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Introduction

Introduction

Depuis toujours les abeilles et le miel ont fasciné I’Homme, en effet I’histoire de
I’Homme et du miel remonte aux temps les plus reculés. D’ailleurs les activités thérapeutiques
et les propriétés nutritives du miel ont été reconnues depuis 1’ Antiquité grace aux nombreux

écrits qui ont mentionné le miel dans la confection des médicaments (Barth, 2020).

Le miel, cette substance aussi riche que complexe élaborée par les abeilles de I’espéce
Apis mellifera a partir du nectar des fleurs et/ou de miellat, est considérée comme un fruit
d’interactions entre les fleurs butinées, le sol et les systemes métaboliques liés a la spécificité

génétique des abeilles (Bonté et al., 2013).

Le miel est doté de nombreuses vertus thérapeutiques. De récentes études ont démontré
des activités antibactérienne, cicatrisante, antioxydante et antifongique de ce produit (Yang,
2014). Ses bienfaits sont attribués aux éléments qu’il contient, ou il a été rapporté que le miel
renferme au moins 200 substances, principalement des hydrates de carbone et de I'eau. Il contient
également des minéraux, des protéines, des acides aminés libres, des enzymes, des vitamines,
des acides organiques, des flavonoides, des acides phénoliques et dautres composes
phytochimiques (Doukani et al., 2014). Sa composition varie en fonction de nombreux facteurs
tels que Dorigine botanique, les facteurs environnementaux et les méthodes de traitement

(Viuda-Martos et al., 2008).

Les parametres physicochimiques sont considérés comme des indicateurs d’authenticité et
de pureté du miel tels que I’humidité, le pH, la conductivité électrique et I’hydroxyméthylfurfural
(HMF). Pour cela le Codex Alimentarius et la Commission Européenne du Miel ont fixé des

normes pour ces parameétres afin de garantir la bonne qualité et le protéger contre les falsifications.

Dans ce contexte s’inscrit la présente étude dont le but est de déterminer le profil
pollinique, les caractéristiques physicochimiques ainsi que les propriétés biologiques :1’activité

antioxydante, antibactérienne et anti-hémolytique de 7 échantillons de miel.
Cette étude sera développée selon le plan suivant :

» La premiére partie est une synthése bibliographique .
» La deuxiéme partie est réservée au matériel d’étude et méthodes analytiques .

» La troisieme partie englobe la présentation et la discussion des résultats obtenus.

v
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Chapitre | Synthése bibliographique

. Généralités sur le miel

1.1. Miel

Afin de protéger le consommateur contre les différents types de fraudes susceptibles d'étre
pratiquées, une définition légale est également donnée dans la reglementation de nombreux pays.
Le Codex Alimentaire (2001) et la Commission Européenne (2002) ont défini le miel comme
étant « la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de 1’espéce Apis mellifera a partir
du nectar des plantes ou des secrétions de parties vivantes des plantes ou des excrétions laissées
sur elles par des insectes suceurs que ces abeilles butinent et transforment en les combinant avec
des matiéres spécifiques propres, déposent, déshydratent, entreposent et laissent mdrir dans les

rayons de la ruche».
1.2. Classification des miels

Il existe une multitude de variétés de miels dont la classification repose sur deux critéres :

I’origine sécrétoire (nectar et miellat) et 1’origine botanique (monofloral et polyfloral).

1.2.1. Miel de nectar

Le nectar est une substance aqueuse sucrée et aromatique produite par des glandes
nectariféres qui sont des structures glandulaires des organes végétaux supérieurs, ces derniers se
situent sur des fleurs de plantes dites melliferes (nectaires floraux) ou dans les autres parties de la
plante comme les feuilles, les troncs et les pétioles (nectaires extra-floraux) (Hoyet, 2005 ;
Maurizio, 1975).

La sécrétion du nectar a pour but d’attirer les insectes pollinisateurs pour qu’ils transportent
le pollen de fleur en fleur en permettant ainsi la reproduction des espéces végétaux. Sa composition
varie selon son origine florale. Il est principalement composé de I’eau a laquelle ils s’ajoutent des
glucides dont le glucose, le fructose et le saccharose pour une teneur comprise entre 7 et 70 % et
en quantité moindre il renferme les acides aminés, les protéines, les lipides, les flavonoides, les
vitamines, les pigments, les minéraux, et les enzymes, dont les proportions relatives sont propres a
chaque espece végetale. Tous ces constituants conferent au miel sa couleur et ses ardbmes
(Barth, 2020 ; Hoyet, 2005).

v
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Les miels de nectar de fleurs peuvent étre subdivisés en 2 types :

a. Miels monofloraux

On désigne par monofloraux les miels élaborés par une seule variété florale. Ils sont
relativement difficiles a obtenir car il est impossible de controler le périmétre de vol des abeilles.
Par conséquent le caractere monofloral ne peut étre défini que par une analyse pollinique montrant
une fréquence relative de grains de pollen dominant supérieur a 45 % (Cavelier, 2013 ;
Yang, 2014).

b. Miels polyfloraux

Les miels polyfloraux, comme leurs nom 1’indique sont produits a partir du nectar et/ou du
miellat provenant de plusieurs especes végétales. Ces miels ne sont pas susceptibles d’avoir une
appellation florale. Néanmoins, le miel polyfloral est identifié soit selon sa saison de production,
soit selon le territoire ou il a été produit (Bonté et al., 2003).

1.2.2. Miel de miellat

Le miellat est défini comme étant un produit sucré élaboré par divers insectes piqueurs-
suceurs (homopteres) qui perforent les tissus végétaux de la plante afin d’atteindre les faisceaux
dans lesquels circule la séve. Cette derniere en passant dans leurs tubes digestifs, les homoptéres
assimileront une partie et transformeront l'autre en y ajoutant leurs propres sécrétions. La partie
non assimilée sera rejetée par 1’anus et constitue le miellat qui sera recueilli par ’abeille pour la
fabrication du miel (Hoyet, 2005).

Le miel du miellat est de couleur plus sombre que celui de nectar, il contient également des
sucres plus complexes tel que le mélézitose d’ou provient le nom miellat. Outre les glucides, il est
aussi riche en azote, en acides organiques et en minéraux (Rossant, 2011).

L'appétence naturelle des abeilles pour les substances sucrées les attirent a butiner différentes
sources tel que le jus sucré de certains fruits treés mars déja attaqués par d'autres insectes ou par de
petits animaux car les piéces buccales de l'abeille ne lui permettent pas de perforer les fruits
(Hoyet, 2005).

vl
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1.3. Formation et récolte

Au cours du butinage, 1’abeille butineuse effectue entre 20 et 50 voyages par jour afin
de prélever le nectar ou le miellat qu’elle emmagasine par la suite dans son jabot. A ce stade,
la transformation du nectar en un miel commence par I’hydrolyse de saccharose en glucose et
en fructose sous [D’action des enzymes salivaires de 1’abeille (invertase)

(Barth, 2020 ; Bruneau, 2002 ).

CsH22011 + H2O — CsH1206 + CsH120s6
Saccharose Glucose  Fructose

Arrivée dans la ruche, la butineuse régurgite son contenu a une receveuse, qui a son tour
le transmet a une ouvriére qui elle-méme le communique aux autres abeilles et ainsi de suite.
Ce processus de transmission est appelé trophallaxie. Au cours de cette digestion collective, le
liquide s’enrichit de sucs gastriques et de substances salivaires notamment I’invertase et le
glucose-oxydase, ayant pour effet de compléter le processus de digestion des sucres
(Barth, 2020 ; Cavelier, 2013).

Les gouttes épaissies du miel non mdr produit sont déposées dans les alvéoles des cadres
de cire en vue de subir une déshydratation jusqu’a ne contenir plus que 50 % d’eau. Cette
opération se fait sous la double influence de la température régnante dans la ruche (36 °C)
et de la ventilation assurée par les ventileuses. Celles-ci entretiennent un puissant courant d'air
ascendant par un mouvement trés rapide de leurs ails au-dessus de 1’alvéole pour favoriser
I’évaporation et le taux d’humidité du miel doit ainsi étre abaissé jusqu’a atteindre (< 20 %).
Les alvéoles sont alors fermés avec une couche fine de cire permettant ainsi une bonne
conservation du miel (Hoyet, 2005 ; Huchet et al., 1996 ; Ouchmoukh, 2012 ).

La récolte du miel par I’apiculteur se fait des la fin de la miellée quand les apports en
nectar ont ralenti ou cesseé et que au moins % des alvéoles sont operculés. Les cadres sont retires
de la ruche en laissant aux abeilles les provisions nécessaires pour qu’elles puissent nourrir les
jeunes larves en hiver. Les hausses des ruches sont transportées dans la miellerie ou les alvéoles

sont désoperculées & 1’aide d’un couteau (Bruneau, 2002).

vl
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1.4. Composition

Le miel est un produit complexe d’une extréme richesse de plusieurs composés a la fois
d’origine végétale et animale. En fait sa composition chimique dépend de multiples paramétres:
origine botanique et géographique, nature du sol, race d’abeille, état physiologique de la
colonie, climat, conditions de récolte et mode de stockage (Kaskonieneé et al., 2010).

La figure 1 montre la composition chimique moyenne du miel.

Divers 3.5 %

Acides : gluconique, malique, oxalique,
citrique...

Acides aminés, protéines: leucine,

alanine, glycine,

lysine, proline, sérine...

_ eau
divers

3,5%

dtres sucres

0,
1,5% Sels minéraux @ K, Ca, Na, Mg, Fe, Cu, P...
maltose vitamine : C, B {traces)
7,3% Enzvmes : invertase, gluco-oxydase ...
Constituants figurés : pollen, levures...
saccharose § Facteurs antibactériens, arémes, pigments...
1,3%

Divers sucres 1,5 %

Dextrantriose, erlose, isomaltose, kestose ,
kojibiose, leucrose, maltutose, meélézitose,
nigeériose, raffinose, turanose.

Figure 1 : Composition chimigue moyenne du miel (Bruneau, 2002).

1.4.1. Composants majeurs

a. Glucides

Les glucides constituent la plus grande partie de matiere séche du miel de 95a 99
% . Il s’agit majoritairement de fructose environ 38 % en masse de miel puis de glucose
31% , ceux sont les monosaccharides prédominants et le résultats de 1’action de I’invertase
sur le saccharose. Viennent ensuite les disaccharides comme le maltose (7,5 %) et le
saccharose (1,5 %) ainsi que des oligosides comme le raffinose, 1’erlose, le mélézitose a
I’état de traces (Lazaridou et al., 2004 ; Pita-Calvo et Vazquez, 2017). Les glucides
commandent la nature physique du miel, sa viscosité, sa teneur en eau, et méme sa valeur
énergétique (Philippe, 1988).
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b. Eau

La teneur en eau est un parameétre de qualité important qui garantit la conservation du
miel, elle ne doit idéalement pas dépasser 20 %, sous peine de fermenter a 1’exception des
miels de tréfle (21 %) et de bruyere (23 %). L’humidité du miel varie en fonction d’origine
botanique, des conditions climatiques au moment de la récolte et de I’opérculation des alvéoles

par les abeilles (Barth, 2020).

1.4.2. Composants mineurs

a. Acides organiques

Certains acides organiques du miel proviennent directement du nectar des fleurs
butinées d’autres sont issus des transformations opérées par les abeilles avec une teneur de
0,57 a 1,5 % dont on y trouve une vingtaine d’acides organiques tels que 1’acide acétique,
I’acide citrique, 1’acide lactique, I’acide malique et I’acide oxalique. Parmi ces acides 1’acide
gluconique prédominant dérivé de 1’oxydation du glucose par la glucose oxydase pendant la
maturation du miel. Des traces d’acide formique (un des constituants du venin), d’acide
chlorhydrique et d’acide phosphorique sont aussi présentes

(Nafea et al., 2013 ; Pham- Délégue , 1999,).

b. Matiéres azotés

Le miel contient une faible proportion en matiéres azotées dont les acides aminés et les
protéines (0,26 %). Ces composés proviennent du nectar et/ou du miellat, du pollen et des
sécrétions des abeilles. Il s’agit essentiellement de peptones, d’albumines, de globulines et de
nucléoprotéines. On y trouve également des traces d’acides aminés comme la trypsine,
I’histidine, I’alanine, la glycine, et la proline en quantité abondante 50 a 85 % de la teneur
totale en acides aminés. D’ailleurs la quantité de proline donne une indication sur la qualité
du miel, et elle doit étre supérieure ou égale a 180mg/kg (Bogdanov et al., 1999 ; Rossant,
2011). Une petite fraction des protéines présentes dans le miel sont des enzymes, les plus
connues sont I’invertase qui est responsable de I'hydrolyse des disaccharides, la glucose-
oxydase donne de I'acide gluconique et du peroxyde d'hydrogene a partir du glucose et les
amylases dont la fonction est de transformer lI'amidon en glucose. Ces enzymes étant
thermolabiles, leur présence ou leur absence peut indiquer la surchauffe du miel
(Hoyet, 2005 ; Missio da silva et al., 2011).

vl
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c. Hydroxyméthylfurfural (HMF)

Le 5-hydroxyméthylfurfural est un composé organique issus de déshydratation du
glucose et du fructose en milieu acide (Figure 2). Cette transformation est favorisée par la
forte teneur en fructose et par l'acidité du milieu. Cependant les facteurs déclenchant sont
le stockage ou le chauffage prolongé du miel. Selon le Codex Alimentaire, la teneur en
HMF ne doit pas dépasser 40 mg/Kg (Bogdanov et al., 2011 ; Hoyet, 2005 ).

HC CH
CHOH—CHOH
I -3H,0
OH—CH,—CHOH—CHOH—CHO — > OH—CH;—C C—CHO
0
Hexose HMF

Figure 2 : Processus de la formation de 'HMF (Shapla et al., 2018).

d. Lipides

La proportion des lipides est infime dans le miel, on y trouve principalement des

glycérides et des acides gras (1’acide palmitique, oléique et linoléique) (Rossant, 2011).

e. Composes phénoliques

Les composés phénoliques également appelés polyphénols sont des métabolites
secondaires des plantes qui existent sous la forme d’importante diversité dans le régne végétal
(Berettaet al., 2005). Ces composés font partie des constituants mineurs du miel, ils regroupent
les acides phénoliques et les flavonoides qui contribuent aux activités biologiques
(antioxydantes, antimicrobiennes...etc). lIs sont issus essentiellement de la propolis, du nectar
ou du pollen (Ouchmoukh, 2012 ; Tomas-Barberan, 2001). La concentration en polyphénols

est susceptible de varier en fonction de I’origine botanique du miel (Gheldof et al., 2002).

