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Introduction

Le miel est un aliment naturel produit par 1’abeille Apis mellifera. Il était utilisé comme
édulcorant avant 1’apparition de la canne a sucre et de la betterave (Ouchemoukh, 2012 ; Da silva et
al., 2016).

Le miel est composé essentiellement d’eau (17 %) et de glucides (80 %) ainsi que de composés
mineurs comme les minéraux, les vitamines, les caroténoides, les acides organiques, les protéines, les
pollens,.... Il représente une source naturelle d’antioxydants tels que les acides phénoliques et les
flavonoides responsables de ses propriétés biologiques (antioxydante, anti-inflammatoire,
antimicrobienne,...) (Nguyen et al., 2018 ; Biluca et al., 2020). En outre, d’aprés les recherches faites
par Oszmianski et Lee (1990) et Chen et al. (2000), le miel posséde un pouvoir inhibiteur du
brunissement enzymatique provoque par la PPO (polyphénol oxydase) sur les tranches de pommes.

Ce pouvoir dépend essentiellement du type de miel et de sa teneur en composés antioxydants.

L’Algérie est un pays vaste ayant une flore trés diversifiée permettant une production
qualitative et quantitative du miel (Ouchemoukh, 2012). Selon ITEV (2020), la production du miel
est en moyenne de 74 420 quintaux/an avec une croissance de 85 % enregistrée ces dix derniéres
années. En 2019, 1’ Algérie a contribué de 0,3 % a la production mondiale du miel. Ces pourcentages
restent faibles malgré ses capacités naturelles trés variées qui pourraient développer la production
nationale et d’éviter les importations de cet alicament (FAOSTAT, 2019). Afin de diminuer les
risques de fraude et de préserver la qualité des miels, la commission internationale du miel a établi
certaines normes de paramétres physicochimiques tels que I’humidité, le pH, la conductivité

¢lectrique ainsi que le taux d’HMF (hydroxyméthylfurfural) et de proline (Bogdanove et al., 1997).

Il'y a beaucoup de miels importés qui se vendent a des prix bas dans les grandes surfaces. Ont-
ils une composition chimique et des propriétés biologiques semblables a celles des miels locaux ?
C’est dans ce contexte que ce travail est réalisé afin d’établir une comparaison entre les miels locaux
et ceux importés du point de vue parameétres physico-chimiques, teneurs en antioxydants et activités
antioxydante et anti-inflammatoire. En outre, il s’intéresse a évaluer 1’efficacité d’anti-brunissement
enzymatique des miels locaux sur les tranches de pomme. La présente étude s’articule autour de trois

grandes parties :

e La premiere partie synthétise les différentes connaissances bibliographiques sur le miel, sa
composition et ses propriétés physicochimiques et biologiques (activités antioxydante, anti-
inflammatoire et anti-brunissement enzymatique).

e La seconde partie illustre le matériel et les méthodes utilisées pour réaliser cette étude.

e Latroisieme partie présente la discussion des résultats obtenus avec une conclusion.
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Chapitre I. Le miel : définition et composition chimique

I.1. Définition

Selon le Codex alimentaire (2001) et le journal officiel de la Commission Européenne
(2002), le miel est défini comme une substance sucrée produite par les abeilles mellifiques a
partir du nectar des fleurs ou des sécrétions provenant des parties vivantes de plantes ou
d’insectes laissés sur celles-ci, que les abeilles butinent, transforment et combinent avec des
matieres spécifiques qu’elles sécretent et emmagasinent dans les rayons de la ruche.

Le nectar des fleurs et le miellat, qui est I’excrétion des insectes suceurs sur des plantes,
sont les matiéres premicres butinées par 1’abeille pour 1’¢laboration du miel (Ricordel et

Bonmatin, 2003 ; Bonté et Desmouliere, 2013).

1.2. Composition chimique du miel
1.2.1. Glucides

Les glucides représentent la plus grande proportion (95 %) de la matiere séche du miel et
sont a 1’origine de son haut pouvoir calorifique (320 calories / 100 g) (Ouchemoukh, 2012).
Un taux de 75 % de ces sucres sont des monosaccharides avec la dominance de fructose (38
%) et de glucose (31 %) qui résultent de ’action de I’invertase sur le saccharose (Meda et al.,
2005 ; Missio da silva et al., 2016).

De nombreux autres sucres sont également présents dans le miel avec des faibles
quantités qui sont représentés par les disaccharides dont principalement le maltose (7,5 %) et
le saccharose (1,5 %). Cependant, les tris et polysaccharides sont présents a 1’état de trace
dans ce produit de la ruche (erlose, raffinose, mélézitose, mélibiose,...) (Lazaridou et al.,
2004 ; Pita- Calvo et Vazquez, 2017).

1.2.2. Eau
La teneur en eau est 'une des caractéristiques les plus importantes des miels. Elle est

comprise entre 13 et 20 %. Cette teneur conditionne la conservation et la cristallisation du
miel (Bogdanov et al., 2004 ; Terra et al., 2002). L’humidité du miel dépend essentiellement
de son degré de maturité et de ses origines botanique et géographique (Galhardo et al.,
2020). Elle peut affecter ses propriétés physiques (viscosité et cristallisation) et favoriser sa

fermentation sous 1’action des micro-organismes (Codex alimentaire, 2001).
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1.2.3. Acides amines et protéines

Les protéines sont présentes en quantité infime dans le miel. Il s’agit essenticllement
de peptones, d’albumines et de globulines qui proviennent du nectar, du miellat, du pollen et
des secrétions d’abeilles (Bogdanov et al., 2004 ; Desmouliére et Bonte, 2013). Le miel
posséde divers acides amines libres tels que 1’aspartate, le glutamate, 1’alanine, 1’arginine,
I’asparagine, la glycine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la sérine, le
tryptophane, la tyrosine, la valine et la proline. Ce dernier est un indicateur de 1’authenticité

du miel qui représente 50 % des acides aminés (Bogdanov et al., 1999 ; Meda et al., 2005).

1.2.4. Enzymes

Les enzymes du miel ont deux origines, animale (sécrétions salivaires des abeilles) et
végétale (nectar et/ou miellat). Parmi les enzymes, I’invertase est responsable de la scission
du saccharose en fructose et en glucose, I’amylase (ou diastase) assure la dégradation de
I’amidon en dextrine puis en maltose (Blanc, 2010). Egalement, il en existe la catalase, la
phosphatase et la glucose oxydase (Serrano et al., 2007).

1.2.5. Acides organiques

Le miel contient des acides organiques (0,57 a 1,5 %) provenant des nectars des fleurs ou
des miellats. Il existe une vingtaine d’acides organiques dans le miel tels que les acides
acétique, benzoique, citrique, glucoronique, lactique, tartrique, malique, oxalique, butyrique,
propénoique, pyroglutamique et gluconique (Nafea et al., 2013). L’acide citrique peut étre
utilisé pour différencier entre les miels de nectar et de miellat. Sa teneur dans les miels de
miellat est remarquablement supérieure a celle des miels de nectar (Keke et Cinkmanis,
2019).

1.2.6. Minéraux

Le miel est un aliment qui apporte de nombreux oligo-éléments indispensables a la santé
humaine. Il présente des concentrations variables en matieres minérales mais elles sont plus
abondantes dans les miels foncés (Hoyet, 2005). Les sels de potassium représentent pres de la
moitié des minéraux mais il y a également du calcium, sodium, magnésium, cuivre,
manganése, chlore, soufre, silicium, fer, ... .Leur teneur dépend des plantes visitées par les
abeilles ainsi que du type de sol sur lequel elles poussent (Rossant, 2011). Bien que le miel
est considéré comme un produit relativement propre mais il peut contenir des polluants

présents en tres faible quantité comme le plomb et le cadmium (Rossant, 2011).
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1.2.7. Vitamines

Le miel est relativement pauvre en vitamines si on le compare a d’autres aliments. On y
trouve essentiellement les vitamines du groupe B provenant des grains de pollen en
suspension dans le miel : thiamine B1, riboflavine B2, 1’acide nicotinique B3, I’acide
pantothénique BS5, pyridoxine B6 et 1’acide folique B9. Il existe également de la vitamine C

provenant du nectar des menthes (Rossant, 2011).

1.2.8. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments lipophiles synthétisés par les plantes et ils participent
a la coloration du miel. lls possédent une activité antioxydante trés importante en piégeant
notamment 1’oxygéne singulet (*O,) (Agarwal et Rao, 2000) et en protégeant contre les
radiations UV par ’absorption de I’énergie des radiations solaires (Stahl et Sies, 2004). Les
principaux caroténoides du miel sont I’a-caroténe, le B-caroténe, la zéaxanthine, la lutéine et

le lycopene (Ouchemoukh, 2012).

1.2.9. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires spécifiques du regne végétal.
Ces substances sont impliquées dans la qualité organoleptique du miel et elles assurent
plusieurs activités biologiques (antioxydantes, anti-inflammatoires,...). Les activités sont
attribuées a la capacité de ces composés a réduire les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles et le super-oxyde (Ouchemoukh et al., 2017 ; NKkhili, 2009). La teneur des
composés phénoliques dans le miel dépend de I’origine botanique du nectar butiné par les
abeilles et leur concentration varie de 5 a 1300 mg/kg (Oroian et Ropciuc, 2017 ; Issaad et
al., 2018). Parmi les polyphénols retrouvés dans le miel, il y a les acides phénoliques et les

flavonoides.

1.2.9.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques possédant au moins une fonction
carboxylique et un groupement hydroxyle (Pandey et Rizvi, 2009). Deux sous-groupes
peuvent étre distingués : les acides hydroxy-benzoiques tels que 1’acide salicylique et les
acides hydroxy-cinnamiques comme I’acide caféique (Bruneton, 2008). Ces composés
possédent des propriétés antibactérienne, antifongique et antioxydante. Les acides caféique,
abscissique, syringique, benzoique, vanillique et gallique sont identifiés dans le miel (Tahir

etal., 2017). La figure 01 montre la structure chimique de quelques acides phénoliques.
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Figure 01 : Structure chimique des différents acides phénoliques du miel (Ribereau-Gayon,
1968).

1.2.9.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments largement distribués dans le regne végétal et ils
contribuent a la coloration du miel. lls possédent des propriétés antioxydantes tres
intéressantes car ils participent a la neutralisation des radicaux libres de 1’organisme. La
quantité et le type de flavonoide varient selon la source florale. En régle générale, plus les
miels sont foncés (comme ceux issus du tournesol et de miellat), plus ils sont riches en
flavonoides (Rossant, 2011). Parmi les flavonoides identifiés dans le miel, il y a la catéchine,
la quercétine, la chrysine, la galangine, le kaempférol et ’apigénine (Tahir et al., 2017). La

figure 02 illustre la structure chimique de quelques flavonoides.

@:OH
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“"‘ Ree sl ey -
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OH O L, I OH
OH (@]
Galangine Kaempférol Apigénine

Figure 02 : Structure chimique de quelques flavonoides du miel (Robards et al., 1999).
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1.2.10. Pollen
1.2.10.1. Définition et composition chimique

Le pollen constitue chez les plantes a graine 1’é1ément fécondant male mobile produit par
la fleur. Ce sont des grains minuscules (20 a 55 um de diametre) de forme trés variée suivant
leur origine florale, initialement contenus dans 1’anthére a I’extrémité des étamines. Le pollen
présente une forte proportion de protéines (20 a 40 %). Il contient environ 36 % de glucides,
11 % d’eau, 5 % de lipides et 3 % de sels minéraux (K, Mg, Ca, Fe,...). Egalement, il
renferme des pigments tels que les caroténoides et quelques vitamines (B, C, D, E, et A) (Le
conte, 2002).

1.2.10.2. Analyses polliniques

L’analyse pollinique est basée sur la relation entre les grains de pollen contenus dans le
miel et la plante productrice de nectar. Elle permet I'étude des grains de pollens dans un miel
pour but d’identifier la source florale, les pourcentages des pollens des différentes especes, les
éventuelles fraudes ainsi que la classification du miel selon son origine botanique
(Ouchemoukh, 2012). Lorsque la proportion des grains de pollens d’une seule plante
représente plus de 45 % de I’ensemble du pollen, le nom de cette plante est donné au miel

correspondant (Bonté et Desmouliére, 2013 ; Mohdaly et al., 2015) (Figure 03).
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Brassicacées

Rutacées cées

Figure 03 : Photos de grains de pollen présents dans le miel fourni par CETAM (Centre

d’Etudes Techniques Apicoles de Moselle, France).
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Chapitre I1. Caractéristiques physico-chimiques et propriétes biologiques

du miel

I. Caractéristiques physico-chimiques
I.1. Indice de réfraction et humidité

L’indice de réfraction du miel est le rapport de la vitesse de la lumiére dans le vide par la
vitesse de la lumiere dans ce milieu (Bogdanov et al., 1999). Sa mesure par un réfractometre
constitue la méthode la plus rapide pour évaluer I’humidité des miels (Nair, 2014). En effet,
I’indice de réfraction du miel est d’autant plus élevé que son humidité est plus basse. Il varie
entre 1,5041 & 1,4915 a 20 °C correspondant & 13 et 18 % d’humidité (Idris et al., 2011).

I.2. Conductivité électrique

Selon Bogdanov et al. (2005), la conductivité électrique est 1’une des paramétres de
différenciation entre les miels de nectar (< 0,80 mS/cm) et les miels de miellat (> 0,80
mS/cm) ainsi que la classification des miels monofloraux. Elle dépend de I’acidité du miel et
de sa teneur en minéraux, en acides organiques et en glucides. La conductivité électrique et la
teneur en minéraux sont élevées dans les miels foncés par rapport aux miels clairs (Algarni et
al., 2012 ; Bogdanov et al., 1995).

1.3. pH

La plupart des miels ont un caractere relativement acide et leur pH sont compris entre 3,5
et 5,5. Le pH des miels de nectar est inférieur a 4,5 tandis qu’il dépasse les 4,5 pour les miels
de miellat (Belhadj et al., 2015 ; Bogdanov et al., 2004). Ce paramétre est affecté par les
conditions de I’extraction et de stockage (yucel et sultanoglu, 2013). L’acidité est due a la
présence des acides organiques, des acides aromatiques et d’ions inorganiques (phosphate,
chlorure) (Mbogning et al., 2011).

