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Introduction

Issu du monde animal et végétal, le miel est un produit connu depuis la nuit des temps comme un
extraordinaire « aliment médicament » grace a son large usage dans I’alimentation et ses vertus utilisées dans

la médecine (Draiaia, 2016).

Le miel est une substance sucrée complexe produite par ’abeille Apis mellifera. Il est essentiellement
composé de glucides et d’eau ainsi que d’autres substances mineures a savoir les acides organiques, les
enzymes, les minéraux, les protéines et le pollen.... Il représente une source riche en antioxydants tels que
les acides phénoliques, les flavonoides et les vitamines qui lui attribuent diverses propriétés biologiques
(antioxydante, antimicrobienne et anti-brunissement enzymatique...). Par conséquent, il est utilisé pour la
prévention de maladies chroniques résultantes de dommages oxydatifs tels que le cancer et les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson (Ibrahimi et Hajdari, 2020).

Le brunissement enzymatique est 1’un des principaux problémes des aliments peu transformés tels que
les fruits, les légumes et les jus de fruit ayant subi un épluchage, lavage ou découpage (Wibowo et al., 2019).
Il est causé par deux enzymes, polyphénol oxydase (PPO) et peroxydase (POD) aboutissant a une perte des
qualités nutritionnelle et sensorielle (Moon et al., 2020 ; Zhu et al., 2022). Cependant, le miel est considéré

comme une alternative naturelle en raison de ses propriétés antioxydantes (Wen et al., 2018).

D’apres des recherches réalisées par Oszmianski et Lee (1990), un peptide est contenu dans le miel
possede un pouvoir inhibiteur du brunissement enzymatique par 1’inactivation des PPO des tranches de
pomme. De plus, De la Rosa et al. (2011) ont rapporté qu’un extrait de flavonoide du miel agit comme un

inhibiteur de la PPO du jus de pomme.

Ce présent travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution a 1’étude de la qualité de cing miels locaux
de la région de Bejaia et leur caractérisation en effectuant des analyses polliniques (pour la détermination de
I’origine botanique), des analyses physicochimiques (couleur, pH, brix, la teneur en protéines et en
antioxydants) et I’étude des activités antioxydante et anti-brunissement enzymatique sur les tranches

d’aubergine, de pomme de terre et sur les jus de pomme et de fraise.
Le présent travail s’articule sur trois grandes parties :

e La premiere partie synthétise les différentes connaissances bibliographiques sur le miel, sa
composition, ses propriétés physicochimiques et biologiques (activités antioxydante et anti-
brunissement enzymatique) et sur la composition phytochimique de I’aubergine, de la pomme de
terre, de la pomme et de la fraise.

e Laseconde partie illustre le matériel et les méthodes utilisées pour la réalisation de cette étude.

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

Chapitre I : Le miel : définition et composition

1.1. Définition

Le Codex Alimentarius (2001) et le Journal Officiel des Communautés Européennes
(2002) ont défini le miel comme une substance sucrée produite par les abeilles Apis mellifera a
partir du nectar de plantes ou de sécrétions qui proviennent de parties vivantes de plantes ou a
partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de plantes, qu’elles
butinent, transforment en les combinant avec des matiéres spécifiques propres, déeposent,
déshydratent, entreposent et laissent marir dans les rayons de la ruche.

L’abeille butine le nectar et le miellat qui est I’excrétion des insectes suceurs sur des plantes,
comme matiéres premieres pour 1’élaboration du miel (Ricordel et Bonmatin, 2003 ; Bonté et

Desmouliére, 2013)

1.2. Composition chimique

1.2.1. Glucides

Les glucides sont la composante principale du miel, représentant 95 % de sa matiére
seéche, et ils sont responsables de son pouvoir calorifique (320 calories/100g) (Ouchemoukh,
2012). Environ 75 % de ces sucres sont des monosaccarides avec la dominance du fructose
(38%) et du glucose (31 %) qui sont issus de I’hydrolyse du saccharose par I’invertase (Meda
et al., 2005 ; Da silva et al., 2016), suivi de 10 a 15 % de disaccharides dont principalement le
maltose (7,5 %) et le saccharose (1,5 %). Cependant, les tri et les polysaccharides représentent
1,5 & 8 % (erlose, raffinose, mélézitose, dextrantriose, mélibiose...) (Lazaridou et al., 2004 ;
Pita-Calvo et Vazquez, 2017).

1.2.2. Eau

La teneur en eau du miel est I’'un des paramétres de qualité les plus importants, elle
oscille généralement entre 15 a 21 % avec une valeur optimale de 17 % (Otmani, 2022). Elle
est influencée par le degré de maturité du miel, des origines botanique et géographique et des
conditions climatiques (Galhardo et al., 2020). La faible teneur en eau protége le miel de
I’activité microbienne afin qu’il puisse étre conservé plus longtemps tandis qu’une humidité

plus élevee favorise le phénomene de fermentation (Balos et al., 2019).



Chapitre | Le miel : définition et composition chimique
_____________________________________________________________________________________________________________________|]

1.2.3. Protéines et acides aminés

La teneur du miel en protéines et acides amineés est faible. Les protéines contenues sont
principalement les peptones, 1’albumine et la globuline provenant a la fois des sources
animales et végétales, y compris les sécrétions salivaires d’abeilles, le nectar, le miellat ainsi
quele pollen, principale source de protéines (Bogdanov et al., 2004 ; Desmouliére et Bonté,
2013 ;Da Silva et al., 2016)..

Les acides aminés présents dans le miel comprennent 1’aspartate, le glutamate, I’alanine,
I’arginine, 1’asparagine, la glycine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la
sérine, le tryptophane, la tyrosine, la valine et la proline. Ce dernier représente un total de 50 a
85 % d'acides aminés et il est considéré comme un indicateur d’authenticité du miel. Un miel
est dit pur lorsqu’il contient au minimum 183 mg kg*de proline dans un kg de miel (Bogdanov
etal., 1999 ; Meda et al., 2005 ; Da Silva et al., 2016).

1.2.4. Enzymes

Les enzymes contenues dans le miel ont deux origines ; la catalase et la phosphatase acide
qui sont issues du nectar tandis que I’invertase, les amylase o et B ainsi que la glucose-
oxydase proviennent des sécrétions salivaires de 1’abeille. L’invertase assure la conversion du
saccharose en fructose et en glucose, ’amylase permet la dégradation de 1’amidon et la
glucose oxydase est responsable en majeure partic de 1’oxydation du glucose en acide
gluconique et de la génération du peroxyde d'hydrogéne inhibant la croissance des
microorganismes, d’ou la propriété antiseptique du miel (Ouchemoukh et al., 2017 ; Otmani
etal., 2021).