]
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f. Vitamines

Le miel est pauvre en vitamines. On y trouve essentiellement des vitamines du groupe
B tels que les B1 ( la thiamine), B2 (la riboflavine) B3 (appelée aussi PP), B4 (la choline) et
B5 (I’acide pantothénique). Dans certains miels on y trouve aussi de la vitamine C, ainsi que
les vitamines A, K1 et D (Alvarez-Suarez, 2010 ; Hoyet, 2005).

g. Sels minéraux

La teneur en sels minéraux d’un miel varie de 0,02 a 1,03 g/100 g (Bogdanov et al.,
2007). Le potassium représente le minéral principal, avec une moyenne d’environ un tiers de la
teneur totale en minéraux, mais il en contient une grande variété d’autres en traces. Plusieurs
études ont montre que la teneur en oligo-¢é1éments du miel dépend de I’origine botanique et que
les miels foncés en contiennent plus que les miels clairs (Feller-Demalsy et al., 1989;
Gonzalez-Miret et al., 2005 ; Sevlimli et al., 1992).

1.4.3. Divers constituants

a. Pollen

Les grains de pollen portés par les étamines de fleurs représentent les gamétes males des
plantes supeérieurs. En moyenne, un grain de pollen contient 20 % de protides dont 50 % sont
des acides aminés indispensables, 5 % de lipides, 36 % de glucides, 11 % d'eau, et 3 % de sels
minéraux (K, Mg, Ca, Fe, Cb...). Il renferme également de nombreux pigments (caroténoides,
rutine...) et des vitamines des groupes B, C, D et A (Bonté et al., 2013).

Le miel renferme aussi des spores de champignons, algues microscopiques, levures, etc.,
dont l'identification sous le microscope permet d'obtenir des renseignements sur son origine

florale et géographique (Hoyet, 2005).
1.5. Caractéristiques physico-chimiques
1.5.1. Densité

Pour une teneur moyenne en eau de 17,2 % a 20 °C, le miel a une densité moyenne de

1,42 et varie en fonction des miels analysés de 1,39 a 1,44 (Hoyet, 2005).
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1.5.2. Viscosité

La viscosité du miel dépend de sa teneur en eau, sa composition chimique et de sa
température. A 35°C, tous les miels sont fluides, certains sont thixotropes (deviennent liquides
apres agitation, mais aprés repos reprennent leurs viscosité premiere) (Homrani, 2020).
La viscosité de certains miels algériens varie de 1,12 a 8,98 m Pa.s (Ouchemoukh et al., 2007).

1.5.3. Hygroscopie

Désigne la capacité a absorber ’humidité de I’air trés rapidement, en fait le fructose a un
grand pouvoir hygroscopique. Un miel avec une teneur d’eau de 18 % peut atteindre une

hygrométrie de 55 % juste en trois mois d’exposition a I’humidité (Huchet et al., 1996).
1.5.4. Conductivité électrique

La conductivité électrique exprime ’aptitude de la solution aqueuse a conduire un courant
électrique, elle est influencée par le pH de la solution et sa teneur en minéraux . Elle est
considérée comme ’un des parametres important pour la distinction entre les miels de nectar
(<0,8 mS/cm) et les miels de miellat (>0,8 mS/cm) , et trés souvent utilisée dans les routines
de contrdle du miel (Belhaj et al., 2015).

1.5.5. pH et acidité

L’acidité du miel est un critere de qualit¢ important, elle est due a un grand nombre
d’acides organiques qu’il contient, principalement I’acide gluconique et les ions inorganiques
tels que les phosphates et les chlorures. D’autres composés tels que les lactones, dont la présence
est constante, ont également une fonction acide. La plupart d’entre eux proviennent des

sécrétions digestives des abeilles, pendant 1’¢laboration du miel (Mbogning et al., 2011).
1.5.6. Couleur

La couleur est la propriété physique immédiatement apercue du miel ce qui est important
pour sa commercialisation. En fonction de ses origines florales et géographiques, la couleur du
miel varie a I’infini hormis le violet et le bleu (Hoyet, 2005 ; Missio da Silva et al ., 2016).
L'intensité de la couleur est mesurée par I'échelle de Pfund ou par le comparateur visuel de
Lovibond (Lobreau-Callen et al., 1999).

.
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Tableau | : Les différentes couleurs des miels en fonction de leur origine florale ( Hoyet, 2005).

Origine florale Couleur
Acacia Incolore
Lavande, Tilleul Ivoire
Tournesol, Pissenlit Jaune
Chataignier, Bruyere Brun
Saule, Sapin Tres foncee avec des reflets verts

1.6. Proprietés biologiques
1.6.1. Activité antioxydante

Dans les systemes biologiques, un déséquilibre de balance oxydants/antioxydants au
profit des oxydants conduit a I’installation du phénomeéne connu sous le nom de stress oxydatif
(Pincemail et al., 2002).Ce dernier produit des dommages cellulaires, ce qui entraine la
manifestation de différentes pathologies cardiovasculaires dégénératives, ainsi que le cancer
et le vieillissement. Pour réduire ces effets négatifs, le systeme de défense endogéne produit
des enzymes antioxydantes et des composés non enzymatiques, tels que le glutathion, les
vitamines, entre autres; il exige aussi I’aide externe pour moduler ces effets négatifs avec une

plus grande efficacité (Becerril-Sanchez et al.,2021).

Les antioxydants peuvent étre apportés a I’organisme par divers aliments ; le miel en est
un trés bon exemple. Les composés responsables de son activité antioxydante sont les
composés phénoliques (tocophérol, flavonoides, et acides phénoliques), I’acide ascorbique, la
catalase, la peroxydase et les caroténoides. Cette activité est variable d’un miel a un autre
selon la source botanique butinée et la présence de différents composés antioxydants
(Al-Mamary et al., 2002 ; Ouchmoukh, 2012).

=
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1.6.2. Activité antibactérienne

L’utilisation du miel comme remede traditionnel pour les microbes et les infections
remontent a I’ Antiquité. La recherche a été réalisée sur du miel de Manuka dont I’efficacité a
été démontrée contre plusieurs agents pathogenes humains. Cependant les explications tardent
a préciser les éléments qui en sont la cause de cette activité, pour cela plusieurs paramétres
sont avancés pour expliquer le mécanisme de I’effet antibactérien (Crousilles, 2014 ;

Deb Mandal et Shyamapada Mandal, 2011).

» Effet osmotique

Le miel est une solution saturée ou sursaturée de sucres qui forment de liaisons de type
hydrogene avec 1’eau ce qui induit une osmolarité importante provoquant ainsi une forte
déshydration des bactéries . Cette faible activité de I’eau du miel inhibe le développement des
levures (Molan, 1992).

» Acidite

Le pH semble étre un parameétre influant de 1’activité antibactérienne de miel, il est
relativement situé entre 3,5 et 6, mais bien que tous les miels aient un pH acide ils ne sont pas
tous efficace au méme degré car de nombreuses bactéries sont capables de supporter un pH
bas, mais ils peuvent étre efficaces pour arréter ou ralentir la croissance de certaines espéces

de bactéries pathogenes (Couquet et al., 2013).

» Peroxyde d’hydrogéne

La principale inhibine que contient le miel est le peroxyde d’hydrogene (H202) qui est
produit de la catalyse de glucose en gluconolactone et acide gluconique par la glucose oxydase
(Figure 3), enzyme de glande hypopharyngienne de I’abeille lors de la transformation du nectar
en miel (Crousilles, 2014). La fonction de H2O- est basée sur son pouvoir oxydant qui détruit
les protéines et I’ADN des microorganismes, et 1’acide gluconique formé contribue a
I’augmentation d’acidité du miel ce qui empéche le développement de colonies bactériennes
(Couquet et al., 2013).

1
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CH->OH CHoOH H20H
z (o) - H-O H OH
OH glucose oxidase o —= 5 =0
O OH H / \ > SO\OH H HO\OH
H FAD

FADH» H OH H OH
\_/102 ;
H,0

2
Figure 3 :Réaction de formation de gluconolactone(B), acide gluconique (C) a partir du

glucose (A).

» Facteurs phytochimiques

Le miel est constitué de composés phénoliques et de substances volatiles et aromatiques
issus de nectar de fleurs dont le pouvoir antibactérien est déja connu. D’autres composés ont
été identifiés dans le miel, mais ils sont en trés faibles quantité pour contribuer de maniére

significatives a cette activité (Al Mamary et al., 2002).
1.6.3. Activité anti-hémolytique

L’action anti-hémolytique de miel est I’objet d’études menées par des auteurs tels que
Abdulmaksoud Abdulrhman, (2011), Gowda Manukuma et Umesha, (2015), Hilary et
al. (2017) ou il a été montré qu’il posseéde un effet protecteur de la membrane d’érythrocyte

et la capacité a reduire le degre de lyse des globules rouges .

L’effet anti-hémolytique qui se traduit factuellement par la stabilisation de la membrane
cellulaire peut étre expliqué par la capacité du miel a augmenter le rapport surface / volume
des globules rouges qui pourrait étre provoqué par une expansion de la membrane ou le
rétrécissement de la cellule et une interaction avec les protéines membranaires
(Gowda Manukuma et Umesha, 2015).

&
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Chapitre 11

Matériel et méthodes

11.1. Echantillons du miel

Les échantillons de miel utilisés dans cette étude sont au nombre de sept, dont quatre sont

achetés dans un magasin de produits de terroirs, trois sont collectés aupres des apiculteurs.

Les échantillons proviennent de différentes régions géographiques d’Algérie (Tableau I1).

Tableau I1: Echantillons de miel analysés (région, année, état, couleur, origine florale

présume)
’ Origine
Identifiant | Région de récolte Aqnee 23 Consistance Couleur florale
récolte . .
Présumé
Imzalen e, Non
M1 L. 2021 Cristallisé Marron S
(Tizi ouzou) identifié
M2 Bouhfat_hem 2021 Solide Marron tirant Arbousier
(Bejaia) vers le brun
M3 M’sila 2021 Visqueux Marron clair Agrumes
Ain oussara . L I
M4 ! _USS ' 2021 Visqueux Marron jaunatre Jujubier
(Djelfa)
Afl .
M5 ou 2021 Visqueux Ambre Euphorbe
(Laghouat)
Akfadou . i .
M6 . 2021 Solide Marron tirant Arbousier
(Bejaia) vers le brun
Akfado - .
M7 . N 2021 Liquide Marron clair Eucalyptus
(Bejaia)

Les échantillons de miel sont conservés a 1’abri de la lumiére et de ’humidité dans des bocaux

en verre hermétiqguement fermés et codifiés (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7) comme la figure 4

I’indique.

Figure 4 : Photographie des échantillons de miel (Originale).
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11.2. Analyse pollinique

L’analyse pollinique est réalisé selon le protocole de Louveaux et al. (1978). Une quantité
de 3 g de miel est dissoute dans 12 ml de 1’eau distillée (25% ; p/v) aprés homogénéisation et
dissolution compléte, la solution de miel est centrifugée a 4000 pendant 10min a 4 °C. Le
surnageant est ¢liminé et un volume de 10 ml de I’eau distillée est additionné au culot, ensuite
une deuxiéme centrifugation est effectuée dans les mémes conditions. Un volume de 100 pl du
culot est récupéré et étalé sur une lame en verre recouverte d’une lamelle aprés séchage a 1’étuve.
La lecture est faite avec un microscope optique au grossissement x 40 en se référant a une banque
de données numériques et bibliographiques du CETAM (Centre d’Etudes Techniques Apicoles

de Moselle, France).
11.3. Analyses physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques (Brix, humidité, pH, conductivité électriqgue, HMF et
proline) des échantillons du miel sont réalisés suivant les protocoles validés par la Commission

Internationale du Miel (Bogdanov et al., 1997).
11.3.1. Brix et humidité

Les teneurs en eau des échantillons du miel sont déterminées par la mesure optique de

I’indice de réfraction en se référant a une table standard de CHATAWAY (Annexel).

Une goutte de miel liquide est directement déposée et étalée sur la platine du prisme
d’un réfractometre (ABBE AR S/N 32624) aprés ’avoir étalonné au préalable avec de 1’eau
distillée. Avant 1’analyse les miels cristallisés sont d’abord mis au bain marie a 40 °C pour
garantir la disparition des cristaux de sucre. La lecture est ensuite faite en ajustant la mise au
point de I’oculaire de réfractométre d’une sorte que la ligne horizontale qui partage la zone claire
et la zone obscure soit au milieu de la croix. Une ligne verticale coupe deux échelles graduées

directement en pourcentage de brix et en indice de réfraction, respectivement.

<
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11.3.2. Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH des échantillons du miel est déterminé a 20 °C en utilisant un pH-meétre. Une
quantité¢ de 2,5 g du miel est dissoute dans 25 ml d’eau distillée (10 % ; p/v). Apres
homogénéisation, 1’¢lectrode de pH—métre est immergée dans la solution du miel et la valeur

de pH est lue sur I’appareil apres sa stabilisation.
11.3.3. Conductivité électrique

La conductivité électrique des échantillons du miel est mesurée sur des solutions de 20
% (p/v). Une quantité du miel (M) est dissoute dans 25 ml de I’eau distillée de trés faible
conductivité électrique (0,4 uS cm™) Les valeurs de la conductivité des échantillons du miel
sont données par un conductimétre et les résultats sont exprimés en (ms.cm™) aprés immersion

de la sonde.

La quantité (M) du miel est calculée par la formule suivante :

M = (5 x 100)/MS

Ou : MS (matiére séche)= 100-taux d’humidité

La conductivité électrique est déterminée selon la formule suivante :

CE (milli siemens.cm™) = Valeur mesurée — [(valeur mesurée x 0,032) x (T°-20 °C)]

ou :

CE: Conductivité Electrique.
0,032: Facteur de correction.

T°: Température ambiante de la mesure en °C (25 °C).