I.4. Couleur

La couleur est un parametre de qualité utilisé dans la classification des miels
(Moniruzzaman et al., 2013). Le miel peut présenter une coloration d’une trés grande
variabilité qui peut aller du jaune trés péle (miels d’acacia et de lavande) au brun trés foncé
(miels de chéne et de sarrasin) en passant par toutes les gammes de jaune, d’orange, de
marron et méme du vert (Bruneau, 2002) sous I’effet de plusieurs facteurs tels que 1’origine
botanique, la cristallisation et la composition en polyphénols, en caroténoides (caroténes,
xanthophylles), en minéraux (fer, cuivre) et en acides aminés (tyrosine, tryptophane)
(Petretto et al., 2017).
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1.5. Hydroxyméthylfurfural (HMF)

Le 5-hydroxyméthylfurfural est un aldéhyde cyclique qui résulte de la déshydratation des
sucres simples plus particulierement le fructose dans un environnement acide suite a un
traitement thermique. L’acidité et I’humidité favorisent cette transformation mais I’excés de
chaleur est un facteur plus important dans ce processus, ce qui indique le sur-chauffage du
miel. La teneur en HMF ne doit pas dépasser 40 mg/kg. Plus sa teneur est faible, meilleur est

le miel du point de vue fraicheur (Chernetsova et Morlock, 2012 ; Cozzolino et al., 2011).

1.6. Proline

La proline est le plus abondant des acides aminés du miel. 11 est incorporé par 1’abeille
ouvriére a partir de ses secrétions salivaires durant le processus de son élaboration. La
quantité de proline donne une indication sur la qualité du miel qui doit étre supérieure a 183
mg/kg. Une teneur inferieur & cette norme indique une immaturité ou une falsification en

nourrissant les abeilles avec du sucre ou en ajoutant du sucre au miel (Meda et al., 2005).

Il. Propriétés biologiques

Le miel est une source de plusieurs composants bioactifs. Il possede un large spectre
d’activités biologiques telles que les activités antioxydante, antiinflammatoire et anti-
brunissement enzymatique.
I.1. Activité antioxydante
11.1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est reconnu comme étant un acteur clé dans D’apparition et la
complication de nombreuses pathologies chroniques. Il résulte d’un déséquilibre entre les
systeémes producteurs d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) et les systémes antioxydants
enzymatiques et non-enzymatiques de 1’organisme, en faveur des premiers. Dans cette
situation, 1’organisme ne controle plus la présence excessive de ces radicaux oXygénés
toxiques ce qui conduit a différentes pathologies comme l'athérosclérose, le cancer, les
maladies cardiovasculaires, la dégénérescence musculaire... (Zbadi et al., 2018 ; Goodarzi
et Khosravi, 2013).

11.1.2. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié sur sa couche externe. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron, ce qui provoque des dommages au
niveau des protéines, I’ADN et les membranes cellulaires.
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Les radicaux libres sont produits en permanence dans I’organisme a partir de 1’oxygéne au

cours de la respiration et/ou suite a I’exposition aux irradiations X, y et UV (Garait, 2006).

11.1.3. Activité antioxydante du miel
L’efficacité du miel dans la désactivation des espéces réactives oxygénées s’explique par

sa richesse en antioxydants. Ces derniers sont des substances capables de supprimer, retarder
ou empécher les processus d’oxydation et ses conséquences. Le mécanisme protecteur
antioxydant du miel utilise a la fois des antioxydants enzymatiques tels que la catalase, la
peroxydase et la glucose-oxydase ainsi que des antioxydants non-enzymatiques tels que les
composés phénoliques, les caroténoides, les acides organiques comme 1’acide ascorbique et
les acides aminés comme la proline (Linkon et al., 2015 ; Ozcan et Al Juhaimi, 2016). Les
antioxydants sont classés en fonction de leurs mécanismes d’action :

e Les antioxydants primaires ou anti-radicalaires (type ) tels que les composés phénoliques.
Leurs actions reposent, d’une part, sur leurs capacités a inhiber la réaction en chaine de la
peroxydation lipidique en cédant leurs atomes d’hydrogéne (H") aux radicaux peroxyles
(LOOe*) pour former des radicaux plus stable (LOOH), d’autre part, sur leur pouvoir

piégeur de radicaux libres tels que le radical super-oxyde (O,) et le radical hydroxyle

('OH) (Genot et al., 2004 ; Kéhkénen et al., 1999 ; Stahl et Sies, 2004).

e Les antioxydants secondaires ou préventifs (type 1) empéchent la formation des radicaux
libres par différents mécanismes. Certains chélatent les ions métalliques réduisant ainsi
I’effet pro-oxydant des ions de fer et du cuivre, c’est le cas de certains acides organiques
et protéines et d’autres sont des piégeurs d’oxygeéne singulet (*O.) et protégent contre les
radiations UV comme par exemple ’acide ascorbique, le B-caroténe, le lycopéne et la
luteéine (Genot et al., 2004).

En regle générale, les miels foncés possedent un taux important en composé phénoliques
totaux et ils ont une capacité antioxydante plus importante que celle des miels clairs. De plus,
la variation de I’activité antioxydante d’un miel a un autre dépend essentiellement de son
origine botanique et de la nature quantitative et qualitative des différents antioxydants qu’il
contient (Aljadi et Kamaruddin, 2004 ; Berreta et al., 2005).

11.2. Activité anti-inflammatoire
11.2.1. Inflammation

L’inflammation est une réponse tissulaire a un traumatisme ou a des agents pathogenes.
Elle peut étre aigué ou chronique et elle se manifeste par une douleur, chaleur, rougeur et

gonflement (Ferrero et al., 2007).
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Le processus inflammatoire est déclenché par plusieurs substances biologiques y compris
les cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumoral (TNF-a) ainsi que
les interleukines (IL-1 et IL-6) produits par les macrophages (Flynn et al., 1995), les enzymes
pro-inflammatoires comme la cyclooxygénase-2 (COX-2) qui catalyse la transformation de
I’acide arachidonique a la prostaglandine et les métallo-protéinases qui inhibent les facteurs
de croissance (Ke-Lyke et al., 2004). Parmi les cellules impliquées dans ce processus, il
existe les monocytes et les leucocytes qui phagocytent les micro-organismes, les plaquettes
qui interagissent avec le collagene mature en favorisant la cicatrisation ainsi que les

fibroblastes qui synthétisent le collagene et 1’élastine (Kingsley, 2002).

11.2.2. Mécanisme d’action de ’activité anti-inflammatoire du miel

Le miel est utilisé pour soigner les plaies infectées et les inflammations tout en favorisant
la regénération des tissus morts qui offrent un environnement propice a la croissance des
micro-organismes (Song et Salcido, 2011 ; Benhanifia et al., 2011). La glucose-oxydase est
un composant principal du miel qui contribue a son activité anti-inflammatoire. Elle est
ajoutée par les abeilles lors de la fabrication du miel. Cette enzyme est responsable de la
production du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et elle convertit le glucose en acide gluconique,
ce qui rend le miel trés acide et donc elle diminue le risque d’infection (Weston, 2002 ; Bang
et al., 2003 ; Adams et al., 2008).

Le miel inhibe la synthése des prostaglandines responsables de la chaleur et de la douleur
associées a I’inflammation (Kassim et al., 2010). Il inhibe également la COX-2 et la
formation des espéces réactives oxygénées (ROS) en favorisant ainsi la cicatrisation. En
outre, il empéche I’expression de 1’oxyde nitrique synthase (iINOS) et la production de la
métalloprotéinase-9 matricielle dans les kératinocytes (Zare et al., 2007 ; Leong et al., 2012 ;
Hussein et al., 2012 ; Majtan et al., 2013).

Woo et al. (2005) et Palmieri et al. (2012) ont démonté que la chrysine du miel joue un
role anti-inflammatoire efficace. Ce composé diminue I’expression de la COX-2 par

I’inhibition de la synthése du facteur nucléaire de cette enzyme pro-inflammatoire.

11.3. Activité anti- brunissement enzymatique
11.3.1. Brunissement enzymatique
Le brunissement enzymatique résulte de 1’oxydation en présence de 1’oxygéne des

composés phenoliques endogenes des fruits et legumes.
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Cette oxydation est catalysée par les polyphénol-oxydases (PPO) ou les premiers produits de
réaction sont les quinones de couleur jaune. Ces derniers sont trés instables et se condensent
rapidement et forment des polyméres bruns. Ce phénoméne n’apparait qu’apres
décompartimentation cellulaire permettant ainsi la mise en contact des substrats phénoliques

contenus initialement dans la vacuole avec la PPO cytoplasmique (Rigal, 2001).

Les méthodes de prévention du brunissement enzymatique ont fait 1’objet de nombreux
travaux qui se trouvent fortement relancés depuis pres de 15 ans. Les différentes techniques
actuelles de contréle exploitent chacune un aspect différent du processus biochimique et
utilisent souvent des méthodes physiques et/ou chimiques. En général, les méthodes
physiques d’inhibition du brunissement enzymatique reposent sur la pasteurisation et la
réfrigération (Barrett et al., 2005). Par contre, les procédés chimiques impliquent 1’addition
d'adsorbants comme la gélatine, le charbon actif, le sulfite et ses dérivés. En raison des
problémes toxicologiques posés par I’emploi des produits chimiques notamment les sulfites
(Taylor et al.,, 1986) et les inconvénients du traitement thermique sur la qualité
organoleptique du produit (Rigal, 2000), plusieurs produits d’origine naturel sont utilisés dans
la lutte contre le brunissement enzymatique tels que les extraits des plantes médicinales
(Parbutine et 1’hinokitiol) (Sakuma et al., 1999) ainsi que le miel déja connu pour son

pouvoir antioxydant important.

11.3.2 Activité anti-brunissement enzymatique du miel

Oszmianski et Lee (1990) ont démontré que le miel possede un pouvoir inhibiteur du
brunissement enzymatique provoqué par la PPO sur des tranches de pommes. Ces chercheurs
rapportent qu’un peptide de 600 Da contenu dans le miel agit comme un inhibiteur non-
compétitif de la PPO en cheélatant le cuivre essentiel au site actif de cette enzyme tout en

formant des complexes stables.

Chen et al. (1998) ont déduit que le pouvoir inhibiteur du brunissement enzymatique du
miel dépend largement du type de miel. En outre, I’addition de différents échantillons de miel
a des broyats de pomme de terre entraine une réduction de I’activité PPO environ 50 % et une

diminution de I’indice de brunissement.

Chen et al. (2000) ont établi une relation entre le brunissement et la teneur du miel en
composes antioxydants : plus les miels sont riches en antioxydants tels que 1’acide ascorbique,
les flavonoides et 1’a-tocophérol, plus ils ont une meilleur capacité anti-brunissement.
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Matériel et méthodes
La partie expeérimentale est réalisée au niveau du laboratoire de Techniques
d’Analyses Biochimiques de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie au sein de
I’université de Bejaia.
Ce travail a pour but la comparaison entre les miels locaux et ceux de I’importation, en
effectuant des analyses polliniques, physico-chimiques et activités antioxydante, anti-

inflammatoire et anti-brunissement enzymatique sur des tranches de pommes.

1.1. Echantillons

La partie pratique de cette étude est réalisée sur six échantillons de miel de I’année
2021 (Figure 04) dont quatre échantillons locaux proviennent de Bejaia (Ouzellaguen et
Gouraya) et de Tizi-ouzou (YYakouren) tandis que les deux autres échantillons d’importation
sont achetés dans une supérette localisée dans la ville de Bejaia.

Les échantillons sont conservés a température ambiante et a 1’abri de la lumiére et de
I’humidité. Le tableau | illustre le codage utilisé pour ces différents échantillons : la région de
récolte, la consistance et la couleur.

Tableau | : Caractéristiques des échantillons de miels analysés.
Echantillon Code Consistance Région de récolte Couleur
M1 Cristallisé Ouzellaguen (Bejaia) Jaune claire
M2 Cristallisé Yakouren (tizi-ouzou) Jaune foncé
Miels locaux —r—— _— ;
M3 Semi-liquide Yakouren (tizi-ouzou) Marron fonceé
M4 Cristallisé Gouraya (Bejaia) Marron trés foncé
M5 Liquide Importé (Turquie) Marron clair
Miels importés . . . . - .
M 6 Semi-cristallisé Importé (Arabie Saoudite) Marron tres clair

Figure 04 : Photographies des miels analysés.
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Six pommes (Figure 05) achetées d’une supérette de la ville de Bejaia sont utilisées
comme échantillon dans I’étude de ’activité anti-brunissement enzymatique du miel. Le poids

moyen des pommes analysées est de 100 g.

Figure 05 : Photographie des pommes analysées.

1.2. Analyses polliniques

L’analyse pollinique consiste a identifier quantitativement et qualitativement les
pollens présents dans le miel a 1’aide d’un microscope, tout en comparant les résultats a une
base de données (Louveaux et al., 1978).

Afin de comprendre le rapport existant entre I’abeille et la plante, 1’analyse pollinique
est réalisée selon la méthode décrite par Louveaux et al. (1978). Une solution de miel (25 %,
m/v) est centrifugée a 4500 tours / min pendant 10 min. Le surnagent est éliminé et 10 ml
d’eau distillée sont ajoutés au culot, la solution obtenue est soumise a une deuxieéme
centrifugation dans les mémes conditions. Un volume de 100 pl du culot récupéré est étalé sur
une lame en verre puis recouverte d’une lamelle aprés séchage. L’identification des grains de
pollens est effectuée avec un microscope photonique avec I’objectif (G x40) en se référant
aux banques de données numériques du CETAM (Centre d’Etudes Techniques Apicoles de

Moselle, France).

1.3. Analyses physico-chimiques

1.3.1. Indice de réfraction, teneur en eau et brix

La teneur en eau est un indice de la conservation qui conditionne la cristallisation et la
stabilité du miel. Sa détermination s’effectue par une mesure optique de I’indice de réfraction
(IR) de miel a 20 °C qui se fait simplement au moyen d’un réfractométre selon la méthode de
Bogdanov et al. (1997).

