38 : Taux du LDH chez le rat (Moyenne + SD) apres 70 jours de traitement au mercure et au miel.
t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.
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Bilirubine Totale

Fig 39 : Taux de la bilirubine totale chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au
mercure et au miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe
MS. h : statistiguement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA :
miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 40 : Taux de la bilirubine directe chez le rat (Moyenne £ SD) apres 70 jours de traitement au
mercure et au miel. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure
inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 41 : Taux des protéines totales chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure
et au miel. t : statistiguement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure

inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA

; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 42 : Taux de I’albumine chez le rat (Moyenne + SD) apres 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiguement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. Hg :
mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ;
Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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3- Influence du traitement sur le profil lipidique :

L’intoxication au mercure a montré une augmentation de la concentration du cholestérol
et des triglycérides par rapport aux autres groupes (figures 43 et 44). La supplémentation en
MS et MA en tant que témoins positifs n’a pas changé le taux du cholestérol et des
triglycérides par rapport au groupe témoin. La co-administration de Hg-MS a montré une
diminution significative de la concentration du cholestérol par rapport au groupe Hg et MS, et
des triglycérides par rapport au groupe Hg uniquement. De plus, I'Hg-MA présente une
diminution significative du cholestérol et des triglycérides par rapport au groupe Hg.

Tableau 19 : Variations du cholestérol et des triglycérides chez les rats pendant 70 jours de traitement.

Cholestérol (g/L) | Triglycérides (g/L)
Témoin 0,595 £ 0,015 0,33 +£0,02
MS 0,5433 + 0,01856 0,2833 + 0,006667
MA 0,585 £ 0,035 0,2533 + 0,003333
Hg 0,8767 + 0,02404"2 0,7 £ 0,092
Hg-MS 0,68 + 0,01683°" 0,335+ 0,035"
Hg-MA 0,605 + 0,015" 0,35+ 0,04"
Cholesterol
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Fig 43 : taux du cholestérol chez le rat (Moyenne + SD) apreés 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 44 : Taux des triglycérides chez le rat (Moyenne + SD) apres 70 jours de traitement au mercure et
au miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiguement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure

inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA

; mercure inorganique + miel amer.

4- Influence du traitement sur le profil rénal :

Les marqueurs rénaux du groupe Hg ont augmenté de maniére significative par rapport
aux autres groupes (figures 45, 46 et 47). En ce qui concerne les témoins positifs, les groupes
supplémentés en MS et MA n’ont pas mentionné aucun changement de ces paramétres par
rapport au groupe témoin.

Pour les groupes Hg-MS et Hg-MA, I’acide urique a connu une augmentation
significative par rapport aux groupes témoin, MS et MA. Tant dit que pour le groupe Hg, ils
ont connu une diminution significative de 1’urée pour les deux combinaisons et de ’acide
urique pour le groupe Hg-MS uniquement.
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Tableau 20 : Variations des marqueurs rénaux chez les rats pendant 70 jours de traitement.

Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

Urée (g/L) Creéatinine (mg/L) Acide urique (mg/L)
Témoin 0,592 + 0,02417 7,97 £0,5992 48,67 + 1,13
MS 0,64 £ 0,02 7,618 + 0,5364 45,71 + 2,355
MA 0,6188 + 0,01156 7,893 +£0,2763 47,82+ 3
Hg 0,915 + 0,085" 11,8 £0,1752 108,3 £+ 2,503"2
Hg-MS 0,62 +0,06721" 8,865 + 0,715 76,17 + 4,6574520
Hg-MA 0,605 + 0,01432" 9,45 £ 0,605 90,34 + 7,7442
Urée
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Fig 45 : Taux de I’urée chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et au miel.

t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure

inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA

; mercure inorganique + miel amer.

97




Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

Créatinine

159
t,s,a

10 A
-
- T
(=2}
€

5-

0 T T

S © v © &
‘QI&O\ QD Q Q> 0;® 9?"
A & ,3\0)

Fig 46 : Taux de la créatinine chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et
au miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiguement différent Vs groupe MA. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer
; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 47 : Taux de ’acide urique chez le rat (Moyenne + SD) apres 70 jours de traitement au mercure et
au miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.
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5- Influence du traitement sur les minéraux :

Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

Le taux du calcium et du sodium a connu une diminution significative dans le groupe Hg
(figures 48 et 49). En revanche, le taux du chlore et du potassium reste insignifiant (figure 50
et 51). La combinaison avec le MS et MA a montré une augmentation significative du calcium
comparativement au groupe Hg. La supplémentation des miels seuls a apporté une légére
augmentation mais de fagons non significatives.

Tableau 21 : Variation du calcium, du sodium du chlore et du potassium chez les rats pendant 70 jours
de traitement.
Calcium (mg/L) | Sodium(mmol/L) Chlore (mmol/L) Potassium (mmol/L)
Témoin 84,97 + 1,279 143+3,1 98,35+ 1,25 6,973 + 0,292
MS 87,17 +0,4378 142,2 + 2,95 106,5 + 2,829 6,485 + 0,545
MA 88,73 +0,3171 1458+ 2,3 106 + 2,45 7,25 + 0,2468
Hg 49,98 + 4,514 ts2 123,4+ 0,442 112,6 + 6,95 6,035 + 1,035
Hg-MS 79,1 +1,695" 133,4 + 1,964 108 +2,1 6,285 + 0,685
Hg-MA 80,13 + 1,945" 133,2 £ 3,103 107,9 + 1,068 6,023 + 0,1233
Calcium
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Fig 48 : Taux du calcium chez le rat (Moyenne + SD) apres 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
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Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 49 : Taux du sodium chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiguement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.

Chlore
150 -
T
100 -
-
=
£
£
50
O-
Q& 9 ) 5
S N N R
) S S
A Q >

100




Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

Fig 50 : Taux du chlore chez le rat (Moyenne x+ SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et
au miel. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure
inorganique + miel sucre ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.

Potassium
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Fig 51 : Taux du potassium chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au
mercure et au miel. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ;
mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.

6- Influence du traitement sur la glycémie :

La glycémie des rats traités par le mercure a augmenté de facon significative par rapport
aux groupes témoin, MS et MA (figure 52). La supplémentation du MS et MA avec le mercure
a montré une diminution significative par rapport aux rats témoins et aux rats exposé au Hg.
Le taux de la glycémie dans les groupes Hg-MS et Hg-MA a diminué significativement
comparativement au groupe témoin et Hg.

Tableau 22 : Variation de la glycemie chez les rats pendant 70 jours de traitement.

Glycemie (mg/dL)
Témoin 84+2
MS 72,33+ 2,728
MA 74,75 + 1,702
Hg 96,33 £ 1,202"2
Hg-MS 72 £ 25170
Hg-MA 74 + 11,4830
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Fig 52 : Taux de la glycémie chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement au mercure et au
miel. t : statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe MS. a :
statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg : mercure
inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-SH ; mercure inorganique + miel sucré ; Hg-MA
; mercure inorganique + miel amer.

7- Influence du traitement sur les marqueurs du stress oxydatif :

L'activité de la CAT hépatique et rénale (Figure 53) a été réduite aprés 70 jours de
traitement par le Hg par rapport aux trois groupes de témoin. Les groupes combiné (Hg-MS) et

(Hg-MA) a montré une augmentation de l'activité de la CAT par rapport au groupe Hg et
témoin.

Une diminution remarquable de I'activité GPx du foie et des reins a été notée dans le
groupe Hg, bien que la combinaison Hg-MS et Hg-MA a augmenteé l'activité enzymatique par
rapport au groupe exposé au Hg et temoin (Figures 54).

Le niveau de GSH (figures 55) dans le groupe Hg a diminué de maniere significative par
rapport a tous les groupes de contrdle, mais son activité a augmenté de maniére significative
dans les groupes Hg-MS et Hg-MA par rapport au groupe Hg.

Les resultats de la figure 56 indiquent une augmentation significative de la concentration
hépatique et rénal du MDA dans le groupe Hg par rapport au groupe témoin, au groupe MS et
au groupe traité au MA. La concentration de la GPx dans le foie et les reins était
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Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

significativement plus faible dans le traitement combiné Hg-MS et Hg-MA que chez les rats
intoxiqués par le Hg.

Tableau 23 : Variation des marqueurs du stress oxydatif chez les rats pendant 70 jours de traitement.

CAT (foie) CAT (rein) GPx (foie) GPx (rein)
Témoin | 2.426 +0.1476 2.281 £ 0.1025 0.1275 + 0.01256 0.08177 £ 0.002017
MS 2447 + 0.03727 2.612 + 0.04767 0.1221 + 0.01107 0.08157 + 0.003594
MA 2.418 + 0.0603 2.408 £ 0.07756 0.1198 + 0.004105 0.07876 + 0.005621
Hg 1.17 £ 0.06611%* | 1.174 £ 0.02037**% | 0.0331 £ 0.001007 *** | 0.04773 + 0.000650 ***
Hg-MS | 1.887 +£0.1149" 1.548 +£0.1276" 0.08234 + 0.002238 4" 0.06286 + 0.001205"
Hg-MA | 2.076 + 0.03598" 1.84 +0.08153" 0.05534 + 0.001476" | 0.06442 +0.001274 1"
GSH (foie) GSH (rein) MDA (foie) MDA (rein)
Témoin 169.4 +4.19 252.7+1.29 0.8926 + 0.04231 0.4196 + 0.0857
MS 166.1 + 4.535 252.7 +2.374 0.9892 + 0.008679 0.4728 + 0.004339
MA 164.6 + 4.619 255.6 + 2.219 0.8514 + 0.03797 0.5335 + 0.00217
Hg 84.3+1.513"s2 184.8 + 4.686 52 1.126 + 0.01085 "2 1.129 + 0.003254 =2
Hg-MS | 166.7 +0.6085" 249 £5,012" 0.846 + 0.04556 " 0.4912 +0.01627"
Hg-MA | 127.4+0.798'" 254.6 +10.99" 0.7505 + 0.02821" 0.501 + 0.09764 "
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Fig 53 : Le niveau de I’activité de la CAT hépatique et rénal chez le rat (Moyenne + SD) apres 70 jours
de traitement au mercure et au miel. t ; statistiquement différent Vs le témoin. s : statistiquement
différent Vs groupe MS. a : statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs
groupe Hg. Hg : mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure
inorganique + miel sucré ; Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 54 : Le niveau du GPx hépatique et rénal chez le rat (Moyenne + SD) aprés 70 jours de traitement
au mercure et au miel. t : statistiguement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe
MS. a : statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg :
mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ;
Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 55 : Le niveau du GSH hépatique et rénal chez le rat (Moyenne £ SD) apres 70 jours de traitement
au mercure et au miel. t : statistiguement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe
MS. a : statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg :
mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ;
Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fig 56 : Le niveau du MDA hépatique et rénal chez le rat (Moyenne £ SD) apreés 70 jours de traitement
au mercure et au miel. t : statistiguement différent Vs le témoin. s : statistiquement différent Vs groupe
MS. a : statistiquement différent Vs groupe MA. h : statistiquement différent Vs groupe Hg. Hg :
mercure inorganique ; MS : miel sucré ; MA : miel amer ; Hg-MS ; mercure inorganique + miel sucré ;

Hg-MA ; mercure inorganique + miel amer.
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Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

8- Influence du traitement sur ’architecture des tissus hépatiques et rénaux :

Le foie :

Les microphotographies des sections hépatiques des différents groupes de rats apres 70
jours d'essai sont présentées sur (Figure 57). L’histologie du témoin a montré que le
parenchyme hépatique est fait d’hépatocytes réguliers a disposition trabéculaire qui se
concentrent de facon radiaire vers la veine Centro lobulaire (Gr x10). Les hépatocytes
polyédriques a cytoplasme granulaire éosinophile et aux noyaux arrondis réguliers parfois
nucléoles (Gr x40). Dans les groupes MS et MA ont montré au faible grossissement, un discret
cedéme interstitiel. Le groupe MS a présenté au fort grossissement, un cedéme inter-
hépatocytaire avec vacuolisation focale des hépatocytes. Ailleurs, les hépatocytes sont
réguliers dans les groupes MS et MA.

Cependant, le tissu hépatique aprés une exposition chronique au HgCl, a faible
grossissement a montré un important cedéme interstitiel avec dilatation sinusoidale. A fort
grossissement, on a remarqué une infiltration minime par des cellules inflammatoires
mononuclées type lymphocytaire ainsi qu’une ballonisation des hépatocytes ou bien nécrose
hépatocytaire avec rétraction du cytoplasme et condensation chromatienne des noyaux.