0



Chapitre 11 Matériel et méthodes

11.3.4. Couleur (Echelle Pfund)

La couleur du miel est déterminée en utilisant la méthode de Kaskoniené et al.(2009).
Une solution du miel a 50 % (p/v) est préparée et apres homogénéisation, le mélange est
chauffé & 40 °C pour éliminer les cristaux de sucres. Les absorbances sont lues au
spectrophotometre a 635 nm et la classification des miels est faite selon I'échelle Pfund

(Annexe2) apres conversion des valeurs d'absorbance par la formule suivante :

Pfund (mm) =-38,70 + 371,39 x Abs

ou :

Pfund (mm): Intensité de couleur du miel dans 1’échelle de Pfund exprimée en millimétre.
Abs: Absorbance de la solution du miel a 635 nm

-38,70 : Constante

371,39 : Constante

11.3.5. Hydroxy-méthyl furfural (HMF)

Une quantité de 5 g du miel est dissoute dans 25 ml d’cau distillée. Apres
homogénéisation, un volume de 0,5 ml de la solution de Carrez I (solution d’hexacyanoferrate de
potassium a 15 % ; p/v) et 0,5 ml de la solution de Carrez II (solution d’acétate de zinc a 30 % ;
p/v) sont additionnés. Le mélange est ensuite transféré dans une fiole et ajusté a 50 ml avec 1’eau
distillée. Apres filtration avec le papier filtre Watman N°4, un volume de 5 ml de filtrat est
mélangé avec 5 ml d’eau distillée (solution d’échantillons) et le méme volume de filtrat est
mélangé avec 5 ml de la solution de sodium bisulfite (0,2 % ; p/v) (Solution standard).
Les absorbances sont lues a deux longueurs d’ondes a 284 nm et a 336 nm et les teneurs en HMF

des échantillons du miel sont obtenues a partir de la formule suivante :

[HMF] (mg/kg) = (A2ss-Aasze) % 149,7 x (5/W)

Ou:

Asgs : Absorbance a 284 nm.

Aszs - Absorbance a 336 nm.

W : Masse en grammes de 1’échantillon du miel.
149,7 : Constante.

5 : Poids nominal théorique de I’échantillon.

v
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11.3.6. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode décrite par Azeredo et al. (2003). Le
protocole consiste a mélanger 5 ml du réactif de Bradford avec 100ul de solution de miel a (50
% ; p/v). Aprés 2 min d’incubation, 1I’absorbance est lue a 595 nm. Les résultats sont exprimés en
mg équivalent d’albumine de sérum bovin (BSA) par 100g du miel en se référant a la courbe
d’étalonnage delaBSA  miel en se référant a la courbe d’étalonnage de
la BSA (Annexe 5A).

11.3.7. Dosage de la proline

Les solutions utilisées pour le dosage de la proline sont : des solutions du miel a
5 % (p/v) de différents échantillons, une solution standard de proline a 0,003 % (p/v), de ’acide
formique, une solution éthanolique de ninhydrine a 3 % (p/v), et une solution de 2-propanol 50

% (v/v).La réalisation de protocole est détaillée tel que le montre le tableau ci-dessous.

Tableau I11 : Protocole de dosage de proline

L es solutions Solutions —_— Solution
d’échantillon standard
Solution de miel 0,5 ml - -
Eau distillée - 0,5ml -
Solution de proline - - 0,5 mi
Acide formique 1ml 1mil 1ml
Solution de la ninhydrine 1ml 1mil 1ml
Incubation au bain marie agitateur a 100 °C pendant 15 min
Transfert au bain marie a 70 °C pendant 10 min
Solution de 2-propanol 5ml 5ml 5ml
Apres 45 min d’incubation, lecture des absorbances a 510nm

:
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La teneur en proline est déterminée par la formule suivante :

Proline (mg/kg) = (ES/EA) x (E1/E>2) x 80

Ou:

ES : Absorbance de I’échantillon du miel.

EA : Absorbance de la solution standard de la proline.
E1 : mg de proline pour la solution standard.

E, : Quantité du miel.

80 : Facteur de dilution.

11.4. Dosage phyto-chimiques

11.4.1. Composés phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode de Naithani et al.
(2006) en melangeant un volume de 100 pl de réactif de Folin-Ciocalteu (50% ; v/v), 100
pl de solution du miel (10% ; p/v) et 2ml de carbonate de sodium 2% (p/v). Apres 30 min
d’incubation a I’obscurité, la lecture des absorbances est faite a 750 nm. Les teneurs en
composés phénoliques des miels sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par 100g
de miel (mg EAG / 100 g) en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide
galligue dans les mémes conditions expérimentales que les échantillons
(Annexe 5B).

11.4.2. Flavonoides

Les teneurs en flavonoides sont estimées selon la méthode décrite par Al et al.(2009)
qui consiste a melanger 1ml de solution aqueuse de miel a (5% ; p/v) avec
0,3 ml de solution de nitrite de sodium (NaNOz) a 5 % (p/v). Cing minutes plus tard,
un volume de 0,3 ml de chlorure daluminium 10 % (p/v) est additionné et apres 6 min, 2ml
d’hydroxyde de sodium (NaOH) 4 % (p/v) sont ajoutés. Les absorbances sont mesurées a 510
nm et les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercitrine par 100 g de miel (mg EQ/
100 g) en utilisant comme référence la courbe d’étalonnage de la quercitrine qui a
été réalisee dans les méme conditions que les échantillons
(Annexe 5C).

.
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11.4.3. Caroténoides

La quantification des caroténoides dans les échantillons du miel est réalisée selon le
protocole décrit par Sass-Kiss et al. (2005). Pour cela 10 ml du mélange hexane, éthanol et
acetone (2/ 1 /1, v/ v/ v) sont ajoutés a 4 g du miel. Aprés 5 heures d’agitation la phase hexanique
est récupérée et les absorbances sont lues a 430 nm. Les résultats sont exprimés en mg equivalent

de B-caroténe par kg du miel en se référant a la courbe d’étalonnage du p-caroténe (Annexe 5D).

I1.5. Activites biologiques

11.5.1. Pouvoir anti-radicalaire par DPPH

Le test du radical DPPH est réalisé en mélangeant un volume de 0,5 ml de solution du
miel (2,5 % ; p/v) avec 1 ml de solution éthanolique de DPPH (6x10-3 M). L’absorbance est lue
a 517 nm apreés 15 min d’incubation a I’obscurité et le pourcentage de réduction est donné selon

la formule suivante (Meda et al., 2005).

Activité anti-radicalaire de DPPH(%0) = [(Ac-AE)/Ac] x 100

Ou :
Ac : Absorbance du controle
AE : Absorbance de 1’échantillon

11.5.2. Pouvoir anti-radicalaire par ABTS

Le test d’ABTS est effectué en suivant la méthode de Re et al.(1999). Une solution
ABTS est préparée en mélangeant 7mM d’ABTS avec 2,45 mM de persulfate de potassium dans
I’eau distillée. Apres 16h, des dilutions avec 1’¢thanol ont été faites a partir de cette solution
jusqu’a en avoir une solution de 0,7 d’absorbance a 734 nm. Un volume de 0,1 ml de solution
aqueuse du miel (2,5% ; p/v) et 1 ml de solution ABTS sont mélangés.
Apres incubation 7 min, le suivi de ce test a 734 nm permet d’évaluer le potentiel anti-

radicalaire qui se calcule par la formule suivante :

Activité anti-radicalaire d’ABTS (%) = [(Ac-AE)/Ac] x 100

Ou:
Ac : Absorbance du contréle.

AE : Absorbance de I’échantillon.
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11.5.3. Activité antibactérienne

Les échantillons du miel sont examinés pour leur activité antibactérienne sur une souche

bactérienne (Escherichia coli, Gram négatif) par deux tests :

+ Test de diffusion sur gélose

Le test de diffusion sur gélose est réalisé selon la méthode décrite par le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). La souche bactérienne utilisée est repiquée dans
un milieu de culture nutritif liquide et incubée a 37 °C pendant 24 h. Par la suite un
ensemencement sur une gelose Mueller-Hinton est réalisé puis incubé a 37 °C entre 18 a 24 h.
Aprés I’incubation, un inoculum est préparé en introduisant quelque colonies de bactéries dans
une solution saline stérilisée (0,9 % ; p/v) pour avoir une absorbance comprise entre 0,08 et
0,10 a 620 nm, qui correspond a une turbidité de 0,5 McFarland. Ensuite, la suspension
bactérienne préparée est ensemencée par écouvillonnage sur des boites de Pétri contenant la
gélose Muller-Hinton. A 1I’aide d’un embout stérile, 4 puits équidistants sont effectués dans la
gélose. Deux concentrations du miel sont étudiées (1g/ml et 2g/ml). Chaque puits recoit 100
ul du miel. Aprées 1 h de diffusion a 4 °C, les boites de Pétri sont incubées a 37 °C pendant 24
h. Le diametre de chaque zone d'inhibition est identifié par I’absence de turbidité due au non
croissance des bactéries, et donné en mm.

4+ Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices sont déterminées selon le protocole décrit par
Patton et al., (2006). L’activité antibactérienne des échantillons est étudiée sur 6 concentrations
de chaque miel: 1000; 500; 250; 125; 62,5et 32 mg/ml. Pour cela des dilutions
en série ont été réalisées sur une microplaque de 96 puits. Chaque puits renferme 300 pl comme
volume total tel que le controle contient 150 ul de solution bactérienne et 150 de 1’eau
physiologique ; les autres puits contiennent chacun 150 pl de solution bactérienne et 150 pl du
miel qui lui est respectif. Les absorbances sont lues a To a 620 nm avec un lecteur de
microplaques (Biotek) avant l'incubation. La plaque est ensuite incubée pendant 24 heures a 37

°C. Apres incubation, les densités optiques sont de nouveau lues a Taza.

|
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Le pourcentage d'inhibition est déterminé a l'aide de la formule suivante :

Pourcentage d'inhibition de la croissance bactérienne (%) = 1- (AT / AC) x100

Ou:
AT = Absorbance T24 - Absorbance TO de I'échantillon.
AC = Absorbance T24 - Absorbance TO de controle.
La CMI de chaque échantillon du miel est déterminée a partir de la courbe de pourcentage

d’inhibition basée sur log (concentration %, p/v).

11.5.4. Activité anti-hémolytique

Pour réaliser le test anti-hémolytique, quatre échantillons du sang sont utilisés pour
préparer des solutions érythrocytaires. Le sang a été prélevé sur des individus sains non- fumeurs,
ne prenant aucun traitement médicamenteux ou autre complément alimentaire, au niveau des
deux laboratoires d’analyses Laalaoui et kebbiche. Une fois récupérés dans des tubes héparinés,
les échantillons de sang sont acheminés au laboratoire dans une glaciere a 4°C ou ils sont
centrifugés a 4000 rpm pendant 15 min. Le culot du sang récupéré est soumis a 3 lavages
successifs avec un tampon phosphate (PBS) iso-salin (10 mM, 154 mM NaCl, pH= 7,4). Apres
lavage, la suspension érythrocytaire a 10 % est préparée dans du PBS iso- salin (Rani et al.,
2014). L’hémolyse des érythrocytes est induite par un choc hypotonique avec une solution
hypotonique de 50 mM suivant la méthode de Shinde et al. (1999). Dans ce test les solutions
du miel a 2,5 % (p/v) , une solution standard d’Aspirine (2 mg/ml) et une solution glucose
(0,05 g/ml) sont préparées, et le protocole est réalisé comme le résume le tableau IV ou le contréle

négatif est I’eau distillée et le contrdle positif c’est le PBS iso-salin.

Tableau IV : Protocole d’activité anti hémolytique

. Tubes | Contréle | Contrdle
Les solutions Tubes test . . Glucose
standard | negatif positif
Solutions de miel 5ml - - 5ml -
. Suspensmp 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
érythrocytaire
Aspirine - 5ml - - -
Eau distillée - - 5mil - -
Tampon isotonique - - - 5mil -
Tampon hypotonique 5ml 5ml 5ml - 5ml
Solution de glucose - - - - 5ml

Sl
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Apres une derniere centrifugation 1I’absorbance du surnageant est lue a 540 nm .

Le pourcentage d’inhibition est calculé pour chaque échantillon selon la formule suivante :

% Inhibition= ( DO controle (+) - DO échantillon) / DO controle (+) ) X 100

Ou:

Do controle (+): Densité optique de contréle positif.
Do ¢chantillon : Densité optique de I’échantillon.
11.6. Analyse statistique

Tous les résultats expérimentaux sont exprimés sous forme de moyenne + écart type de
trois essais (n=3). Le programme Microsoft office Excel 2016 est utilisé pour calculer les
moyennes et les écart type. Afin de vérifier la normalité et I’homogénéité des variables étudiés le
test de Kolmogorov-Smirnov et le test de Leven sont utilisé, respectivement. Une ANOVA
(analyse de variance a un seul critere de classification) est effectuée a l'aide du logiciel
STATISTICA 7.1 dans le but de déterminer les différences significatives entre les différents
échantillons, ainsi que le test post-hoc HSD Tukey est réalisé pour la comparaison des moyennes.
Cependant ’ANOVA de Kruskal-Wallis est appliqué aux variables avec de variances non
homogenes. L’analyse en composantes principales (ACP) et la classification hiérarchique
ascendante (CHA) sont utilisées pour mieux interpréter les données sur un espace réduit et pour

mieux visualiser les différences et les similitudes entre les différents paramétres des miels analysés.

v
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I11.1. Analyses polliniques
L’analyse pollinique est une étude quantitative et qualitative indispensable pour
déterminer 1’origine botanique et géographique des miels (Nair, 2014).
Les fréquences des grains de pollen identifiés sont classées selon les catégories suivantes:
pollens dominants (> 45 %) ; pollens secondaires (16-44 %) ; pollens minoritaires (15-3 %) et
pollens trés minoritaires (< 3 %) (Ouchemoukh et al., 2007 ; Makhloufi et al., 2010).