La mesure de I’IR est effectuée comme suit : une goutte du miel liquide est étalée en
couche mince sur la platine du prisme d’un réfractometre Abbe, préalablement étalonné avec

de D’eau distillée.
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La lecture est faite a travers 1’oculaire du réfractomeétre suite au partage de la ligne horizontale
entre une zone claire et obscure. Cette ligne coupe deux échelles verticales graduées
directement en pourcentage de brix et en indice de réfraction, respectivement. Cet indice
permet la détermination de la teneur en eau du miel par correspondance a la table de
CHATAWAY a 20 °C (annexe 1) (Bogdanov et al., 1997).

1.3.2. Mesure de pH

En général, le pH varie de 3,5 a 4,5 pour les miels de fleurs et 4,5 & 5,5 pour les miels
de miellat. Le pH-métre mesure la tension entre deux électrodes, une électrode de référence
« calomel saturé » et une électrode en verre « indicateur de pH ». Celle-ci est directement liée
au pH de la solution dans laguelle la sonde est émergée (Bogdanov et al., 1997).

Une solution aqueuse de miel (10 %, m/v) est préparée. La lecture de la valeur du pH
est faite a I’aide d’un pH-metre, apreés ringage de 1’électrode avec de 1’eau distillée. La valeur
du pH est déterminée directement sur 1’écran de ’appareil. L’analyse est répétée trois fois

pour chaque échantillon (Bogdanov et al., 1997).

1.3.3. Conductivité électrique

Selon la méthode de Bogdanov et al. (1997), la conductivité électrique (CE) du miel
est mesurée par un conductimetre. Son principe consiste a plonger la sonde de I’appareil dans
une solution aqueuse de matiere seche. Elle permet de différencier entre les miels de miellat
(> 0,8 mS/cm) et de nectar (< 0,8 mS/cm) et indique leur richesse en minéraux.

Une quantité X g de miel est dissoute dans 25 ml d’eau distillée avec X = (5x100) /MS
(MS est la matiére seche de 1’échantillon de miel). La cellule de mesure du conductimétre est
introduite dans la solution préparée contenant 20 % de la matiere seche a 20 °C et la valeur
exprimée en mS/cm est lue sur 1’appareil (Bogdanov et al., 1997). La conductivité électrique

est calculée selon I’équation suivante :

CE (mS/cm) = Valeur mesurée — A

A : (valeur mesuré x 0,032) x (T° =20 °C). 0,032 : facteur de correction.

T° : température ambiante de mesure (dans notre cas varie entre 16 et 18 °C).

1.3.4. Couleur

La couleur du miel est relativement liée a sa richesse en pigments dont les flavonoides
et les caroténoides. Plus le miel est clair, moins il est riche en pigments et inversement
(Blanc, 2010).
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La détermination de I’intensité de la coloration des miels est réalisée selon la méthode
décrite par Al et al. (2009). Une quantité de 1 g de miel est dissoute dans 4 ml d’eau distillée
et homogénéisée a 1’aide d’un homogénéisateur magnétique La densité optique est mesurée

par un spectrophotomeétre a 450 nm.

1.3.5. Dosage de I’hydroxyméthylfurfural (HMF)

L’hydroxyméthylfurfural est un composé de dégradation naturelle des sucres en milieu
acide. Son taux augmente avec 1’¢lévation de la température. C’est un indice de fraicheur et
de sur-chauffage du miel.

Une solution de miel (20 %, m/v) est mélangée avec 1ml de solution de Carrez |
(hexacyanoferrate de potassium 15 %, m/v) et 1 ml de solution de Carrez Il (acétate de zinc
30 %, m/v). Le mélange est ajusté a 50 ml avec 1’eau distillée. La solution est filtrée par un
papier Wattman en jetant les premiéres dizaines ml de filtrat. Un volume de 5 ml de filtrat est
additionné a 5 ml d’eau distillée (tube échantillon) ; le méme volume de filtrat est ajouté a5
ml de bisulfite de sodium (0,2 %) pour blanc échantillon. L’absorbance est lue a 286 nm et a
336 nm par un spectrophotometre UV. Si 1’absorbance dépasse 0,6, une dilution est
recommandée. La teneur en HMF est exprimée en milligramme par kilogramme et donnée par
la formule suivante (Bogdanov et al., 1997) :

m
HMF (k_gg) = (A284 — A336) X 149,7 X 5/W

Aogs €t Agse . absorbances a 284 nm et 336 nm. 149,7 : constante

W : masse (g) de I’échantillon de miel. 5 : poids nominal de I’échantillon.

1.3.6. Dosage de la proline

Le dosage de 1’acide aminé proline est bas¢ sur I’action de la ninhydrine sur la proline
en milieu acide pour donner une coloration rose. L’intensité de coloration est liée a la quantité
de proline et indique la maturité et la conformité du miel. Son taux diminue significativement
lorsqu’une falsification est apportée au miel par un ajout de sucres (Lokossou et al., 2017).

La teneur des miels en proline est déterminée par la méthode de Bogdanov et al.
(1997). Cette méthode colorimétrique consiste a préparer trois tubes contenant un volume de
500 ul de la solution aqueuse de miel (5 %, m/v), trois tubes références renferment 500 pl de
la solution de proline et un tube blanc contenant 500 ul d’eau distillée. Dans chaque tube a

essai, 1 ml d’acide formique et 1 ml de la ninhydrine éthanolique (3 %, m/v) y sont ajouteés.
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Apres 15 min d’agitation et de chauffage a 100 °C dans un bain marie, les solutions préparées
sont transférées a 70 °C pendant 10 min. Un volume de 5 ml de 2-propanol (50 %, v/v) est
ajouté a tous les tubes. Apres incubation de 45 min, la lecture des absorbances est effectuée a

510 nm. Les concentrations en proline sont obtenues par I’équation suivante :

Proline (mg / kg) = (Ag x Mp x 80) / (Ap x Mg)

Ag : Absorbance de la solution d’échantillon de miel. Mp : mg de proline pour la solution standard.
Ap: Absorbance de la solution standard de la proline. ME : Quantité prise du miel en kg.

80 : Facteur de dilution.

1.3.7. Dosage des protéines

La méthode de Bradford est une méthode de dosage colorimétrique utilisée pour la
mesure de la concentration en solution a 595 nm. Ce dosage utilise le principe d’absorption du
bleu de Coomassie G 250 qui se fixe sur le groupement NH;" des acides aminés des protéines
(arginine, tyrosine, tryptophane, histidine et phénylalanine) et donne une couleur bleue au
milieu réactionnel.

La teneur en protéines est déterminée par la méthode d’Azeredo et al. (2003). Un
volume de 0,1 ml de solution de miel (50 %, v/v) est mélangé avec 5 ml de réactif de
Bradford. Dans le blanc, les 100 pl de solution de miel sont remplacés par 100 ul d’eau
distillée. Aprés 2 min d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 595 nm. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent de sérum albumine bovine (BSA) par 100 g de miel en se référant
a la courbe d’étalonnage de BSA (Annexe 2, figure 1) (y = 0,904 x —0,0936 ; R?=0,9932).

I.4. Dosage des antioxydants
1.4.1. Polyphénols

Le réactif du Folin-Ciocalteu est un mélange d’acide phosphotungstique (Hs PWi;
Oy4p) et d’acide phosphomolybdique (H3 P M0j, O4p). Ce réactif est réduit lors de 1’oxydation
des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration
produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans le miel (Boizot et
Charpentier, 2006).

Le dosage des polyphénols des six miels étudiés est déterminé selon la méthode mise
en evidence par Naithani et al. (2006). Le milieu reactionnel contient un mélange de 100 pl
de la solution de miel (0,1 g/ml), 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu (50 %, v/v) et 2 ml de la

solution de carbonate de sodium (Na; CO3 2 %)
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Dans le blanc, les 100 pl de solution de miel sont remplacés par 100 pl d’eau distillée. Apres
30 min d’incubation a I’obscurité, la lecture de 1’absorbance est faite a 750 nm. Les résultats
sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g d’échantillon de miel (mg
EAG/100 g) en utilisant la courbe standard d’acide gallique (Annexe 2, figure 2) (y = 3,71x +
0,06 ; R* = 0,9891).

1.4.2. Flavonoides

Le dosage des flavonoides présents dans le miel est basé sur la formation du complexe
flavonoide-aluminium responsable de la coloration jaune avec un maximum d’absorbance a
510 nm (Djeridane et al., 2006).

Le contenu en flavonoides des échantillons de miels est determiné par la méthode
colorimétrique décrite par Al et al. (2009). Un volume de 1 ml de solution de miel (50 %,
m/v) est mélangé avec 300 pl de nitrite de sodium (5 %, m/v) et 4 ml d’eau distillée. Aprés 5
min, un volume de 300 pl de chlorure d’aluminium (10 %, m/v) est additionné. Un volume de
2 ml d’hydroxyde de sodium (1 M) est ajouté au mélange aprés 6 min d’incubation.
L’absorbance est lue a une longueur de 510 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent
de quercétine par 100 g d’échantillon de miel (mg EQ/100 g) en utilisant la courbe standard
de quercétine (Annexe 2, figure 3) (y = 0,368 x + 0,0014 ; R? = 0,9867).

1.5. Activité antioxydante
1.5.1. Activité anti-radicalaire
1.5.1.1. Test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl est un radical libre stable de
couleur violacée. En présence des antioxydants, il est réduit par un transfert de proton ce qui

engendre une diminution de I’intensité de la coloration (Chaabi, 2008).

La capacité des antioxydants présents dans le miel a réduire le radical DPPH est
évaluée par la méthode de Meda et al. (2005). Un volume de 500 ul de solution aqueuse de
miel (2,5 %, m/v) est additionné & 1 ml de solution éthanolique de DPPH (6 x 10 M). Un
tube blanc contenant 1 ml d’éthanol et un tube de contrdle positif renfermant 1 ml de solution
DPPH sont préparés. Apreés 15 min d’incubation, la lecture de 1’absorbance est faite a 517 nm.

Le pourcentage de réduction est donné selon la formule suivante :

Activité anti-radicalaire (%) = [(Ac — Ae / Ac)] % 100

Ac : Absorbance du contr6le (1 ml de solution DPPH). A : Absorbance de 1’échantillon.
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1.5.1.2. Test de PABTS (Acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

Le test ABTS est basé sur la capacité des antioxydants du miel a neutraliser le cation
radical ABTS "de couleur bleu-vert aprés 1’ajout du persulfate de potassium (K,S,0), en un
radical ABTS, ce qui induit la décoloration de la solution (Erel, 2004).

Le test ABTS est effectué selon la méthode décrite par Re et al. (1999). Un volume de
800 pl de solution aqueuse de miel (2,5 %, m/v) est ajouté a 1 ml de la solution ABTS (7 x
10°® M). Le contrdle contient 1 ml de solution ABTS et le blanc renferme 1 ml d’éthanol.
L’absorbance est lue a 734 nm aprés 7 min d’incubation a température ambiante.

Le pourcentage de réduction est donné selon la formule suivante :

Activité anti-radicalaire (%) = [(Ac — Ae / Ac)] x 100

Ac : Absorbance du controle (1 ml de solution ABTS). Ag : Absorbance de 1’échantillon.

1.5.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur consiste & la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe*")
sous I’action des antioxydants, en milieu acide grace a ’acide trichloroacétique (TCA) et en
présence d’un agent chromogene I’hexacyanoferrate de potassium. Cette réduction donne une
couleur verte dont 1’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur (Gulcin et al., 2005).

Les échantillons de miels sont évalués pour leur pouvoir réducteur selon la méthode
décrite par Beretta (2005). Une quantité de 500 pl de solution aqueuse de miel (2,5 %) est
additionnée de 500 pl de tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et 500 ul de solution de
potassium hexacyanoferrate (1 %). Apres homogénéisation et incubation au bain marie a
50°C durant 20 min, 500 pl de solution de TCA (10 %) sont ajoutés au mélange afin de
stopper la réaction. Par la suite, un volume de 100 ul de chlorure ferrique (FeCls, 1 %) est
ajouté a un volume de 500 pl du mélange puis dilué avec 800 pul d’eau distillée. Enfin, la
lecture des absorbances est révélée a 700 nm aprés 10 min d’incubation. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g d’échantillon de miel (mg EAG/100 g)
en utilisant la courbe standard d’acide gallique (Annexe 2, figure 4) (y = 1,6825 x — 0,0349 ;
R? = 0,9904).

1.5.3. Test FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le test FRAP permet d’évaluer «l’activité antioxydante ». Le complexe
tripyridyletriazine ferrique (Fe**-TPTZ) est réduit en présence des antioxydants en
tripyridyletriazine ferreux (Fe?*-TPTZ) qui donnent une coloration bleu-violette (Alvarez-
Suarez et al., 2010).
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Un volume de 500 pl de solution de miel (2,5 %) est mélangé avec 750 ul de réactif
FRAP (300 mM de tampon acétate de sodium, 40 mM de TPTZ et 20 mM de la solution de
trichlorure de fer, avec un rapport 10/1/1). L’absorbance est lue a 593 nm apres incubation a
37 °C pendant 5 min. Les résultats sont exprimés en mg EAG/100 g (Alvarez- Suarez et al.,
2010) (Annexe 2, figure 5) (y = 5,655 x + 0,1217; R?= 0,9953).

1.5.4. Test a la ferrozine

D’apres Ebrahimzadeh et al. (2007), le test a la ferrozine permet d’évaluer le pouvoir
chélateur des échantillons de miel. Les agents chélateurs inhibent la formation du complexe
ferrozine-Fe** qui se manifeste par 1’atténuation de la coloration rose.

Selon la méthode décrite par Wang et al. (2008), un volume de 500 pl du miel (2,5 %,
m/v) est mélangé avec 50 ul de chlorure de fer (11) (0,6 Mm) et 900 ul de méthanol. Apres 5
min, un volume de 100 pl de la solution ferrozine (10 mM) est ajouté au mélange.
L’absorbance est lue a 562 nm aprés 10 min d’incubation. L’expression des résultats de

I’activité chélatrice du miel est déterminée par la formule suivante :

Al — A2]

Activité chélatrice du fer (%) = (1 — [ 20 ) x 100

Ay : Absorbance du contr6le (1 ml de solution ferrozine). A : Absorbance de 1’échantillon.