Apres administration de HgCl, avec du miel sucré et amer, les résultats ont montré, a
faible grossissement, une réduction minime des signes histologiques dans le groupe Hg-MS
par contre une diminution de signe oedemato-inflamatoires dans le groupe Hg-MA. Au fort
grossissement, une régénération presque compléte des hépatocytes : cellules polyédriques a
cytoplasme abondant et aux noyaux arrondies légerement atypiques dans le groupe Hg-MA.
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Fonction Hépatique et Rénale : Résultats

Fig 57: Caractéristiques du foie du rat au microscope optique dans le groupe témoin (a), le groupe MS
(b), le groupe MA (c), le groupe HgCl: (d), le groupe Hg-MS (e) et le groupe Hg-MA (f). Coloration
H&E avec un grossissement de x 100 (& gauche) et x 400 (a droite). Les barres représentent 100um et
20pm.

VCL : veine centrolobulaire, TH : travée hépatique, FS : flux sanguin, N : noyau, H : hépatocyte, S :
sinusoide, A : artére hépatique, CB : canal biliaire. (*) : cedéme interstitiel avec dilatation sinusoidale,
(°) : nécrose hépatique.

110
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Les reins :

Les microphotographies des sections rénales des différents groupes de rats apres 70
jours d'essai sont présentées sur (Figure 58 et 59). L’histologie de la zone corticale du témoin
a montré que les glomérules rénaux situés au centre de la photographie, sont entourés par des
tubes contournés proximaux et quelques tubes proximaux distaux au faible et fort
grossissement. En outre, la zone médullaire est faite essentiellement de tubes collecteurs
normaux séparés par un tissu fibreux. Les groupes MS et MA ont montré au faible et fort
grossissement, que la zone corticale présente un parenchyme rénal fait de glomérules d’aspect
normal avec des tubes proximaux normaux et que ces tubes sont bordés par un épithélium
cubique normal. Les glomérules sont entourés par la capsule de Bowman. Et comblés par un
peloton capillaire normal. La zone medullaire recouvre tubes collecteurs normaux.

Cependant, le tissu rénal apres une exposition chronique au HgCl> a faible grossissement
a montré une atrophie glomérulaire modérée avec une dilatation de la chambre urinaire dans la
zone corticale. A fort grossissement, on a noté une dilatation des tubes contournés qui sont
bordés d’un épithélium aplati fait de cellules a noyaux pycnotique et a cytoplasme rétracté. La
zone meédullaire présente des tubes collecteurs de taille variable parfois dilaté et a contenu
hémorragique. Ses derniers sont séparés par un tissu fibro-inflamatoire d’abondance minime.

Apres administration de HgCl, avec du miel sucré et amer, les résultats ont montré, a
faible grossissement, que la zone corticale présente des tubes proximaux et glomérules de
taille conservé a part une discréte hémorragie de quelques tubes. Au fort grossissement, on a
observé une regénéscence minime de cellules tubulaires. Dans la zone médullaire, les tubes
collecteurs normaux sont entourés par un tissu cedémateux.
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Fig 58 : Caractéristiques de la zone corticale des reins du rat au microscope optique dans le groupe
témoin (al), le groupe MS (b1), le groupe MA (cl), le groupe HgCl, (d1), le groupe Hg-MS (el) et le
groupe Hg-MA (f1). Coloration H&E avec un grossissement de x 100 (a gauche) et X400 (a droite).
Les barres représentent 100um et 20um.

G : glomérule, TCP : tubes contournés proximaux, TCD : tubes contournés distaux, L : labyrinthe,
GM : glomérule de Malpighi, CB : capsule de Bowman, EB : espace de Bowman, F1 : feuillet interne
de Bowman, FE : feuillet externe de Bowman, CM : cellule Mésangiale, GR : globule rouge, (*) :
atrophie des glomérules, (+) : dilatation de la chambre urinaire, (°) : dilatation des tubes contournés,

@ : discréte hémorragie.
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Fig 5: Caractéristiques de la zone médullaire des rien du rat au microscope optique dans le groupe
témoin (a2), le groupe MS (b2), le groupe MA (c2), le groupe HgCl, (d2), le groupe Hg-MS (e2) et le
groupe Hg-MA (f2). Coloration H&E avec un grossissement de x 100. Les barres représentent 100um.

TC : tubes collecteurs, (x) : tissu fibro-inflammatoire.
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Fonction Hépatique et Rénale : Discussion

Le poids corporel est utilisé comme indicateur de I'état de santé général du rat, ainsi
que les changements du poids des organes qui sont importants pour I'évaluation de leurs
toxicité (Uzunhisarcikli et al., 2016). Les résultats obtenus aprés 70 jours d’exposition
continue des rats au mercure inorganigque ont indiqué une diminution du poids corporel total et
du poids relatif du foie et une augmentation du poids relatif des reins. Auparavant, une
diminution du poids corporel des rats a été enregistré aprés une administration du Hg (Peixoto
et al., 2008 ; Majelsi et al., 2017). D’autres parts, les rats ayant pris du HgCl> par gavage ont
présenté un gain de poids corporel significativement plus faible que les témoins (Mahboob et
al., 2001 ; Uzunhisarcikli et al., 2016). La perte de poids est connue pour étre l'aspect
fondamental de la toxicité du Hg qui peut étre attribuée soit a la réduction de la consommation
alimentaire des animaux (Jaiswal et al., 2013), soit par un catabolisme accru des protéines
(Abdel-Salam et al., 2010).

La diminution du poids relatif du foie dans notre étude, n’a pas encore trouvé une
similarité dans la littérature scientifique. Dans une étude de Hazlhoff & Torres, (2018), le
rapport entre le poids du foie et le poids du corps n'ont pas été affectés par I'administration du
HgCl,, comme dans le cas d’autres études (Abarikwu, et al., 2016 ; Liu et al., 2016). En
revanche, Institdris et al., (2001) ont rapporté une augmentation significative du poids relatif
du foie des rats aprés exposition au HgCl.. Uzunhisarcikli et al., (2016) traduit
l'augmentation du poids hépatique par un mécanisme d'adaptation de I'organisme pour
combattre la toxicité systémique et que la biochimie du sérum et les résultats
histopathologiques sont I'indicateur de I'état fonctionnel du foie. Une augmentation du poids
relatif des reins a été noté également dans 1’étude de Peixoto et al., (2008). Institoris et al.,
(2001) et Abarikwu et al., (2016) ont notés un déficit du poids rénal apres une intoxication au
HgCl chez le rat. On pense que la position anatomique du rein influence la toxicocinétique
des produits chimiques qui lui sont délivrés par la circulation systémique et peut prédisposer le
rein aux effets toxiques du Hg plus que le foie (Abarikwu, 2014). L’augmentation du poids
relatif observés, peut confirmer la sensibilité du rein aux effets toxiques du Hg (Jin et al.,
2009). Ainsi que, la voie d'administration (intra péritonéale, gavage...ect) et d'absorption, la
dose et la période d’exposition  peuvent influencer le poids des organes suite a une
exposition.

Les témoins positifs du miel n’ont entrainé aucun changement notable que ce soit une
prise ou une perte de poids significative. Ce résultat est presque similaire a celui de Sahhugi
et al., (2014) et qui a justifié ce changement par la quantité de calories ingérée suite a la
supplémentation en miel de Gelam chez les rats jeunes ou agé pendant 8 mois. Ceci a été
confirmé par Chepulis, (2007) qui a rapporté que la supplémentation en miel n'a pas augmenté
le poids corporel des jeunes rats et des rats ages (Sahhugi et al., 2014). Le miel peut
également empécher la prise de poids en aidant a maintenir le poids corporel actuel lors d’une
étude réalisée par Samat et al., (2017), sur des rats obéses traité par le miel de Gelam et miel
d’Acacia. Le miel de tréfle des USA a également éte signalé comme capable de réduire la
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prise de poids excessive et a montré une antihyperlipidémie in vivo (Nemoseck et al., 2011).
Romero-Silva et al., (2011) ont révélé que des rats nourris avec un regime alimentaire
contenant du miel présentaient une réduction significative de la taille des adipocytes apres
deux mois de traitement, par rapport aux rats nourris au sucre, ces résultats renforcent
I’hypothése selon laquelle le miel posséde des propriétés amaigrissantes. L apport du miel de
jujubier (Sidr) pendant 4 semaines a montré une amélioration du poids du foie et des reins (El-
Denshary et al., 2012), ce qui peut étre attribué soit a la teneur en nutriments du miel, soit a
l'augmentation de la synthese globale des protéines (Tanvir et al., 2015).

Les aminotransférases étant une importante classe d'enzymes reliant le métabolisme
des glucides et des acides aminés (Sridhar et al., 2013). Les deux enzymes sont considérées
comme des marqueurs des lésions hépatiques puisque le foie est le principal site du
métabolisme (Liss et al., 1985). Dans cette étude, nous avons constaté une augmentation
significative des transaminases TGP et TGO chez les rats traités par le chlorure de mercure.
Le méme résultat est confirmé par Joshi et al., (2012) ; Necib et al., (2013) ; Siouda &
Abdennour, (2015) ; Liu et al., (2016) ; Elblehi et al., (2019). Le foie est considéré comme
un deuxiéme dépot cible pour le mercure en termes de quantité totale, indépendamment des
voies d'administration (Said et al., 2008). L'augmentation des activités enzymatiques peut étre
expliqué par un dysfonctionnement du foie lié & un dommage oxydatif des tissus induit par le
mercure avec une nécrose hépatocellulaire en provoquant une augmentation de perméabilité
de la membrane cellulaire entrainant la fuite de ces enzymes cytosoliques du foie dans le flux
sanguin (Jagadeesan & Sankarsami Pillai, 2007 ; Uzunhisarcikli et al., 2016). Ca peut étre
la cause de l'accumulation de Hg dans les tissus hépatiques et a la perturbation de la
biosynthése de ces enzymes due au blocage des sites actifs en raison de la toxicité (Ansar &
Igbal, 2016 ; Caglayan et al., 2019). Il a été rapporté que les niveaux de TGP plasmatique
augmentent aux premiers stades de la lésion hépatocellulaire et que les niveaux de TGP
diminuent dans la mesure ou la fibrose progresse (Kim et al., 2008).

La phosphatase alcaline (PAL) est une enzyme localisée a la membrane plasmique et
liée au transport de divers métabolites ; elle est également vulnérable a I'action mercurielle
organique et inorganique (Lakshmi et al., 1991). Nos résultats montrent une augmentation
significative de la phosphatase alcaline chez les rats exposés a I’'HgCl,. Des études antérieures
ont indiqué que I’intoxication au Hg avait entrainé une élévation significative de cette enzyme
sérique (Bando et al., 2005 ; Jagadeesan & Sankarsami Pillai, 2007 ; Uzunhisarcikli et al.,
2016). En revanche, Agarwal et al., (2010), a obtenu une diminution de la PAL chez les rats
exposé au mercure. Selon Haouem et al., (2013), I’exposition des rats au mercure a conduit a
une diminution d I’activité du PAL ce qui est en désaccord avec nos résultats ou il a noté que
cette diminution est peut-étre due a des perturbations dans I'équilibre entre la synthése et la
dégradation de I'enzyme. Selon Ravichandra et al., (2013), la synthése de la PAL dépend de
la libération des TGP et TGO en raison des lésions du parenchyme hépatique causees par la
toxicité du foie. La raison de I’augmentation de la PAL pourrait étre due au fait que le
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dommage oxydatif a fait perturber la perméabilité membranaire causant ainsi une fuite des
molécules de I’enzyme vers le plasma. Il a été noté que les perturbations de transport cellulaire
se produit lorsque la concentration des ROS (Oz, H2O. et OH) dépasse la capacité
antioxydante de la cellule (Winterbourn 1993 ; Sridhar et al., 2013).

Le lactate déshydrogénase (LDH) est impliqué dans la production d'énergie (EI-
Demerdash, 2001), et le taux sérique de LDH est un indicateur de nombreux états
pathologiques (Deng et al., 2011). Les resultats obtenus ont remarqué une augmentation
significative de LDH chez les rats intoxiqués par le Hg. Nos résultats sont en accordance avec
de nombreuses études réalisee sur le mercure Agarwal et al., (2010); Deepmala et al.,
(2013) ; Joshi et al., (2017) ; Abarikwu et al., (2018). El-Demerdash et al., (2001) ont noté
que lorsque les canards colverts ont été traités au méthylmercure, le niveau de LDH a
augmenté dans le plasma, ce qui montre que des lésions biologiques se produisent au niveau
du cceur et du foie. Cette élévation peut se produire en raison de la détérioration de la
membrane plasmique des hépatocytes qui entraine une fuite de LDH dans le sang (Deng et al.,
2011 ; Mumtaz et al., 2019).