Les analyses polliniques récapitulées dans le tableau V, révélent la présence de 27 familles
de pollens dans les échantillons analysés dont 2 types (Apiaceae et Fabaceae) sont identifiés
comme étant dominants dans 3 miels monofloraux (M1, M4, et M5). Les miels polyfloraux sont
dépourvus de pollens dominants et renferment des pollens secondaires dont Apiaceae, Fabacea
(miels M3 et M7), Ericaceae (miels M2 et M6), Poaceae (M6). Ces résultats peuvent étre
expliqués par la diversité géographique et florale des échantillons analysés. L’existence des miels
polyfloraux peut aussi étre expliquée par I'absence de monocultures dans les régions ou la récolte
du miel est effectuée (Ouchmoukh, 2012).

Dans 1’étude présente, le pollen de la famille des Apiaceae est dominant dans le miel M1
de la région de Tizi-ouzou avec une fréquence de 55 % et secondaire dans les miels M3, M5 et
M7, il est également présent comme pollen minoritaire dans le miel d’ Akfadou (M6). Cela est en
accord avec 1’étude de Louveau et Abed, (1984) qui a révélé que le pollen de la famille des
Apiaceae est abondant dans les miels du nord-africain ; ils sont également identifiés dans les
régions du Maroc (Terrab et al., 2002). Le miel d’Apiaceae (M1) contient des levures de type

Alternaria sp ce qui indique qu’il est fermenté .

Le pollen de la famille botanique des Fabaceae est dominant dans deux miels; celui de
Djelfa (M4) et de Laghouat (M5) avec des fréquences respectives 57 % et 45 %, il est également
présent dans tous les autres échantillons en tant que secondaire ou minoritaire. Ces résultats sont
conformes avec ceux trouves par Crane, (1991) dont 1’étude a abouti a la conclusion que les
familles Fabaceae, Asteraceae et Bracecceae sont les familles melliféres qui dominent les
différents miels du monde. C’est le méme résultat obtenu par Zerrouk et al. (2014) et Haouam,
(2016). Nair en 2014 a trouve la dominance des Fabaceae dans deux échantillons de 1’ouest
Algérien.

v
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Le spectre pollinique du miel M2 de la région de Bouhatem ne comporte pas de
dominance, cependant on y retrouve secondairement le pollen d’Ericacea et de Poaceae qui est
en commun avec le miel de la région d’ Akfadou (M6), cela peut étre expliqué par la présence

de la méme flore car ils sont géographiquement proches.

Les pollens d’accompagnement minoritaires de la famille Rosaceae existent dans les
miels (M2, M3, M4, M5, M6, et M7) dont trois proviennent des régions relativement arides
(M’Sila, Djelfa, Laghouat) cela est compatible a I’é¢tude non datée de Chefrour et Tahar qui ont
révélé que la famille des Rosaceae est la plus représentée dans certains miels de régions arides.
Ceci indique que l'origine botanique du miel est liée a son origine géographique
(Ouchmoukh, 2012).

Les miels analysés sont aussi caractérises par la présence de pollen trés minoritaires de

plusieurs familles telles que Boraginaceae, Caprifoliaceae, Césalpinaceae, Cistaceae.

Les différences dans la teneur en pollen peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels
que les conditions climatiques, la distance de la ruche au champ de fleurs ou I’abeille peut

prélever du pollen seulement sans prenant du nectar (Von der Ohe, 1994 ; Anklam, 1998) .

111.1.1. Vérification des noms commerciaux des miels

Dans cette étude les analyses polliniques ont permis d’identifier deux types de miels

monofloraux (miel d’Apiaceae et miel de Fabaceae) et des miels polyfloraux .

Parmi les échantillons analysés, aucun ne correspond aux appellations commerciales.
Les miels M2 et M6 sont présumés d’arbousier mais ils ne présentent pas la dominance des
pollens d’Ericaceae. Cependant ils 1’ont secondairement ils sont donc des miels polyfloraux.
Le pollen de Fabaceae domine les miels M4 et M5 néanmoins ils sont présumes respectivement
miel de jujubier et miel d’euphorbe. Les miels M3 et M7 ne présentent pas de pollens dominants

et ont été qualifiés comme étant des miels monofloraux .

v
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Tableau V : Spectres polliniques et pourcentages de pollens de miels analysés.
Pollens dominants Pollens secondaires Pollens minoritaires Pollens tres minoritaires
440, _1R80,
Echantillon Origine florale (245%) ) S BT
Type de pollen F (%) Type de pollen | F (%) | Type de pollen F (%) Type de pollen F (%)
Fabaceae 15 Fggaceae 3
Cistaceae 2
M1 MF Apiaceae 55 Asteraceae 8 Boraginaceae 2
P Teliaceae 7 N
6 Caprifoliaceae 1
Poaceae , . 1
Césalpinaceae
Fz_algaceae 14
Cistaceae 11
Poaceae 39 Fabaceae 5 _
M2 PF Ericacea Lamiaceae 2
17 Alocynaceae 4
Astéraceae 3
Rosaceae 3
Plantaginaceae 11
Eucalyptus 8
Fabaceae 25 Bourraginaceae 7 Cucurbitaceae 1
PF Apiaceae 21 Ericaceae 6 Rhamnaceae 1
M3 ,
Astéraceae 6
Rosaceae 6
Poaceae 4
Rutaceae 4
Liliaceae 11
Astéraceae 10 Fagaceae 2
M4 MF Fabaceae 57 Myrtaceae 8 Apiaceae 2
Eucalyptus 6
Rosaceae 4
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Pollens dominants
(=45%)

Pollens secondaires
(16-44%)

Pollens minoritaires

(3-15%)

Pollens trés minoritaires (<

3%)

St o7 Olrglire el Type de pollen F (%) | Typedepollen | F (%) | Type de pollen F (%) Type de pollen F (%)

Rosaceae 9 Bouraginaceae 2

M5 MF Fabaceae 45 Apiaceae 29 Liliaceae 7 Eucalyptus 2
Astéraceae 6

Gentinaceae 15 Nysaceae 2

Rosaceae 12 Aquifoliaceae 1

M6 Ericaceae 26 Cistaceae 10 Caprifoliaceae 1

PF Poaceae 19 Astéraceae 7 Fabaceae 1

Apiaceae 4 Hippocastanaceae 1

polygonaceae 1

Ao 4 Astéraceae 7 ,

placeae Caluna vulgaris 5 Ericaceae

M7 PF Fabaceae 35 Rosaceae 4 Liliaceae 2

Myrtaceae 3

PF : PolyFloral. MF : MonoFloral. F : Fréquence.
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I11.2. Analyses physico-chimiques

Pour une détermination correcte de 1’origine botanique du miel, I’analyse pollinique doit
étre complétée par une analyse physico-chimique (Von Der Ohe et al., 2004). Les résultats des
parametres physico-chimiques des miels analysés ont fait 1’objet de comparaison aux normes

Iégales établit par le Codex Alimentarius et la Commission Européenne de Miel.

111.2.1. Brix

Le degreé de brix est la mesure de la teneur en solides solubles totaux dans le miel qui
sont représentés par les sucres solubles, un pourcentage de sucre est considéré comme étant
degré de brix (Albu et al., 2021). Les résultats de brix des miels étudiés sont illustrés dans la
figure 5.
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Echantillons du miel
Figure 5: Résultats de degré de brix des miels analysés.

Brix (%0)

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).
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Le brix des échantillons du miel analysés varient entre 75,4 et 84,27 %. Ces résultats
sont superieurs a la limite minimale fixée par le Codex Alimentaire (2001)

(au minimum 65 %).

Le miel de Djelfa (M4) , de M’sila (M3) et de Laghouat (M5) montrent les valeurs de
brix les plus élevées avec des pourcentages respectives de 84,27 ; 82,8 , et 82,23 % ce qui
montre la richesse de ces échantillons en glucides. Tandis que 1’échantillon d’ Akfadou (M6) et
de Tizi-ouzou (M1) sont moins riches en sucres avec des valeurs respectives de 77,33 et de
75,4 % .Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Bentabol Manzanares et al. (2011)
(74,57 a 84,75 %) et largement supérieurs a ceux obtenus par Islam et al. (2012) sur les miels
du Bangladesh (42,8 a 60,6 %).

L’analyse statistiques de brix des échantillons du miel, montre deux groupes
homogeénes (M2 et M6) et (M3 et M5) qui ne présentent pas de différence significative en terme

de brix par rapport aux autres échantillons (p<0,05).

La variation des teneurs en sucre des miels étudiés dépend de l'origine botanique des
plantes a partir desquelles le miellat et/ou le nectar a été récolté et la région de récolte du miel
(Ouchmoukh, 2012).

111.2.2. Humidité

La teneur en eau de miel est un facteur important pour I’évaluation de son degré de
maturité et de sa durée de vie. Généralement, elle conditionne la qualité du miel car elle est

étroitement liée a sa cristallisation, sa fermentation et a sa saveur (Belhaj et al., 2015).

Les différents résultats de la teneur en eau des miels analysés sont représentés dans la
figure 6. L’humidité des échantillons étudiés varie entre 13,87 et 22,65 %. Cet intervalle
correspond aux normes fixées par le Codex Alimentaire (2001) et la Commission
Européenne (2002), ce qui indigue que les échantillons analysés sont mdrs et ont un tres faible
risque de fermentation a 1’exception du miel (M1) qui dépasse 1égérement la limite autorisée

(<20 %) avec un pourcentage de 22,65 %.

<
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Figure 6: Taux d’humidité des miels analyses

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + I’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
difféerentes (p<0,05).

La teneur en eau des miels analyses varie significativement en fonction des régions . Le
miel de Tizi-ouzou (M1) montre la plus grande teneur en eau 22,65 % ce qui peut étre di au
phénomene d’hygroscopie, a la teneur élevée du nectar et/ou du miellat en eau, aux mauvaises
conditions de stockage ou bien a la récolte précoce de ce miel. En effet, I’analyse pollinique

montre la présence de nombreuses levures dans ce miel (M1).

Les miels polyfloraux de Bouhatem (M2) et Akfadou (M6 et M7) ont une teneur en eau
significativement plus élevée par rapport aux échantillons de M’sila (M3), Djelfa (M4) et
Laghouat (M5) avec des pourcentages de 18,95 ; 19,69 et 17,51 %, respectivement, cela

augmente le risque de fermentation de ces échantillons.

Tous les échantillons analysés montrent des différences significatives (p<0,05) pour la
teneur en eau a ’exception des miels de M’sila (M3) et de Laghouat (M5) qui ne sont pas

statistiquement différents.

X3
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Le miel Fabaceae de Djelfa (M4) présente la plus faible teneur en eau avec une valeur
de 13,87 %. Ce résultat est similaire a celui rapporté par Doukani et al. (2014) sur un miel de
Tiaret (13,4 %) et ceci pourrait s’expliquer par le climat chaud et sec de cette région. En effet
I’humidité dépend du climat. Plus I'environnement de la ruche est chaud, plus I'humidité du
miel est faible. En fortes chaleurs et pour garder une température de 36 °C dans la ruche, les
abeilles ventileuses battent leurs ailes, I’air ainsi produit pourrait se charger de I’humidité et par

conséquence cela provoque le séchage du miel (Ouchmoukh, 2012).

La faible teneur en humidité protege le miel du risque de fermentation et permet ainsi

sa préservation pour des périodes plus longues (Laouar, 2016).

Les taux d'humidité obtenus dans la présente étude sont proches de ceux de Makhloufi

et al. (2010), qui ont trouvé des teneurs en eau entre 13,9 et 20,2 %.

La variation d’humidité des miels étudiés peut étre due aux différents facteurs tels que
le climat, I'origine florale (humidité du nectar et/ou du miellat), a la force des colonies

d’abeilles, aux techniques de récolte et aux conditions de stockage (Doukani et al.,2014).
111.2.3. Conductivité électrique

La conductivité ¢€lectrique est liée a la concentration des sels minéraux et d’acides
organiques et donc a la capacité de 1’échantillon de miel a transmettre un flux électrique. Ce
parameétre est exploité pour différencier les miels de nectar qui doivent avoir des valeurs de
conductivité inférieures a 0,8 mS /cm, de ceux de miellats dont la conductivité doit étre supérieur
a 0,8 mS/cm (Codex Alimentarius, 2001).

Les résultats de la conductivité électrique des échantillons du miel étudiés sont

représentés dans la figure suivante .

<
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Figure 7 : Conductivité électrique des miels analyses

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + I’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
differentes (p<0,05).

La conductivité électrique des miels analysés varie de 0,7 a 1,53 mS/cm, obtenues
respectivement par les miels M5 et M1. Cet intervalle est différent de celui rapporté par Belay
et al. (2013) (0,63 a 0,79 mS / cm) sur les miels d’Ethiopie et par Yucel et al. (2013) sur les
miels de la Turquie (0,17 a 1,04 mS/cm).

L’analyse statistique relative a la conductivité électrique montre qu’il n’y a pas une

différence significative entre les échantillons du miel M3 et M7 (p<0,05).

Le miel M1 montre une conductivité de 1,53 mS /cm, selon ce résultat il doit étre issu
de miellat, cependant 1’analyse pollinique de cet échantillon a déja révélé qu’il est un miel
monofloral d’Apiaceae ceci pourrait étre expliqué par le fait qu’il est probablement issu de
mélange de nectar et de miellat.

Les différences de conductivités électriques entre les miels analysés peuvent étre
expliquées par la variabilité de 1’origine botanique, la composition chimique de ces miels et des

teneurs en minéraux, acides organiques, et autres substances ionisables. (Belay et al., 2013).
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111.2.4. pH

Les résultats de pH obtenus montrent que les miels analysés sont relativement acides
avec des valeurs qui oscillent entre 3,52 et 4,28 et qui sont enregistrés respectivement par les
échantillons de Laghouat (M5) et de Djelfa (M4). Ces valeurs sont en accord avec les
recommandations du Codex Alimentaire (2001). Selon Bogdanov et al. (1999) les miels issus
du nectar ont un pH compris entre 3,5 et 4,5 tandis que pour les miels de miellat il varie de 4,5
a 5,5. Les résultats du pH montrent que les miels analysés sont issus de fleurs. Toutefois, la
conductivité électrique de ces miels indique qu’ils proviennent de miellat, ce qui suggere qu’ils

sont probablement un mélange de nectar et de miellat.
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Figure 8 : pH des miels analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type (n=3). Les barres
verticales représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas

statistiguement différentes (p<0,05).

L’analyse statistique de pH a révélé la présence d’un groupe homogene (M2, M6 et

M7) dont les valeurs de pH ne sont pas statistiquement différentes (p<0,05).