1.2.5. Acides organiques
Les acides organiques occupent environs 0,5 % du poids frais du miel (Keke et

Cinkmanis, 2019). Leur teneur dépend principalement de la source florale, du type de miel,
des conditions géographiques ainsi que la durée de stockage. Ils proviennent essentiellement du
nectar ou des sécrétions d’abeilles (Nafea et al., 2013). Il en existe une vingtaine (acides
acétique, citrique, formique, glutarique, fumarique, succinique, D-gluconique, oxalique...).

L’acide gluconique est le plus dominant (Keke et Cinkmanis, 2019).
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En effet, les acides organiques conférent au miel les caractéristiques sensorielles et
physico-chimiques, tout en servant d’indicateurs de fraicheur et d’authenticité du miel. 1l a été
également rapporté que les acides organiques sont impliqués dans de nombreuses activités

telles que les activités antibactériennes et antioxydantes du miel (Keke et Cinkmanis, 2019).

1.2.6. Minéraux

La quantité des minéraux présents dans le miel varie de 0,05 % dans les miels clairs a 1,5
% dans les mielsfoncés. Cette variation dépend de la composition du nectar, du miellat, du
pollen ainsi que de la nature du sol (Otmani, 2022). Le potassium est le métal le plus
abondant, suivi du magnésium, du sodium, du soufre et du phosphore. Ces substances assurent
plusieurs fonctions dans les systemes biologiques (Lachman et al., 2006)..

Des recherches ont montré aussi I’existence de certains métaux lourds toxiques tels que

I'arsenic, le plomb, le mercure et le cadmium dans le miel (Da Silva et al., 2016).

1.2.7. Vitamines

La teneur du miel en vitamines est relativement faible, voire a I’état de trace (Otmani,
2022). Les principales vitamines présentes sont essentiellement celles du complexe B
provenant des grains de pollen ensuspension, tels que les vitamines B1 (la thiamine), B2 (la
riboflavine), B3 (I’acide nicotinique), B5 (1’acide pantothénique), B6 (la pyridoxine), B8 (la
biotine) et B9 (I’acide folique) (Da Silva et al., 2016). Le miel renferme également la vitamine
C qui provient du nectar mais il est dépourvu des vitamines liposolubles A et D (Rossant,
2011).

1.2.8. Caroténoides

Les caroténoides comprennent une classe des pigments lipophiles synthétisés dans les
chloroplastes des végétaux et ils participent a la coloration du miel (Ouchemoukh, 2012). lls
sont des composants importants du systeme oxydatif, impliqués dans le piégeage de I’oxygene
singulet (*O2) et des radicaux peroxyles (Stahl et Sies, 2004), notamment, dans la protection
contre les rayons UV par I’absorption de 1’énergie des radiations solaires. Le miel contient
principalement 1’a-caroténe, le [p-carotene, la zéaxanthine, la lutéine et le lycopéne
(Ouchemoukh, 2012).
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1.2.9. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, produits par des plantes, sont des métabolites secondaires
qui proviennent du nectar des fleurs, du pollen, de la propolis et de la cire d’abeille (Otmani,
2022). Leur teneur varie de 5 a 1300 mg/ kg dépendant de I’origine botanique du nectar
(Oroian et Ropciuc, 2017). En effet, ces substances contribuent au profile organoleptique du
miel et possedent quelques activités biologiques (antioxydantes, anti-inflammatoires,
antifongiques...). Ces dernieres conférent aux composés la capacité de piéger des radicaux
libres et d’empécher la production des radicaux hydroxyles. Les polyphénols contenus dans le
miel sont principalement les acides phénoliques et les flavonoides (Ouchemoukh et al.,
2017).

1.2.9.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des dérivés hydroxylés des acides benzoique et cinnamique.
Les acides hydroxycinnamiques sont les plus répandus tels que les acidescaféique et férulique
(Pandey et Rizvi, 2009). Les acides salicylique et gallique sont les plus abondants des acides
hydroxy-benzoiques (Zaidi, 2019).

En effet, le miel est essentiellement pourvu des acides caféique, abscissique, syringique,

benzoique, vanillique et gallique (Pandey et Rizvi, 2009).

1.2.9.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent plus de 50 % des composés phénoliques (Da Silva et al.,
2016), ils sont caractérisés par une structure en hétérocycle oxygéné formé de deux cycles
aromatiques liés entre eux par trois atomes de carbone. Ils contribuent a la coloration du miel
et possédent de nombreuses activités biologiques (antibactérienne, anti-inflammatoire,
antiallergique et antithrombique...). Leur capacité a piéger les radicaux libres leur confere des
propriétés antioxydantes (Pandey et Rizvi, 2009).

Communément, un miel de couleur foncé est un miel riche en flavonoides et il y a
essentiellement la catéchine, la quercétine, la chrysine, la galangine, le kaempférol et

I’apigénine (Rossant, 2011).
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1.2.10. Pollen
1.2.10.1. Définition

Le pollen constitue chez les plantes 1’élément fécondant male, contenu dans les anthéres
des étamines. Il est sous forme de grain microscopique qui differe en termes de forme, de
couleur, de taille et de poids différent selon I’espece vegétale. Le pollen est riche en protéines
avec uneconcentration qui varie de 20 & 40 %. Il contient environ 36 % de glucides, 11 %
d’eau, 5 % de lipides, 3 % de sels minéraux (K, Mg, Ca, Fe...), ainsi que des pigments
(caroténoides) et certaines vitamines (B, C, D, E, et A). Grace a sa composition riche en
substances bioactives, le pollen posséde une série d’activités biologiques (antimicrobienne,

anti-inflammatoire, anticancéreuse...). (Otmani, 2022).

1.2.10.2. Analyses polliniques

La mélissopalynologie est une science qui étudie les grains de pollen (Figure 01) dans le
miel permettant ainsi d’identifier 1’origine florale, les proportions des pollens des différentes
espéces, I’origine géographique et des éventuelles fraudes (Ouchemoukh, 2012).
Lorsqu’une plante représente plus de 45 % de ses grains de pollen totaux, le nom de la plante

est donné au miel (Bonté et Desmouliére, 2013 ; Mohdaly et al., 2015).
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Figure 01 : Photos de grains de pollen présents dans le miel fourni par CETAM (Centre
d’Etudes Techniques Apicoles de Moselle, France).
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Chapitre I1. Caractéristiques physico-chimiques et propriétés biologiques
du miel
I. Caractéristiques physico-chimiques

I.1. Indice de réfraction et humidite

Selon bogdanov et al. (1999), I’indice de réfraction du miel est défini par le rapport de
la vitesse de la lumiere dans le vide par la vitesse de la lumiere dans ce milieu. Cette grandeur
indique la teneur en humidité du miel et elle est mesurée par un réfractometre (Nair, 2014).
L’indice de réfraction des miels est généralement compris entre 1,5041 et 1,4915 pour une
teneur en eau entre 13 et 18 %. Les valeurs de I’humidité sont représentés en fonction de

I’indice de réfraction par la table de Chataway (Achouri et al., 2021).