A, : Absorbance sans la solution ferrozine.

1.5.5. Test CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity)
D’aprés Apak et al. (2004), le test Cuprac est basé sur le suivie de la diminution de
I’absorbance du complexe néocuproine-cuivre [Nc,- Cu®*] réduit en présence d’un agent

antioxydant. La figure 05 montre la réaction de réduction du complexe cuivre-néocuproine.

B 24 B 1+
N A N Les antioxydants N A
N N= réduits N, N=
HyC E - CHy i i HaC - - CHy
Cu le Cu (11} au Cu (1) Cu
HsC s e CHs - H5C s CHy + H
N [ p— M N=—
2 7N
_ Y _ Y,
Cu(lllNe Cu(l)Ne

Figure 06 : Réduction du complexe néocuproine/cuivre (11) (Ozyurek et al., 2011).
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Un volume de 300 pl de chlorure de cuivre (10 M) est mélangé avec 300 pl d’acétate
d’ammonium (1 M), 300 ul de néocuproine (7,5 mM), 150 ul de solution de miel (2,5 %) et
150 ul d’eau distillée. Le blanc contient les mémes concentrations des réactifs précédents tout
en remplagant la solution de miel par 150 ul d’eau distillée. Aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité, I’absorbance est lue a 450 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent
d’acide gallique pour 100 g de miel (Apak et al., 2004) (Annexe 2, figure 6) (y = 15,27 x +
0,0305 ; R? = 0,9967).

1.5.6. Test au phosphomolybdate

Le test au phosphomolybdate est basé sur la réduction de I’ion Mo™® en ion Mo™ par
les antioxydants du miel et formation d’un complexe phosphate-Mo* de couleur bleu-vert
dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en antioxydants (Sathish-Kumar et al.,
2007).

Le pouvoir réducteur du phosphomolybdate est déterminé suivant la méthode de
Mcanalley et al. (2003). Un volume de 50 pl de la solution de miel (0,5 %, m/v) est ajouté a 1
ml de réactif de phosphomolybdate (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate du
sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium). Apres 90 min d’incubation a 90 °C,
I’absorbance est lue a 695 nm. Un blanc est préparé dans les mémes conditions a 1’exception
des 50 pl de miel qui sont remplacés par 50 pl d’eau distillée. L’évaluation du pourcentage de
réduction du phosphomolybdate est estimée en se référant a la courbe d’étalonnage (Annexe
2, figure 7) réalisée avec ’acide gallique. Les résultats sont exprimés en mg équivalent
d’acide gallique par 100 g de miel (mg EAG/100 g) (y = 3,695 x — 0,0035 ; R? = 0,9979).

1.6. Activité anti-inflammatoire

Le test de I’activité anti-inflammatoire in vitro des échantillons de miel consiste a
inhiber la dénaturation de la BSA provoquée par la chaleur.

Selon Karthik et al. (2013), trois solutions de différentes concentration (0,5; 1 et 2
mg/ml) de miel sont préparées. Un volume de 500 ul de chaque concentration est ajouté a 500
pl de solution de BSA préparée dans Tris-HCI. Aprés 15 min d’incubation a 37 °C puis 5 min
a 75 °C, I’absorbance est lue a 660 nm apres refroidissement. Un blanc pour chaque

concentration est préparé. Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

Activité anti — inflammatoire (%) = [(Ae — Ab)/Ac] x 100

A, : Absorbance de I’échantillon. A, : Absorbance du blanc.

A, : Absorbance du contrdle (1 ml de solution BSA avec 1 ml de solution Tris-HCI).
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1.7. Activité inhibitrice du brunissement enzymatique

Le test de I’activité inhibitrice du brunissement enzymatique est base sur le pouvoir
des antioxydants du miel & former un complexe avec le Cu** du site actif de I’enzyme PPO ce
qui inhibe la transformation des composés phénoliques incolores de la pomme en quinone de
couleur brune (Oszmianski et Lee, 1990).

Le pouvoir inhibiteur du brunissement enzymatique est testé par la méthode
d’Oszmianski et Lee (1990). Quatre tranches de pomme (0,5 cm de diamétre) sont
immergées dans une solution de miel (10 %, m/v). Les tranches de pomme témoins sont par
contre plongées dans de I’cau distillée. Apres 30 min, les tranches traitées sont essuyées puis
placées dans des boites de Pétri. L’observation s’effectue a I’ceil nu a température 30 et a 4 °C
durant: 30 min, 1 h, 2 h, 16 h, 24 h, 48 h et 72 h. La mesure de la densité optique des
échantillons de pommes est faite a 420 nm apres centrifugation & 1200 tours pendant 5 min.

Les résultats sont exprimés en unité de brunissement qui représente 0,01 d’absorbance.

1.8. Analyses statistiques

Trois essais sont effectués pour chaque test pour tous les échantillons de miels
analysés. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart-type. Le programme
Microsoft Office Excel 2007 est utilisé pour calculer les moyennes et les écart-types ainsi que

pour tracer les histogrammes.

Le test ANOVA (analyse de la variance a un seul critere de classification) et la matrice
de correlation sont appliquées sur les resultats de cette étude a 1’aide du logiciel
STATISTICA 7.1.2. Ces résultats sont classés par ordre décroissant:a>b>c>d>e>f.

L’analyse en composantes principales (ACP) est réalisée pour étudier, dans un espace
de dimensions plus petites, la similitude entre les différents échantillons de miels ainsi que les

liens existants entre les variables.
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Résultats et discussion

I. Analyses polliniques

Un miel naturel contient en suspension plusieurs types de grains de pollens et leurs
absences permet de suspecter une falsification ou bien qu’il s’agit vraiment du sucre inverti.
L’analyse pollinique est I’étude quantitative et qualitative des grains de pollens contenus dans
le miel. Elle permet d’identifier 1’origine botanique et géographique du miel et d’évaluer sa

valeur thérapeutique et nutritive ainsi que son authenticité (Reille et Pons, 1990).

Les résultats de 1’analyse pollinique révelent la présence de quatre échantillons de

miels monofloraux (les miels M1 et M3 sont de la famille des Fabaceae ; les échantillons M2
et M4 font partie de la famille des Fagaceae). Un total de 12 familles de pollens est identifié

et illustré dans le tableau Il. Deux types de pollens (Fabaceae et Fagaceae) sont détectés
comme dominants (> 45 %) dans les quatre miels naturels (M1, M2, M3 et M4). En revanche,
aucun type de pollen n’est identifié dans le miel de commerce (M5). Le miel (M6) possede un
seul type de pollen trés minoritaire (< 3 %) (Fabaceae). Ceci indique que les miels

d’importation sont falsifiés.

Les Fabaceae sont les plus abondants dans les échantillons de miels analysés avec
une fréquence de 39 % ce qui indique la richesse de la région Bejaia en cette famille de
plantes. Les familles Fagaceae et Rosaceae arrivent en deuxieme ordre et qui sont
représentées par 3 échantillons (M1, M2 et M4) avec un pourcentage de 27 et 14 %,
respectivement. Puis, il y a les Liliaceae (6 %) et les Rutaceae (5 %). Cependant, les sept
familles de pollens restantes (Myrtacae, Teliaceae, Asteraceae, Ericaceae, Eucalyptus,
Poaceae et Lamiaceae) ne représentent que 11 % du pollen total et sont jugés comme pollens

minoritaires ou trés minoritaires (Figure 07).

Les variations de la teneur des miels en pollen dépendent de la richesse botanique
de la zone de butinage, des conditions climatiques et environnementales, de la localisation de
la ruche par rapport au champ de fleur ainsi que de la force de la colonie d’abeille
(Ouchemoukh et al., 2007 ; Makhloufi et al., 2010). Les résultats de 1’analyse pollinique
obtenus sont distincts de ceux enregistrés par Avila et al. en 2019 sur les miels Brésiliens
dont l'analyse révéle la présence de neuf familles de pollens dominés par les Asteraceae,
Sapindaceae, Myrtaceae et Verbenaceae. Cependant, les travaux d’Otmani et al. en 2021 ont
rapporté les Fabaceae, Apiaceae, Brassicaceae, Asteraceae et Lamiaceae comme pollens

dominants dans 26 miels Algériens.
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Tableau I1 : Spectres polliniques et pourcentages de pollens des miels analysés.
Pollen dominant Pollen d’accompagnement Pollen minoritaire Pollen trés minoritaire
de
miel Type de pollen Fréquence Type de pollen Fréquence Type de pollen Fréquence Type de pollen Fréquence
(%) (%) (%) (%)
M1 Fabaceae 46 Rosaceae ; 17 Fagaceae 15 Asteraceae 2
Rutaceae 20
M2 Fagaceae 45 Liliacea ; 16 Myrtaceae ; 6 Tiliaceae 1
Rosaceae 22 Fabaceae 10
M3 Fabaceae 78 Absence - Tiliaceae ; 11 Ericaceae 2
Asteraceae 9
Tiliaceae ; 3 Eucalyptus ; 1
M4 Fagaceae 46 Fabaceae, 20 Rosaceae ; 15 Poaceae ; 1
Liliaceae ; 8 Lamiaceae 1
Ericaceae 5
M5 Absence ) Absence ) Absence ) Absence -
M6 Absence ) Absence ) Absence ) Fabaceae 1
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‘ Fabaceae ‘ Fagaceae
‘ Rosaceae ‘ Liliaceae

‘ Asteraceae ‘ Rutaceae
‘ Myrtaceae ‘ Rosaceae

Figure 07 : Photographies de quelques grains de pollens des miels analysés.
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I1. Analyses physico-chimiques
1.1, Brix

Le miel est composé en grande partie de glucides qui sont exprimés par le degré de
brix. Ce dernier indique la quantité de la matiére seche (g) contenue dans 100 g de miel
refroidit a 20 °C (Conti et al., 2014).

Les valeurs de brix des échantillons analysés varient de 81,4 (Fagaceae M4) a 84,1 %
(M5) (figure 08). Les miels M1 et M5 montrent le brix le plus élevé (83,5 et 84,1 %
respectivement), ce qui indique leur richesse en glucides. Les résultats de ce paramétre pour
les six miels étudiés sont largement supérieurs a la limite minimale des miels de nectar (> 65

%) fixée par le Codex alimentaire (2001).
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Figure 08: Brix des miels analyseés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + I’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

En comparaison aux études antérieures, ces résultats sont proches aux valeurs
rapportées par Al-Farsi et al. (2018) dans les miels Omanis (80 a 83,6 %), inférieurs aux
résultats de Ayad et al. (2021) dans les miels Algériens (81 a 84,5 %) et supérieurs a ceux
enregistrés par Moniruzzaman el al. (2013) dans les miels Malaisiens (55 a 64,9 %). Selon
les résultats obtenus, les origines botanique et géographique s’aveérent des facteurs importants
qui influencent la teneur en sucres des miels (Otmani et al., 2021).

Le test ANOVA du degré de brix des miels étudiés révele un seul groupe homogéne
qui contient les miels locaux (M1, M2 et M3) avec le miel de I’'importation (M6). Par contre,
les autres echantillons possédent des brix qui sont significativement différents. La variabilité
des brix des six échantillons analysés pourraient s’expliquer par la différence de 1’origine
botanique des plantes sur lesquelles le miellat et/ou le nectar est prélevé, I’environnement, le

climat et les conditions de stockage du miel (Ouchemoukh et al., 2007).
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11.2. Humidité

L’humidité est un paramétre d’évaluation du degré de maturité et la durée de vie de
miel. Elle conditionne la cristallisation si son taux est faible. Cependant, une teneur supérieure
a 20 % peut provoquer une croissance microbienne ce qui conduit a la fermentation du miel
(Doukani et al., 2014 ; Majewska et al., 2019 ; Choi et Nam, 2020).

L’humidité des échantillons de miels analysés varie de 14,8 (M1) a 17 % (M5)
correspondant a des indices de réfraction de 1,50 (M1) a 1,502 (M5) (figure 09).
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Figure 09 : Humidité des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les résultats obtenus montrent que les six miels analysés présentent une humidité
inférieure a la limite maximale fixée par la Commission Européenne (2002) et le Codex
Alimentaire (2001) qui est de 20 % ce qui indique que les miels analysés sont mdrs et ne
présentent pas un risque de fermentation s’ils sont bien stockés. Les teneurs enregistrées sont
supérieures de celles rapportées par Ayad et al. (2021) (13,21 et 16,44 %) et sont similaires a
celles obtenues par Otmani et al. (2021) (14 et 15 %) dans les miels Algériens. Le miel M5
posséde I’humidité la plus élevée (17 %) et ne présente aucune différence significative (p <
0,05) avec celle des miels locaux M3 et M4. Par conséquent, ils forment un groupe
homogéne pour ce parametre.

L’humidité du miel est liée principalement a I’humidité du nectar et/ou du miellat, a la
force de la colonie d’abeille, aux conditions climatiques, a I’humidité relative dans la zone de

récolte et aux conditions de transformation et de stockage du miel (Majewska et al., 2019).
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11.3. pH
Selon Bogdanov et al. (1999), la plupart des miels ont un potentiel d’hydrogene (pH)

relativement acide. Il varie de 3,5 a 4,5 pour les miels de nectar et de 4,5 a 5,5 pour les miels
de miellat. Les valeurs de pH des miels étudiés varient de 4,02 (Fabaceae M1) a 4,52
(Fabaceae M3) (figure 10).
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Figure 10 : pH des miels analyseés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + I’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les résultats obtenus indiquent que les miels locaux M1, M3 et M4 sont un mélange de
miel de nectar et de miellat (pH > 4,5) et que le miel naturel M2 est d’origine nectar (< 4,5).
Les valeurs enregistrées par les miels analysés sont en accord avec celles de Ayad et al.
(2021) qui varient de 4,26 a 4,43 et elles sont similaires a celles rapportées par Mouhoubi et
al. (2018) (3,97 a 4,5). Le miel Fabaceae M1 présente une différence significative par rapport
aux pH des autres miels. Le test ANOVA indique ’existence de deux groupes homogenes :
M2 et M5 ; M3, M4 et M6. Un groupe homogeéne signifie que les miels du méme groupe ne
présentent aucune différence significative entre eux pour un parameétre donné. Les différents
pH obtenus peuvent s’expliquer par maints facteurs tels que I’origine botanique, le sol,
l'action de la glucose-oxydase ainsi que la composition en acides organiques (acides
gluconique, acétique, benzoique et citrique) et en ions inorganiques (phosphate, chlorure)
(Finola et al., 2007 ; Mbogning et al., 2011 ; Khalil et al., 2012).