Le taux de la bilirubine (Bil) sérique a été augmenté chez les rats intoxiqué au mercure
en comparaison avec les témoins et les témoins positifs. Nos résultats sont en accordance avec
les travaux de Joshi et al., (2010); Othman et al., (2014) ; Joshi et al., (2014) ; Joshi et al.,
(2017) ; Majelsi et al., (2017); Abarikwu et al., (2018) ; Mumtaz et al., (2019). La
bilirubine est le produit de la dégradation de I'neme, elle est conjuguée par les cellules du
parenchyme hépatique, et puis excrété dans la bile. En cas de toxicité hépatique, la
concentration de bilirubine sérique augmente significativement (Ravichandra et al., 2013).
Le co-traitement au miel sucré et amer, a montré un retour aux normes de 1’activité des
enzymes seriques (ALAT, ASAT, PAL, LDH, Bil) comparativement au groupe témoins et au
groupe exposé au Hg. L'administration de miel de jujube pendant 12 semaines a supprimé de
maniere significative les activités accrues de TGP et de TGO et a inhibé la formation de MDA
dans le foie par rapport au groupe présentant des dommages chroniques dus a I'alcool (Cheng
et al., 2014). L’¢tude de Afroz et al., (2014), ont induit I’effet inverse, en réduisant
sensiblement les niveaux des bio marqueurs par un prétraitement au miel de Sundarban par
rapport au sérum des rats traité par le paracétamol. De plus, le traitement par la gelée royale a
enregistré une diminution significative de la valeur moyenne des enzymes ALAT, ASAT et
PAL par rapport au groupe traité par le HgCl. (Jalili et al., 2019). La supplémentation en miel
naturel et le post-traitement au miel naturel ont considérablement réduit les activités de TGP,
de TGP et de la PAL par rapport aux régimes alimentaires contaminés par l'essence et le
kéroséne (Achuba & Nwokogba, 2015). La thérapie par le miel de caroube a donner un effet
protecteur sur la fonction hépatique suite a la diminution du taux des enzymes sériques TGP,
TGO, PAL et LDH comparativement aux rats traités par le Carbon tetrachloride (CCls) (EI-
Haskoury et al, 2018). Les antioxydants le plus abondant dans les pépins de raisin ainsi dans
le miel d’arbousier (amer) sont les proanthocyanidines (des flavonoides de type tannins
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condenseés) qui donne ce gout amer. Il s’est avéré que l'extrait de pépins de raisin réduit
l'augmentation des marqueurs hépatique comme TGO, TGO, LDH causée par la cisplatine
(Yousef et al., 2009), on peut cependant comparer ce résultat par rapport aux résultats du miel
amer.

L'efficacité du miel dépend de la teneur spécifique en monosaccharides et en substances
antioxydantes, en particulier les acides phénoliques et les flavonoides qui jouent un role
important dans son effet car ils inhibent les prostaglandines (marqueur de 1’oxydation des
lipides) et augmentent la production de monoxyde d’azote (NO) (Henriques et al., 2006 ;
Oguz et al., 2018). Ces derniers conférent des effets protecteurs sur le foie en préservant
I'intégrité de la membrane (Afroz et al., 2014). Cela peut se résumer par le réle important du
miel dans la protection de I'intégrité des cellules (Johnston et al., 2005 ; Atagana & Asagba,
2014).

L'administration des deux formulations d'apithérapie (une mixture de propolis, pollen,
Apilarnil, et miel, avec/sans gelée royale) aux groupes atteints d'hépatopathie induite
expérimentalement, améliorent les niveaux de bilirubine qui sont dépendants de I'albumine
(Andritoiu et al., 2014). De plus, une diminution significative du taux du flux biliaire chez les
rats nourris au miel par rapport aux rats témoins a été observée (Alagwu et al., 2010). Cette
protection avec le traitement au miel est due a sa capacité a réduire les intermédiaires réactifs
de l'oxygene chez les rats males (El Rabay et al., 2019).

Les protéines sériques sont synthétisées principalement par les hépatocytes comme
l'albumine et o et B-globuline. Dans cette étude, les niveaux des protéines totales et
d’albumine ont diminué chez les rats traités au HgCly, ce qui suggére que le mercure peut
influencer la synthese des protéines hépatiques et /ou a I'augmentation du taux d'excrétion due
aux lésions rénales (Said et al., 2008). En comparant nos résultats avec d’autres recherches,
nous avons constaté également une diminution que ce soit pour les protéines totales ou
I’albumine (Reus et al., 2003; Said et al., 2008; Oda & EI-Ashmawy ; 2012;
Ravichandra et al., 2013). Il existe des interactions entre les ions de mercure et plusieurs
thiols (Zalups, 2000). Selon ObeadAbdAllh, (2014), la Iésion initiale produite est localisée
dans le réticulum endoplasmique qui entraine la perte des enzymes du cytochrome P-450, ce
qui conduit a son échec fonctionnel avec une diminution de la synthese des protéines.
L'albumine posséde un groupe sulfhydryle libre sur un résidu cystéinyle terminal auquel les
ions mercuriques peuvent se lier (Reus et al., 2003 ; Uzunhisarcikli et al., 2016). Ainsi, le
Hg se trouve dans les cellules fixées a des thiols contenant des protéines et des thiols de faible
poids moléculaire comme le GSH.

L'administration orale de miel sucré et amer a augmenté les teneurs sériques en
protéines totales et en albumine chez les rats ayant recu le chlorure de mercure. Sadek et al.,
(2016) a enregistré également une €lévation d’albumine apres un traitement avec du lait de
chamelle et du miel d’abeille suite a une cirrhose du foie pendant 8 semaines. Une autre étude
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qui a noté le réle bénéfique du miel, en augmentant le taux de 1’albumine Sérique apres
I'injection de CCls (Al-Waili et al., 2006a). Bakour et collaborateurs, (2017) ont suggeré
que le pain d'abeille pourrait améliorer le taux d'albumine par son activité antioxydante. Parmi
les composants du miel, la vitamine E qui a augmenté le taux de protéines totales et
d'albumine suite & une exposition a I’HgCl> (Uzunhisarcikli et al., 2016). Le zinc également
montré des effets préventifs sur I'intoxication au mercure ou ont été associés a la capacité de
ce métal a induire la synthése de protéines détoxifiantes, telles que les métallothionéines
(Peixoto & Pereira, 2007).

Le Cholestérol et triglycérides ont été augmentés chez les rats du groupe Hg.
Parallelement, Wang et al., (2013) et Su et al., (2017), qui ont trouvé aussi une augmentation
du taux de lipides sériques (CHOL et TG) chez les rats traités au Cinabre (HgS). Par contre, le
niveau de CHOL et TG a été significativement réduit chez les animaux traités au HgCl, (Uma
et al., 2012 ; Siouda & Abdennour, 2015 ; Abarikwu et al., 2018). Egalement, les taux de
CHOL, TG et de cholestérol VLDL ont diminué de maniére significative chez les rats exposés
au mercure avec la présence de lésions hépatiques (Wadaan, 2009 ; Uzunhisarcikli et al.,
2016). Le taux de cholestérol est un déterminant majeur qui affecte la fluidité des membranes.
De plus, l'alimentation en cholestérol peut modifier le statut antioxydant (Farina et al., 2003).
Ainsi, la formation d'une stéatose des lipides gras aprés une administration aigué de mercure
est principalement due a I'accumulation des triglycérides (Joshi et al., 2010).

Le miel sucré et amer ont completement rétablis les concentrations du CHOL et des TG.
Subséquemment, I'ingestion de produits apicoles a réduit les niveaux du cholestérol sanguin et
des triglycérides (Al-Waili, 2003 ; Tanvir et al., 2015 ; El Shafey et al., 2015). Le venin
d’abeille a également réduit les taux de CHOL et TG plasmatiques (Abdel Gawad et al.,
2016). La méme chose observée lors d’une api thérapie administré sous deux formulations
(une mixture de propolis, pollen, Apilarnil, et miel, avec/sans gelée royale) a des groupes
atteints  d'hépatopathie induite expérimentalement (Andritoiu et al., 2014). Les
monosaccharides principaux du miel (glucose et fructose) peuvent avoir un pouvoir de
réduction (Al-Waili & Boni, 2003 ; El Rabey et al., 2019). Toutefois, il est possible que des
ingrédients naturels présents dans le miel soient capables de réduire le cholestérol ou les
triglycérides sériques (Al-Waili & Boni, 2003). D’aprés Cheng et al., (2014), les composés
phénoliques peuvent inhiber I'oxydation des lipoprotéines (LDL) en agissant comme piégeurs
de radicaux libres ou comme agents de chélation des métaux. La diminution de la
concentration sérique du cholestérol et du LDL pourrait également étre le résultat d'un
catabolisme accru des LDL par des voies indépendantes des récepteurs, comme la voie du
piégeage, qui n'est pas régulée (El Shafey et al., 2015). Cependant, Hossen et al., (2017) a
mentionné que la quercétine (un flavonoide) réduit I'oxydation des LDL stimulée par les
macrophages en empéchant la génération de la peroxydation lipidiques. D’autre part, une
augmentation du HDL plasmatique a été observée chez les rats traités par le miel Nigérian
(Alagwu et al., 2009). Les composants du miel ont prouvé éventuellement leurs effets pour
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prévenir I'hyperlipidémie et la formation de cholestérol chez des rats sains en surpoids (Al-
Waili, 2004).

L’urée, la créatinine et ’acide urique sérique dans cette étude, ont connu une
augmentation significative chez les rats intoxiqués par le mercure. Nos résultats sont en
accordance avec des études précédentes (Said et al., 2008 ; Vijayaprakash et al., 2013 ;
ObeadAbdAllh, 2014 ; Siouda & Abdennour, 2015; Joshi et al., 2017). L’effet
néphrotoxique observé aprés I'exposition au mercure inorganique est supposé étre lié au fait
que le rein accumule le mercure (Said et al., 2008). En fait, en une heure seulement, 50%
d'une dose administrée de mercure inorganique est présente dans le rein (Zalups, 1993). Dans
le rein, la majorité des ions mercuriques ont été detectés dans le cortex, qui est le principal site
d'accumulation des ions mercuriques (Zalups, 2000; Oda & EI-Ashmawy, 2012 ;
ObeadAbdAllh, 2014). En effet, I’¢lévation de 1’acide urique, créatinine et de 1'urée pourrait
étre due a des lésions produites dans les tubules rénaux, ce qui a été confirmé par des
altérations marquées des tissus rénaux dans d’autres études (Othman et al., 2014 ; Aslanturk
et al., 2014), ce qui confirme que le Hg s'accumule davantage dans I'épithélium rénal
(Franciscato et al., 2011). Des obstructions et des fuites arriere du filtrat glomérulaire ont été
observées chez les rats exposés au chlorure mercurique (Girardi & Elias, 1995). Ces effets,
peuvent également étre liés aux ROS qui induisent la contraction des cellules mésangiales, en
altérant la surface de filtration et en modifiant les facteurs de coefficient d'ultrafiltration qui
diminuent chez le rat la filtration glomérulaire (Zalups, 2000 ; ObeadAbdAllh, 2014).

Les deux types de miels co-administrés dans cette étude, ont réduit de maniére
significative le niveau élevé des marqueurs de la fonction rénale (Créatinine et urée) et
protégent 1‘organe contre 1’altération induite par le mercure. La détoxification rénale par le
miel a été utilisée par de nombreux travaux, ou il s’est avéré que les concentrations des
marqueurs de la néphrotoxicité ont été diminué (Al-waili & Boni, 2003 ; El-Denshary et al.,
2012 ; Al-Seeni et al., 2014 ; Achuba & Nwokogba, 2015 ; Fassi Fihri et al., 2016).
Cependant, la présence de phénoles, de flavonoides, d'acides ascorbiques et d'autres
antioxydants dans le miel (Berreta et al., 2005) peut conférer des effets néphroprotecteurs. La
détoxification rénale a été étudiée par I’utilisation du miel Nigérian et le miel de caroube du
Maroc, respectivement contre la toxicité du cadmium (Atagana & Asagba, 2014 ; Fassi Fihri
et al., (2016), contre la toxicité du CCls El-Denshary et al., 2012) et le miel d’acacia contre
arsénite de sodium (Aliyu et al., 2013). Le miel a donc joué le rdle d’un capteur de radicaux
libres contre le stress oxydatif induit par les métaux dans les reins, en dévoilant certains effets
protecteurs sur le plan biochimique. Ces résultats sont en accord avec les resultats obtenus par
Hassan, (2007) et Erejuwa et al., (2012a), qui ont affirme que le miel a un réle protecteur
contre les dysfonctionnements rénaux, et présente aussi des avantages hépatoprotecteurs.
L'administration de kaempférol (un flavonoide présent également dans le miel amer) a pu
régulariser le taux de l'urée, de l'acide urique et de la créatinine sériques et en augmentant le
niveau de protéines vers la normale suite a une toxicité par le HgCl; (Vijayaprakash et al.,
2013). Egalement, il s’est avéré que le miel contient du fructose, ce dernier induit une
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hyperfiltration et une augmentation de la clairance de la créatinine (Manitius et al., 1995 ; Al-
Waili et al., 2006 b).