1.2. Conductivité électrique

Les minéraux et les acides ionisables contenus dans le miel le rendent apte a conduire le
courant électrique. En effet, la conductivité électrique est un parameétre de différenciation entre
les miels de miellat (> 0,8 mS/cm) et les miels de nectar (< 0,80 mS/cm) et de classification des

miels. Lorsqu’un miel est riche en substances minérales, sa conductivité €lectrique est donc

plus élevée (Ouchemoukh, 2012 ; Achouri et al., 2021).

1.3. pH et acidité

Les miels sont généralement acides, ayant un pH qui varie de 3,5 a 5,5. Le pH des miels
de nectar est compris entre 3,3 et 4,6 tandis que celui des miels de miellat oscille de 5 a 6, en
raison de leur teneur riche en minéraux. Les conditions d’extraction et de stockage peuvent
affecter ce paramétre (Bogdanov et al., 2004 ; Achouri et al., 2021).

L’acidité du miel est un critére de qualité qui est due a la présence des acides organiques,
aromatiques et des ions inorganiques, dépendant généralement de la flore butinée, de la
salivation des abeilles ainsi que des processus enzymatiques au cours de la maturation du miel
(Otmani, 2022).

1.4. Couleur

Le miel est commercialisé en fonction de sa couleur qui est la premiére caractéristique
physique percue par les consommateurs. La couleur peut varier du blanc au noir passant par
des teintes typiques possibles comme le jaune vif, le verdatre ou le rougeéatre (Achouri et al.,
2021).
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La couleur du miel peut varier en fonction de divers facteurs comme la teneur en
minéraux, en caroténoides, en acides phénoliques et en acides aminés (Bogdanov et al., 2004
; Achouri et al., 2021).

1.5. Hydroxyméthylfurfural (HMF)

Le 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) est un aldéhyde cyclique issu de la déshydratation en
milieu acide, du fructose et du glucose. Il est présent a I’état de traces dans les miels frais. Les
températures élevées, le stockage de longue durée dans de mauvaises conditions ainsi que
certaines propriétés du miel (pH et acidité totale) augmentent les niveaux de ce compose. La
teneur en 5- HMF est présentée donc comme indicative de la qualité et de la fraicheur du miel
et elle ne doit pas dépasser 40 mg/kg (Achouri et al., 2019).

1.6. Proline

La proline représente 50 & 85 % de la totalité des acides aminés présents dans le miel.
Elle provient essentiellement des sécrétions salivaires de 1’abeille lors de 1’élaboration du miel
et elle est considérée comme un critére de maturité et d’authentification du miel (Da Silva et
al., 2016).

Un miel est mature lorsque sa teneur en proline est supérieure a 183 mg/kg. Une teneur
inférieure a celle-ci indique une immaturité ou une falsification en nourrissant les abeilles avec du

sucre ou en ajoutant du sucre au miel (Meda et al., 2005).

I1. Propriétés biologiques
Le miel est un produit naturel riche en composés bioactifs qui lui confére plusieurs

activités biologiques, a savoir les activités antioxydante et anti-brunissement enzymatique (De
la Rosa et al., 2010).

I1.1. Activité antioxydante

11.1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes instables possédant un électron non
apparié sur leur couche externe. Cette propriété confére a ces éléments une grande réactivité,
induisant des dommages au niveau des membranes cellulaires, des protéines et de I’ADN (acide

désoxyribonucléique) (Lobo et al., 2010).
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Les radicaux libres peuvent oxyder ou réduire des composés chimiques afin de stabiliser
leur orbitale externe. Ils sont essentiellement générés par des métabolismes de 1’organisme ou
a partir de sources exogénes telles que la pollution, les métaux lourds, les rayons X et les UV
(St-Louis, 2011).

11.1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants, en faveur
des premiers, résultant de I’augmentation de la production des pro-oxydants et/ou de la
réduction des antioxydants (Figure 2) (Noichri, 2016). Il est connu comme étant un processus
délétere, conduisant au développement de différentes pathologies telles que le cancer, le

vieillissement, les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives... (Pham-Huy et al.,

2008).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO

Caroténoides /]

L OXYDANTS
0,%, OH°, '0,, H,0,
°NO, ONOO"
HOCL
LOO®, LOOH

Figure 02 : Déséquilibre antioxydant /oxydant (Morena et al., 2002).
H202 : Peroxyde d’hydrogéne ; OH° : Radical hydroxyle ; HOCL : Acide hypocloreux ; LOOH :
Peroxyde lipidique ; SOD : Superoxyde dismutase ; GSH : Glutathion ; O : Anion superoxyde ; NO° :
Monoxyde d’azote; ONOO™: Anion peroxynitrite; LOOQO°: radical peroxyle; GPx: Gluthation
perooxydase ; Vit E/C : Vitamine E/C.

11.1.3. Activité antioxydante du miel

Le miel est une série de composants aux propriétés antioxydantes, ayant le pouvoir de
supprimer, retarder ou empécher les phénoménes d’oxydation et ses conseéquences. Les
antioxydants présents dans le miel sont a la fois enzymatiques tels que la catalase, la
peroxydase et la glucose-oxydase et non-enzymatiques tels que les composés phénoliques, les
caroténoides et les acides organiques a savoir I’acide ascorbique (Linkon et al., 2015 ; Ozcan
et Al Juhaimi, 2016).

10
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Selon Del-Rio et al. (2021) et Otmani (2022), les antioxydants primaires ou anti-
radicalaires (typel) tels que les composeés phénoliques agissent comme inhibiteurs de la
peroxydation lipidique en transférant de I’hydrogéne (H") vers des radicaux pyroxyles (LOO¢)
afin de générer des radicaux plus stables (LOOH).

Genot et al. (2004) ont rapporté que les antioxydants secondaires ou preventifs (type 2)
tels que les acides organiques et protéines, ont la capacité de chélater les ions métalliques
réduisant ainsi I’effet pro-oxydant des ions de cuivre et de fer. Certains d’autres agissent comme
piégeurs d’oxygéne singulet (102) et protégent contre les rayons UV, c’est le cas de B-caroténe
et le lycopéne. L’acide ascorbique, quand a lui, a la capacité de piéger les radicaux hydroxyles,
peroxyles et superoxydes.