11.4. Conductivité électrique

D’aprés le Codex Alimentaire (2001), la conductivité électrique (CE) est un
parameétre de qualité qui permet d'estimer la richesse du miel en minéraux et de différencier
entre les miels de miellat (CE > 0,8 mS/cm) et celui des nectars (CE < 0,8 mS/cm). La

conductivité électrique des miels analysés varie de 0,15 (M6) a 2,3 mS/cm (M3) (figure 11).




Partie 11 Résultats et discussion

3 -
a
S 25 -
=)
=
.21 b
e g I
25 151 c
>
= E I
: 1]
-g d
=] i
O 0.5 e o
0 — [—
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Echantillons de miels

Figure 11 : Conductivité électrique des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + I’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les résultats des miels obtenus pour ce parametre sont supérieurs a ceux des miels de
Jijel (0,29 a 1,13 mS/cm) rapportés par Bouhala et al. (2020) et ceux de Ouchemoukh et al.
(2007) pour les miels Algériens (0,21 a 1,61 mS/cm). La CE du miel Fagaceae (M2) (0,65
mS/cm) est inférieure a 0,8 mS/cm ce qui suggére qu’il provient du nectar. Cependant, la
conductivité électrique obtenue par les miels monofloraux M1, M3 et M4 (1,61 ; 2,30 et 1,16
mS/cm, respectivement) est supérieure a 0,8 mS/cm ce qui signifie qu’ils sont un mélange de
miels de nectar et de miellat.

Le test ANOVA de la conductivité électrique révéle un seul groupe homogene qui
correspond aux miels de commerce (M5 et M6). Ces derniers présentent la conductivité la
moins élevée par rapport a celle des autres miels.

Les différentes conductivités électriques des miels étudiés pourraient s’expliquer par la
variabilité de leur composition chimique en substances ionisables (teneurs en minéraux,

acides organiques, glucides et protéines) (Da Silva et al., 2016).

11.5. Couleur

La couleur des miels est un caractere physique indiquant la présence de pigments tels que
les flavonoides et les caroténoides (Moniruzzaman et al., 2013). Les résultats de couleur des
miels analysés enregistrent des intensités allant de 0,15 jusqu’a 0,98 DO pour le miel

d’importation M6 et le miel local M4, respectivement (Figure 12).
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Figure 12 : Couleur des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes. DO : densité optique.

Les valeurs obtenues sont différentes de celles rapportées par Imtara et al. (2018) pour
les miels Palestiniens qui sont caractérisés par une couleur relativement claire (0,07 et 0,23
DO) et par Ayad et al. (2021) pour les miels Algériens (0,27 et 0,81 DO) d’une couleur qui
varie entre le jaune clair et le marron. L’analyse statistique indique une différence
significative de couleur entre les six échantillons de miel (p < 0,05). Ces différentes couleurs
obtenues peuvent étre expliquées par la variabilité de la composition chimique pour chaque
miel (teneur en minéraux, en flavonoides et en caroténoides) (Berreta et al., 2005 ;

Moniruzzaman et al., 2013).

La couleur des échantillons oscille du jaune clair (M1 de Ouzellaguen, Bejaia) jusqu’au
marron tres foncé (M4 de Gouraya, Bejaia) et cela dépend de leur composition en composés
phénoliques, en caroténoides et en cendres ainsi que la température de stockage et la lumiére
(Moniruzzaman et al., 2013). La couleur la plus élevée est enregistrée par le miel Fagaceae
de Gouraya (M4) (0,98 DO) et par le miel de Turquie (M5) (0,32 DO) ; I’intensité la plus
faible est obtenue par I’échantillon Fagaceae de Yakouren (M2) (0,42 DO) et par le miel de
I’ Arabie Saoudite (M6) (0,15 DO). Ce parametre représente un indicateur de la richesse des
miels locaux M3 et M4 en acides phénoliques, flavonoides, caroténoides (caroténes,
xanthophylles), minéraux (fer, cuivre) et en acides aminés (tyrosine, tryptophane). En effet,
Petretto et al. (2017) ont démontré que plus un miel est de couleur foncée, meilleure est sa

composition chimique.
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11.6. Teneur en HMF

L’hydroxyméthylfurfural est un produit de déshydratation des monosaccharides.
D’aprés Sajid et al. (2020), il est utilisé pour évaluer la fraicheur ou le sur-chauffage du miel
et sa teneur ne doit pas dépasser 40 mg/kg (Turhan et al., 2008). Le taux d’HMF des
différents miels varie de 8,09 (M5) a 51 mg/kg (M6) (Figure 13).
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Figure 13: Teneur en HMF des miels analyseés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

L’intervalle des résultats obtenus est différent de celui enregistré par Amessis-
Ouchemoukh et al. (2021) (1 a 34 mg/kg) et il est supérieur aux résultats des miels de Jijel (2
a 9 mg/kg) rapportés par Bouhala et al. (2020). Les miels M2, M3, M4 et M5 possédent une
teneur en HMF qui ne dépassent pas 20 mg/kg. Par conséquent, ils sont frais (non exposés a
des températures élevées). Cependant, les miels M1 et M6 présentent un taux d’HMF qui
passe au-dela de la limite tolérée (> 40 mg/kg). Cette élévation peut s’expliquer par un
chauffage excessif afin d’éviter la cristallisation pour le miel M6. Par contre, les mauvaises
conditions de stockage peuvent étre a ’origine de la concentration élevée en HMF pour le
miel M1. Pour le miel de commerce M5, sa faible teneur en HMF peut s’expliquer par sa
faible concentration en monosaccharides. L’analyse statistique montre deux groupes
homogenes (M1 et M6 ; M4 et M5) pour ce parametre qui différent significativement des
autres miels analyses.

La variabilit¢ de la concentration de I’HMF dépend de I’augmentation de la

température du stockage et le profil glucidique (Mouhoubi et al., 2018 ; Molina et al., 2020).

I1.7. Teneur en proline
La proline est I’acide aminé libre majoritaire du miel et du pollen et il représente un

indicateur de conformité.
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En effet, les normes internationales fixent le taux de la proline a un seuil minimal de 183
mg/kg et toute teneur inférieure a cette valeur renseigne généralement sur une immaturité
(récolte precoce) ou une falsification (Meda et al., 2005). Le taux de la proline des
échantillons de miels locaux varie de 321,46 (M2) a 802,28 mg/kg (M3) (Figure 14), ce qui

prouve qu’ils sont authentiques et mares.
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Figure 14 : Teneur en proline des miels analyses.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les résultats obtenus montrent que les miels Fabaceae (M1, M3) et Fagaceae (M2, M4)
ont des taux de proline supérieurs a la limite minimale fixée par le Codex Alimentaire (2001)
ce qui confirme la maturité de ces miels. Cependant, les miels d’importation M5 et M6
présentent un taux nul en cet acide aminé ce qui prouve qu’ils ont subi une falsification suite a
I’ajout de sucre a ces miels. Par ordre décroissant, les teneurs des miels en proline sont
comme suit : M3 > M1 > M4 > M2 (p < 0,05). M2 > M5 = M6.

Les valeurs obtenues de proline sont supérieures a celles rapportées par Boussaid et al.
(2018) (59 & 102 mg/kg) sur les miels Tunisiens et de Ouchemoukh et al. (2007) sur les
miels de la région de Bejaia (202 a 680 mg/kg). Les miels M1, M2, M3 et M4 présentent tous
une différence significative concernant la concentration en cet acide aminé due probablement
a la force de la colonie d'abeilles (plus il y a le phénoméne de trophallaxie, plus le miel est

enrichie en proline).

11.8. Teneur en protéines

Les protéines et les acides aminés sont présents en petites quantités dans le miel a
environ 0,26 % (Ouchemoukh et al., 2007). Selon le codex alimentaire (2001), la teneur en
protéines varie de 0,2 a 0,4 mg/100 g pour les miels de nectar et de 0,4 a 0,7 mg/100 g pour

les miels de miellat.
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La teneur en protéines des miels étudiés varie de 3,83 (miel de commerce M6) a 491
mg EBSA/100 g (miel local M1) (Figure 15). Les protéines du miel sont généralement des
peptones, albumines et globulines (Bonte et Desmouliére, 2013).
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Figure 15 : Teneur en protéines des miels analyses.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux rapportés par Otmani et al. (2021) et
Amessis-Ouchemoukh et al. (2021) dans les miels Algériens (46 a 134 mg EBSA/100 g et
35 a 137 mg EBSA/100 g, respectivement). Cependant, les valeurs observées sont proches a
celles démontrées par Milek et al. (2021) dans des miels Polonais locaux et ceux importés (10
a 475 mg EBSA/100 g).

Les miels d’importation (M5 et M6) ne présentent pas de différence significative dans
leur teneur en protéines et forment un groupe homogene. Le miel Fabaceae M1 présente le
taux le plus élevé en protéines qui differe significativement de celle des autres échantillons
locaux. Ceci peut étre expliqué par la présence d’une forte concentration en pollen dans ce
miel et par I’ajout de secrétions salivaires des abeilles qui ont synthétisées ce miel.

En effet, les protéines ont deux origines : I’une animale (Sécrétions salivaires d’abeilles) et
I’autre végétale (fleurs butinées) (Dasilva et al., 2016).

D’aprés les recherches faites par Moniruzzaman et al. (2013), les différentes
concentrations en protéines des miels analysés sont dues aux origines botanique et
géographique, aux conditions et temps de stockage, a la quantité de grains de pollens présente
dans le miel ainsi qu’a la présence d‘enzymes ajoutées par les abeilles au cours de la
production de miel (amylase, gluco-invertase, catalase, glucose-oxydase, phosphatase).

L’activité enzymatique du miel est utilisée comme indicateur de chauffage (Lequet, 2010).

33



Partie 11 Résultats et discussion

I11. Taux des antioxydants du miel
I11.1. Polyphénols

Les polyphénols sont les principaux composants responsables de [’activité
antioxydante du miel (Bueno-Costa et al., 2016). Les résultats obtenus montrent que les
concentrations en polyphénols des miels analysés varient de 56 (M6) a 248 mg EAG/100 g
(M4) (Figure 16).
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Figure 16 : Teneur en polyphénols des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les résultats obtenus sont plus élevés par rapport a ceux rapportés par Can et al.
(2015) dans les miels de Turquie (16 a 120 mg EAG/100 g). Cependant, des valeurs plus
élevées sont rapportées par Ouchemoukh et al. (2017) dans les miels Algériens (90 a 318 mg
EAG/100 g).

En effet, un miel foncé posséde une teneur importante en composes phénoliques
(Meda et al., 2005) et cela explique la richesse des miels M3 et M4 en ces composés (211 et
248 mg EAG/100 g, respectivement). Les acides 4-hydroxybenzoique, gallique, gentisque,
vanillique, syringique, benzoique et caféique pourraient étre des composants de ces miels. En
effet, Ouchemoukh et al. (2017) et Otmani et al. (2021) ont identifié ces acides phénoliques
dans 35 et 26 échantillons de miels Algériens, respectivement. Les miels importés M5 et M6
enregistrent le taux le plus faible en ces composés (76 et 56 mg EAG/100 g, respectivement).

La couleur marron de ces miels peut étre due a leur chauffage.

Selon Nabas et al. (2014) et Rodriguez-Flores et al. (2015), la variabilité en phénols
totaux des miels analysés dépend de la composition chimique en pollen de chaque miel, de la

source florale, du climat, de la santé de la plante et des facteurs environnementaux.
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111.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composes a faible poids moléculaire présents dans le miel et
ils représentent jusqu'a 50 % des polyphénols (Wali et al., 2020). Les résultats enregistrés
pour la teneur en flavonoides des échantillons de miel indiquent un intervalle allant de 47
(M6) a 74 (M2) mg EQ / 100 g (Figure 17).
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Figure 17 : Teneur en flavonoides des miels analyses.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes

Les miels M2, M3 et M5 possédent la teneur la plus élevée en flavonoides et forment
un groupe homogene qui differe significativement par rapport a celle des autres miels. Le
miel M6 en possede la valeur la plus basse. Ces résultats obtenus sont plus elevés par rapport
a ceux rapportes par Ayad et al. (2021) et Otmani et al. (2021) sur les miels Algériens (7 a
20 mg EC /100 g ; 3 a 28 mg EQ/100 g, respectivement).

La variabilité des concentrations en flavonoides des miels tels que les flavonols
(quercétine, kaemferol, isorhmmetine), les flavones (galangine, chrisine,...), les flavonones
(isosakurametine, pinobanksin,...) et les isoflavonones (génistéine et diadzéine) dépend
principalement de ses origines florale et géographique (Sousa et al., 2016 ; Tahir et al.,
2017). En effet, Ouchemoukh et al. (2017) ont identifié ces flavonoides dans des miels
Algériens. Par conséquent, les miels locaux analysés pourraient avoir certains de ces

flavonoides dans leur composition chimique.
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V. Activité antioxydante du miel
IV.1. Activité anti-radicalaire par le DPPH
Le radical DPPH est utilis¢ pour 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante du

miel. Les six échantillons analysés ont démontré un pourcentage de réduction de DPPH qui
varie de 50 (M6) a 76 % (M5) (Figure 18).
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Figure 18 : Pourcentage de réduction du radical DPPH par les miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Cet intervalle de valeurs est proche de celui obtenu par Wilczynska (2014) sur les miels de la
Pologne (47 a 83 %) et supérieur a celui rapporté par Sousa et al. (2016) (11 a 46 %) dans les
miels Brésiliens.