Les résultats obtenus sont similaires a ceux rapportés par Doukani et al. (2014) (3,70 a
4,05) sur des miels Algériens et par Sakac et al. (2019) sur les miels de Serbie (3,38 a 4,19).

La variation du pH des miels dépend de la flore butinée, de la sécrétion salivaire de
I’abeille et de processus enzymatiques et fermentatifs durant la transformation de la matiére

premiéere (Louveaux, 1968).
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111.2.5. Couleur (échelle Pfund)

La couleur est le premier critére attractif du miel. C’est un parameétre de qualité qui joue
un réle important dans le choix du miel par le consommateur (Missio da Silva et al., 2016).
Les miels analyses enregistrent un intervalle d’intensité de couleur allant de 52,41 (M7) jusqu’a
375,77 (M4) mm Pfund (Figure 9). Cet intervalle est plus élevé que celui obtenu par lzzah
Ismail et al. (2021) dans les miels Malaisiens (51 & 150 mm Pfund) et celui de Pauliuc et al.
(2020) dans les miels Roumains (29 a 74 mm Pfund).
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Figure 9: Intensité de couleur (échelle Pfund) des miels analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).

Les résultats obtenus montrent que la couleur des miels analysés varie de I’ambre clair
a ’ambre foncé (Tableau VI). Les miels foncés tels que les échantillons qui proviennent de
Tizou-ouzou (M1), Bouhatem (M2), M’sila (M3) et d’Akfadou (M6) montrent les intensités
de couleur les plus élevées par rapport aux miels ambre de Djelfa (M4) et ambre clair d’ Akfadou
(MT7).

Le test ANOVA des miels analysés montre la présence de deux groupes homogenes
(M2 et M6) et (M3 et M4).
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La couleur du miel est étroitement liée a sa teneur en caroténoides, acides phénoliques,

flavonoides et protéine et a d’autres facteurs également comme 1’origine botanique, le contact

avec des métaux et l'exposition soit a des températures élevées ou a la lumiere

(Alvarez, 2010 ; Doukani, 2014).

Tableau VI: Noms des couleurs correspondants a 1’échelle Pfund.

Echantillons Nom de la couleur

M1 Amber foncé
M2 Amber foncé
M3 Amber

M4 Amber

M5 Amber foncé
M6 Amber foncé
M7 Amber clair

111.2.6. Teneurs en HMF

L’HMF est un produit de déshydratation des sucres et sa concentration est

proportionnelle au temps et a la température de stockage du miel. 1l est considéré comme un

indicateur de fraicheur du miel. Son taux ne doit pas dépasser, en général, 40 mg/kg (Barth,

2020 ; Turhan et al., 2008 ).

Les résultats présentés dans la figure 10 montrent que les teneurs en HMF des différents

miels analyses varient de 3,14 mg/kg (M3) a 149,9 mg/kg (M2) . Cet intervalle est different de
celui obtenu par Izzah Ismail et al.(2021) (0,7a 163,15 mg/kg) et par Makhloufi et al. (2007)

(0,5 a 124 mg/kg).
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Figure 10: Teneurs en HMF des miels analyses.

Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en HMF des miels analysés sont en accord
avec les normes préconisées par le Codex Alimentaire (40 mg/kg), a I'exception des
échantillons M2 et M4 qui ont des teneurs de 149,9 et 98,35 mg/kg, respectivement. Ceci pourrait
étre dd au chauffage des miels pour éviter leur cristallisation et/ou a leur stockage dans des
endroits chauds. 1l convient de noter que dans notre étude les valeurs de HMF sont un peu plus
élevées par rapport aux miels Européens qui sont généralement inférieurs a 10 mg/kg. Le climat

Algérien chaud peut étre la cause de ce phénoméne (Makhloufi et al., 2010).

L’analyse statistique montre un seul groupe homogene (M6 et M7). Les autres échantillons

sont statistiquement différents (p<0,05).

Plusieurs facteurs tels que la source florale, le type de sucre, la température, ’acidité, et

la durée de stockage sont associés a la formation de HMF dans le miel (Belhaj et al., 2015).

|
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111.2.7. Teneurs en protéines

Les résultats des teneurs en protéines sont représentés dans la figure 11. La valeur la plus
élevée est obtenue par le miel M5 (113,34 mg EBSA / 100g) tandis que la faible valeur est
enregistré par le miel M2 (42,6 mg EBSA / 100g). Les teneurs obtenues sont incluses dans
I’intervalle rapporté par Ouchmoukh, (2012) pour les miels Algériens (45,26 a 251,27 mg
EBSA/100 g). Cependant, Alvarez-Suarez et al. (2010) ont rapporté des teneurs inférieures dans
les miels Cubains (12 a 92,3 mg EBSA/100 g).
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Figure 11 : Teneur en proteines des échantillons du miel analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).

L’analyse statistique montre la présence de deux groupes homogeénes et il s’agit de
(M1 et M6) et (M4 et M7) qui ne sont pas significativement différents (p<0,05).

La teneur en protéine des miels est en relation avec les origines botanique et
géographique, la présence d'enzymes ajoutées par les abeilles au cours de 1’élaboration et le

nombre de grains de pollen présents dans le miel (Moniruzzaman et al., 2013).
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111.2.8. Teneurs en proline

La proline est le principal acide aminé du miel (50 & 80 %), résultant principalement des
sécrétions salivaires des abeilles. 1l est utilisé comme un paramétre d’évaluation de degré de
maturité du miel. Sa teneur doit étre supérieure ou égale a 180 mg/kg (Bogdanov et al., 1999 ;
Cianciosi et al., 2018).

Les teneurs en proline des miels analysés sont données dans la figure 12. Les résultats
obtenus révélent que tous les miels analysés ont des taux de proline supérieurs a la limite
minimale fixée par le Codex Alimentaire (2001) (>183 mg/kg). Ce qui confirme que tous les
échantillons analysés sont mdrs et non adultérés. Les histogrammes ci-dessous montrent que
les miels Fabaceae de Djelfa (M4) et de Laghouat (M5) sont les plus riches en proline avec des
teneurs de 314,01 et de 313,53 mg/kg, respectivement. Cependant, le miel de Bouhatem (M2)

est le moins riche en proline (181,21 mg/kg).
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Figure 12 : Teneurs en proline des échantillons du miel analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).

Les teneurs en proline obtenues dans la présente étude sont inférieures a celles
rapportées par Meda et al. (2005) pour les miels de Burkina Faso (437,8 a 2169,4 mg/kg) et
par Czipa et al.( 2011) pour les miels Hongrois (252 a 2283 mg/kg). En revanche, les valeurs
obtenues sont supérieures a celles rapportées par Boussaid et al., (2014) pour les miels de la
Tunisie (39,62 a 102,60 mg/kg).




Chapitre 111 Résultats et discussion

L’analyse statistique montre la présence de trois groupes homogenes (M1, M2, et M6),

(M3 et M7) et (M4 et M5) qui ne présentent pas une différence significative (p<0,05).

Les variations des teneurs en proline peuvent étre attribuées au pollen que I’abeille

consomme et a la force des colonies des abeilles (Ouchmoukh, 2012).

I11.3. Teneurs en antioxydants

111.3.1. Composés phénoliques totaux

Tous les miels analysés montrent la présence des composés phénoliques et les différentes
teneurs obtenues sont présentées dans la figure 13. Selon les résultats obtenus, le miel de
Tizi-ouzou (M1) (182,67+ 2,10 mg EAG/100 g) est le plus riche en composés phénolique en
comparaison avec le miel d’Akfadou (M7) qui est le moins riche en ces composés et qui affiche
une teneur de 90,21 EAG/100 g. Ces résultats sont supérieurs a ceux rapportés par
Laouar, (2017) pour les miels du nord est Algérien (39,78 a 108,69 mg EAG/100 g) mais
inférieurs a ceux rapportés par Doukani et al. (2014) avec des valeurs qui varient de 166,11 a
427,14 mg EAG/100 g.
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Figure 13: Teneurs en composés phénoliques totaux des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).
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Selon Beretta et al.(2005) les miels foncés ont des teneurs plus élevées en composes
phenoliques par rapport aux miels clairs, ceci a été constaté dans le présent travail. En fait les
miels ambre foncés de Tizi-ouzou (M1) et d’Akfadou (M6) enregistrent les concentrations de
phénols totaux les plus élevées. En revanche, La teneur la plus faible est obtenue par le miel
ambre clair d’ Akfadou (M7).

L’ANOVA montre deux groupes homogénes qui ne présentent pas de différence
significative pour les teneurs en polyphénols (M1 et M6) et (M5et M7) (p<0,05).

La teneur en composés phénoliques dans le miel dépend principalement de la source
butinée ainsi que les conditions géographiques et climatiques. En fait la teneur en polyphénols
peut aussi servir d’outil d’authentification notamment pour les variétés uniflorales; certains
auteurs ont rapporté qu’a certaines saison de 1’année, la floraison est si rare que les apiculteurs
doivent nourrir les abeilles avec du sirop de sucre, ce qui entraine la diminution en composés

phénoliques (Becerril-Sanchez et al., 2021 ;Ciansioci el al., 2018 ; Stankovig et al., 2020).

111.3.2. Flavonoides

Tous les miels testés renferment des flavonoides et selon les résultats illustrés dans
la figure 14, le meilleur taux revient au miel ambre foncé d’Akfadou (M6) avec une concentration
de 99,44 mg EQ/100 g tandis que la teneur la plus faible est obtenue par le miel ambre clair de
Djelfa (M4) avec une valeur de 37,89 mg EQ/100 g. Cela correspond aux études antérieurs qui
ont montré que les miels les plus fonces contiennent des quantités de flavonoides supérieures aux

miels plus pales, ainsi qu’une plus grande capacité antioxydante (Doukani et al., 2014).

L’analyse statistique des taux des flavonoides des échantillons analysés révele deux
groupes homogénes (M1 et M3) et ( M4 et M7) qui ne présentent pas de différence significative
(p<0,05).

La quantité et le type des flavonoides trouvés dans le miel varient selon la source forale

et géographique du miel (Doukani et al., 2014).

Sl
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Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne = 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).

111.3.3. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles naturels responsables de pigmentation
des végétaux, ces composés sont susceptibles d’avoir des activités biologiques notamment
I’activité anti-oxydante (Choubert et al., 2001).

Selon les résultats illustrés dans la figure 15, la teneur la plus élevée en caroténoides est
enregistré par le miel de Bouhathem (M2) avec une concentration de 5,77 mg E B-carot/kg
par contre le taux le plus faible est obtenu par le miel de Tizi-ouzou (M1) avec une valeur de
2,16 mg E B-carot/kg. Ces résultats sont proches a ceux rapportés par Boussaid et al. (2014)
dans les miels Tunisiens (1,16 a 4,72 mg E B-carot/kg) et inférieur aux valeurs trouves par
Mouhoubi-Tafinine et al. (2016) dans les miels Algériens (3 a 10,1 mg E B-carot/kg).
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Figure 15: Teneurs en caroténoides totaux des miels analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).

L’analyse statistique des teneurs en caroténoides montre la présence de deux groupes
homogénes (M2 et M4) et (M1 et M5) qui ne présentent pas de différence significative a
p<0,05.

Les conditions de culture et la maturité des fleurs butinés par les abeilles peut influencer
la quantité de caroténoides dans le miel, ils dépendent également de la zone géographique, des
facteurs environnementaux et saisonniers (Boussaid et al., 2014 ; Mouhoubi-Tafinine et al.,
2016).




Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.4. Activités biologiques
I11.4.1. Activités antioxydantes

L’activité antioxydante des miels est évaluée in vitro avec deux tests (piégeage d
radicaux libres DPPH et ABTYS).

a. Pouvoir anti-radicalaire par le DPPH

Les résultats de 1’activité antiradicalaire DPPH sont représentés dans la figure 16.
Le pourcentage d’inhibition le plus élevé est enregistré par le miel de Bouhathem (M2) avec
une valeur de 78,54 %. Cela peut étre attribué a ses différents constituants en polyphénols car
il a été rapporté que le potentiel antioxydant du miel est directement proportionnel a la quantité
d’acides phénoliques et de flavonoides (Hanine et al., 2018). Cependant, la valeur la plus faible
est obtenue avec 1’échantillon de Laghouat (M5) avec un pourcentage d’inhibition de 38,29 %.
Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux rapportés par Al Kiyumi et al. (2021) dans les
miels Omanis (0,83 a 51,89 %) et par Hanine et al. (2018) dans 8 miels Marocains
(12,26 a 50,23 %).
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Figure 16: L’activité antiradicalaire DPPH des miels analyses.

Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne =+ 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).
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L’analyse statistique montre que tous les échantillons présentent une différence
significative (p<0,05) en termes d’activité antiradicalaire estimée avec DPPH a I’exception de
(M3) et (M7) qui forment un groupe homogéne, cela est probablement di & leurs méme teneurs

en composés phénoliques totaux.

Beretta et al, (2005) ont rapporté que le miel de couleur foncée a une haute teneur en
antioxydants, tel que le résultat obtenu pour les miels M2 et M6. En revanche les miels clairs M4
et M5 ont de faibles activités antioxydantes avec des pourcentages de 44,6 et 38,29 %,

respectivement.

Dans le miel, les composants responsables de 1’effet antioxydant sont les flavonoides et
les acides phénoliques. La quantité de ces composants varie largement en fonction de l'origine
florale et géographique du miel. En outre, la transformation, la manutention et le stockage du

miel peuvent influencer sur sa composition (Doukani et al., 2014).

b. Pouvoir anti-radicalaire par PABTS

Les résultats illustrés dans la figure 17 montrent que tous les échantillons du miel testés
ont un pouvoir scavenger du radical ABTS et les pourcentages d’inhibitions se situent entre
26,91 et 74,92 % obtenus par les miels de Laghouat (M5) et de Bouhathem (M2),

respectivement.

Les pourcentages d’inhibitions obtenus dans la présente étude sont inférieurs a ceux
rapportés par Ozsahin Kirecci et Kirecci, (2018) pour des miels de la Turquie avec un
intervalle de 54,88 a 82,45 %. En revanche, les résultats obtenus sont supérieurs a ceux
rapportés par Wilczynska, (2010) sur les miels Polonais (2 a 31,51 %).
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Figure 17 : L’activité antiradicalaire ABTS des miels analyses.
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Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + 1’écart type (n=3). Les barres verticales
représentent les écarts types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
différentes (p<0,05).