Ouchemoukh (2012) a indiqué que les enzymes antioxydants peuvent intervenir par
différents mécanismes. La catalase est impliquée dans la réaction de conversion du peroxyde
d’hydrogéne en oxygéne et en eau. La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la dismutation
de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne tandis que la gluthation peroxydase réduit le
peroxyde d’hydrogene et les hydroperoxydes lipidiques.

L’activité antioxydante du miel dépend essentiellement de son origine géographique et
botanique et de la nature quantitative et qualitative des différents antioxydants qu’il contient
(Chua et al., 2013). En effet, elle est directement liée a la teneur en composés phénoliques.
Par conséquent, un miel foncé a une teneur plus élevée en ces composés et donc une plus

grande capacité antioxydante (Dzugan et al., 2018).

11.2. Activité anti-brunissement enzymatique
11.2.1. Brunissement enzymatique

Le brunissement enzymatique est un phénomeéne qui peut avoir lieu chez les fruits et
légumes, suite @ un endommagement mécanique lors d’un traitement post récolte (épluchage
et découpe) ou technologique (congélation-décongélation et irradiations) ou voir
naturellement tel que les infections fongiques. Il est a I’origine de la formation des pigments
bruns au niveau tissulaire des végétaux, souvent accompagnée d’une dégradation du godt et de
I’odeur et par conséquent, une perte des valeurs nutritionnelles ainsi que des modifications

fonctionnelles et organoleptiques (Rigal, 2001).

11
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Le processus du brunissement enzymatique résulte de 1’oxydation des composés
phénoliques endogenes, catalysés par une enzyme nommeée la polyphénoloxydase (PPO) en
présence de I’oxygene moléculaire, aboutissant a la génération des quinones comme premiers
produits de la réaction enzymatique. Ces produits se condensent suivant une réaction non
enzymatique afin de générer des polymeres bruns appelés mélanines. Une autre enzyme est
¢galement impliquée dans ce mécanisme mais a des degrés moindres, c’est la peroxydase
(POD) (Rigal, 2001).

Afin d’initier cette réaction enzymatique, les composés phénoliques contenus dans les
vacuoles se mettent en contact avec la PPO qui se trouve au niveau des parois, apres que la

décompartimentation cellulaire ait lieu (Figure 3) (Rigal, 2001).

Une variété de techniques physiques et/ou chimiques sont relancées pour prévenir le
brunissement enzymatique, exploitant chacune un aspect biochimique différent. En général, les
méthodes physiques reposent sur I'utilisation d’un traitement thermique (blanchiment), la
prévention de I’exposition a I’oxygene (films d’emballage comestibles et immersion dans des
solutions de sel et de sucre) et I’abaissement de la température (congélation et refroidissement).
Les procédés chimiques impliquent I’addition d’agents réducteurs (sulfites), agents acidifiants
(acide ascorbique et gluthation), ainsi que des agents chélateurs de cuivre tels que 1’acide
citrique. En effet, les traitements thermiques sont responsables de la perte des qualités
organoleptiques du produit (Rigal, 2001). De plus, les divers produits chimiques sont toxiques
et peuvent entrainer des pathologies mortelles. Par conséquent, les scientifiques se sont mis a
la recherche de nouvelles alternatives naturelles a ces inhibiteurs, en utilisant des extraits de
plantes médicinales ainsi que le miel, connu pour ses propriétés conservatrices et
antioxydantes (Sakuma et al., 1999 ; Chen et al., 2000).
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Anthocyanes
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Figure 03: Réactions enzymatiques du brunissement (Macheix et al., 1990).
PPO : Polyphénol oxydase ; POD : Peroxydase ; ADHA : Acide ascorbique ; AA : Acide ascorbique actif.

11.2.2. Enzymes impliquées dans le brunissement enzymatique
11.2.2.1. Polyphénol oxydase (PPO)

Les polyphénols oxydases sont des oxydoréductases qui catalysent les composes
phénoliques endogénes en présence de I’oxygéne moléculaires (Daas Amiour, 2017). Elles
sont divisées en plusieurs sous- groupes :

- Les laccases, impliquées dans 1’oxydation aussi bien d’0- que de p- diphénol, générant
ainsi un radical semi-quinone. Cette réaction s’accompagne par la réduction de
I’oxygene en eau (Reinhammar et Maimstrom, 1981).

- Les monophénoloxydases ou monoxygénases sont impliquées dans 1’hydroxylation
des monophénols en o-diphénols (Gouzi, 2015).

- Les catécholases ou catécholoxydases catalysent I’oxydation des substrats o-

diphénoliques en o-quinones en présence d’oxygéne (Lerman, 1953).

13
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La PPO est une métaloenzyme qui posséde deux atomes de cuivre. Sa masse moléculaire
est comprise entre 12 et 400 KDa. Son site actif est hautement conserve et il est composé de

deux atomes de cuivre cordonnés par 6 histidines et un résidu cystéine (Mayer, 2006).

11.2.2.2. Peroxydase (POD)

La peroxydase est une enzyme impliquée principalement dans le brunissement
enzymatique des vegetaux mais elle intervient également lors des attaques par les pathogenes.
Elle est connue pour étre résistante a la chaleur. C’est une enzyme a heme, contenant le groupe
de la protoporphyrine ferrique IX comprenant un atome de fer au sein de son site actif
(Delannoy et al., 2004).

La POD catalyse I’oxydation des substrats donneurs d’hydrogénes (Composés
phénoliques, acides ascorbiques...) en présence du peroxyde d’hydrogene (H202) en le
réduisant en molécules d’eau (H20), suivant un mécanisme binaire ping-pong. Suite a la
formation du complexe enzyme avec le premier substrat (H20.), le premier produit (H20) est
libéré, puis le second substrat (composé phénolique) se lie a son tour a I’enzyme (Daas
Amiour, 2017).

Les plantes sont pourvues des peroxydases de classe I et III (Martinez, 1997). Celles de
classe III sont présentes au niveau des parois tandis que les peroxydases de classe | se localisent

dans les mitochondries et les vacuoles (Daas Amiour, 2017).

11.2.3. Activité anti-brunissement enzymatique du miel

Le brunissement enzymatique recherché au cours de transformations technologiques de
certains produits tels que le thé, le cidre, les raisins secs, les pruneaux ou les dattes, peut
causer un probleme important pour les fruits et les légumes. Les méthodes de prévention du
brunissement ont fait ’objet de nombreux travaux, en raison des problémes toxicologiques

posés par I’emploi des sulfites (Taylor et al., 1986).

Plusieurs travaux ont montré que le miel est un agent d’anti-brunissement enzymatique :

Oszmianski et Lee (1990) ont déduit que le miel possede un pouvoir inhibiteur du
brunissement enzymatique des tranches de pomme. Son efficacité a été attribuée a un peptide
de 600 Da en se comportant comme un inhibiteur non-compétitif de la PPO en chélatant le

cuivre essentiel au site actif de cette enzyme tout en formant des complexes stables.
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Chen et al. (1998) ont démontré que 1’addition de différents échantillons de miel a des
broyats de pomme de terre entraine une réduction de 1’activit¢ PPO environ 50 % et une
diminution de I’indice de brunissement.