Le taux du calcium et du sodium a été diminué significativement chez les rats exposés
au chlorure de mercure par rapport aux témoins. Uma et al., (2012) ont rapporté que les
activités du Na*-K*/ATPase, du Ca?*/ATPase et du Mg®*/ATPase ont été significativement
diminuées chez les rats intoxiqués par le HgCl2. En outre, Said et al., (2008) ont démontré une
augmentation du sodium sérique et une diminution du taux de potassium serique dans les
groupes des rats traités par le HgCl> ce qui est en désaccord avec nos résultats. L’effet toxique
du mercure affecte sérieusement la fonction de la membrane cellulaire, entrainant une
perturbation de la régulation ionique (Said et al., 2008). Certaines hépatotoxines pourraient
produire un cedéme cellulaire en raison de la stimulation de I'entrée du Na+ par des canaux
activés par le voltage, suivie d'une entrée passive d'eau et de CI- (Yap et al., 2006 ; Wang et
al., 2013). L'inactivation de la protéine sulfhydryle (par exemple Na+/K+-ATPase) affecte
également I'intégrité cellulaire en interrompant le potentiel et le volume de la cellule ainsi que
des organites cellulaires (Kade & Joseph, 2012 ; Rana et al., 2018). De plus, des valeurs
élevées de I'ion potassium et des niveaux réduits d'ions sodium, chlorure et bicarbonate sont
des indicateurs d’un développement progressif d'une fonction rénale altérée (Achuba &
Nwokogba, 2015). Tant dit que chez les poissons, les troubles biochimiques du systeme
nerveux induits par le mercure se limitent a l'inhibition des enzymes clés de la fonction
neurologique telles que la Na+/K+ -ATPase (Verma et al., 1983 ; Yang et al., 2020). En
outre, le HgClz est a I'origine de la génération de radicaux libres et des dommages oxydatifs au
niveau la membrane cellulaire ce qui implique, I’inactivation de la Na+/K+ -ATPase (Othman
et al., 2014). En outre, un exces de ROS peut attaquer les mitochondries, ou le calcium et
d'autres facteurs liés a l'apoptose seraient libérés par les mitochondries lésées dans le
cytoplasme qui régule I'apoptose cellulaire (Cao et al., 2011 ; Liu et al., 2016), et cela permet
I'entrée de Ca*? dans la cellule. L'augmentation soutenue du Ca*? intracellulaire entraine des
générations de radicaux libres, qui a leur tour produisent une inhibition supplémentaire de la
Na+/K+-ATPase induisant une peroxydation des lipides et une altération du statut antioxydant
(Othman et al., 2014).

Le miel contient de composés de minéraux tels que le magnésium, le potassium, le
calcium, le chlorure de sodium, le soufre, le cuivre, l'iode, le zinc, le fer et les phosphates. I
contient également des vitamines B1, B2, C, B6, B5 et B3 (Gheldof et al., 2002), dont
certaines ont des propriétés antioxydantes (Sadek et al., 2016).

Le miel sucré et amer, dans cette étude, a restauré le taux du Ca®* et du Na* sanguin
chez les rats exposés au mercure. Les taux sériques du sodium ont augmenté de maniére
significative, chez les rats wistar nourris d'une alimentation contaminée par de I'essence et du
kéroséne, et que la supplémentation et le post-traitement avec du miel ont permis de
rapprocher les valeurs de ces parameétres de celles des rats témoins (Achuba & Nwokogba,
2015). Tant dit que, 1’ajout du miel de caroube n'a pas induit de changement significatif du
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niveau de potassium ou de sodium plasmatique (El-Haskoury et al., 2015). Cependant,
Imtara et al., (2018) ont mentionnés que le miel de Tulkarm contient des phénols, des
flavonols et des flavones et qui présente une activité antioxydante considérable. 1l a également
un effet diurétique sans affecter les électrolytes du sérum ou la fonction rénale. 1l a rétabli le
taux du sodium sérique comparativement au taux des témoins et des rats qui ont administré le
furosémide, un médicament diurétique de I’anse contre 1’cedéme. Haro et al., (2000)
démontrent les effets bénéfiques du pollen et/ou de la propolis sur le métabolisme du fer, du
calcium, du phosphore et du magnésium pendant I'anémie ferriprive chez le rat. lla été noté
que l'effet natriurétique du miel de caroube pourrait étre lié aux effets sur le co-transporteur
Na-K-2Cl dans le membre ascendant de la boucle de Henle, a l'effet sur l'expression de
I’aquaporine, de la vasopressine, du systeme nerveux sympathique, du peptide natriurétique ou
du systeme rénine-angiotensine-aldostérone (El-Haskoury et al., 2015). La propolis augmente
apparemment l'absorption et l'utilisation de différents minéraux, en raison de la présence de
dérivés des acides organiques qui améliorent les fonctions physiologiques en régulant I'activité
ionique dépendante des enzymes (Andritoiu et al., 2014). Cependant, dans I'étude sur
I'alimentation aigué, le miel et ses constituants glucidiques (glucose, fructose et raffinose) ont
produit un effet dose-réponse sur I'absorption du calcium.

La glycémie des rats exposés au mercure a montré une élévation significative aprés 70
jours de traitement. De méme, Siouda & Abdennour, (2015) ; Su et al., (2017) et Wadaan,
(2009) ont observés une augmentation du taux du glucose sanguin aprés une intoxication
mercurielle chronique. Par contre, Peixoto & Peirera, (2007), ont notés que les rats
intoxiqués au mercure ont présenté une diminution de 25% de glucose et qu’aprés avoir evalué
la teneur hépatique de ce polymeére, ils ont vérifié que la teneur en glycogéne n'était pas
modifiée par le traitement. Ainsi, la diminution du taux de glucose ne semble pas étre associée
a une altération du métabolisme du glycogene. Plusieurs études concernant les organismes
aquatiques ont noté des altérations du mercure sur l'absorption du glucose (Farmanfarmaian
et al., 1989 ; Sastry & Rao, 1984).

Le miel est composé principalement de sucres mono- et disaccharides, a savoir le
glucose, le fructose, le maltose et le saccharose. Cependant, plus de 90% sont des sucres
simples, qui sont facilement absorbés et métabolisés aprés consommation. Il est possible que
I'ingestion de miel réduise également le niveau de glucose plasmatique, réduisant ainsi le
dépdt de graisses (Aliyu et al., 2012). C'est pourquoi le miel a un indice glycémique faible par
rapport a d'autres édulcorants (Bogdanov et al., 2012). En outre, le miel peut produire son
effet antihyperglycémique par le biais du fructose. Ce dernier stimule la glucokinase, qui
favorise I'absorption hépatique du glucose et le stockage du glycogéne (Watford, 2002). De
plus, le miel contient des ions minéraux tels que le zinc et le cuivre, qui ont un effet
antihyperglycémique dans le diabéte sucré induit par des medicaments expérimentaux (Song
et al., 2003 ; Sitasawad et al., 2001). En outre, le miel améliore certains déréglements
métaboliques courants dans le diabete, comme le stress oxydatif dans le pancréas et les reins
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des rats (Erejuwa et al., 2011), et permis d'augmenter les taux sériques d'insuline et de réduire
la concentration de glucose chez les rats diabétiques (Erujuwa et al., 2012b). Autre produit
de la ruche, le venin d'abeille qui a diminué le taux du glucose sanguin chez des rats
diabétiques (Abdel Gawad et al., 2016).

La catalase hépatique et rénale dans la présente étude, a montré une diminution
significative chez les animaux intoxiqués par le Hg. Nos résultats sont en accordance avec
Aslanturk et al., (2014) ; Othman et al., (2014) ; Uzunhisarcikli et al., (2016) qui ont
signalé une diminution des activités de CAT et GPx dans le tissu hépatique et rénal des rats
traités a I’HgCl2. Il a éte rapporté que les altérations des activités enzymatiques antioxydantes
par le Hg sont dues a la génération excessive des ROS (superoxyde ou H>O>) entrainant une
augmentation du niveau de LPO (Agarwal et al., 2010 ; Uzunhisarcikli et al., 2016). Dans le
cas ou le mercure provoque une réduction des activités des enzymes CAT et GPx, cela peut
étre due a la consommation lors de la dégradation des radicaux libres et a I'accumulation de
radicaux superoxyde et de H2O, ou a l'inhibition de ces enzymes par les radicaux libres
(Uzunhisarcikli et al., 2016). Yu et al., (2006) ont montré que la catalase était sélectivement
éliminée lors de la mort autophagique des cellules. La cellule peut maintenir son
environnement interne dans une mesure limitée en cas ou la concentration du mercure est plus
faible, et ceci par les enzymes antioxydantes dans I'élimination des électrophiles toxiques
(Joshi et al., 2017).

La co-administration du miel a éventuellement augmenté ’activité sérique de la CAT.
Parallélement, 1’augmentation de la CAT est aussi observée chez des rats suite a la
supplémentation en miel gelam (CAT sérique) (Sahhugi et al., 2014), le miel d’Acacia (CAT
rénal) (Aliyu et al., 2013) et le miel de jujubier (CAT hépatique, rénal) (El-Rabey et al.,
2019). Pareillement, le miel de caroube semble augmenté le niveau des parametres
antioxydants ce qui pourrait étre attribué a sa capacité a piéger la génération excessive de
radicaux libres pendant le stress oxydatif (El-Haskoury et al., 2018). La vitamine E, I’un des
constituants du miel qui peut prévenir la majorité des dommages causés par les métaux lourds
en protégeant l'intégrité des membranes (Agarwal et al., 2010 ; Al-Attar, 2011 ; Astanturk
et al., 2014). De plus, I'acide gallique est I'un des piégeurs de radicaux libres les plus puissants
signalés dans le miel de manuka (Stephens et al., 2010). Il a été démontré que l'acide
phénolique et les flavonoides présents dans le miel protégent les lignées cellulaires
endothéliales contre les dommages oxydatifs causés par les radicaux peroxyles et I'activité du
H.O> (Beretta et al., 2007 ; Jubri et al., 2013). La consommation de miel en plus grande
quantité a augmenté le taux d'antioxydants polyphénoliques sanguins (Al-Waili et al., 2006b).

La glutathione peroxidase hépatique et rénale a marqué une diminution significative
chez les rats exposé au mercure par rapport aux témoins. Cette réduction est similaire aux
travaux de Agarwal et al., (2010) ; Astanturk et al., (2014) ; Liu et al., (2016) ; Joshi et al.,
(2017). La GPx est une enzyme séleno-antiperoxydante qui est présente a la fois dans le
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cytosol et dans la matrice mitochondriale (Vijayaprakash et al., 2013). La fonction principale
de la GPx est de réduire le peroxyde d'hydrogene et I'nydroperoxyde de lipide (Li et al.,
2015 ; Zhao et al., 2017). Il a été noté qu’une faible concentration de GSH limitera l'activité
maximale de la GPx (Agarwal et al., 2014). L'accumulation du Hg dans les tissus biologiques
a submergé le mécanisme antioxydant et fait chuter les niveaux d'antioxydants (Othman et
al., 2014). Pal & Ghosh, (2012) ont noté que le Hg se lie a la GPx avec ses groupes -SeH plus
activement que d'autres protéines contenant du thiol et diminue donc Il'activité de la GPx,
cependant, il peut inhiber la GPx directement en affaiblissant les groupes fonctionnels, ou
indirectement en diminuant du GSH et du NADPH (Husain et al., 1987). La diminution des
activités de la CAT et de la GPx peut également étre une réponse de défense utilisée contre le
H>02 généré par le chlorure de mercure (Bharathi et al., 2012 ; Astanturk et al., 2014).