L’analyse ANOVA de test ABTS montre la présence de deux groupes homogenes
(M1, M2, M3 et M6) ainsi que (M5 et M7) qui ne présentent pas une différence significative a
p<0,05.

Al-Mamary et al. (2002) ont signalé que 1’activité antioxidante peut étre affectée par
de nombreux facteurs tels que la structure des composés phénoliques principalement le degré
d’hydroxylation et de méthylation de ces composés. De plus, certains composés phénoliques,
en tant qu’antioxydants, peuvent réagir plus rapidement que d’autres dans les mémes
conditions. En outre, la présence de constituants autres que les composés phénoliques tels que

les vitamines C, E et les caroténoides peuvent influencer 1’activité antioxydante totale.
I11.4.2. Activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne des échantillons du miel est basée sur la
mesure des diamétres des zones d’inhibition (mm) en utilisant deux concentrations et les
résultats obtenus sont représentés dans le tableau VII. Les échantillons du miel sont classés
selon I'échelle d’estimation de [I’activité antimicrobienne : non sensible (<8 mm),
sensible (8 a 14 mm), trés sensible (15 a 19 mm) et extrémement sensible (>20 mm)
(Ponce et al., 2003).
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Le diamétre des zones d’inhibition a la concentration 1 g/ml varie de 0 a 7,5 mm.
Cependant, a une concentration de 2 g/ml, les diamétres sont compris entre 0 et 8,5 mm
montrant ainsi un effet plus efficace que la premiere concentration. Ces diametres sont inférieur
a ceux obtenus par Otmani, (2021) pour les miels Algériens avec des diamétres qui varient de
7,33a212,33 mm.

Selon les résultats obtenus, la souche bactérienne a Gram négatif Escherichia coli est
sensible aux miels de M’sila (M3) et d’ Akfadou (M6). Tandis que les autres miels ne montrent
pas d'effet antibactérien contre cette souche. Ceci pourrait étre di a la structure de cette souche.
Il est & noter que plusieurs études ont montré que la perméabilit¢é d’E. coli contre les
antibiotiques et les agents antimicrobiens est faible. Entre autres Ebrahimi et al.(2020) ont
rapporté que les bactéries a Gram négatif possédent une enveloppe cellulaire complexe
constituée de deux membranes lipidiques et un peptidoglycane au milieu, ce que rend ces

bactéries résistantes.

D’aprés Alkhyat et Al Magtari, (2014), I’activité antibactérienne du miel dépend de
divers facteurs agissant individuellement ou en synergie, dont les plus saillants sont les

composés phenoliques, le pH, la pression osmotique exercé par le miel et le type de bactérie.

Tableau VII: Résultats de ’activité antibactérienne des échantillons de miel.

Escherichia coli
Echantillons

DZI1 (lg/mllenmm | ES | DZI2(2g/mllenmm | ES | CMI (mg/ml)
M1 - NS - NS -
M2 6,5+ 0,5 NS 7,5+00% NS | 756,43+ 32,68°
M3 6,5+3,7% NS 8,17+ 0,29% S | 752,34+35,03°
M4 6,83 £ 0,76° NS 7,83 +£0,29° NS | 884,57+38,60°
M5 6,67+ 0,58% NS 7,33 £0,58° NS | 936,05+11,51%
M6 7,50+ 0,5 NS 8,50 £ 0,872 S | 479,05+£31,05°
M7 6 + 3,46% NS 7,33+ 0,58 NS | 988,73+18,89?

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice. DZI : Diamétre de Zone d’Inhibition. ES : Echelle de Sensibilité.
NS : Non Sensible. S : Sensible.
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» Concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice la plus faible contre E. coli est enregistrée par le
miel polyfloral (M6) avec une valeur de 479,05 mg/ml. Cependant, la plus grande est attribuee
au miel M7 avec une concentration de 988,73 mg/ml (Tableau VII). Il est a noter que le miel
M1 n’a pas montré une inhibition de croissance pour E. coli. Les résultats obtenus sont

supérieurs a ceux de Deb Mandal et Mandal. (2011) pour le miel Egyptien (100 mg/ml).

La littérature fait état de corrélation entre I’activité anti bactérienne et la composition
chimique du miel. Cependant les raisons précises de 1’activité antibactérienne sont
controversées. Certaines études rapportent que le peroxyde d’hydrogene (H203) est le principal
contributeur a I’activité antimicrobienne, et les différentes concentrations de ce composé dans
les différents miels entrainent la variabilité des effets antibactériens. D’autres trouvent que
I’activité non peroxyde est la plus probable. L’argument de ce dernier est que dans le miel mir
la glucose oxydase est inactive et le miel ne contient qu’une petite quantité de peroxyde
insuffisante a inhiber la croissance bactérienne (Alkhyat et Al Maqtari, 2014 ; Elbannacet al.,
2014).

» Courbes dose-réponse du miel contre la souche bactérienne

Les courbes dose-réponse sont obtenues en tracant le pourcentage d’inhibition de la
croissance bactérienne (E. coli) en fonction de logarithme des concentrations du miel, ceci
permet de déterminer la concentration nécessaire pour avoir le pourcentage d’inhibition le plus

élevé.

D’apres 1’analyse des courbes dose-réponse des miels contre E.coli (Figurel18) les miels
M3, M4, M5 et M7 révelent une similitude de réponse et montrent une relation presque linéaire
entre les concentrations et les pourcentages d’inhibition. Les courbes relatives a M2 et M3
enregistrent une légére diminution de dose (DO a D1) et diminuent d’une maniére considérable
a partir de D2 a D5. La courbe du miel de Fabaceae (M4) montre une chute de pourcentage

d’inhibition constante de DO a D5.

<
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Les courbes de M2 et M6 dont I’inhibition est proportionnelle a la concentration, ils
montrent une stabilisation de 1’inhibition entre DO et D1, puis ils marquent des pourcentages
d’inhibition qui diminuent différemment ; une diminution 1égeére de pourcentage d’inhibition
est observé dans le miel M6 puis une inhibition constante de D2 jusqu’a D5 ou le pourcentage
d’inhibition est de 10% . Cependant M2 montre une diminution de D1 4 D3 ensuite de D3 a D5.

Le miel M5 de Fabaceae ainsi que M7 montrent une forte diminution de DO jusqu’a D5.

Tous les miels ne présentent pas un pourcentage d’inhibition a la dilution DS, excepté
I’échantillon M6 (10%), de ce fait il est considéré comme 1’échantillon ayant le meilleur pouvoir
antibactérien. Cela peut étre expliqué par sa grande teneur en polyphénols notamment en
flavonoides. Les résultats obtenus montrent que le pourcentage d’inhibition est plus important

avec les miels non dilués, il diminue a chaque concentration.

Tous les miels analysés n’ont pas la méme activité antibactérienne, cette différence peut
étre due a la variation de la composition des échantillons de miel collectés dans différentes
régions. Méme les miels collectés a partir d’un seul endroit peuvent avoir des variations de

I’activité antibactérienne (Alkhyat et Al Magqtari, 2014).
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Figure 18 : Courbes dose-reponse des miels analysés contre E.coli.
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111.4.3. Activité anti-hémolytique

L’exposition des érythrocytes a certains facteurs notamment les substances toxiques
induit la Iésion de leurs membranes et la perte de leurs intégrité, entrainant ainsi la libération
d’hémoglobine ou une hémolyse. Dans cette étude 1’hémolyse in vitro a été induite par une

solution hypotonique.

» Observation macroscopique
Apres la derniére centrifugation, par estimation a I’ceil nu, les échantillons de miel ainsi
que le controle isotonique révelent un culot intact et un surnageant clair ce qui reflete 1’absence
d’hémoglobine libérée. En outre il y’a eu une inhibition d’hémolyse. Tandis que le surnageant
du contrdle a I’eau distillée a une couleur rouge reflétant la présence d’hémoglobine. Le tube
contenant le standard (Aspirine) a un surnageant de couleur légérement claire de contréle a

I’eau distillée, ce qui indique une inhibition partielle de I’hémolyse (Figure19).

Figurel9: Photographie du test d’activité anti-hémolytique (originale)

a :Solution de glucose. b ¢ d : échantillons de miel. e : eau distillée. f : contrdle isotonique.

g : Aspirine.
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Les résultats observes se concordent avec les pourcentages d’inhibition de I’hémolyse présentés

dans le tableau suivant :

Tableau V111 :Pourcentages d’inhibition d’hémolyse

Activité anti-hémolytique (%0)
IndividuN°1 | IndividuN°2 | IndividuN°3 | Individu N°4 Moyenne
M1 73,38+3,23P4 | 85,95+1,93°° | 93,47+0,48"° | 90,60+1,59%° | 85,85+8,87 ®
M2 72,03+0,73P | 84,22+0,67°° | 92,05+0,65"° | 88,11+0,018¢ | 84,10+8,66%
M3 92,37+0,46%% | 90,44+1,31°" | 9525+0,30"% | 94,49+0,018° | 93,14+2,172
M4 90,54+0,9278° | 89,92+0,19%° | 94,58+0,68"52 | 93,01+0,02°° | 92,01+2,17 2
M5 89,04+0,38°° | 93,62+0,2182 | 89,08+0,47° | 94,13+00"° | 91,472,792
M6 90,62+0,258> | 81,72+1,13%¢ | 76,85+0,80%° | 93,21+0,98"° | 85,60+7,63 %
M7 90,22+1,685% | 43,41+1,47° | 83,44+1,78%" | 9545+00"* | 78,13+23,66"
Standard | 49,53+ 2,90 % | 5584+1,43° | 5555+0,8 P9 | 48,33+0,90 % | 52,31+3,94°¢
i Soto(r:]i e 90,24+2,5%% | 9351+1,01"° | 93,70+1,73 % | 94,36+0,92”° | 92,95+0,39 2
SG 96,20+0,22 A2 | 94,02+0,87 B2 | 95,11+0,4 A% | 91,06+0,13%°* | 94,09+0,13 2

Standard : Solution d’Aspirine. C. isotonique : Contrdle isotonique. SG : Solution de glucose

Les valeurs sont la moyenne + écart type. Les différentes lettres majuscules (A>B>C>D) indiquent les
différences significatives entre les individus (colonnes) tandis que les différentes lettres minuscules
(a>b>c>d>e>f) indiquent des différences significatives) (p<0,05) entre les échantillons du miel

(lignes).
Tous les miels ont montré une bonne protection de I’hémolyse, celle-ci varie de 78,13
a 93,14 % obtenues par les miels d’Akfadou (M7) et de Bouhathem (M2). Ces résultats sont
proches de ceux rapportés par Gowda Manukumar et Umesha, (2015) pour les miels Indiens
(8,252 97,76 %).

Dans ce test le glucose est utilis¢ pour vérifier sa contribution dans 1’effet anti-
hémolytique du miel, et il a donné des résultats positifs avec une moyenne de 94,09 %. Cela
pourrait étre dd a un éventuel effet antioxydant du sucre. En effet des études ont montré que,
grace a son caractere hygroscopique le sucre produit un léger effet antioxydant en réduisant la
quantité¢ d’eau normalement requise pour solubiliser les oxydants . Il a ét¢ montré aussi qu’il
agit en synergie avec d’autres antioxydants naturels pour éviter 1’oxydation des lipides et

protéines qui sont des constituants principales de la membrane érythrocytaire (David, 2010).
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D’autres ¢tudes ont montré que 1’effet anti-hémolytique du miel peut étre attribué a la
capacité de ce dernier a augmenter le rapport surface/volume des globules rouges, provoqué par
une expansion de la membrane ou le rétrécissement de la cellule et une interaction avec les

protéines membranaires (Gowda Manukuma et Umesha, 2015).
I11.5. Corrélations et analyses multivariées

111.5.1. Corrélations

Les résultats de D’analyse statistique montrent des corrélations trés hautement
significatives entre le brix et I'humidité (r=-0,97), la conductivité électrique (r=-0,83) et la
proline (r=0,82). Le test de corrélations montre également un lien entre I’humidité et les autres
parametres physicochimiques a I’exception de pH, HMF et protéines. Une corrélation
significative est observée entre le pH et la couleur, ’HMF et les protéines avec les coefficients

de correlationsde r=-0,63 ; r=0,76 et r =- 0,85, respectivement.

La matrice de corrélation montre une corrélation significative entre les composés
phenoliques et les flavonoides (r = 0,54). Ces resultats sont inférieurs a ceux obtenu par Otmani
et al. (2021) et Alvarez-Suarez et al. (2010) avec des coefficients de corrélation de 0,80 et
0,83, respectivement. La matrice montre également un lien significatif entre les composés
phénoliques et le DPPH (r = 0,50) et un lien trés hautement significatif entre les composés
pheénoliques et I’ABTS (r = 0,72). Les teneurs en flavonoides sont significativement corrélées
avec le DPPH et ’ABTS et les coefficients de corrélations sont respectivement de 0,48 et 0,45.
Ces coefficients de corrélations sont inférieurs a ceux obtenus par Otmani et al. (2022) entre
les composés phénoliques et le DPPH (r = 0,85) et les composés phénoliques et ’ABTS (r =
0,86) et par Zaidi et al. (2019) entre les flavonoides et le DPPH (r = 0,80) et les flavonoides et
I’ABTS (r = 0,79).

1
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Une relation significative est observée entre la couleur et les composés phénoliques (r=0,53)
d’une part et entre la couleur et les flavonoides (r=0,56) d’autre part. Cependant, des
coefficients de corrélations supérieurs a ceux obtenus dans cette étude sont rapportés par
Otmani et al. (2021) pour les miels Algériens avec des coefficients de corrélation de 0,88 et de
0,93, respectivement. Beretta et al. (2005) ont rapporté que les miels foncés montrent
généralement des teneurs en composes phénoliques et en flavonoides plus élevées que les miels
clairs. Les miels M1, M2 et M6 illustrent bien les corrélations obtenues dans cette étude. Ces
échantillons ont montré 'intensité de couleur et les teneurs en composés phénoliques et

flavonoides les plus éleveées.