Selon Chen et al. (2000), les miels ayant une teneur €levée en antioxydants tels que
I’acide ascorbique et les flavonoides ont une meilleure capacité anti-brunissement.

De la Rosa et al. (2010) ont rapporté qu’un extrait de miel riche en flavonoides a la
capacité de prévenir le brunissement enzymatique du jus de pomme frais. Il agit comme un
inhibiteur non-compétitif de la PPO, présentant une affinité de liaison a la fois pour I’enzyme

libre et pour I’enzyme complexé au substrat.
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Chapitre III : Composition chimique de certains végetaux

Certains végétaux ont fait I’objet de matériel d’étude dans ce mémoire. Par conséquent,

leur composition chimique est donnée dans ce chapitre.

I.1. Aubergine

L’aubergine (Solanum melongena L.) est une plante dicotylédone de la famille des
Solonaceae cultivée pour son légume-fruit. Le terme aubergine désigne la plante fruit. La
production mondiale d'aubergine représente 54 millions de tonnes en 2021 tandis que la
production nationale représente environ 37 % de 1’approvisionnement du marché (Alla et al.,
2021).

L’aubergine se caractérise par sa forte teneur en eau et en fibres, mais elle présente une
faible concentration en vitamines et en minéraux (Mandal, 2010).

Les aubergines renferment également les acides phénoliques (Mandal, 2010) a savoir
les acides caféique et chlorogénique. Ce dernier est I’acide majoritaire dans les fruits
d’aubergine et il possede les propriétés anticancéreuses, antimicrobiennes, antivirales et inhibe
le LDL (lipoprotéine de faible densité) (Fenster, 2012). L’acide caféique est impliqué dans la
prévention de l'oxydation des lipides grace aux groupes hydroxyles phénoliques -OH qu’il
contient (Marinova et al., 2009).

Les fruits des aubergines frais contiennent une faible concentration d’acide ascorbique
(vitamine C). Ainsi, la présence d’autres polyphénols est probablement responsable du
pouvoir antioxydant des aubergines (Terry, 2011).

La pulpe d’aubergine contient plusieurs flavonols qui ont été identifiés tels que la
quercétine-3-glucoside, la quercétine-3-rhamnoside et la myricétine-3-galactoside. Ces
derniers sont présents sous forme de trace (Singh et al., 2009).

Les anthocyanes qui sont responsables de la coloration des plantes, détiennent les
propriétés antivirales, antiallergiques (Chatterjee et al., 2013), anti-inflammatoires,
antibactériennes (Li et al., 2012) et antitumorales. Ils jouent également un réle protecteur
contre les maladies cardiovasculaires, inhibent la peroxydation lipidique et ont la capacité de

piéger les radicaux libres (Kong et al., 2003).
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I.2. Pomme de terre
La pomme de terre ou patate est un tubercule comestible, produit par 1’espéce Solanum
tuberosum, appartenant a la famille des solanacées. Une production mondiale de pommes de terre

record de 376,1 t en 2021. L’ Algérie arrive en téte des pays producteurs (Delaplace et al., 2008)..

Les pommes de terre renferment principalement des macronutriments, a savoir les
glucides, dont le composant prédominant est I’amidon (Noda et al., 2007). Elles contiennent
également des sucres, le sucrose étant le principal diholoside et le glucose et le fructose les
deux principaux oses. Une concentration élevée en sucres confére aux produits frais une
coloration noire et un goGt amer (Kumaret al., 2004).

La pomme de terre présente une faible concentration en protéines et en lipides. Malgré
que les quantités des protéines et des lipides sont négligeables dans le cadre du régime
alimentaire mais ils contribuent aux qualités gustatives (Woolfe, 1987).

Elle contient des minéraux. Le potassium étant le plus abondant et il est impliqué dans le
bon fonctionnement du systeme nerveux, la régulation de I’hypertension et la réduction du
risque d’AVC. La pomme de terre possede également le phosphore, le fer et le zinc tandis que
le calcium est présent en quantites infimes (Palta, 1996).

La vitamine C ainsi que d’autres vitamines hydrosolubles, telles que la thiamine et la
vitamine B6, sont présentes en concentrations importantes. La vitamine liposoluble E se trouve
a I’état de trace (Bates, 1997).

Parmi les antioxydants naturels contenus dans la pomme de terre, les caroténoides et les
polyphénols. La concentration en caroténoides des tubercules de pomme de terre est liée a la
couleur de la chaire. Ainsi, une chaire jaune possede des concentrations élevées en caroténoides
totaux en raison de la présence de zéaxanthine. Contrairement a une chaire creme ayant des
concentrations faibles, ceci est due a la présence de lutéine et de p—carotene (Hartmann et
Buning-Pfaue, 1998 ; Burgos et al., 2009). L’acide chlorogénique est 1’acide phénolique le
plus abondant dans la pomme de terre. Les acide caféique et quinique sont présents en

quantités plus faibles (Andre et al., 2007).
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I.3. Pomme

La pomme est un fruit comestible, produit par un pommier et qui est souvent considérée
comme un « fruit de santé » en raison de sa composition variée et son faible apport calorique.
Les pommiers sont cultivés a travers le monde et représentent l'espéce la plus cultivée du
genre Malus. Dans le monde, 87.236.221 tonnes de pommes sont produites par an (Turk,
2010).

Les pommes mdres sont riches en eau, représentant environ 85 % de leur contenu. Elles
renferment 12 & 14 % de glucides qui se divisent en sucres monosaccharides (glucose,
fructose), oligosaccharides (saccharose) et en polysaccharides tels que 1’amidon qui se trouve
en faible quantité ou totalement absent dans la pomme a maturité (Turk, 2010).

Les acides organiques de la pomme sont constitués en presque totalité par 1’acide malique.
Il est & I’origine du goQt amer du fruit. L’acide citrique y existe également (Persic et al.,
2017).

La pomme est riche en divers antioxydants, parmi lesquels 1’acide ascorbique (vitamine
C) qui se distingue comme I’un des plus puissants. En plus de cela, elle contient certaines
autres vitamines dont les teneurs sont variables. De plus, la pomme est riche en oligoéléments
tels que le potassium, le magnésium, le phosphore, le fer et le cuivre (Turk, 2010).