Le pouvoir inhibiteur du radical DPPH" présenté par le miel Fagaceae marron foncé
M4 est de 65 % cela est d0 peut étre a la présence d’antioxydants ayant un fort pouvoir
réducteur tels que les composés phénoliques, les vitamines, les enzymes ainsi que le cuivre et
le fer qui agissent comme des piégeurs de radicaux libres. Cependant, les miels d’importation
M5 et M6 expriment un pourcentage d’inhibition de 76 et 50 %, respectivement. Ils
pourraient avoir d’autres substances dotées de cette activité biologique.

La réduction du DPPH est liée au pouvoir des différents antioxydants a donner des
atomes d'hydrogene et a stabiliser les radicaux phénoxyles résultants (Alisi, 2012 ; Lewoyehu
et Amare, 2019).

Les échantillons analysés expriment des différences significatives pour ce parameétre a
I’exception des miels M1 et M6 qui forment un groupe homogene. Selon les travaux d’El-
Seedi et al. (2012) et Tahir et al. (2017), les variations du pouvoir anti-radicalaire par le
DPPH des miels dépendent de 1’origine botanique, de la quantité du pollen ainsi que des
concentrations élevées en acides hydroxycinnamiques tels que les acides caféique, férulique,

sinapique, p-coumarique et cinnamique.
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Ces acides montrent les meilleurs pourcentages d’inhibition du radical DPPH" grace a la
présence des groupes -CH=CH-COOH. Ces derniers sont responsables de la grande capacité
de don d’atome d’hydrogene et de la stabilisation ultérieure des radicaux. Par conséquent, les

miels M4 et M3 pourraient avoir ces acides.

IV.2. Activité anti-radicalaire par ’ABTS

Le potentiel d’inhibition d’ABTS des différents échantillons de miels étudiés oscille
de 2 (M6) a 48 % (M3) (Figure 19). Ces résultats sont proches a ceux de Wilczynska (2014)
dans les miels de Pologne (2 a 31 %). En revanche, ils sont inférieurs aux résultats d’Otmani
et al. (2021) dans les miels Algériens (8 a 75 %).
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Figure 19 : Pourcentage de réduction du radical ABTS par les miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

L’échantillon Fabaceae M3 et d’importation M5 montrent I’activité anti-radicalaire la
plus élevée avec des valeurs de 48 et 29 %, respectivement. Cependant, le miel M6 enregistre
le potentiel antioxydant le plus faible (2 %). L’analyse statistique indique la présence d’un
seul groupe homogene dans ce parameétre (M2 et M4) et qui différe significativement du reste
des échantillons. La variabilité des résultats obtenus peut étre expliquée par la source florale
et le profil qualitatif et quantitatif des phénols présents dans chaque miel.

L’activité anti-radicalaire du miel dépend généralement de la teneur et de la structure
moléculaire des polyphénols (acides cinnamique, phénylacétique, protocatéchuique...). Le
nombre et la position des groupes hydroxyles dans ces composés sont également importants
dans la neutralisation des radicaux libres (El-Seedi et al., 2012 ; Kolayli, 2016).

Le potentiel anti-radicalaire du miel est attribué a la présence de plusieurs
antioxydants tels que les flavonoides, les vitamines (acide ascorbique, a-tocophérol), les

caroténoides et les enzymes (catalase, glucose oxydase).
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La quantité et le type de ces antioxydants dépendent essentiellement de la source

florale du miel (Al-Mamary et al., 2002 ; Khalil et al., 2012).

IV.3. Pouvoir réducteur

Les échantillons de miels analysés enregistrent une activité réductrice qui varie de 124
(M6) jusqu’a 412 (M3) mg EAG/100 g (Figure 20). Ils possedent des composants
(polyphénols, vitamines, caroténoides...) qui ceédent leurs électrons et s’oxydent afin de

réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?") (Ouchemoukh, 2012).
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Figure 20 : Pouvoir réducteur des miels analyses.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les miels Fabaceae de Yakouren M3 (412 mg EAG/100 g) et d’Ouzellaguen M1 (339
mg EAG/100 g.) enregistrent le meilleur pouvoir réducteur. En revanche, les échantillons de
I’importation M5 et M6 montrent la plus faible capacité réductrice (171 et 124 mg EAG/100
g, respectivement). Ces résultats obtenus sont supérieurs a ceux de Canadanovic-Brunet et
al. (2014) (39 a 120 mg EAG/100 g) et ceux de Ouchemoukh (2012) (0,17 a 0,71 mg
EAG/100 g).

Les valeurs enregistrées pour ce pouvoir montrent 1’absence de groupes homogenes
avec une différence significative entre les miels analysés liée probablement a leur
composition quantitative et qualitative distincte en acides phénoliques, en flavonoides, en
vitamine (C, E) et en caroténoides. Cependant, le pouvoir réducteur des miels d’importation
M5 et M6 peut étre expliqué par 1’ajout d’antioxydants synthétiques lors de la fabrication de

ces miels.

IV.4. Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
Le test FRAP permet d’évaluer la capacité réductrice du fer ferrique (Fe®*) en fer
ferreux (Fe?*) par les antioxydants enzymatiques (catalase, glucose oxydase et peroxydase) et

non enzymatiques (acides ascorbique, caroténoides et polyphénols) du miel.
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D’aprés I’histogramme illustré dans la figure 21, tous les miels analysés montrent une
capacité réductrice du fer avec des valeurs qui varient considerablement entre les échantillons.
Le miel Fabaceae M3 présente la capacité réductrice la plus importante (332 mg EAG/100 g)
qui s’explique par sa richesse en composés antioxydants (acides phénoliques et flavonoides).
Cependant, le miel de I’Arabie saoudite M6 possede la plus faible activité réductrice du fer

(28 mg EAG/100 g) ce qui confirme sa pauvreté en composés antioxydants.
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Figure 21 : Test FRAP des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + 1’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.
Les valeurs obtenues sont supérieures a celles rapportées par Otmani et al. (2021)
dans les miels Algériens (9 a 257 mg EAG/100 g) et par Doukani et al. (2014) (8 a 240 mg
EAG/100 g). Le test ANOVA pour cette activité révele un seul groupe homogene (M1 et M4)

qui présente une différence significative par rapport aux autres échantillons.

IV.5. Test a la ferrozine

L’un des mécanismes secondaires importants pour estimer I’activité antioxydante d’un
composé est la capacité a chélater les métaux de transition (Dastmalchi et al., 2008). Des
études récentes ont démontré que certains métaux de transition en particulier le Fe?* et le Cu®*
sont impliqués dans les maladies cardiovasculaires, Alzheimer, Parkinson et Wilson ainsi que
le stress oxydatif (Santos et al., 2017).

A la premiére vue de I’histogramme illustré de la figure 22, tous les miels analysés
montrent une activité chélatrice de fer indiquant que la formation du complexe Fe®*-ferrozine

n’est pas compléte. Les pouvoirs chélateurs de fer sont compris entre 27 (M3) et 41 % (M4).
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Figure 22 : Test a la ferrozine des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type. Les barres verticales représentent les écarts

types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Ces résultats sont plus proches a ceux obtenus par Temizer et al. (2018) (36 a 37 %).
Cependant, ils sont inférieurs a ceux obtenus par Tahir et al. (2017) (52 a 88 %). Les miels
de commerce (M5 et M6) présentent la méme activité chélatrice de fer (39 %) qui s’explique
par leur enrichissement en composés chélateurs tels que les acides phénoliques, les
flavonoides, les vitamines. ..

Les analyses des échantillons de miels faites par le test ANOVA révelent un seul
groupe homogene M5 et M6 qui se différencie significativement avec les autres échantillons.
La variabilité du pouvoir chélateur des miels analysés reflete la nature distincte des composés
chélateurs présents ainsi que leur affinité différente pour le fer, en concurrence avec la
ferrozine.

Parmi les composés phénoliques du miel connus pour leur pouvoir chélateur, il y a les
acides férulique et caféique, la quercetine, le kampférol et la naringénine (Zdunska et al.,
2018). Plusieurs études ont rapporté que les composés phénoliques sont capables de
complexer et de stabiliser les ions métalliques de transition, ce qui est probablement di au fort

caractere nucléophile de leurs cycles aromatiques (Amessis-Ouchemoukh, 2021).

IV.6. Test CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity Assay)

Les résultats du pouvoir réducteur du cuivre des échantillons de miels analysés varient
de 0,021 (M6) a 56 mg EAG/100 g (M3) (Figure 23).
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Figure 23 : Test CUPRAC des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + I’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Ces valeurs obtenues sont proches a celles rapportées par Ayad et al. (2021) dans les miels de
Jijel (12 a 49 mg TR/100 g) mais sont différentes de celles rapportées par Ulusoy et al. (2010)
sur neuf échantillons de Turquie (12 a 53 mg TR/100 g). Le miel Fagaceae M2 presente la
plus faible capacité réductrice du cuivre des miels monofloraux (28 mg EAG/100 g) cela est
peut étre justifié par sa faible teneur en composés phénoliques. Le miel de Turquie M5
présente une valeur moyenne qui s’explique par une falsification ou par un enrichissement en
minéraux, essentiellement en cuivre. Cependant, le miel d’importation M6 n’a aucun pouvoir

réducteur du cuivre ce qui confirme sa falsification.

Le test ANOVA indique I’existence du groupe homogeéne (M1 et M5) qui présente une
différence significative par rapport aux autres échantillons de miels analyses. La différence de
pouvoir réducteur de cuivre de chaque miel dépend de leur composition en sels minéraux et

en composés phénoliques (flavonoides, acides phénoliques) ainsi que de I’origine florale.

IV.7. Test de réduction au phosphomolybdate

Le test de réduction au phosphomolybdate d’ammonium est un indicateur du
pouvoir antioxydant exercé par les composés phénoliques du miel. Les six échantillons de
miels analysés possédent une capacité réductrice du Molybdate (V1) en Molybdate (V) qui
oscille de 51 a 90 mg EAG / 100 g, enregistrés respectivement par les échantillons Fabaceae
de Yakouren (M3) et de Ouzellaguen (M1). Par ordre décroissant, les résultats de réduction au
phosphomolybdate sont comme suit : M1> M6> M5> M2> M4> M3 (p < 0,05) (figure 24).
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Figure 24 : Réduction du phosphomolybdate par les miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Ces résultats sont proches a I’intervalle rapporté par Tornuk et al. (2013) (59 a 81 mg EAA/
g) mais ils sont inférieurs a celui obtenu par Ayad et al. (2021) (87 a 104 mg EAG/ g) dans
les miels Algériens et par Imtara et al. (2018) (87 a 102 mg EAA/ g) dans les miels

Palestiniens.

Les résultats de 1’histogramme montrent que le miel Fabaceae M1 de Ouzelanguen
(90 mg EAG/100 g) et celui de I’Arabie saoudite M6 (86 mg EAG/100 g) présentent la
capacité reductrice la plus importante. Par contre, les miels M3 de Yakouren (51 mg
EAG/100 g) et M4 de Gouraya (67 mg EAG/100 g) montrent la capacité réductrice la plus
faible. L’analyse statistique révele 1’absence de groupes homogénes avec une différence
significative entre tous les échantillons étudiés. Cette variabilité de résultats peut s’expliquer

par la composition chimique différente en composés phénoliques.

V. Activité anti-inflammatoire du miel
La dénaturation des protéines telles que la BSA (Albumine de sérum bovin) est un

phénomeéne qui se produit lors de I’inflammation et I’inhibition de cette dénaturation induite
par la chaleur fait partic du mode d’action anti-inflammatoire du miel (Otmani et al., 2021).
Le tableau suivant illustre les pourcentages d’inhibition de la dénaturation de la BSA en

fonction des différentes concentrations des miels analyses.
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Tableau 111 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA par les échantillons de miels.
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont
pas statistiquement différentes.

% d’inhibition par

concentration de miel 0,5 mg /ml Lmg /ml 2:mg /ml
M1 70,63 +0,8" 58,59 * 1,39° 55,81 + 1,39°
M2 56,27 + 0,8° 47,94 + 1,6° 48,87 + 1,39°
M3 69,24 + 1,6° 67,39 0,8 59,98 + 0,00°
M4 79,42 £ 0,0° 73,40 0,8 66,00 + 0,8
M5 59,14 + 1,39° 49,70 + 1,39° 37,20 + 1,39°
M6 38,03 + 1,39 23,87 +2,41° 11,09 2,41

Les résultats obtenus montrent que tous les échantillons analysés ont une capacité
inhibitrice de la dénaturation de la BSA qui varie de 11 a 79 % avec un maximum d’activité a
la concentration 0,5 mg/ml. Ces résultats rentrent dans I’intervalle de Zaidi et al. (2019) pour
les miels Algériens (2 a 85 %). Le miel marron foncé M4 présente 1’activité la plus élevée par
rapport a celle des autres échantillons. Cette activité importante est due peut étre a la richesse
de ce miel en acides phénoliques et flavonoides qui possedent la capacité a reduire la
formation des radicaux libres. En revanche, la plus faible activité protectrice de la BSA est
enregistrée par le miel d’importation M6 aux concentrations 0,5; 1 et 2 mg/ml avec un
pourcentage d’inhibition de 38, 23 et 11 %, respectivement. L’activité inhibitrice des miels de
commerce peut s’expliquer par leurs enrichissements en antioxydants synthétiques. L’analyse
statistique révele deux groupes homogenes M1 et M3 a la concentration 0,5 mg/ml et M2 et
M5 a la concentration 1 mg/ml.

D’apres les études effectuées par Takzaree et al. (2016) et Kamruzzaman et al.
(2019), les composes phenoliques du miel, en grande partie, sont responsables de I’activité
anti-inflammatoire par la diminution de I’expression des médiateurs inflammatoires (TNF-a,
NO, IL-4 et IL-13) via I’acide ellagique tandis que 1’acide syringique module la prolifération
des cellules inflammatoires (neutrophiles, macrophages et lymphocytes).

Selon Kassim et al. (2010), le miel entraine une diminution significative de deux
médiateurs de I’inflammation (la COX-2 et le TNF-&), ceci en bloguant la translocation du
NF-kB dans le noyau réduisant ainsi la concentration des prostaglandines E, (PGE,), des
prostaglandines F,, (PGF,,) et des thromboxanes B, responsables des symptémes de
I’inflammation.