La co-administration du miel a rétabli le taux de GPx hépatique et rénale durant
l'exposition au métal. L’effet protecteur du miel de jujubier et miel vitex, a empéché la
réduction de I'activité de la SOD et de la GPx hépatique chez le rat suite a un empoisonnement
a I’alcool et au paracétamol, respectivement (Cheng et al., 2014 ; Wang et al., 2015). Au
niveau rénal, Aliyu et al., (2013) ont démontré un rétablissement de I'activité de GPx aprés
une exposition a I’arsénite de sodium grace au miel d’acacia. De plus, le miel contient
également des minéraux tels que le fer, le zinc et le sélénium, qui entre dans la composition de
quelgues antioxydants cellulaires. L'augmentation du GPx pourrait étre due a la présence de
sélénium dans le miel puisque le Se fait partie du centre actif du GPx et d'autres
sélénoprotéines antioxydantes (Uzunhisarcikli et al., 2016).

La teneur en GSH hépatique et rénale a été diminuée aprés 1’exposition des rats au
mercure pendant 70 jours. Cette diminution peut expliquer l'inhibition de l'activité des GPx.
Des études précédentes démontrer également que le traitement des rats avec du HgCl, diminue
significativement le taux du GSH hépatique et rénal (Agarwal & Behari, 2007 ;
ObeadAbdAllh, 2014 ; Joshi et al., 2017). La quantification des niveaux du GSH a été
proposée comme un marqueur du stress oxydatif et comme un indicateur de la toxicité du Hg
(dos Santos et al., 2007). Le GSH joue un role vital dans le foie pour la détoxification et la
régulation du statut thiosulfure de la cellule. Le foie est le réservoir principal de facteur de
production de glutathion qui alimente d'autres organes.

De plus, la liaison du mercure au glutathion qui conduit & une réduction du GSH
intracellulaire, elle conduit a diminuer le potentiel antioxydant des cellules (ObeadAbdAllh,
2014). Par conséquent, le rapport glutathion réduit/oxydé (GSH/GSSG) peut étre désequilibre
et contribuer a l'apparition du stress oxydatif (Caglayan et al., 2019). En outre, la liaison du
mercure aux groupes -SH du glutathion ou des protéines est considérée comme un mécanisme
de défense cellulaire, car il séquestre, transporte et inactive les ions métalliques réactifs
(Agarwal et al., 2010). Il a été rapporté que l'administration du mercure provoque des
altérations de la membrane interne des mitochondries, entrainant une augmentation de la
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formation d'H>O> dans la chaine de transport des électrons mitochondriaux et une diminution
des niveaux de GSH mitochondriale (Kandemir et al., 2018 ; Caglayan et al., 2019).

Au niveau du foie, la diminution du GSH cellulaire, réduit I'efficacité de la défense
antioxydante contre I'augmentation des ROS et entraine donc une hépatotoxicité (Manju &
Jagadeesan, 2019). Cependant, la formation des conjugués de mercure-GSH est
principalement active dans le cytosol des hépatocytes, ou la concentration du GSH est plus
élevée. Une fois formés, ces conjugués sont exportés du foie par excrétion biliaire ou
sinusoidale. Dans le premier cas, le mercure est excrété dans les féces, et dans le second, il
passe dans les urines (Zalups, 2000 ; bando et al., 2005). Ce processus de sécrétion pourrait
étre responsable de la réduction des thiols non protéiques intracellulaires dans le foie. Le
mercure se lie aux métallothionéines et aux thiols de faible poids moléculaire, dont la présence
dans les reins est connue pour étre élevée (Perottoni et al., 2004). Ce fait est démontré par la
forte accumulation du mercure dans les reins parmi les tissus examinés, comme l'indiquent
également les résultats de Khan et al., (2001). La cystéine est un transporteur important du
mercure inorganique absorbé au niveau de la membrane plasmique de la face luminale des
cellules épithéliales tubulaires proximales (Zalups & Lash, 2006).

La co-administration du miel sucré et amer a fait une restauration du taux du GSH
hépatique et rénale chez les rats intoxiqués par le HgCl,. L’¢élévation du GSH dans le foie et
les reins, a été noté dans quelques travaux grace a la supplémentation de miel de caroube (EI-
Hashkoury et al., 2015, 2018), le miel de jujubier (El-Rabey et al., 2019), la propolis (Singla
et al., 2014) et le miel turc (Yaman et al., 2016) ce qui laisse supposer que le miel peut
réussir a la neutralisation des radicaux libres dans le foie et les reins des rats et empéchant
I’absorption du mercure au niveau du tractus gastro-intestinale.

Le taux du MDA hépatique et rénal dans la présente étude, a montré une augmentation
notable chez le rat ayant regu une administration continue du mercure pendant 70 jours. De
nombreuses études ont également confirmées une peroxydation lipidique suite a 1’exposition
aux métaux dans les tissus hépatiques et rénales chez des animaux de laboratoire (EI-
Demerdash, 2001 ; Jagadeesan & Sankarsami Pillai, 2007 ; Kalender et al., 2013 ;
Deepmala et al., 2013 ; Vijayaprakash et al., 2013 ; ObeadAbdAllh, 2014 ; Uzunhisarcikli
et al., 2016). La géneération élevée des ROS entraine un stress oxydatif qui compromet
I'intégrité de la membrane plasmique et joue un réle fondamental dans l'apparition des
maladies hépatiques et rénales (Abarikwu et al., 2018). L'augmentation des niveaux de
peroxyde chez les rats traités au HgCl> peut indiquer un stress oxydatif qui est nocif pour les
cellules hépatiques et rénales (ObeadAbdAllh, 2014). Le foie et les reins semblent
vulnérables a l'insulte oxydante en raison de leur réle dans la détoxification et I'excrétion des
xénobiotiques (Abarikwu et al., 2018). La diminution du taux de la CAT, GPx et la GSH au
niveau hépatique et rénal s’accorde avec 1I’augmentation de la MDA.
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La co-supplementation du miel sucré et amer a réduit 1I’oxydation des lipides dans le
foie et les reins. De méme, le traitement par le miel contre un oxydant, confére une protection
significative du foie et une réduction des niveaux de MDA, comme le cas du miel de
Sundarban (Afroz et al., 2014), le miel de Tualang (Erejuwa et al., 2010), le miel Turc
(Yaman et al., 2016), et le miel de caroube (El-Haskoury et al., 2018). Ce qui est intéressant
c’est que toutes les substances du miel agissent ensemble pour fournir un effet detoxifiant
synergique, en piégeant les radicaux libres tels que les superoxydes et I'hydroxyles, ce qui peut
aider a réduire les lésions hépatiques ou rénales (Afroz et al., 2014). Il a été démontré que le
miel posséde des substances phytochimiques comme les flavonoides, qui sont efficaces pour
éliminer les radicaux libres (Yaman et al., 2016). De plus, le venin d’abeille inhibe de
maniere significative la peroxydation enzymatique des lipides et possede également une
activité considérable de piegeage des radicaux hydroxyles (Abdel Gawad et al., 2016). La
gelée royale est capable de réduire éventuellement la peroxydation des lipides et d'augmenter
la capacité antioxydante du foie, ce qui entraine une réduction du stress oxydatif (Jalili et al.,
2019). Par manque d’études, le miel amer reste un produit inconnu. Ca spécificité, c’est ¢a
contenance en tannin qui reflete son amertume. Les tanins ont de grandes capacités
antioxydantes dues a leurs noyaux phénoliques. Les tanins hydrolysables et condensés sont 15
a 30 fois efficaces que les phénols simples (Peronny, 2005). Les tanins inhibent la
peroxydation lipidique des mitochondries hépatiques et des microsomes, mais aussi
I'oxydation de l'acide ascorbique et du linoléate. Lors de la peroxydation, les tanins donnent
des protons face aux radicaux libres, et ainsi, des radicaux tanniques stables sont formés
(Ekoumou, 2003).

Dans notre étude, les profiles histologiques hépatiques et rénaux ont été préparés pour
confirmer les variations biochimiques déja discutées. Actuellement, I'examen
histopathologique est reconnu comme un outil important pour évaluer les effets des
contaminants environnementaux dans les cellules, les tissus et les organes (Uzunhisarcikli et
al., 2016).

L’histologie hépatique semble étre affectée par le HgCl, représentant un cedéme
interstitiel avec dilatation sinusoidale, ballonisation et nécrose hépatocytaire et condensation
de la chromatine en comparant avec les témoins positifs. L'examen histopathologique de
nombreux chercheurs, a montré que le HgCl, provoquait beaucoup de signes d’altérations sous
forme de dégénérescence du cytoplasme, perte de noyaux, modifications graisseuses
(vacuolisation), dilatation des espaces sinusoidaux, hypertrophie des hépatocytes, nécrose,
hémorragie et I'nyperémie des tissus hépatiques (Agarwal et al., 2010 ; Deng et al., 2011 ;
Sheikh et al., 2011 ; Ansar & Igbal, 2016 ; Caglayan et al., 2019 ; Manju & Jagadeesan,
2019). Les changements histopathologiques observées dans le tissu hépatique peuvent étre dus
a une peroxydation lipidique accrue et a la production de ROS qui, a leur tour, induisent un
stress oxydatif. En conséquence, les ROS attaquent la membrane cellulaire et entrainent une
déstabilisation et une désintégration de la membrane cellulaire a la suite de la peroxydation
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des lipides (Uzunhisarcikli et al., 2016). Ces changements peuvent également dus a la
conséquence de l'inhibition de la phosphorylation oxydative qui conduit a I'épuisement de
I'’ATP et a la mort des hépatocytes. (Sheikh et al., 2011).

L’histologie rénale a monté une dilatation de la chambre urinaire et une dilatation des
tubes contournés qui sont bordés d’un épithélium aplati fait de cellules a noyaux pycnotique et
a cytoplasme rétracté dans la zone corticale. La zone médullaire a des tubes collecteurs de
taille variable et a contenu hémorragique. Les tubes sont séparés par un tissu fibro-
inflammatoire. Des études expérimentales ont signalé des dommages histopathologiques
similaires dans la néphrotoxicité induite par le mercure. Les lésions ont été caractérisees par
divers degrés ; le cortex rénal présentait une atrophie du glomérule, une dilatation de la
capsule de Bowman, une dégénérescence des cellules tubulaires, une hémorragie, un cedéme et
une hypercellularité des glomérules (Agarwal et al., 2010 ; Sheikh et al., 2011 ; Othman et
al., 2014). Les altérations histologiques sont en accord avec les variations biochimiques. Nos
analyses biochimiques ont montré une élévation de la peroxydation lipidiques qui est due aux
a I’¢élévation des ROS au niveau des tissus rénaux. Les hydroperoxydes accumulés peuvent
provoquer une cytotoxicité, qui est associée a la peroxydation des phospholipides
membranaires par les hydroperoxydes lipidiques, la base des dommages cellulaires dus a la
toxicité du chlorure mercurique (Vijayaprakash et al., 2013). 1l été rapportait que les métaux
lourds provoquaient une congestion généralisée dans la région corticale ainsi qu'une nécrose
importante du tissu rénal (Pal & Ghosh, 2012). En raison de la vulnérabilité de la pars recta
du tubule proximal du néphron, il est fortement affecté par le Hg inorganique toxique, qui
pourrait étre dd a I'accumulation de xénobiotiques dans la région du néphron. Les métaux
lourds et les anions et les cations organiques sont conjugués par le transport du GSH et se
localisent principalement au niveau du tubule proximal, ce qui entraine I'accumulation
tubulaire proximale et la toxicité cellulaire des xénobiotiques. Ainsi, la nécrose et les Iésions
cellulaires, qui se produisent le long de la pars recta et des tubules distaux, dépendent de la
gravité de la néphropathie causée par l'intoxication au Hg (Ageel et al., 2019). L'altération de
la membrane cellulaire et le dysfonctionnement mitochondrial ont été considérés comme des
actions importantes pour l'apoptose des cellules rénales induite par le mercure (Fouda et al.,
2008).