La teneur du fruit en composés phénoliques varie de 0,3 a 3 %. Celle-ci croit le long de la
période de maturation et de conservation. Les polyphénols sont classés en acides phénoliques
et en flavonoides. En effet, leur répartition est non homogeéne, la peau est plus riche en
polyphénols que la chaire. Parmi les acides phénoliques, il existe 1’acide caféoylquinique est
I’acide hydroxycinnamique, ce dernier €tant le plus abondant. Les flavonoides sont répartis en
trois catégories distinctes ; les flavan-3-ols, les dihydrochalcones et les flavonols (Turk,
2010).

L.4. Fraise

La fraise est un petit fruit rouge issu des fraisiers, espéces de plantes herbacées appartenant
au genre Fragaria (famille des Rosacées), dont plusieurs variétés sont cultivées. La fraise est,
en terme botanique, un faux fruit, les vrais fruits étant les petits akénes qui pointent a sa surface
(Nakro et al., 2020).
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Il se produit 136 kilos de fraises par seconde dans le monde, soit plus de 4,3 millions de
tonnes de fraises par an. A noter que les principales wilayas productrices de la fraise en Algérie
sont Skikda, Jijel et Tipaza (Hummer et al., 2023).

La teneur en eau dans la fraise mlre est estimée a 60,9 % (Raj et al., 2022). La teneur
totale en sucres varie d’un cultivar a un autre. Elle renferme trois sucres essentiels, a savoir le
fructose, le glucose et le saccharose (Seeram, 2007).

Les acides organiques présents sont les acides citrique et malique. Leur teneur totale ne
dépasse généralement pas 3 %. Elle varie selon le cultivar, les conditions météorologiques et
régionales. Ces acides sont a I’origine de ’acidité du fruit (Seeram, 2007).

La fraise est une source riche en vitamine C, un antioxydant important qui renforce le
systéeme immunitaire. De plus, elle renferme plusieurs composés phénoliques tels que les
ellagitanins, des polyphénols transformés en acide ellagique, possédant des propriétés
anticancéreuses ; les anthocyanes, des pigments hydrosolubles jouant le réle d’un antioxydant ;
Les flavonols, essentiellement la quercétine et le kaempférol ainsi que d’autres composés
(Seeram, 2007).
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Matériel et méthodes
Le travail effectué a pour finalité la comparaison entre des miels locaux de la région de
Bejaia en effectuant des analyses polliniques, physico-chimiques et activités antioxydante et
anti-brunissement enzymatique sur des tranches de pommes de terre, d’aubergine et sur des jus

de pomme et de fraise.

1. Echantillons

I.1. Echantillons de miel

La présente étude a porte sur cing échantillons de miels locaux de I’année 2022, provenant
de différentes régions de la wilaya de Bejaia (Akbou, Sidi Aich, Amizour, Bejaia ville et Aokas)
(Tableau I).

Les échantillons sont conservés a température ambiante, a I’abri de la lumiere et

I’humidité. La figure 4 montre la photographie des miels analyses.

Tableau I : Caractéristiques des échantillons de miels analysés.

Echantillons Consistance Région de la Couleur
collecte
M1 Cristallisé Akbou Marron
M2 Cristallisé Sidi Aich Marron foncé
M3 Cristallisé Amizour Jaune
M4 Cristallisé Bejaia ville Marron foncé
M5 Semi- Aokas Jaune clair
cristallisé

Figure 04 : Photo originale des miels analysés.
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1.2. Echantillons de fruits et légumes

Des aubergines, des pommes de terre, des fraises et des pommes (Figure 5 et 6) sont
achetés d’une supérette de la ville de Bejaia et utilisés dans le laboratoire pour I’étude de
I’activité anti-brunissement enzymatique. Ces fruits et légumes possédent presque le méme
poids.

Les aubergines et les pommes (Figure 5) sont nettoyées et coupées en tranches, tout en ayant

un diameétre presque identique (environ 5 cm).

3 = —— - »
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Figure 05 : Photos originales des aubergines et des pommes de terre analysées.

En revanche, les fraises et les pommes (Figure 6) sont utilisées sous forme d’un jus apres avoir

été bien lavées et nettoyées puis broyée indépendamment a 1’aide d’un mixeur Moulinex

jusqu’a I’obtention d’un jus.

Le choix de ce matériel végétal réside dans leur disponibilité au moment de la réalisation de ce

travail et il est connu pour son brunissement rapide.
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I1. Analyses polliniques

L’analyse pollinique est une méthode scientifique efficace qui consiste a une identification
qualitative et quantitative des grains de pollen présents dans le miel a 1’aide d’un microscope,
en se référant a une base de données. Cet examen donne des informations sur 1’origine
botanique et géographique du miel (Louveaux et al., 1978).

L’analyse pollinique est réalisée selon la méthode de Louveaux et al. (1978). Une
solution de 25 % (m/v) est préparée, puis homogéneisée et centrifugée a 4500 tours / min
pendant 10 min. Le surnagent obtenu est ecarté, 10 ml d’cau distillée sont additionnés au culot,
et une deuxieme centrifugation est réalisée dans les mémes conditions. Apres récupération du
culot un volume de 100 pl est étalé sur une lame en verre, celle-Ci est séchée puis recouverte
d’une lamelle. L’observation est effectuée a 1’aide d’un microscope photonique au
grossissement x 40. La banque de données numériques des grains de pollen du CETAM (Centre
d’Etudes Techniques Apicoles de Moselle, France) est utilisée pour identifier les pollens

présents dans les lames recouvertes.

II1. Analyses physico-chimiques
111.1. Degré brix

Le degré brix désigne le taux de sucres (en g) contenus dans 100 g de miel refroidi a 20
°C (Dailly, 2008). Sa détermination est réalisée selon la méthode de réfractométrie décrite par
Bogdanov et al. (1997).

Afin d’effectuer la mesure, un réfractométre Abbe est d’abord étalonné avec de ’eau
distillée et quelques gouttes du miel liquide sont ensuite étalées en couche mince sur le prisme
de ’appareil. La lecture est faite a travers 1’oculaire du réfractometre apres réglage. La limite
de séparation des deux zones claire et obscure apparait dans le champ de vision. Cette ligne
coupe deux échelles verticales graduées directement en pourcentage de brix et en indice de

réfraction, respectivement.

111.2. Potentiel hydrogéne (pH)

Le pH mesure la concentration en ions hydrogéne d’une solution a 1’aide d’un pH-métre.
Celui-ci est constitué d’une sonde qui renferme deux électrodes, une électrode de référence et
une électrode en verre indicatrice de pH, liée au pH de la solution (Bogdanov et al., 1997).