La concentration minimale inhibitrice présente une corrélation trés hautement
significative avec la teneur en composés phénoliques (r=- 0,94), de méme avec les flavonoides

et ’ABTS dont les coefficients de corrélation sont r=-44 et r=-0,65, respectivement.

o
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Tableau IX : Corrélations des paramétres physicochimiques, teneurs en composés bioactifs et activités biologiques.

Brix Humidité pH CE IC HMF | Protéines | Proline | CP Flav | Carot | DPPH | ABTS | CMI %le [z:z?_l AAH
Brix 1,00
Humidité | -0,97 1,00
pH 0,13 -0,12 1,00
CE -0,83 0,83 0,02 1,00
IC -0,56 0,51 -0,63 0,40 1,00
HMF 0,04 -0,10 0,76 -0,03 -0,28 1,00
Protéines 0,16 -0,11 -0,85 -0,31 0,32 -0,81 1,00
Proline 0,82 -0,86 0,00 -0,90 -0,36 -0,02 0,30 1,00
CP -0,66 0,71 -0,13 0,81 0,53 -0,11 -0,07 -0,77 1,00
Flav -0,54 0,55 -0,43 0,39 0,56 0,06 0,14 -0,54 0,54 1,00
Carot 0,40 -0,45 0,49 -0,01 -0,44 0,49 -0,60 0,07 -0,12 | -0,24 1,00
DPPH -0,43 0,46 0,18 0,57 -0,12 0,24 -0,38 -0,73 0,45 0,48 0,23 1,00
ABTS -0,37 0,39 0,02 0,68 0,09 0,05 -0,23 -0,70 0,72 0,45 0,35 0,77 1,00
CMI 0,60 -0,64 0,23 -0,77 -0,55 0,28 -0,07 0,65 -0,94 | -0,44 0,15 -0,31 -0,65 1,00
DZIC1 0,37 -0,37 -0,04 -0,24 | -0,25 0,08 0,13 0,20 0,08 0,20 0,28 0,27 0,42 -0,10 1,00
DzI C2 0,20 -0,20 0,24 -0,32 -0,30 0,40 -0,07 0,14 -0,14 0,14 0,17 0,08 0,05 0,27 0,37 1,00
AAH 0,33 -0,26 -0,15 -0,26 -0,07 -0,27 0,21 0,17 -0,08 | -0,26 -0,08 -0,28 -0,09 0,10 -0,04 | -0,16 1,00

1: significatif (p<0,05); L_I: Hautement significatif (p<0,01) ; LI Trés hautement significatif (p<0,001).

AAH : activité anti-hémolytique ; ABTS : Acide 2-2-azinobis -3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique ;Carot : caroténoides ; CE : conductivité électrique ;

CMI : concentration minimale inhibitrice ;CP : composés phénoliques ; DPPH : 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl ; DZI : diamétre de zone d’inhibition ;

Flav: flavonoides ;HMF :Hydroxyméthylfurfural, pH :potentiel d’hydrogéne.
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111.5.2. Analyse en composante principale (ACP)

L'analyse exploratoire ou 1’analyse en composante principale (ACP) est réalisée pour
démontrer les différences et les similitudes entre les miels analysés par rapport a leurs
parameétres physicochimiques, leurs teneurs en composés bioactifs et leurs activités biologiques.
Le tracé des valeurs propres montre une ligne droite apres la deuxieme composante principale,
ce qui conduit a la conclusion que seules CP1 et CP2 qui représentent 70,24 % de la variation

totale peuvent étre utilisées pour une explication adéquate des données obtenues.

La figure 20 (a) montre que CP1 explique 45,76 % des données et représente le brix
(r=0,95), ’HMF (1=0,03), les protéines (r=0,40), 1a proline (r=0,91), les caroténoides (r=0,23),
les diamétres de zone d’inhibition (r=0,56), les CMI (r=0,88) et ’activité anti- hémolytique
(r=0,51) dans la partie positive de graphique. En revanche, I’humidité (r=-0,95), la conductivité
électrique (r=-0,97), le pH (r=-0,20), I’intensité de couleur (r=-0,67), les composés phénoliques
totaux (r=-0,92), les flavonoides (r=-0,48), le DPPH (r=-0,54) et ’ABTS (r=-0,70) sont
présentés dans la partie négative. CP2 explique 24,48 % des données et représente 1’humidité
(r=0,18), I’intensité de couleur (1=0,59), les protéines (r=0,78), la proline (r=0,23) et ’activité
anti-hémolytique (r=0,26) dans la partie positive. Cependant, le brix (r=-0,07), la conductivité
électrique (r=-0,06), le pH (r=-0,68), ’'HMF (r=-0,76), les composés phénoliques totaux
(r=-0,15), les flavonoides (r=-0,02), les caroténoides (r=-0,84), le DPPH (r=-0,67), ’ABTS
(r=-0,43), les diametres de zone d’inhibition (r=-0,54) et les CMI (r=-0,28) sont presentés dans
la partie négative.

La discrimination par CP1 et CP2 est réalisée sur la base des variables étudiées, la figure
20(b) montre quatre groupes du miel. Le premier groupe se situe en haut dans la partie gauche
de la figure 20 (b) et qui contient le miel M1. Ce groupe se distingue par des valeurs élevées en
humidité, conductivité électrique, intensité de couleur, composés phénoliques et activités
antioxydantes. En revanche, le miel M1 marque des faibles valeurs en brix, proline et activités
antibactériennes et anti-hémolytiques. Le deuxieme groupe (M2 et M6) (en bas dans la partie
gauche de graphique) montre des valeurs élevées en DPPH, ABTS et diameétres de zone
d’inhibition et des faibles valeurs en protéines. Cependant, le troisiéme groupe (M3, M4 et M7)

se trouve a lI'opposé du graphique et montre des faibles valeurs en pH, caroténoides et HMF.
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Le quatriéme groupe se trouve en haut dans la partie droite de graphique et contient le
miel M5 qui est caractérisé par sa teneur élevée en protéines et en proline et des faibles valeurs
en humidité, conductivité électrique, composés phénoliques, flavonoides, DPPH et ABTS.

Les résultats de I’ACP démontrent que le miel M1 est le meilleur miel en termes de
teneur en composés phénoliques et flavonoides et activités antioxydantes. Les miels M2 et M6
montrent les meilleures activités antibactériennes. Cependant, les miels M3, M4 et M7 montrent
les meilleures activités anti-hémolytiques. La figure 20 (a) confirme les corrélations obtenues

a l'aide de la matrice de corrélation.
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Figure 20: Graphiques d'analyse en composantes principales (ACP) des parametres
physicochimiques, teneurs en composés bioactifs et activités biologiques des échantillons du
miel.

a : projection des variables. b : projection des individus

AAH : activité anti-hémolytique ; ABTS : Acide 2-2-azinobis -3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique ;
CE : conductivité électrique ; CMI : concentration minimale inhibitrice ; CPT : composés phénoliques
totaux, DPPH : 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl, DZI : diamétre de zone d’inhibition ;
HMF : Hydroxyméthylfurfural ; IC : intensité de couleur ; pH : potentiel hydrogene.

.
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111.5.3. Classification hiérarchique ascendante (CHA)

La similarité des miels est analysée a l'aide de la classification hiérarchique ascendante
(Figure 21). L’analyse révele 4 clusters et ces résultats confirment ceux obtenus par 1’ACP.
Le premier cluster est formé par 1’échantillon M5 et montre les valeurs les plus faibles en
humidité, conductivité électrique, intensité de couleur, composés bioactifs (composes
phénoliques et flavonoides) et activités antioxydantes (DPPH et ABTS).

Selon les parametres analysés, le cluster 2, qui contient les miels M3, M4 et M7 est
caractérisé par les valeurs les plus faibles pour les caroténoides, ’HMF et le pH. Le cluster 3
(M2 et M6) montre des faibles teneurs en protéine. Le cluster 4 est formé uniquement par le
miel M1 et montre les teneurs les plus élevées en composés bioactifs et activités antioxydantes
mais les activités antibactériennes et anti-hémolytiques, les teneurs en proline et le brix les plus

faibles.

En utilisant la CHA, il a été possible de suggérer la formation de groupes pour classer les
échantillons sur la base de leurs parametres physicochimiques, teneurs en composés bioactifs et
activités biologiques. Les résultats obtenus suggerent donc que la discrimination entre les miels
est possible et que I'ACP et la CHA peuvent étre des outils chimiométriques efficaces et rapides

afin de discriminer les différences entre les échantillons, en fonction des parameétres utilisés .

&
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Figure 21: Dendrogramme vertical obtenu & I'aide de la méthode de Ward et des distances
euclidiennes pour les parametres physicochimiques, teneurs en composés bioactifs et activités
biologiques des échantillons du miel.

a : Dendrogramme des variables ; b : Dendrogramme des individus.

AAH : activité anti-hémolytique ; ABTS : Acide 2-2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique ;
Carot : caroténoides ; CE : conductivité électrique ; CMI : concentration minimale inhibitrice ; CPT
: composés phénoliques totaux ; DPPH : 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl ; DZI : diamétre de zone

d’inhibition ; Flav : flavonoides ; HMF : Hydroxyméthylfurfural, pH : potentiel hydrogeéne.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a permis d’évaluer la qualité des miels récoltés de différentes régions
d’Algérie (Tizi-ouzou, Bouhatem, M’sila, Laghouat, Djelfa et Akfadou) a travers des
parametres physicochimiques, des activités antioxydantes , antibactériennes et anti-

hémolytique.

L’analyse pollinique des 7 échantillons du miel révéle 3 miels monofloraux avec comme
pollens dominants Apiaceae et Fabaceae et 4 miels polyfloraux, ce qui indique la diversité

florale des régions d’ou ils proviennent.

Concernant les parametres physicochimiques, en maniére globale, les échantillons
étudiés répondent aux normes fixés par le Codex Alimentaire ce qui montre la bonne qualité

des différents miels analysés

Le brix des échantillons analysés présentent des valeurs allant de 75,4 a 84,27 %.
L’humidité est comprise entre 13,87 et 22,65 %. Tous les miels sont acides avec un intervalle
de pH qui oscille de 3,52 a 4,28. La couleur varie de I’ambre clair a I’ambre foncé. La plupart
des miels sont frais avec des teneurs en HMF conformes aux normes, a l'exception de deux
échantillons M2 et M4 qui ont des teneurs de 149,9 et 98,35 mg/kg respectivement. La teneur
en protéines dans les miels analysés varie de 42,6 a 113,34 mg EBSA/100g tandis que la
concentration en proline va de 181,21 a 314,01 mg/kg ce qui indique que ce sont des miels mdrs

et authentiques.

Les miels analysés ont une teneur en polyphénols totaux et en flavonoides de 90,21 a
182,67 mg EAG/100 g et de 37,89 a 99,44 mg EQ/100g, respectivement. Leurs concentration
en caroténoides va de 2,16 a 5,77 mg E B-carot/kg.

Tous les miels étudiés montrent une capacité de piégeage des radicaux libres DPPH et
ABTS avec des valeurs qui varient de 38,29 & 78,54 % et de 54,88 a 82,45 %, respectivement

reflétant ainsi une grande capacité antioxydante.

Les résultats de I’activité antibactérienne des miels étudiés montrent des zones
d’inhibition allant de 0 a 8,5 mm contre E.coli. De ce fait il n’y a que M3 et M6 qui ont un

pouvoir inhibiteur contre cette souche.
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Le pouvoir anti-hémolytique est testé par induction d’hémolyse par une solution
hypotonique. Tous les échantillons ont révélé un pourcentage d’inhibition d’hémolyse allant de
78,132 93,14 %.

Les résultats trouvés dans ce travail nous menent a envisager des différentes perspectives dont

on cite :

» Mener des études sur un grand nombre d’échantillons Algériens de différentes régions
pour enrichir les bases de données scientifiques et sélectionner les meilleurs miels au
niveau national.

» Utiliser des techniques beaucoup plus sophistiquées (HPLC, CPG, SM...) pour mieux
connaitre la composition des miels et par conséquent les substances responsables de
différentes activités.

» Faire des études in vivo pour mieux comprendre 1’effet du miel sur 1’organisme vivant.

» Tester ’activité antibactérienne des miels a une large gamme de bactéries Gram positif

et Gram négatif.
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Annexe 1 : Table de CHATAWAY

Annexes

Indice de réfraction

Teneur en eau (%)

Indice de réfraction

Teneur en eau (%)

a20°C a20°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
1,5012 14,2 1,4855 20.4
1,5007 14,4 1.4850 20,6
1,5002 14,6 1,4845 20,8
1,4997 14,8 1,4840 21,0
1,4992 15,0 1,4835 21,2
1,4987 15,2 1,4830 21,4
1,4982 15,4 1,4825 21,6
1,4976 15,6 1,4820 21,8
1,4971 15,8 1,4815 22,0
1,4966 16,0 1,4810 22,2
1,4961 16,2 1,4805 22,4
1,4956 16,4 1,4800 22,6
1,4951 16,6 1,4795 22,8
1,4946 16,8 1,4790 23,0
1,4940 17,0 1,4785 23,2
1,4935 17,2 1,4780 23,4
1,4930 17,4 1,4775 23,6
1,4925 17,6 1,4770 23,8
1,4920 17,8 1,4765 24,0
1,4915 18,0 1,4760 24,2
1,4910 18,2 1,4755 24,4
1,4905 18,4 1,4750 24,6
1,4900 18,6 1,4745 24.8
1,4895 18,8 1,4740 25,0
1,4890 19,0

Annexe 2 :Echelle Pfund

Nom de couleur

Intensité de la
couleur (mm Pfund)

Blanc d’eau <9
Extra blanc 9-17
Blanc 18-34
Ambre extra clair 35-50
Ambre clair 51-85
Amber 86-114
Ambre foncé >114




Annexe 3 :Résultats des analyses physico-chimiques des miels analysés.