La co-administration du miel sucré et amer a protégé 1’architectures histologiques des
rats exposés au mercure, ces derniers semblent corrélés avec les résultats biochimiques en
confirmant encore les effets hépato- et néphroprotecteurs des deux miels utilisés. De
nombreux travaux scientifiques ont démontre le role protecteur de plusieurs types de miels sur
le rétablissement des altérations histologiques comme le miel de Sundarban (Afroz et al.,
2014), le miel Vitex (Wang et al., 2015), le miel de Manuka qui réduit I'inflammation, la
dégénérescence et les changements nécrotiques (Reshi et al., 2016), et le miel de Jujubier (El-
Rebay et al., 2019). En outre, une étude inédite sur la détoxification du HgCl, par la gelée
royale a révélé une réduction des lésions hépatiques et rénales chez le rat (Jalili et al., 2019).
De plus, la supplémentation du Miel poly floral de Bengladesh suggere une efficacité
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antiradicalaire/antioxydante ou de chélation des métaux par le miel (Tanvir et al., 2015) ce
qui s’accorde avec I'hypothése de Afros et al., (2014) pour expliquer I'action protectrice du
miel de Sundarban dans les altérations histopathologiques ; est que les substances phénoliques,
les flavonoides, les acides ascorbiques, les acides aminés et les protéines du miel de Sandarban
peuvent piéger les radicaux libres et bloquer les dommages oxydatifs et la dégénérescence et
la nécrose des tissus hépatiques et rénaux.
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Conclusion et Perspectives

Dans ce travail, des rats males et adultes ont été exposé au mercure pendant 70 jours
successif et parallelement, la co-administration de deux types de miel sucré et amer, afin
d'identifier I'effet protecteur possible du miel contre I'effet repro, hépato et nephrotoxique du
mercure et pour la premiére fois, I’étude sur le miel amer (Arbousier) a été réalisée sur un
animal. En premier lieu, une étude comparative a été procédée entre les deux miels dans le but
d’essayer de voir s’il y a une différence dans la composition physico-chimique, les
composants bioactives et les tests de la capacité anti-oxydante et radicalaire des miels.

Les résultats obtenus de cette étude peuvent étre résumés dans les points suivants :

>

Chapitre : Miel

L’étude physico-chimique reflete la qualité du miel sucré et amer puisque les
parametres calculés ; pH, humidité, matiére séches (TS, TSS), densité et 1’acidité
libre rentrent dans les normes internationales selon le codex alimentarius.

Le bilan des sucres réducteurs, mentionnent que le miel amer contient 6 fois moins de
saccharose que dans le miel sucré.

La quantité de composants bioactives (polyphénols, flavonoides et tannins) dans le
miel amer est élevée que dans le miel sucré.

Le test de DPPH révéle une activité radicalaire plus importante dans le miel amer que
le miel sucré.

Le pouvoir antioxydant du test FRAP révele que la réduction du fer ferreux en fer
ferrique se sature trés vite dans le miel amer que dans le miel sucré ce qui démontre
que le miel amer contient plus d’antioxydants que le miel sucré.

Chapitre : La Fonction Testiculaire

La période d’exposition choisi (70 jours) permet que toutes les étapes de la
spermatogenese soient affectées, a cet égard, les marqueurs de la fonction testiculaire ont
révélé les résultats suivants :

>

>
>

Seulement le poids corporel et le poids relatif des testicules ont diminué chez les rats
intoxiqués au mercure.

La concentration et la mobilité des spermatozoides ont diminué dans le groupe Hg.

Les marqueurs du stress oxydatif ont connu un changement dans 1’activité des enzymes
antioxydants testiculaire (CAT, GPx) et du GSH mentionnant une réduction dans le
groupe Hg, mais le marqueur de la peroxydation lipidique (MDA) a augmenté.

L’¢étude histologique des testicules et de 1’épididyme a montré des altérations
tissulaires multiples.

La co-administration du miel amer a boosté le poids testiculaire, la concentration des
spermatozoides et leur mobilité mais aussi ’activité CAT. Le miel sucré a également
augmenté le niveau de la GSH et du MDA.
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Chapitre : La Fonction Hépatique et rénale

Le choix du foie et des reins comme organes d’étude, refléte la fonction de détoxification et de
filtration des toxines dans I’organisme de I’animale. Le mercure semble provoquer des dégats
que ce soit au niveau sérique ou au niveau tissulaire. Cette exposition a affirmé les résultats
suivants :

>

>

Le poids relatif du foie a diminué tant dit que celui des reins a augmenté chez les rats
exposeés au Hg.

Le profil hépatique a montré une augmentation des transaminases (TGP, TGO), de
PAL, LDH, Bilirubine totale, des protéines totales et de I’albumine, dans le sang des
rats intoxiques au Hg et les rats traité par les deux types de miel.

Le profil lipidique a montré une augmentation du cholestérol et des triglycérides dans
le groupe Hg.

Le profil rénal a montré une augmentation de 1’urée, la créatinine et de 1’acide urique
sérique dans le groupe Hg.

Le profil minéral a montré une diminution du calcium et du sodium sérique dans le
groupe Hg, par contre, le taux du chlore et du potassium n’ont pas été affecté par le
mercure.

La glycémie des rats exposés a I’Hg a été augmentée.

Les marqueurs du stress oxydatif ont démontré une diminution de I’activité de la
CAT, le GPx et le taux du GSH ainsi qu'une diminution du MDA.

L’architecture du tissu hépatique démontre un important cedéme interstitiel avec
dilatation sinusoidale et pour le tissu rénal une atrophie glomérulaire modérée avec
une dilatation de la chambre urinaire chez les rats exposés au Hg.

La co-administration du miel amer a boosté le poids des reins, de la TGP, des
protéines totales, du cholestérol, de 1’urée, du Ca, de la CAT du foie et des reins, de la
GPx et le GSH des reins et le MDA du foie. Tant dit que, la co-administration du miel
sucre a restaure le taux de la TGO, de la PAL, du LDH, de la bilirubine totale, de
’acide urique, de la glycémie, de la GPx et GSH du foie et le MDA des reins.

Enfin, I’utilisation du miel sucré et amer suggére une protection assez intéressante contre la
toxicité du Hg et que le miel amer a donné a la limite une meilleure protection grace aux
résultats des marqueurs étudiés que le miel sucré, mais aussi 1’étude histologique qui a prouve
a la fin 1’état de restauration des tissus (testicules, épididyme, foie et reins) par les deux types
de miels co-administrés avec le Hg. Ce qui confirme, les résultats trouves dans le premier
chapitre que le miel amer contient plus d’antioxydant que le miel sucré.
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Comme perspectives nous proposons :

# Etudier les capacités de detoxification a travers les dosages de tous les éléments de la
cascade enzymatique du systeme de détoxification notamment le GST, SOD et les
métallothionines ainsi que les protéines de stress ; Heat Shock Protein (HSP).

+ Analyser a 1’aide d’HPLC les différents antioxydants présents dans les deux types de
miels.

+ Approfondir les recherches sur le mécanisme d’action du miel sur la reproduction.

# Tester les deux types de miels sur le systeme immunitaire, ainsi que les cellules
cancereuses, lymphocytaires, virales. . .etc.

% Comparer les résultats du miel amer avec les différentes parties de la plante
d’Arbousier : fruit, feuilles, racines.

# Ftudier Ieffet du marqueur dominant du miel amer acide homogénique au niveau
cellulaire.

Rapport- gratuit.com @
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Annexe

- Préparations des solutions :

1- Composition physico-chimique du miel :

= Sucres réducteurs :

Solution de Carrez I : Dissoudre dans I'eau 21,95 g d'acétate de zinc dihydraté Zn
(CH3COOQ); - 2H,0 ou 24 g d'acétate de zinc trihydraté Zn (CH3COO)2- 3H20 et
3 ml d'acide acétique glacial. Compléter a 100 ml avec de I'eau.

Solution de Carrez Il : Dissoudre dans I'eau 10,6 g d'hexacyanoferrate Il de
potassium trihydraté, K4[Fe (CN)6] «3H20. Compléter & 100 ml avec de I'eau.
Réactif selon LUFF-SCBOORL :

Préparer les solutions suivantes :

*Solution de sulfate de cuivre (1) : dissoudre 25 g de sulfate de cuivre (II)
pentahydraté, CuSOs -5H,0, exempt de fer, dans 100 ml d'eau,

*Solution d'acide citrique : dissoudre 50 g d'acide citriqgue monohydraté, CeHgO7
* H>0, dans 50 ml d’eau,

*Solution de carbonate de sodium : dans un ballon jaugé de 1 1 dissoudre 143,8
g de carbonate de sodium anhydre dans 300 ml environ d'eau chaude. Laisser
refroidir.

Solution d'amidon : ajouter un mélange de 5 g d'amidon soluble dans 30 ml d'eau
a 1 1 d'eau bouillante. Faire bouillir durant trois minutes, laisser refroidir, ajouter
éventuellement 10 mg d'iodure de mercure (1) comme agent conservateur. - Acide
sulfurique 3 N. - Solution a 30 % (m/v) d'iodure de potassium. - Granulés de pierre
ponce bouillis dans I'acide chlorhydrique, lavés a I'eau jusqu'a disparition de
I'acidité et séchés. - Hydroxyde de sodium 0,1 N. - Acide chlorhydrique 0,1 N. -
Solution a 1 % (m/v) de phénolphtaléine dans I'éthanol.

2- Activité anti-oxydante :

Polyphénols totaux :

- Dilution du Folin ciocalteu 1/10 : 1 ml de Folin dissous dans 9 ml d’eau distillé.
- Solution de Carbonate de sodium Na>Cos (7.5 %) : 7.5 g dans 100 ml d’eau distillé.

- Etalon : Acide gallique : 1 mg A.g./1 ml d’eau distillé.
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» Flavonoides :

NaNO- : 0.5g dans 10 ml d’eau distillé.

Solution NaOH (1N) = 4% : 4g dans 100 ml d’eau distillé.

Solution AICI3: 10g dissous dans 100 ml d’eau distillé.

Etalon : Quercetine / Catéchine : Img/1ml d’eau distillé.

* Tanins totaux :

Solution de Naz CO3 (5%) : 0.5 g dissous dans 100 ml d’eau distillé.

Etalon Acide Tannique : Img/1ml d’eau distillé.

» Test d’activité antioxydante DPPH :

Solution méthalolique : 0.04 g de DPPH/ litre de méthanol.

= Test d’activité antioxydante FRAP :

Solution ferricyanure (10%) : 0.5 g dans 50 ml d’eau distillé.

Solution FeCl3 (0.1 %) : 50 mg dans 50 ml d’eau distillé.

Solution TCA (10%) : 5g dans 50 ml d’eau distillé

Etalon : 1mg d’Acide ascorbique/Iml d’eau distillé.

Stress oxydant :

»  Gluthation (GSH) :

Solution EDTA (0,02 M) : Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750ml d’eau distillée.
Solution DTNB (0,01 M) : Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.
Solution d’acide salicylique (0,25 %) : Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100
ml d’eau distillée.

= Gluthation peroxydase (GPX) :

Solution TBS : Tris (50 mM, NaCl (150 mM) : Dissoudre 8,775g NaCl dans 11 d’eau
distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le volume a 11 par la solution NaCl (150
mM) et ajuster le pH a 7,4 en ajoutant HCI ou NaOH.

Solution du GSH (0.1 mM) : Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.
Solution TCA (1 %) : Dissoudre 1g TCA dans 100 ml d’eau distillée.

Solution DTNB (1,0 mM) : Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.
= Catalase (CAT) :

*Tampon phosphate (0,1M) :
Solution (A) : dissoudre 1.7423 g de K2HPO4 dans 100 ml d’eau distillée.
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- Solution (B) : dissoudre 1.3609 g de KH2PO4 dans 100 ml d’eau distillée.
= Malondialdéhyde (MDA) :
- Solution TCA (20 %) : Dissoudre 20 g de TCA dans 100 ml d’eau distillée.
- Solution Tris : Dissoudre 0,15 g de tris dans 50 ml d’eau distillée.
- Solution TBA (0,67 %) : Dissoudre 0,33 g de TBA dans 50 ml de la solution tris.

= Dosage des protéines par la méthode de Bradford :

*Solution BSA (1 mg/ml) :
Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.
*Réactif de Bradford :

- Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml d’éthanol (95 %). Agiter par
I’agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85 %) et 850 ml

d’eau distillée (pour obtenir 1 1 de solution).

*Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum a une température de 4

°C et a I’abri de la lumiére.
I1- Gammes d’étalonnage :

= Réalisation de la gamme d'étalonnage de 1’ Acide gallique :
A Gal (ug/ml) 5 10 25 100 150 200 250 300
DO a 760 nm 0.08 | 0.14 | 0.266 | 0.901 | 1.262 | 1.701 | 1.979 | 2.339

= Réalisation de la gamme d'étalonnage de la catéchine :

Catéchine(ug/ml) | 25 50 | 75 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300

DO a510 nm 0.018 | 0.061 | 0.138 | 0.206 | 0.293 | 0.422 | 0.566 | 0.665

= Réalisation de la gamme d'étalonnage de 1’ Acide tannique :
A Tan (pg/ml) |10 20 40 60 80 100 120
DO a 700 0.295 |0.403 |0.615 |0.803 |0.997 |1.258 |1.432




= Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines :

Annexe

BSA (mg/ml) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
DO a595 nm 0 0.158 0.281 0.407 0.510 0.633
= Réalisation de la gamme d'étalonnage de MDA :
1,1,3,3- 0 0.20 0.40 0.80 1.60 2.00
tetraetoxypropane (ml)
DO a530 nm 0 0.111 0.2 0.4 0.743 0.935
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Abstract

Aim: This study aimed to compare the physicochemical, the biochemical, and the antioxidant characteristics of unifloral
bitter honey and polyfloral sweet honey.

Materials and Methods: Unifloral bitter and polyfloral sweet honey samples were, respectively, harvested in January and
July, and then, they were extracted by the traditional method. The markers of refractive index, pH, free acidity, Brix index,
density, reducing sugars, total polyphenols, flavonoids, tannins, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), and ferric reducing/
antioxidant power (FRAP) were evaluated.

Results: The obtained results showed that the physicochemical parameters are within the normal ranges, in which they meet
the international standards (Codex Alimentarius). For biochemical constituents, matching concentrations of reducing sugars
(glucosetructose) were observed in both samples, while that of sucrose were very low in unifloral than polyfloral honey.
The levels of the active ingredients showed a difference in total polyphenols and tannins of the two types of honey studied,
whereas that of flavonoids were almost similar. The antioxidant activity of various samples evaluated by DPPH and FRAP
indicated that unifloral has a superior activity.

Conclusion: Compared to polyfloral honey, unifloral bitter honey has lower sucrose, high total polyphenols, and tannins
levels, in addition to higher antioxidant potential.

Keywords: antioxidant activity, bitter honey, flavonoids, polyphenols, sweet honey.

Introduction as a treating agent by boosting the immunity, fighting
anemia, healing wounds, stabilizing heart function,
activating digestion, curing skin allergy, and inhibit-
ing pathogenic bacteria [2,3].

Honey chemical composition can be affected by the
climatic factors and the plant species. The major nectar
of polyfloral honey in Algeria is collected during spring-
time characterized by high plant diversity [6,7,10,11].
On the other hand, unifloral bitter honey is produced
mainly from the nectar of the strawberry tree Arbutus
unedo, a typical product of Mediterranean basin, in late
autumn-early winter where the flowers of other plants
are scarce. Thus, the physicochemical properties, the
chemical composition, and the antioxidant activities of
strawberry tree honey (STH) have given much attention
in the northern Mediterranean region [12-15]. Indeed,
the knowledge has been widened recently, in which it
was suggested to be used as a chemopreventive agent
Copyright: Otmani, et al. Open Access. This article is distributed due to its potentiality to inhibit colon cancer even at low
under the tems of the reatve Commons Atbution %9 concentration [15]. Despite that, litle s known interms
by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and of its physicochemical parameters and bioactive prop-
rproducen I any e, providd You e sporopriie TSt et at the local levl, although bitter honey produced
Creative Commons license, and indicate if changes were made.  from the strawberry tree is a field of attraction among
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http:// local population regarding its therapeutic advantages

creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data ?
made available in this article, unless otherwise stated. and respectable reputation.

The honeybee has been known for its healing and
nutritional benefits since antiquity. Honey is not only
used for the treatment of human diseases, but also it is
extended to domestic animals, as it is effective during
infections and wound injuries in inhibiting the growth
of fungi and bacteria, even in the case of microorgan-
ism resistance. Previously, researchers proved that the
properties of honey make it as one of the important
natural antioxidants [1,2]. In addition, it was reported
that honey with higher water content, darker color,
and high phenolic content has more antioxidant activ-
ity [3,4]. However, the physicochemical properties,
the chemical composition, and the therapeutic appli-
cations were reported concerning honey from many
parts of Algerian territory [5-9]. At this point, honey is
known in traditional medicine as a preventive as well
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This study aimed to compare the physicochem-
ical, the biochemical, and the antioxidant character-
istics of unifloral bitter honey and polyfloral sweet
honey. Both kinds of honey were collected from
Algeria Mediterranean coast.

Materials and Methods

Ethical approval

The Ethical Committee of Animal Sciences at
the University of Badji Mokhtar-Annaba has given the
authorization to realize the Ph.D. research program.

Sample collections

Two types of honey were obtained from
two unpolluted sites situated at Skikda Province,
Northeastern Algeria, from experienced traditional
beekeepers. Unifloral honey was obtained in January
from Cap de Fer forest at El Marsa (H2) (Geographic
coordinates: Latitude: 37.0299, Longitude: 7.25317,
37°1°48”North, 7°15’11” East), where the avail-
able nectar was dominated by strawberry tree flowers
(A. unedo) during November-December. Polyfloral
ripen honey was collected in July from Bourzem coun-
tryside, daira of Sidi Mezghiche (H1) (Geographic
coordinates: Latitude: 36.6833, Longitude: 6.71667,
36°40°60’North, 6°43°0” East), having high biodiver-
sity of flowery plants and remote from any type of pollu-
tion. The ripen honeys were extracted by the traditional
method in which honey was removed from frames by
centrifugal forces, filtered, placed in glass containers,
and then stored in a dark place at room temperature.

Physicochemical properties

The pH, refraction index, Brix concentration,
density, and free acidity content were evaluated using
the Harmonized Methods of the International Honey
Commission [16].
The pH

The pH was measured using a HI 9025-HANNA
pH meter ona 10% honey solution in distilled water [17].
Humidity

The humidity (water content) was obtained by
the optical measurement of the refractive index of
honey at 20°C by the use of correction coefficient
0.00023/°C. A drop of honey was taken by spatula, and
then, it was deposited and spread thinly on the prism
plate. Reading was made through the eyepiece at the
horizontal dividing line between the light and the dark
areas. The result of the refractive index obtained was
compared to the Chataway table [16], which indicates
the corresponding humidity in honey as a percentage.

Total dry matter

Dry matter of honey was calculated as total sol-
uble solids (TSS) and total solids (TS). The TSS was
measured by an Exacta and Optech Labcenter Abbe
Refractometer (Model RMT) and the results were
expressed in Brix. All the measurements were done at
ambient temperature and the readings were corrected
for a standard temperature of 20°C by adding the

correction factor of 0.00023/C [14]. The total soluble
(TS) of honey sample was calculated as a percentage
from the results of humidity using the following for-
mula: TS (%)=100-humidity [18].
Specific gravity

According to Nandaa ef al. [19], the specific
weight “density” of honey depended mainly on its
water content. The test portion was 5 ml of honey
and the same for the distilled water that was weighed.
The density of honey was given by the following
formula: d = m/m’.
Free acidity

The acidity level was obtained by the titrimet-
ric method. 10 g of sample was dissolved in 75 ml
of carbon dioxide-free water in a 250 ml beaker. The
solution was stirred and then titrated with 0.05 N
sodium hydroxide (NaOH) (Chem-Lab NV, Belgium)
to pH=8.3, in the presence of 4-6 drops of phenol-
phthalein until a persistent pink color appeared for
10 s. A blank test with distilled water was performed,
and the volume of soda was corrected. Free acids and
hydrogen ions were released by undissociated acids
during titration [17]. The acidity level was expressed
in mEg/kg honey.
Determination of sugars

Reducing sugars (glucose and fructose)
and sucrose were evaluated by the method of
Luff-Schoorl [20], where sugars were extracted with
water and then measured before and after inversion.
Results were calculated according to the table of Luff-
Schoorl which indicates the number of mg of sugars
corresponding to (n2-n)and (n2-n1)ml of 0.1 N sodium
thiosulfate pentahydrate (BIOCHEM, Chemopharma,
Canada) per 25 ml of sugar solution, with n: Before
inversion, nl: After inversion, n2: Control.

Determination of active compounds

Total polyphenols

The estimation of total phenolic compounds
was carried out by the Folin—Ciocalteu colorimet-
ric method. The honey was diluted in distilled water
(500 mg/ml). Then, 1.5 ml of the Folin—Ciocalteu
reagent (CARLO ERBA, France) (diluted with 1 ml
of the reagent in 10 ml of distilled water) and 1.2 ml
of the sodium carbonate (Na,CO,) (Sigma-Aldrich,
USA) (7.5%) were added to 0.3 ml of diluted honey.
After incubation in the dark for 1 h, the absorbance
was obtained at 760 nm. The concentration of total
phenolic compounds was determined by reference
to the calibration curve of gallic acid performed in
parallel [21]. Results were expressed in mg of gallic
acid (Biochem, Chemopharma, Canada) per 100 g of
honey (mg GAE/100 g).

Total flavonoids

Total flavonoid content of honey was determined
by a colorimetric method. 1 ml of honey was mixed
with 4 ml of distilled water, and then, 0.3 ml of sodium

Veterinary World, EISSN: 2231-0916

552



nitrite (Biochem, Chemopharma, France) solution was
added. After 6 min, 0.3 of aluminum chloride (Sigma-
Aldrich, Germany) (10%) was added, the mixture was
left standing for 6 min, and then, 2 ml of NaOH IN
(Chem-Lab NV, Belgium) solution was added, and
the total was adjusted to 10 ml with distilled water.
The mixture was allowed to stand for 15 min, and
then, the absorbance was measured relative to blank
at 510 nm [22]. Results were expressed relative to cat-
echin (mg catechin/g dry matter).

Total tannins

Total tannins were measured by the method of
Folin-Denis [23]. The colorimetry of the tannins was
based on the measurement of the blue color formed
by the reduction of phospho tungsto molybdic acid
by tannins like compound in an alkaline medium.
1.0 ml of extract and a standard solution of tannic
acid (100-800 pg/ml) were made up to 7.5 ml with
distilled water. Then, 0.5 ml Folin-Denis reagent
(Sigma-Aldrich, USA) and 1 ml of Na,CO, (Sigma-
Aldrich, USA) solution were added. The volume was
made up to 10 ml with distilled water, and then, the
absorbance was read at 700 nm. The total tannin con-
tent was expressed as mg of tannic acid equivalent/g
extract [24].

Determination of antioxidant activities

Free radical scavenging activity (DPPH assay)

The antioxidant properties of the honey sample
were studied by evaluating the free radical scavenging
activity of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radical, which was based on the method of Boulilaa
et al. [25]. The DPPH radical was one of the most com-
monly used substrates for rapid and direct assessment
of antioxidant activity due to its radical-shaped stability
and simplicity of analysis [26]. Inhibitory concentra-
tion (IC,)) was defined as the concentration of honey
that inhibits 50% of the DPPH radical. The lower value
of the IC,, (substrate concentration that causes 50%
inhibition of DPPH activity) indicated higher antiox-
idant activity. 1 ml of each honey extract at different
concentrations was mixed with 2 ml of a methanolic
solution of DPPH at 0.04 g/1. After 60 min incubation in
the dark at room temperature, the absorbance was mea-
sured at 517 nm using methanol as a blank. The DPPH
inhibition percentages were calculated according to the
following formula: DPPH (% inhibition)=(A -Aeq)/
A0x100, where A and Aeq are the absorbance of the
control and the sample, respectively. The curve express-
ing the percentage inhibition of DPPH as a function of
the concentration of the antioxidant (pg/ml) made it
possible to deduce the IC,; defined as the concentration
of antioxidant necessary to decrease the initial concen-
tration of the DPPH at 50%.

Ferric reducing/antioxidant power assay (FRAP assay)

The FRAP assay was based on the ability of anti-
oxidants to reduce ferric iron Fe3"* to ferrous iron Fe2'.
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FRAP assay was measured according to the method o
Oyaizu [27]. After dilution with distilled water, 1 m
of each honey sample was mixed with 2.5 ml of :
phosphate buffer solution (0.2 M, pH 6.6) and 2.5 m
of potassium ferricyanide at 1% (m/v). The mixtur
was then incubated at 50°C for 20 min. 2.5 ml o
10% (w/v) trichloroacetic acid was then added, ani
the mixture was centrifuged at 3000 rpm for 10 min
To 2.5 ml of each supernatant, 2.5 ml of distilled wate
and 0.5 ml of 0.1% (w/v) ferric chloride were added
The absorbance was measured at 700 nm agains
methanol as a blank. Ascorbic acid was used as a posi
tive control. The result was expressed by the effectiv:
concentration (EC,)) of the aqueous extract of hone
corresponding to an absorbance of 0.5 pg of honey/m
of the mixture (EC, in mg/ml).
Statistical analysis

Statistical analysis of all results was analyze:
using the Microsoft Excel program (2010) an
“Minitab 17” software (Student’s t-test). Experiment
were prepared in triplicate, where the mean =+ standar
deviation was calculated.