Le pH est mesure selon la méthode rapportée par Bogdanov et al. (1997). L’électrode du
pH-métre est d’abord rincée par 1’eau distillée, puis émergée dans la solution de miel préparée

a10 % (p/v). La valeur du pH est ensuite lue sur 1’écran de I’appareil.
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II1.3. Couleur
La mesure de I’intensité de la couleur des miels est effectuée comme suit : une quantité
de 1g est dissoute dans 4 ml d’cau distillée puis homogénéisée a 1’aide d’un agitateur

magnétique. La lecture de 1’absorbance est faite a 450 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre

(Bogdanov et al., 1997).

II1.4. Dosage des protéines

Bradford (1976) a développé une méthode colorimétrique, basée sur 1’absorbance du
bleu de Coomassie G250. Ce dernier se fixe sur les groupements NHs* des acides aminés
(arginine, tyrosine, tryptophane, histidine et phénylalanine) constitutifs des protéines, donnant
une coloration bleue au milieu réactionnel.

Dans des tubes a essai, un volume de 0,1 ml de solution de miel (50 %, v/v) est mélangé
avec 5 ml de réactif de Bradford (le blanc contient 100 pl d’eau distillée au lieu de 100 pl de
solution de miel) et incubés pendant 2 min. L’absorbance est lue a 595 nm. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent de sérum albumine bovine (BSA) par 100 g de miel en se référant
a la courbe d’étalonnage de BSA (Annexe 1, figure 1) (Azeredo et al., 2003). (y = 1,073 x —
0,0027 ; R? = 0,9974).

IV. Dosage des antioxydants

IV.1. Polyphénols

Le dosage des polyphénols a été déterminé selon la méthode colorimétrique utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu, constitué¢ de complexes d’acides phosphotungstiques (Hz PW12 O40)
et phosophomolybdiques (Hs P Moi2 Os0) de couleur jaune. Ce réactif est réduit, lors de
I’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne ou
I’intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans le miel
(Saffidine, 2015).

Le protocole utilisé est celui décrit par Naithani et al. (2006). Dans des tubes a essai, 100
ul de la solution de miel (0,1 g/ml), 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu (50 %, v/v) et 2 ml de
la solution de carbonate de sodium (Na2 COs, 2 %) sont additionnés. Le blanc ne contenant pas
la solution du miel, est préparé avec 100 ul d’eau distillée. L’absorbance est lue & 750 nm apreés
30 min a ’obscurité. Une courbe d’étalonnage d’acide gallique est réalisée en parall¢le et les
résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 grammes de miel (mg

GAE/100g) (Annexe 1, figure 2) (y = 2,605x + 0,0282 ; R? = 0,9975).
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IV.2. Flavonoides

La teneur en flavonoide de miel est déterminée suivant la méthode établie par Al et al.
(2009). Des volumes de 300 pl de nitrite de sodium (5 %, m/v) et 4 ml d’eau distillée sont
ajoutés a 1 ml de solution de miel (50 %, m/v). Aprés 5 min d’incubation, un volume de 300 pl
de chlorure d’aluminium (10 %, m/v) est additionné. Le mélange obtenu est mis en contact avec
2 ml d’hydroxyde de sodium (1 M) aprés 6 min d’incubation. L’absorbance est mesurée a une
longueur de 510 nm. La quercétine est utilisée comme standard de référence pour
I’établissement de la courbe d’étalonnage. Les concentrations des flavonoides sont exprimées
en mg équivalent de quercétine par 100 g d’échantillon de miel (Annexe 1, figure 3) (y = 0,368
x +0,0014 ; R? = 0,9867).

V. Activité antioxydante
V.1. Activité anti-radicalaire

V.1.1. Test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

La molécule de DPPH est un radical stable de couleur violacée. Il est réduit lorsqu’il est
en contact avec des antioxydants, suite a un transfert d’un atome d’hydrogene, induisant ainsi
la formation de la forme non radicalaire DPPH>. Cette réaction engendre une diminution de
I’intensité de la couleur (Ghnimi, 2015).

L’activité antiradicalaire est déterminée selon la méthode décrite par Meda et al. (2005).
Un volume de 500 pl de chaque solution aqueuse de miel (2,5 %, m/v) est additionné a 1 ml
de solution éthanolique de DPPH (6 x 10° M). Deux tubes, un pour le blanc et un autre pour le
contrdle, sont préparés. Le blanc contient 1 ml d’éthanol tandis que et le controle renferme 1
ml de la solution DPPH. Le mélange est incubé pendant 15 min, la lecture de 1’absorbance est

faite 8 517 nm. Le pourcentage de réduction est donné selon la formule suivante :

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

Ac: Absorbance du controle. AEe : Absorbance de 1’échantillon.
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V.2. Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur des échantillons du miel consiste a la réduction du fer
ferrique (Fe®*) en fer ferreux (Fe?") sous ’action des antioxydants, dans un milieu acide et en
présence de I’acide trichloracétique (TCA) et un agent chromogéne (hexanocyanoferrate de
potassium). La forme réduite donne une couleur verte dont 1’intensité est proportionnelle au

pouvoir réducteur (Gulcin et al., 2005).

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode décrite par Berreta et al. (2005).
Un volume de 500 pl de la solution du miel (2,5 %, m/v) a été ajouté et homogénéis¢ avec un
volume de 500 ul de tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et 500 pl de ’hexanocyanoferrate
de potassium (1 %, p/v). Le mélange a été incubé au bain marie a 50°C pendant 20 min, ensuite
500 ul de trichloroacetate (10 %, p/v) a été ajouté pour stopper la réaction. Un volume de 100
ul de chlorure ferrique (FeCl3, 1 %) est ajouté a un volume de 500 pl prélevé de ce mélange
puis dilué avec 800 pl d’eau distillée. Apres 10 min, la lecture de I’absorbance a été mesurée a
700 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g d’échantillon
de miel (mg EAG/100 g) en se référant a la courbe standard d’acide gallique (Annexe 1, figure
4) (y = 4,4225 x —0,0011 ; R?=0,9971).

V1. Activités inhibitrices du brunissement enzymatique

VI.1. Couleur et unité de brunissement (UB)
L’unité de brunissement consiste a mesurer la variation de la couleur (DO) de la matiere
végétale dans le temps (nécessite un suivi régulier dans le temps). Il indique I’évolution du

brunissement durant la période d’incubation (Oszmianski et Lee, 1990).