La variabilité¢ de I’activité protectrice de la BSA par les miels peut s’expliquer par des

teneurs distinctes en composés bioactifs tels que les flavonoides et les acides phénoliques.
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Ces derniers sont capables d’interagir avec les difféerents sites de la BSA ce qui empéche sa
dénaturation (Liu et al., 2013 ; Zaidi, 2019).

VI. Activité anti-brunissement enzymatique du miel

L’activité anti-brunissement enzymatique est réalisée uniquement avec les vrais miels
(M1, M2, M3 et M4) puisque les miels d’importation M5 et M6 sont falsifiés. Les résultats de
I’activité anti-PPO (anti-polyphénol oxydase) des miels monofloraux testés sur des tranches
de pomme varient de 30 (M4) a 41 UB (unité de brunissement) (M1) apres incubation a 30 °C

comme le montre la figure 25.
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Figure 25 : Unité de brunissement des tranches de pommes traitées par des solutions de miels
(10 %) a 30 °C.

Les valeurs obtenues montrent que le miel marron foncé M4 posséde 1'unité de
brunissement la plus basse avec la meilleure capacité inhibitrice de I’enzyme PPO (11 apres
30 min & 47 UB aprés 72 h), suivi des miels marron clair M3 et jaune foncé M2 (17 et 30 UB
apres 30 min jusqu’a 48 et 47 UB aprés 72 h, respectivement). Le miel jaune clair M1
enregistre le plus faible pouvoir anti-brunissement avec I’unité la plus ¢levée (31 aprés 30 min
a 51 UB apreés 72 h). En revanche, le témoin posséde la plus grande unité de brunissement par

rapport aux miels analysés (36 & 30 min jusqu’a 54 UB a 72 h).

L’intervalle de D’activité anti-brunissement enzymatique a 4 °C des quatre miels
naturels est de 23 (M4) jusqu’a 34 UB (M1).
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Les résultats obtenus (Figure 26) indiquent que le miel Fagaceae (M4) de Gouraya a la plus

grande inhibition de 1’enzyme PPO (10 aprés 30 min jusqu’a 36 apres 72 h). En second ordre,

les miels de Yakouren Fabaceae (M3) et Fagaceae (M2) avec des unités de brunissement

proches (13 et 12 UB aprés 30 min & 42 et 41 apres 72 h, respectivement) alors que le pouvoir

inhibiteur du brunissement le plus faible est observé par le miel Fabaceae (M1) (22 a 30 min
jusqu’a 45 UB a 72 h). Les valeurs du temoin oscillent de 23 a 30 minet 49 UB a 72 h.
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Figure 26 : Unité de brunissement des tranches de pommes traitées par des solutions de miels

Les figures 27 et 28

(10 %) a4 °C.

représentent le suivi temporel de 1’évolution du brunissement

enzymatique des tranches de pomme traitées par les solutions de miels M2 et M4 (10 %) & 30

etad°C.
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Moisissures

Figure 27 : Photographies de 1’activité anti-brunissement enzymatique du miel M2 a 30 et a 4 °C.
Couler marron : brunissement enzymatique. Témoin : tranche de pomme sans traitement.
Chaque 4 tranches de pomme sont traitées avec une solution de miel a 10 % puis incubées a 30 ou a 4 °C.
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Figure 28 : Photographies de 1’activité anti-brunissement enzymatique du miel M4 2 30 et 4 4 °C.
Couler marron : brunissement enzymatique. Témoin : tranche de pomme sans traitement.
Chaque 4 tranches de pomme sont traitées avec une solution de miel a 10 % puis incubées a 30 ou a 4 °C.
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Dans la figure 27, le brunissement enzymatique (couleur marron des tranches de
pommes) est nettement clair au bout de 16 h jusqu’a 48 h d’incubation a une température de
30 °C. A 72 h d’incubation, il y a apparition de moisissures sur la tranche de pomme témoin
(tranche de pomme a droite) par rapport aux tranches de pomme imbibées de miel M2.
Cependant, le brunissement enzymatique apparait aprés 24 h d’incubation a 4 °C. La courbe

du miel M2 concernant cette activité est proche de celle du témoin.

La figure 28 montre bien que le miel M4 possede la meilleure activité anti-
brunissement enzymatique puisque 1’apparition nette de la couleur brune des tranches de
pommes est remarquable au bout de 48 h jusqu’a 72 h d’incubation a 30 °C. En revanche, le
brunissement enzymatique des tranches de pommes traitées a 4 °C est non détectable au bout
de 72 h d’incubation. La courbe du miel M4 pour cette activité n'est pas trés proche de celle

du témoin.

La capacité anti-brunissement enzymatique du miel est due a sa teneur en composés
phénoliques ce qui explique la meilleure activité inhibitrice de PPO pour les miels M4 et M3
possédant les taux les plus élevés en polyphénols. Egalement, la différence de concentration
du peptide 600 Da d’un miel a autre peut jouer un role dans le ralentissement du brunissement
enzymatique par la formation d’un complexe stable entre le cuivre de ’enzyme PPO et le
peptide (Oszmianski et Lee, 1990).

L’effet de la température est impliqué également dans cette activité, la combinaison
miel-basse température montre une activité anti-PPO plus grande par rapport a la
combinaison miel-température élevée. Cette étude confirme les résultats antérieurs de Jeon et
Zhao (2005) sur des tranches de pommes traitées d’une solution de miel poly-floral (10 %) et
stockées sous vide a 3 °C. Les résultats obtenus indiquent des valeurs en unité de
brunissement (UB) supérieures a celles rapportées par Chen et al. (2000) dans 6 miels poly-
floraux avec un intervalle de 21 a 25 UB. Des photographies de 1’effet anti-brunissement
enzymatique des deux miels restants (M1 et M3) sur les tranches de pommes testées sont

données dans 1’annexe 3.

VII. Corrélations
VI1.1. Corrélations entre les paramétres physico-chimiques, les antioxydants et I’activité
antioxydante

La couleur présente une corrélation tres hautement significative avec la conductivité

électrique (r = 0,92) et le taux des polyphénols (r = 0,92). Ces résultats sont similaires a ceux

rapportés par Zaidi et al. (2019).
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Elle présente aussi une corrélation hautement significative avec le taux des protéines (r =
0,65) et les activités antioxydantes suivantes : tests CUPRAC, FRAP et phosphomolybdate (r
=0,65; r=0,63; r = 0,65, respectivement). Ces résultats obtenus sont en accord a ceux
enregistrés par Ayad et al. (2021). Les polyphénols possedent une corrélation tres hautement
significative avec la conductivité électrique (r = 0,81) et une corrélation significative avec le
taux des protéines (r = 0,55). Le test CUPRAC révele une corrélation tres hautement
significative avec les tests FRAP, pouvoir réducteur et ABTS (r = 0,84 ;r =0,84 et r = 0,91,
respectivement). La conductivité électrique manifeste une corrélation trés hautement
significative avec le test ABTS (r = 0,77) (tableau IV). Aussi, les résultats de cette activité
antioxydante présente une correlation significative avec le taux en flavonoides des miels
analysés. Les miels M3 et M4 de couleur foncée présentent les teneurs les plus élevées en
polyphénols et flavonoides, les meilleurs paramétres physico-chimiques (pH, conductivité
électrique, humidité,...) et activité antioxydante (test ABTS, pouvoir réducteur, FRAP,
ferrozine et CUPRAC).

VI1.2. Corrélations entre la couleur, les antioxydants et les activités antioxydante et anti-
inflammatoire
La matrice de corrélation (Tableau V) révéle une corrélation significative entre la

teneur en proline des miels analysés et I’activité anti-inflammatoire a 0,5 mg/ml avec un
coefficient de 0,84 qui differe de celui obtenu par Zaidi et al. (2019). Cette relation est
justifiée par le pouvoir anti-radicalaire de la proline ce qui conféere au miel son activité anti-
inflammatoire (Takzaree et al., 2016). Egalement, cette matrice indique un lien entre
I’activité anti-inflammatoire (1 mg/ml) et le test ABTS (r = 0,50). Les résultats montrent une
relation significative entre ’activité anti-inflammatoire a 1 mg/ml avec le test DPPH (0,51) et
entre D’activité inhibitrice de la dénaturation de la BSA (0,5 et 1 mg/ml) avec le test a la
ferrozine (0,49 et 0,51, respectivement). Des corrélations trés hautement significatives sont
observées entre le DPPH et D’activité protectrice de la BSA a de 0,5 mg/ml (r= 0,7).
Parall¢lement, une corrélation significative est démontrée entre 1’activité anti-inflammatoire a
2 et 1 mg/ml d’une part et entre 1’activité anti-inflammatoire a 1 et 0,5 mg/ml d’autre part
avec des coefficients de corrélations de 0,86 et 0,74, respectivement. En effet, le miel M4
présente la meilleure activité chélatrice du fer (ferrozine) et enregistre 1’activité anti-

inflammatoire la plus grande aux différentes concentrations (0,5 ; 1 et 2 mg/ml).
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Tableau IV : Matrice de corrélations entre les paramétres physicochimiques, les antioxydants et I’activité antioxydante.

HMF

1,00
0,35
0,36
0,20
0,27
0,03
0,64
0,17
0,18
0,59
0,61

0,74

0,20

0,21
0,45
0,37

0,03

Chiffre de couleur rouge : corrélation. ***: Corrélation tres hautement significative. **: Corrélation tres significative. *: Corrélation significative.
HMF : Hydroxyméthylfurfural. CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidant Capacity Assay. FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power. Ferro: ferrozine. H: Humidité. CE:
conductivité électrique. P-moly : phosphomolybdate. PR : pouvoir réducteur. DPPH: 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl. ABTS: Acide 2-2-azinobis -3- éthylbenzothiazoline-6-sulfonique.

CUPRAC

0,84 ***
0,58*

0,59 **

0,84 ***

0,50 *

0,91 %**

0,40
0,49*
0,65 **

0,67 **

FRAP | Protéine
1,00
0,56* 1,00
0,54 * 0,66 **
0,11 0,03
0,32 0,02
0,72 *** 0,82%x*
0,01 0,25
0,22 0,04
0,79%** 0,20
0,45 0,27
0,83 *** 0,69 **
0,32 0,39
0,51 0,55 *
0,63** 0,65 **
0,67** 0,84%xx

P : polyphénols. F : flavonoides.

Ferro

0,58*

0,02

0,30

0,22

0,74%**

0,34
0,10
0,39

0,61**

Brix

0,17

H

1,00

0,14
0,15
0,37
0,51 *

0,58*

0,35

0,36
0,20
0,28

0,05

CE

1,00
0,10
0,42
0,42

0,08

0,77***

0,31
0,81%**
0,92%**

0,96%**

pH

1,00

0,65 **

0,19
0,29

0,14

P-molyb

0,60**
0,65 **

0,39

PR

1,00

0,7L%%*

0,75 ***

0,43
0,26
0,34

0,28

DPPH

1,00

0,24

0,04
0,27
0,21

0,01

ABTS

1,00

0,51 *

0,39

0,61 **

0,70 **

1,00
0,03
0,17

0,19

P Couleur
1,00
0,92 1,00
0'79*** 0]90***

50

Proline

1,00



Couleur
Proline
P
F
DPPH
ABTS
PR
FRAP
Ferro
CUPRAC
P-moly
A anti-inf
2 mg/ml
A anti-inf
1 mg/ml

A,anti-inf
0,5 mg/ml

Partie 11

Résultats et discussion

Tableau V : Matrice de corrélation entre la couleur, les antioxydants et les activités antioxydante et anti-inflammatoire.

Couleur
1,00
0,90%**
0,92%**
0,17
0,21
0,61
0,91%**
0,63**
-0,39
0,65**
-0,65**
-0,59
-0,16

-0,27

Chiffre de couleur rouge : corrélation. ***: Corrélation trés hautement significative.

Proline

1,00
0,79***
0,19
-0,01
0,70**
0,96***
0,67**
-0,61**
0,67**
-0,39
-0,12
-0,33

0,49*

1,00
0,03
0,27
0,39
0,81***
0,51
-0,10
0,49
-0,60**
-0,00
-0,02

-0,14

1,00
-0,04
0,51*

0,28
0,32
-0,34
0,40
-0,13

-0,72%**
-0,71%**

-0,30

DPPH

1,00
0,24
0,08

0,45

0,22
0,50*
-0,26
0,27

0,51*

0’7***

ABTS

1,00
0,75***
0,83***
-0,74%**
0,91%**

-0,20
-0,42
-0,50*

-0,25

PR

1,00
0,71%%x
-0,50**
0,75%**
-0,42
0,21
-0,36

-0,41

FRAP

1,00
-0,54*

0,847
0,22
0,25
0,22

0,05

Ferro

1,00
-0,59**
0,01
0,28
0,51*

0,49*

CUPRAC

1,00
-0,29
-0,21
-0,24

-0,01

P-moly

1,00
-0,11
-0,08

0,13

**: Corrélation trés significative. *: Corrélation significative.
P : polyphénols. F : flavonoides. DPPH : 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl. ABTS: Acide 2-2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique. PR : pouvoir réducteur. FRAP: Ferric
Reducing Antioxydant Power. Ferro: ferrozine. CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidant Capacity Assay. P-moly : phosphomolybdate. A.anti-inf : activité anti-inflammatoire

A,anti-inf | A,anti-inf
2 mg/ml 1 mg/mi

1,00
0,86*** 1,00
0,45 0,74%***
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VI1.3. Corrélations entre les antioxydants et les activités antioxydante et anti-
brunissement enzymatique
La matrice de corrélation (tableau VI) montre des corrélations trés hautement

significatives entre D’activité anti-brunissement enzymatique a 48 h et a 72 h avec un
coefficient de corrélation de 0,94. 1l est a noter également des corrélations trés significatives
entre I’activité anti-PPO (24 h), le taux de proline, le pouvoir réducteur et les tests FRAP et
CUPRAC (0,76 ; 0,74 ; 0,74 et 0,75, respectivement). De plus, elle est observée entre
I’activité anti-PPO (48 et 72 h) et le test ABTS avec 0,72 et 0,77, respectivement. Il y a aussi
des corrélations significatives entre 1’activité anti-brunissement & 24 h et les tests a la
ferrozine et ABTS (0,21 ; 0,61, respectivement). En outre, I’activité anti-brunissement
enzymatique a 24 h présente une corrélation significative avec les polyphénols (r = 0,21). En
effet, le miel Fagaceae M4 présente la plus grande teneur en polyphénols et la meilleure
activité anti-PPO qui peut étre expliquée par sa richesse en acides phénoliques tels que les

acides cafféique, féerulique, sinapique et cinnamique ainsi qu’en peptide 600 Da.