Results

Physicochemical properties and sugar levels

Results in Table-1 show the characterization o
honey according to their physicochemical proper
ties. The two types of honey are close in their prop
erties, except for bitter honey that has low sucros
level (0.95 g/100 g) compared to sweet hone
(5.89 g/100 g).

Bioactive compounds

Results indicate that bitter honey had a remark
able raised amount of total polyphenols, flavonoids
and tannins than that of sweet honey (Figures-1-3).
Antioxidant activity

Table-2 shows that bitter honey had a greate
antiradical and antioxidant activity (DPPH and FRAP
than sweet honey. The IC, of DPPH was 42.74 mg/m
ascorbic acid for sweet honey, but it was 5.72 mg/m
ascorbic acid for that of bitter honey. Moreover, th
FRAP test recorded wide differences in IC, | betwee
the two kinds of honey.

Table-1: Physicochemical properties and concentration
of reducing sugars (glucose and fructose) and sucrose of
sweet and bitter honey.

Parameters Units Sweet honey Bitter hone)
pH 4.30 4.59
Refractive index 1.4915 1.4845
Humidity % 18 20.8
TSS Brix 80.5 77.7

TS % 80 79.2
Specific gravity 1.38 1.40
Free acidity mEq/kg 41 37
Reducing sugars g¢/100 g 60.4 60.4
Sucrose g/100 g 5.89 0.95

TSS=Total soluble solids, TS=Total solids
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Table-2: The antioxidant activity (DPPH and the FRAP
assay) of sweet and bitter honeys.

Parameters Units Sweet honey Bitter honey
DPPH (IC,,) mg/ml 42.74+1.63 5.72+0.33
FRAP (IC,;) mg/mi 106.38+0.82 34.91+1.40
Ascorbic acid  pg/ml 3.20+0.10 2.23+0.13

DPPH=2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, FRAP=Ferric
reducing/antioxidant power, IC, =Inhibitory concentration
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Figure-1: Total phenolic content of polyfloral sweet and
unifloral bitter honey. mg GAE/100 g honey: mg Gallic acid
equivalent/100 g honey.
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unifloral bitter honey. mg EC/100 g honey: mg equivalent
catechin/100 g honey.

w
o

w
o

mg EAT/100g
o NN
8

8

w
o

(=]

Sweet honey Bitter honey

Figure-3: Tannin content of polyfloral sweet and unifloral
bitter honey. mg ETA/100 g honey:mg equivalent tannic
acid/100 g honey.

Discussion

Physicochemical properties and sugar levels
Compared to the bitter honey, sweet honey has
lower pH, humidity, and specific gravity, but it has
higher TSS, TS, and free acidity. The characteristics
of sweet and bitter honey collected from sites with
close climatic conditions have revealed some inter-
esting differences that were related to their chemical

composition. Subsequently, it is a reasonable expecta-
tion that the composition and properties of honey from
various locations might differ [28]. In addition, bitter
honey was darker to some extent.

The refractive index of the samples studied is
between 18% for unifloral and 20.8% for polyflo-
ral (Table-1). The lowest value of unifloral is well
below the limit (norms: Max. 21%) recommended by
Codex [17], while that of polyfloral is slightly above
the recommended values of 20%. Moisture content is
an important element in assessing the degree of honey
maturity and its shelf life. In general, a high amount of
water causes the fermentation of honey, loss of flavor
and quality. The fermentation of honey during storage
is caused by the action of yeast osmotolerance, lead-
ing to the formation of ethyl alcohol and carbon diox-
ide. The used honey is remote from these conditions
since samples were analyzed after a short period of
collection. On the other hand, the bitter taste of honey
from site H2 is definitely due to the presence of nec-
tars mainly from A. unedo, followed by Inula viscosa
plants because their flowering period is in late autumn
and earlier winter. The refractive index of multifloral,
FEucalyptus and Citrus, collected from different regions
of Algeria had a water content of 13.9-20.2% [6] and
16-20.4% [5], respectively. Yet, the moisture content
of STH was 18.6% and 18.9% for the Portuguese and
the Italian, respectively [12,29]. The relatively higher
moisture content of bitter honey in this study is proba-
bly due to the cold-humid season of production.

The pH values of the two samples analyzed
(Table-1) are consistent with those reported by
Bogdanov ef al. [30], who confirmed that honey
derived from nectar had a pH of 3.5 to 4.5, while those
from honeydew were between 5 and 5.5. Notably, the
pH values of Algerian multifloral honey were 3.69-
4.48 [11], which looks within the range of the actual
investigation. Notably, honey was extracted by the
traditional method using hand extractor, and then,
it stored in optimal conditions. The pH of the STH
honey seems higher, where samples from Portugal
showed a mean value of 4.52 [13] and 4.49 [31], while
that from Italy had a pH of 4.2 [29].

The value of the free acidity (Table-1) 1s in the
standards of 50 mEq/kg set by the Codex [17]. Hence,
acidity is an important criterion of quality; it gives
very important indications of honey status [32]. In
addition to the organic acids and amino acids, the
botanical diversity plays an important role in defin-
ing honey final pH. Previously reported, the free acid-
ity of Algeria honey was 47.25-55.25 [33] and that
of Moroccan Carob honey varied between 17 and
42 mEq/kg [34]. Italian unifloral STH showed lev-
els of 27.3-53.4 mEq/kg [29] that is near to the actual
study.

TSS of honey that represents the dry material
mainly sugar compounds was 80.5° for unifloral and
77.7° for polyfloral (Table-1). TS had close values in
which it was 80% for sweet honey and 79.2% for bitter
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honey. The obtained results are in total agreement
with the literature cited [35]. Moreover, the mean
levels of TSS (76.2-80.40) from India honey [18] and
that of TS (1 79.0-82.2%) from Portugal agreed well
with our results for both types of honey. Accordingly,
the TSS content of STH samples from south Portugal
showed a mean level of 78.35 Brix [13].

The specific gravity of sweet and bitter honey
is, respectively, 1.38 and 1.40 (Table-1); they are
more or less in the normal range. In Western and
Southwestern Algeria, the specific gravity of honey
was 1.405-1.442 [33] and for Northeast region was
1.32-1.55 [36]. Accordingly, the specific gravity
of Indian honey (1.39-1.49) is almost similar to our
results [19]. Notably, it seems that honey samples
having high moisture content had the lowest specific
gravity and vice versa.

The reducing sugar levels of the current study
are 60.4 g/100 g for both types of honey (Table-1).
According to the Codex [17], total and reducing sugar
content must not be <60 g/100 g of flowery honey,
which confirms that the investigated samples are nectar
honey. Furthermore, honey from different regions of
Northeast Algeria had reduced sugars of 62.5-84.45%,
and sucrose was 2.91-15.34%, whereas that of unifloral
honey (Ziziphus jujuba) was 62.5-90.12% for reduced
sugars and 4.24-10.09% for sucrose [8]. It was reported
that fructose, glucose, and sucrose level of Finnish and
sweden polyfloral honey was 38.7-43.7, 30.4-38.1, and
0.0 g/100 g, respectively [37]. It looks that the percent-
age of carbohydrate of sweet honey from this study is
close to the Nigerian and Indian results [38,39], but
sucrose is much lower in bitter honey with a concen-
tration of only 0.95 g/100 g. For the STH bitter honey,
reducing sugars content of this work is lower than that
reported from Portugal [13] and Italy [29].

Bioactive compounds

The unifloral bitter honey is richer in the total poly-
phenols than that of sweeter one, suggesting of having
better antioxidant potential. Phenolic substances are the
main factors responsible for the biological activities of
honey. Pakistani honey had a mean of 48.5 mg/100 g
honey [40], while Chili honey recorded levels of
0-8.83 mg/100 g honey [41], which is close to our uni-
floral honey. Interestingly, Italian STH was the richest
in total phenols (972 mg/kg GAE) compared with hon-
eydew, heather, Eucalyptus, asphodel, Citrus spp., and
Acacia ones [14]. Seemingly, our results agree well with
that of Portuguese STH [12], but not with the STH from
the different regions of Sardinia, which recorded very
low total polyphenols content [15]. Remarkably, homo-
gentisic acid is the main phenolic compound of STH,
which might provide an important antioxidant potential.
In this study, honey is made mainly from the flowers of
strawberry tree A. unedo, but the plant . viscosa partic-
ipates to some extent, in addition to other rare flowers.

The content of flavonoids in both types of
honey is almost the same, despite the difference in

color, where the color of bitter samples is darker. In
general, darker honey such as sunflower and buck-
wheat contains higher concentrations of flavonoids
than bland honey, as well as greater antioxidant
capacity [33]. Further, higher values of flavonoids
were recorded in Algerian [42], Pakistani [40], and
Malaysian honey [43]. However, Chili honey is within
the range of our results, in which it contained between
0.01 and 8.83mg/100ghoney [41]. The total flavonoids
content of STH (65.74-108.20 mg CAE/kg honey)
from Sardinia [15] is closely related to our results
of unifloral honey, while that from Portugal (4.09-
5.77 mg QE/100 g honey) was remarkably lower [13].

The content of tannins has recorded the highest
level in bitter honey that is in agreement with the dark
color observed. Tannins are phenolic polymers con-
sisting of multiple anthocyanin-like molecules [44].
Indeed, the characteristics of woody aroma and dark
color of honey indicate the presence of tannins and
lignins. Moreover, polyfloral honey from Benin had
values much higher than our polyfloral and unifloral
honey [45]. For TSH, it was reported to be more active
as an antioxidant agent due to the higher content of
tannins [38]; this is likely why the unifloral bitter
honey is more appropriate for therapeutic purposes.
Antioxidant activity

The DPPH assay provided an IC, of 42.74 and
5.72 mg/ml ascorbic acid for sweet and bitter honey,
respectively (Table-2). The lowest inhibition value
indicates a strong ability to trap free radicals [46].
As a result, the DPPH assay was reported to reflect
the activity of water-soluble antioxidant. It seems
that the DPPH of two unifloral Algerian honey from
the southern region had relatively strong values of
10.94 and 6.60 IC, mg/ml honey [47]. Accordingly,
other studies revealed that STH of the coastal region
of Italy [14] and Croatia [48] also showed higher
DPPH activity of, respectively, 4.8 mmol TEAC/kg
and 3.34 mmol TEAC/kg, which agree well with this
study. Differently, the DPPH of STH has documented
very strong activity (0.09-0.20 mmol TE/100 g) from
different regions of Sardinia [15].

The FRAP assay has given an IC, of 106.38 for
sweet honey, while it reached 34.91 mg/ml ascorbic
acid for bitter honey (Table-2), suggesting a dissim-
ilar antioxidant potential. The antioxidant poten-
tial is attributed mainly to the presence of different
phenolic components such as flavonoids, phenolic
acids, and other compounds that have different anti-
oxidant potentials. In addition, light-colored honey
had lower FRAP values than dark-colored one, indi-
cating a strong antioxidant capacity. In Portugal,
the reducing power of honey varied between 13.26
and 94.11 mg/ml, depending on honey color [49],
a result appears to be similar to the present investi-
gation. For Maltese honey, a significant correlation
between the antioxidant activity and total polyphe-
nol was recorded [50]. Opposing to our results, the
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FRAP activity of Italian STH was higher (11.7+1.7
mmol Fe2'/kg) than the other unifloral honey such
as Eucalyptus, Citrus, and Acacia [14]. On the other
hand, Sardinian bitter honey had low FRAP activity of
0.51-0.92 mmol Fe(I1)/100 g [15]. Overall, the antiox-
idant activity noted provides the honey, especially the
bitter one with the appropriate power to counteract the
oxidative stress generated within cells when exposed
to different diseases and toxic agents. Such results
confirm some popular undocumented views about the
application of STH in treating many diseases such as
cancer and digestive disorders.

Conclusion

In this study, the physicochemical characteristics,
biochemical composition, and antioxidant activity of
the unifloral bitter honey were investigated and then
compared to the polyfloral honey. Both kinds of honey
have close physicochemical properties with good qual-
ity. Concerning the active compounds, bitter honey
contained higher amounts of total polyphenols and tan-
nins, reflected in their strong antioxidant potential. The
discussed results indicated that the investigated honey
has close characteristics of honey samples reported
elsewhere, especially for the Mediterranean basin.
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