Annexe

CE Protéines Proline HMF
Miels Brix (%) Humidité (mS/cm) pH Couleur (mgEBSA/100g) (mg/kg) (mg / kg)
M1 75,4 + 00° 22,65+0,023* | 1,53 £00? 3,95+0,03° | 375,77 £ 13,552 66,15 + 2,29° 183,13 + 00° 524 +1,33°
M2 77,4 £0,2¢ 18,95 +0,23° 1,28 +0,01° | 4,05 +0,00° 174,48 £0,74° 42,6 £0,11° 181,21+ 0,01° 149,9 + 1,052
M3 82,8 +00° 15,2 + 00° 1,04 £00¢ | 3,73 +£0,007° | 106,14 +1,97¢ 78,54 +0,63° 228,67 +0,01° 3,14 + 00"
M4 84,27 +0,12% | 13,87 +0,02" | 0,84 +0,01° | 4,28 £0,010* | 99,58 +0,77¢ 53,42 +1,10¢ 314,01 + 002 98,35 + 2,45°
M5 82,23+0,85° | 15,32 +0,24° 0,7 00 3,52 £0,018¢ | 199,11 +0,86° 113,34 £2,9° 313,53 £ 0,012 6,84 +0,43¢
M6 77,33 +0,06¢ 19,69 +0,23° 1,19£0,01° | 4,03 £0,01° 170,39 £ 1,29° 67,60 £ 3,65° 186,97 £ 0,02° 15,82 + 3,16°
M7 80,2 £0,2° 17,51 +0,16¢ 1,03 +00¢ 4,07 £0,00° 52,41 +1,83° 56,05 + 6,98¢ 227,72 +0,83° 16,92 + 1,05°
Les valeurs portant la méme lettre ne présentent pas une différence significative.
Annexe 4 :Teneurs en antioxydants et activités antioxydantes des miels analysés.
Phénols Flavonoides Caroténoides DPPH
Miels (mg EAG/100g) (mg EQ/100g) (mg EBC/100g) ABTS
M1 182,67+ 2,10° 64,50 £ 2,5° 2,16 +1,51¢ 70,03 £ 0,312 51,71+ 7,82°
M2 173,39 +5,99° 89,87 + 6,15% 5,77 £ 0,442 74,92 + 3,362 78,54 £+ 2,392
M3 122,66 £+ 0,75° 61,18 £ 5,62° 4,74 +0,6%° 74,01 £ 0,312 65,40 +6,72°
M4 110,28 +1,81¢ 37,89 +0,72¢ 5,35 + 0,022 54,43 + 10,40 44,60 + 4,43
M5 93,40 + 3,16° 78,23 +6,23° 2,2 +0,66° 26,91 +7,65° 38,29 + 4,18¢
M6 182,07 £ 3,162 99,44 + 4,992 2,66 + 0,56% 74,52 + 2,602 73,40 +9,48%
M7 90,21 + 0,46° 39,97 +1,90¢ 3,48 + 0,49 39,04 +0,18° 61,43 + 3,35

Les valeurs portant la méme lettre ne présentent pas une différence significative.
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Annexe 5 : Courbes d’étalonnages de dosages des proteines et des antioxydant

E

v=1.749x - 0.1195 : B = (.0087 y=3,3382x + 0,0252 ; B*=1,9519
2 ] - = »
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g 207 .
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Annexe 6 : Matrices de corrélations significatives marquées a p <0,05; p < 0,01 et
p < 0,001 des miels analysés .

Variable Coeffs de Comrélations de Rangs de Spearman (Feuille)
Cellules & VM ignorées
Corélations significatives marquées & p <,05000
Brix | Humidité ‘ H ‘ CE ‘ HVF | Couleur |proteines | CPT ’ Flav ‘ Carot ‘ DPPH ‘ ABTS ‘ poline | AAH ‘ DZI1 ‘ D212 ‘ ]
Brix 1,00 097 012 0,62 0,03 -0,56 0,16 -0,66 -0.54 040 0.4 037 0,82 0,33 0,19 0,38 0,60
Humidité 097 1,00 0,13 0,83 -0,09 052 01 0 0,55 -0.45 047 0,39 -0,86 026 02 0,38 -0.64
pH 012 013 1,00 0,02 076 065 085 013 042 0.50 013 002 B4TE3 015 0,09 0,06 024
CE -0.62 0,83 0,02 100 003 040 03 0,61 0.39 0,01 0,62 068 090 02 032 025 A7
HMF 003 0,09 076 0,03 100 9032 081 M 0,06 049 019 004 002 02 035 010 0.28
Couleur -0,56 052 -0,65 040 -0,32 1,00 037 0,53 0,56 047 -0,05 0,12 0,37 -0,06 -0,03 041 -0,56
proteines 0,16 0.1 0,85 031 -0.81 037 1,00 -0,07 0,14 -0,60 0,33 0,23 0,30 021 -0,03 0,12 0,07
CPT -0,66 0 0,13 081 01 0,53 0,07 1,00 0.54 0,12 0.54 0,72 .77 -0,08 0,05 -0,06 .94
Flav -0.54 0,55 -042 0,39 0,06 0,56 0,14 0,54 1,00 0,24 0,50 045 -0.54 -0,26 033 0,05 -0.44
Carot 040 045 0,50 0,01 049 047 -0,60 0,12 0,24 1,00 0.25 0,3 007 -0,08 0,16 028 0,15
DPPH 044 047 013 0,62 019 005 033 054 0,50 0,25 1,00 084 073 0 013 032 04
ABTS 037 0,39 0,02 0,68 0,04 012 023 072 045 0,35 0,84 10 070 009 0,18 034 065
proline 082 086 001 0% 002 037 030 07 -0.54 007 073 70 1,00 017 0.08 0.26 0.65
AAH 0,33 0,26 -0,15 0,25 -0,26 -0,06 021 -0,08 -0,26 0,08 024 -0,09 017 1,00 -0.04 0,14 0,10
Dzl 0,19 020 0,09 032 035 0,03 0,03 0,05 033 0,16 0,13 0,18 0,08 0,04 1,00 045 0,05
0212 0,38 0,38 0,06 0,25 0,10 041 0,12 -0,06 0,05 028 032 0,34 0,26 0,14 045 1,00 0,06
CmI 0,60 -0.64 0.24 077 0,28 -0.56 -0,07 -0.94 -0.44 0,15 041 -0.65 0,65 0,10 0,05 0,06 1,00
L08TS e LOMTeIations 0e Kangs ae bpearman (reullie)
Cellules & VM ignorées
Corélations signficatives marquées & p <,01000
Brix | Humidité | pH CE HMF | Couleur |proteines | CPT |Flavonoides |Caroténoides | DPPH | ABTS | proline AAH Dzt Dz12 M
Variable
Brix 1,00 0,97 0,12 0,62 0,03 0,56 0,16 -0,66 0,54 040 044 037 0,62 033 0,19 038 0,60
Humidité 097 100 013 083 0,09 052 01 0.1 0.55 045 047 039 086 02 02 038 084
pH 012 013 1,00 0,02 076 065 085 013 042 050 013 002 00 015 0,09 0,06 0.24
CE -0.82 0,83 0,02 100 003 040 03 0.81 0.39 -0.01 0.62 068 0% 02 032 025 AT
HMF 0,03 -0,09 0.76 0,03 1,00 032 -0.81 011 0,06 049 0,19 0,04 0,02 -0,26 0,35 0,10 028
Couleur -0.56 0,52 -0,65 040 0,32 1,00 037 0,53 0,56 047 0,05 0,12 037 -0,06 0,03 A4 -0.56
proteines 0,16 01 -0,85 031 -0.81 037 1,00 0,07 0,14 -0.60 0,33 023 0,30 021 0,03 0,12 0,07
CPT -0,66 07 0,13 0,81 01 053 0,07 1,00 0,54 0,12 054 0.72 0,17 -0,08 0,05 -0,06 -0.94
Flavonoides 0,54 05 042 039 0,06 0.56 0,14 0,54 1,00 0.24 0,50 045 054 02 0.3 005 044
Caroténoides 040 045 050 001 049 041 060 012 0.24 1,00 0.2 0.35 007 -0.08 0,16 028 015
DPPH 044 047 0.13 057 019 005 03 054 0.50 0.25 1,00 084 073 04 0.13 032 041
ABTS 037 039 0,02 0,68 0,04 0,12 023 0.72 045 0,35 084 1,00 0,70 -0,09 0,18 0,34 -0,65
proline 0,62 0,86 0,00 0,90 -0,02 037 0,30 017 0,54 0,07 .73 -0,70 1,00 017 0,08 0,26 0,65
AAH 033 -0,26 0,15 0,25 0,26 -0,06 021 -0,08 -0,26 -0,08 024 -0,09 017 1,00 0,04 0,14 0,10
Dz11 019 02 009 032 03 003 003 0,05 0.33 0,16 013 0.18 008  -0.04 1,00 045 0,05
Dz12 038 038 006 025 010 04 012 0,06 0,05 0.28 032 034 026 014 045 1,00 0,06
CMI 060 064 024 0711 028 056 007 09 -0.44 015 04 065 0,65 0.10 0,05 0,06 1,00
Coeffs de Corrélations de Rangs de Spearman (Feuille)
Cellules a VM ignorées
Corélations significatives marquées a p <,00100
Brix | Humidité | pH CE HMF | Couleur | proteines | CPT flav Carot DPPH | ABTS | prolne | AAH | DZI1 | D22 | CMI
Variable
Brix 100 97 012 082 003 056 016 066 -0.54 040 4 Q37 0,82 0.33 0,19 0,38 0,60
Humidité 097 10 48 083 009 052 M 0n 0,55 045 047 039 086 02 020 03 064
pH 012 013 1,00 0,02 076 085 085 013 042 0,50 0,13 002 001 015 0,09 0,06 0.24
CE 082 0,83 0,02 100 003 040 03 081 0,39 .01 0,62 066 090 025 4% 4% A1
HMF 003 0,09 076 0,03 10 432 08 O 0,06 049 019 004 002 026 0,35 0,10 0.28
Couleur 0,56 082 065 040 03 1,00 037 053 0,56 041 008 012 03 006 003 04 056
proteines 016 011 08 43 .81 037 100 007 0,14 060 033 02 0,30 021 003 012 007
CPT -0,66 0o 03 081 Rl 053 007 1,00 054 012 0,54 072 1m  008 005 006 0%
Flavonoides -0.54 05 042 0.39 0,06 0,56 0,14 0,54 1,00 0.4 0,50 045 054 026 033 005 044
Caroténoides 040 045 05 00 049 041 060 012 024 1,00 0,25 0,3 007 0,08 0,16 028 0,15
DPPH 0.4 041 013 0,62 019 006 03 0,54 0,50 0.25 1,00 084 073 04 013 032 04
ABTS 037 03 002 0,66 0,04 012 02 0.72 045 0.35 0,64 1000 070 009 0,18 034 065
proline 082 086 001 0% 002 037 0300 1 054 007 073 70 1,00 017 0,08 0,26 0,65
AAH 033 026 015 02 026 006 021 008 -0.26 008 04 009 017 100 004 0 0,10
Dz 1 019 42 009 032 03 003 003 0,05 033 0,16 013 0,18 008 004 1,00 045 0,05
D212 03% 038 006 -0.25 010 041 012 006 0,05 0.28 032 0,34 026 04 045 1,00 0,06
CMI 060 064 024 077 028 05 007 0% 0.4 015 041 65 0,65 0,10 0,05 0,06 1,00




Annexe

Annexe 7 : Photographies de quelques grains de pollen de miels analysés (originale).
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Rosaceae

Poaceae Asteraceae Ericaceae

Annexe 8 : Photographies de I’activité antibactérienne (originale).

Annexe 9 : Composition de solution de Bradford
Pour préparer un litre de réactif de Bradford, procéder ainsi :
¢ 100 mg de bleu de Coomassie G250
e 50 ml de I’éthanol

e 100 ml de H3PO4 (Acide phosphorique)

Ajuster avec de I’eau distillée jusqu’a 1000 ml.



Résumé

Cette étude est entreprise dans le but d’évaluer et de comparer les spectres polliniques, les
caracteristiques physicochimiques (humidité, pH, conductivite électrique, couleur, HMF, et proline) la
teneur en composeés bioactifs et quelques activités biologiques (antioxydante, antibactérienne, anti-
hémolytique) de 7 échantillons de miel provenant de différentes régions d’Algérie suivant des méthodes
validées par la Commission International du Miel. L’analyse pollinique révele trois miels monofloraux
(Apiaceae, 2 Fabaceae) et quatre miels polyfloraux. Les analyses physicochimiques montrent que la
majorité des miels étudiés sont conformes aux normes internationales. Tous les échantillons analysés
montrent la présence des composés phénoliques (90,21 4 182,67 mg EAG/100 g), des flavonoides (37,89
et 99,44 mg EQ/100 g) et des caroténoides (2,16 a 5,77 mg E B-carot/kg). L’activité antioxydante est
évaluée par deux méthodes DPPH (38,29 a 78,54 %) et ABTS (54,88 et 82,45%). L’échantillon M6
possede I’activité antimicrobienne la plus efficace contre E.coli. Tous les miels montrent un pourcentage
d’inhibition d’hémolyse allant de 78,13 a 93,14 %. D’aprés 1’analyse statistique il existe des corrélations
positives entre la couleur, les antioxydants et les activités antioxydantes des miels analysés.

Mots clés: Miel Algérien, analyse pollinique, paramétres physicochimiques, antioxydants,
antibactériens, anti-hémolytique.

Abstract

This study is undertaken with the aim of evaluating and comparing pollen spectra,
physicochemical characteristics (humidity, pH, electrical conductivity, color, HMF, and proline) the
content of bioactive compounds and some biological activities (antioxidant, antibacterial, anti-
hemolytic) of 7 honey samples from different regions of Algeria according to methods validated by the
International Commission of the Honey. Pollen analysis reveals three monofloral honeys (Apiaceae, 2
Fabaceae) and four polyfloral honeys. The physicochemical analysis show that the majority of honeys
studied are comply with international standards. All the analysed samples show phenolic compounds
presence (90.21 to 182.67mg EAG / 100 g), flavonoids (37.89 and 99.44mg EQ/ 100g) and carotenoids
(2.16 to 5.77 mg E B-carot/ kg). Antioxidant activity is assessed by two methods DPPH (38.29 to
78.54%) and ABTS (54.88 and 82.45%). The sample M6 has the most effective antimicrobial activity
against E.coli. All honeys show a percentage of hemolysis inhibition ranging from 78.13 to 93.14%.
According to the statistical analysis there are positive correlations between color, antioxidants and
antioxidant activities of the analysed honey samples.

Keywords : Algerian honey, polinical analysis, physicochemical parameters, antioxidants,
antibacterial, anti-hemolytic.
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