52



Partie 11

Résultats et discussion

Tableau VI :
Couleur
Couleur 1,00
Proline 0,74%**
P 0,77%+
F -0,45
DPPH 0,77%*
ABTS 0,49
PR 0,73%+
FRAP 0,66*
Ferro -0,40
CUPRAC 0,74%*
P-moly -0,78**
A.brunT 0,02
A.brun24h 0,40
A.brun48h 0,03
A.brun72h -0,01

Matrice de corrélation entre la couleur, les antioxydants et les activités antioxydante et anti-brunissement enzymatique.

Proline

1,00
0,37

-0,09
0,38
0,82***
0,93***
0,90%**

-0,78%*
0,94%*+
-0,38
0,56
0,76
0,56

0,57

P

1,00

-0,79%*
0,94**
-0,07

0,40
0,30*
0,16
0,37*
-0,60*
-0,40
0,21*
-0,38

-0,40

1,00
-0,72%*
0,23

-0,12
-0,09
-0,30
-0,12
0,24
0,36
-0,14
0,39

0,37

DPPH

1,00
-0,04
0,35
0,29
0,12

0,41
-0,55
-0,36
0,20
-0,38

-0,39

ABTS

1,00
0,78**
0,74%*

-0,90%*
0,83**
-0,23
0,75
0,61*
0,72%*

0,77**

PR

1,00
0,90%**

-0,75%*
0,93**
-0,39
0,53
0,74**
0,54

0,55

FRAP

1,00
-0,81**
0,87**

-0,26

0,63
0,74%*
0,62*

0,62*

Ferro

1,00
-0,79%*
0,19
-0,76
-0,53
-0,72%*

-0,74**

CUPRAC

1,00
-0,36
0,57
0,75**
0,54

0,56

P-moly

1,00
0,38
0,17
0,36

0,39

A.brunT | Abrun24h | A.brun48h | A brun72h

1,00
0,75%** 1,00
0,97*** 0,77** 1,00
0,96*** 0,73** 0,94 *** 1,00

Chiffre en rouge : corrélation. ***: Corrélation trés hautement significative. **: Corrélation trés significative. *: Corrélation significative.
ABTS: Acide 2-2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique. PR : pouvoir réducteur. FRAP: Ferric
Reducing Antioxydant Power. Ferro: ferrozine. CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidant Capacity Assay. P-moly: phosphomolybdate. A. brun T : Activité anti-brunissement

P : polyphénols. F : flavonoides. DPPH: 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl.

enzymatique du témoin. A. brun : Activité anti-brunissement enzymatique des miels.
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VIII. ACP des paramétres physicochimiques, antioxydants, activités
antioxydante et anti-inflammatoire

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode de réduction de
dimension de I’information contenue dans une large base de données en un certain nombre de
variables synthétiques appelées « Composantes principales (CP) ». Elle est utilisée pour
déterminer les similitudes entre les miels analysés ainsi que les relations entre les variables

étudiées dans un espace bidimensionnel (Otmani et al., 2021).

Le cercle de corrélation (Figure 29) montre deux composantes principales CP1 et
CP2 qui représentent 74,58 % de la variation totale et qui sont utilisées dans I’interprétation
des données. La CP1 explique 57,19 % des données et elle représente dans la partie positive
I’HMF tandis que dans la partie négative, il y a la teneur en eau et les activités antioxydantes
(test de DPPH, ABTS, CUPRAC et FRAP) et activité anti-inflammatoire a différentes
concentrations. Cependant, la CP2 explique 17,39 % des données et représente la proline, les
protéines, la conductivité électrique, le pouvoir réducteur, les polyphénols ainsi que la
couleur dans la partie positive ; le pH, le brix et les tests a la ferrozine et phosphomolybdate
dans la partie négative. En outre, cette figure montre qu’il y a une corrélation étroite entre les
plusieurs parameétres (couleur, conductivité électrique, protéines, proline, polyphénols,
flavonoides, activités anti-inflammatoire et antioxydante (tests CUPRAC, pouvoir réducteur,

DPPH, ABTS et FRAP)) car ils sont regroupés dans le cercle de corrélation.

La discrimination par CP1 montre cing groupes d'‘échantillons de miels. Deux
groupes se retrouvent dans la partie gauche de la figure 30 : le premier groupe représente
I’échantillon M3 qui possede la meilleure teneur en proline, conductivité électrique, pouvoir
réducteur et test FRAP le deuxieme groupe contient le miel M4 qui montre une meilleure
activité anti-inflammatoire a (0,5; 1 et 2 mg/ml) et antioxydante (tests de DPPH, a la
ferrozine et teneur en polyphénols). Les deux autres groupes localisés dans la partie droite
contiennent les échantillons de miels d’importation M5 et M6 et montrent des valeurs faibles
en paramétres physicochimiques et activités biologiques. Le dernier groupe se situe au centre
et regroupe les miels M1 et M2. Ces miels présentent une similarité dans leurs teneurs en eau
et brix. Les résultats de I'ACP montrent une différence significative entre les miels naturels
M1 et M2, M3, M4et les miels falsifiéss M5 et M6 en terme des parameétres
physicochimiques, teneurs en composes antioxydants et activités antioxydante et anti-
inflammatoire. Le cercle de corrélation confirme les corrélations obtenues dans cette étude.

En effet, la proline et la conductivité électrique manifestent une corrélation tres hautement
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significative (r = 0.96) qui se traduit par le rapprochement tres fort de ces parametres dans le

figure 29.
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Figure 29 : Cercle de corrélation des parametres physico-chimiques, antioxydants et activités

antioxydante et anti-inflammatoire des échantillons de miels analysés.

Fact. 2:17,39%
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Figure 30 : ACP des paramétres physicochimiques, teneurs en antioxydants et activités biologiques

des miels analyseés.
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Ce travail de recherche est concentré sur 1’étude des origines botaniques, des propriétés physico-
chimiques, des activités antioxydante et anti-inflammatoire ainsi que le pouvoir inhibiteur du brunissement
enzymatique de quatre miels locaux (Ouzellaguen, Yakouren, Gouraya) et de deux miels d’importation.
L’analyse pollinique montre quatre miels monofloraux avec deux pollens dominants (Fabaceae et
Fagaceae) et 1’absence de pollens dans les miels d’importation (M5 et M6) ce qui confirme leurs
falsifications.

Les résultats des parametres physico-chimiques montrent que 1’humidité, le brix, le pH et la
conductivité électrique des six miels analysés sont en accord avec les normes internationales et varient de
14a17%;81a84%;4a45;0,1a 23 mS/cm, respectivement. Cependant, les teneurs en HMF et en
proline des miels commerciaux (M5 et M6) ne répondent pas aux limites tolérées contrairement aux vrais

miels (8 a51 mg/kg ; 0a 802 mg/kg, respectivement).

Les taux en protéines, polyphénols et flavonoides varient de 0,2 a 0,4 mg EBSA/100 g ; 56 a 248
mg EAG/100 g et 47 & 74 mg EQ/100 g, respectivement. Les six échantillons de miels révélent une activité
antioxydante démontrée par sept méthodes différentes : activités anti-radicalaires DPPH et ABTS, le
pouvoir réducteur, les tests FRAP, ferrozine, CUPRAC et la réduction de phosphomolybdate, les résultats
obtenus oscillent de 50a 76 % ; 2 a 48 % ; 124 a 412 mg EAG/100 g ; 28 a 332 mg EAG/100 g ; 27 a 41
% ; 0,021 a 56 mg EAG/100 g ; 51 a 90 mg EAG/100 g, respectivement.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire par inhibition de la dénaturation de la BSA varient
de 11 a 79 %. Aussi, I’activité anti-PPO des miels naturels testés sur les tranches de pomme oscille entre
30 et 41 UB. De différentes corrélations (tres hautement et hautement significative) sont observées entre
les paramétres physico-chimiques, antioxydants et activités antioxydante, anti-inflammatoire et anti-
brunissement enzymatique. Ces corrélations indiquent que les miels locaux M3 et M4 présentent les
meilleurs résultats en parametres physico-chimiques et activités biologiques contrairement aux miels

d’importation M5 et M6.

Il est intéressant d’approfondir ce travail pour une meilleure évaluation de ’efficacité¢ du miel

par les analyses suivantes :

e Reéalisation d’autres activités biologiques hotamment ’activité antifongique.

e Etude de I’effet de suivi du temps d’incubation au-dela de 72 h pour les pommes imbibées de miel.

e Etude de I’effet anti-brunissement enzymatique sur les pommes sans addition de miel a 4 °C.

e Etude du pouvoir anti-brunissement enzymatique du miel avec d’autres techniques et sur d’autres
fruits et legumes.

e Etude des profils des composés phénoliques et des minéraux.
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Annexe

Annexe 1 : Table de CHATAWAY.

Indice de réfraction  Teneur en eau (%) Indice de réfraction Teneur en eau (%)
az20°cC az20°C
1,5044 13,0 1,4885 19,2
1,5038 13,2 1,4880 19,4
1,5033 13,4 1,4875 19,6
1,5028 13,6 1,4870 19,8
1,5023 13,8 1,4865 20,0
1,5018 14,0 1,4860 20,2
1,5007 14,2 1,4855 20,4
1,5002 14,4 1,4850 20,6
1,4997 14,6 1,4845 20,8
1,4992 14,8 1,4840 21,0
1,4987 15,0 1,4835 21,2
1,4982 15,2 1,4830 21,4
1,4976 15,4 1,4825 21,6
1,4971 15,6 1,4820 21,8
1,4961 15,8 1,4815 22,0
1,4956 16,0 1,4810 22,2
1,4951 16,2 1,4805 22,4
1,4946 16,4 1,4800 22,6
1,4940 16,6 1,4795 22,8
1,4935 16,8 1,4790 23,0
1,4930 17,0 1,4785 23,2
1,4925 17,2 1,4780 23,4
1,4920 17,4 1,4775 23,6
1,4915 17,6 1,4770 23,8
1,4910 17,8 1,4765 24,0
1,4905 18,0 1,4760 24,2
1,4900 18,2 1,4755 24,4
1,4895 184 1,4750 24,6
1,4890 18,6 1,4745 24,8
18,8 1,4740 25,0

19,0



Annexe

Annexe 2 : Courbes d’étalonnages.
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Figure 01: Courbe d'étalonnage des protéines. Figure 02: Courbe d'étalonnage des polyphénols.
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Figure 03: Courbe d'étalonnage des flavonoides.

Figure04: Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur.



Annexe

Annexe 2 : Suite.

Absorbance a 593 nm
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Figure 05: Courbe d'étalonnage du test FRAP
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Figure 06: Courbe d'étalonnage du test CUPRAC.
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Figure 07: Courbe d'étalonnage du test au phosphomolybdate.



Annexe

Annexe 3: Photographies de I’activité anti-brunissement des miels M1 et M3 de 30 mina 72 h.
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M1 30 min
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Annexe 3 : Suite.




Résumé

Les principaux objectifs de ce travail sont I’évaluation de la qualité des miels Algériens, leur
composition chimique, leur activités antioxydante, anti-inflammatoire et anti-brunissement enzymatique ainsi
que la confirmation de la supériorité qualitative des miels locaux par rapport a ceux importés. L’étude
polliniqgue a montré que les quatre miels locaux sont d’origine mono-florale tandis que les deux miels
d’importation sont dépourvus de pollens. Une comparaison entre les miels locaux et importés est établie en se
basant sur 17 paramétres physico-chimiques et biologigques. Les résultats montrent que les miels monofloraux
répondent aux normes internationales en termes de teneurs en HMF et proline contrairement aux miels
d'importation. Ces derniers possedent des taux faibles en antioxydants par rapport aux vrais miels : polyphénols
(161 a 248 mg EAG/100 g) et flavonoides (64 & 74 mg EQ/100 g). Les miels de couleur foncés montrent les
meilleures activités antioxydante, anti-inflammatoire et anti-brunissement enzymatique. Ces propriétés
représentent alors un bon indicateur de qualit¢é d'un miel. L’analyse statistique révele D’existence d’une
corrélation entre la couleur du miel, sa teneur en antioxydants et ses activités biologiques (antioxydante, anti-
inflammatoire et anti-brunissement enzymatique).

Mots clés : miels Algériens, miels importés, étude pollinique, HMF, proline, polyphénols, flavonoides, anti-
inflammatoire, anti-brunissement, pommes.

Abstract

The main objectives of this work are the evaluation of the quality of Algerian honeys, their chemical
composition, their antioxidant, anti-inflammatory and anti-enzymatic browning activities as well as the
confirmation of the qualitative superiority of local honeys compared to those imported. The pollen study
showed that the four local honeys are of mono-floral origin while the two imported honeys are devoid of
pollen. A comparison between local and imported honeys is established based on 17 physicochemical and
biological parameters. The results show that monofloral honeys meet international standards in terms of HMF
and proline content unlike imported honeys. The latter have low levels of antioxidants compared to real honeys
: polyphenols (161 to 248 mg GAE/100 g) and flavonoids (64 to 74 mg QE/100 g). Dark colored honeys show
the best antioxidant, anti-inflammatory and anti-browning enzymatic activities. These properties then represent
a good indicator of honey quality. Statistical analysis reveals the existence of a correlation between the color of
honey, its antioxidant content and its biological activities (antioxidant, anti-inflammatory and enzymatic anti-
browning).

Keywords: Algerian honeys, imported honeys, pollen study, HMF, proline, polyphenols, flavonoids, anti-
inflammatory, anti-browning, apple.
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