VI.1.1. Tranches

La capacité de miel a réduire le brunissement enzymatique est déterminé par une méthode
rapportée par Oszmianski et Lee (1990). Les tranches d’aubergine et de pomme de terre de 5
cm de diamétre sont préparées puis immergées dans une solution de miel (10 %, p/v) tandis que
les tranches témoins sont plongées dans de 1’eau distillée. Apreés 30 min, toutes les tranches
sont essuyées et placées dans des boites de pétri. Les opérations sont réalisées a température
ambiante et a 4 °C. Afin de mesurer 1’absorbance, une masse de 1g des tranches traitées est
pesée et un volume de 4 ml d’cau distillée est ajouté. Le mélange est centrifugé a 1200 tours
pendant 5 min. La densité optique est faite a 420 nm durant la période de stockage. Les

résultats sont exprimésen unité de brunissement qui représente 0,01 d’absorbance.
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VI1.1.2. Jus

Le protocole effectué est celui d’Oszmianski et Lee (1990). Les pommes et les fraises
sont lavées et nettoyés et les pépins de la pomme sont soigneusement retirés. Une quantité de
50 g de ces fruits est pesée puis broyée indépendamment a 1’aide d’un mixeur Moulinex jusqu’a
I’obtention d’un jus. Un volume de 100 pl de la solution de miel (10 %, p/v) est ajouté puis le
tout et versé dans des tubes a essai. Le tube blanc contient 1’extrait de jus et 100 ul d’eau
distillée. Le mélange est centrifugé a 1200 tours pendant 5 min et le surnagent a éte récolté et
placé a nouveau dans des tubes a essai. L’observation s’effectue a 4 °C durant : 10, t7] et £30.
Pour mesurer la densité optique a 420 nm, un volume de 1 ml du surnagent obtenu est mélangé
avec 4 ml d’eau distillée puis homogénéisé. Les résultats sont exprimés en unité de

brunissement.

VI1.2. Indice de brunissement (IB)

L’indice de brunissement consiste a mesurer la variation de la couleur entre deux temps
uniquement (le temps initial (To) et le temps final (Tf)) (Supapvanich et al., 2011).

L’indice de brunissement est déterminé selon la méthode décrite par Supapvanich et al.
(2011). Un gramme de légume traité avec la solution de miel est homogénéisé avec 50 ml
d'éthanol a 65 % (v/v), puis agités a température ambiante pendant 1 heure. L’échantillon
d’extraction est soumis a une centrifugation a 4500 rpm pendant 10 min. La densité optique est
mesurée a 420 nm (DOa0) et I'indice de brunissement est exprimé en DOa2o pour 100 g de poids
frais (DOa20/ 100 g PF).

V1.3. Dosage des enzymes du brunissement enzymatique

La polyphénoloxydase (PPO) et la peroxydase (POD) sont deux enzymes impliquées
majoritairement dans le brunissement enzymatique des produits. Avant de doser leurs activités,
une extraction enzymatique est réalisée pour I'analyse de la polyphénoloxydase (PPO) et de la
peroxydase (POD) (Daas Amiour, 2017).

VI1.3.1. Extraction enzymatique

Une quantité de 50 g de légumes est homogénéisée dans 100 ml de tampon de phosphate
(0,2 M a pH 6,8) pré-réfrigére (4 °C) puis 2 % (m/v) de Polyvinylpyrrolidone (PVP) est ajouté
comme agent protecteur dans I'extraction de la PPO, en raison de sa capacité a éliminer les
composés phénoliques de I'extrait enzymatique. La suspension est ensuite centrifugée a 7 000
rpm a 4 °C pendant 15 minutes. Le surnageant recueilli est centrifugé a nouveau a 7 000 rpm a
4 °C pendant 20 min. Le surnageant obtenu est stocké a 4 °C et il représente I’extrait

enzymatique (Ng et Wong, 2014).
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Des volumes égaux de jus et de tampon phosphate (0,05 M, pH 7) sont mélangés. La
solution obtenue est centrifugée par la suite a 500 g, 4 °C pendant 10 min puis 2 % (m/v) de
Polyvinylpyrrolidone (PVP) est ajouté. Une deuxiéme centrifugation est effectuée pour le

surnageant (De la Rosa et al., 2011).

V1.3.2. Activité de Polyphénol oxydase (PPO)

L'activité de la PPO est réalisée selon le protocole décrit par Baltacioglu et al. (2015). Le
mélange réactionnel est composé de 0,4 ml d'extraits enzymatiques, de 2 ml de tampon
phosphate (100 mM ; pH = 6,8) et de 1 ml de solution de catéchol (10 mM). L'activité
enzymatique est mesurée rapidement a 410 nm au spectrophotométre pendant 1 min a
intervalle de 10s.L'activité de la PPO est exprimée en U g dans le cas des tranches et en U

ml dans le cas des jus. U= unité enzymatique correspond a pmol/ min.

V1.3.3. Activité de Peroxydase (POD)

L'activité de la peroxydase (POD) est analysée suivant la méthode établie par Das et al.
(2011). Le mélange réactionnel est préparé en mélangeant un volume de 0,4 ml d'extraits
enzymatiques et de 2,6 ml de tampon phosphate (100 mM ; pH = 6,8) avec un volume de 0,56
ml de garacol (0,025 mol. L) et 0,38 ml de H-0> (0,5 mol. L™). L'activité enzymatique est
mesurée par l'augmentation de I'absorbance a 470 nm. L'activité POD est exprimée en U g™
dans le cas des tranches et en U ml dans le cas des jus.

Les activités de PPO et POD sont données selon la formule suivante :

AA. Vit

Act =
e At. L. Ve.p

Act : Activité enzymatique en umole/ min/ mg de protéines.
g Coefficient d’extinction linéique molaire en M.

AA : Différence de I’absorbance.

Ve : Volume total du mélange réactionnel en ml.

Vt : Volume de I’extrait enzymatique en ml.

L : Largeur de la cuve en cm.

P : Poids de I’échantillon (g) ou le volume (ml).

27



Partie 11 Matériel et méthodes

VII. Analyses statistiques

Trois essais sont effectués pour la plupart des tests. Les résultats sont présentés sous
forme de moyenne * écart-type. Le programme Microsoft Office Excel 2007 est utilisé pour
calculer les moyennes et les écart-types ainsi que pour tracer les histogrammes.

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

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

existants entre les variables.
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Résultats et Discussion

I. Analyses polliniques

La mélissopalynologie est une étude qualitative et quantitative des grains de pollen
présents dans le miel, permettant 1’identification de son origine botanique et géographique, sa
classification et la détection des éventuelles fraudes ou la présence de sucre inverti (Sabo et al.,
2011).

Un total de 13 familles de pollen est illustré dans le tableau II. Les résultats obtenus
révelent la présence de deux échantillons de miel monofloraux (les miels M3 et M4) de la
famille de Fabaceae et Rosaceae, respectivement. Les pollens de ces familles sont dominants
(> 45 %). En revanche, les échantillons M1, M2 et M5 sont des miels polyfloraux renfermants

cing types de pollen (Fabaceae, Poacaceae, Fagaceae, Rosaceae et Tiliaceae).

Fabaceae est le type de pollen le plus dominant dans les échantillons de miels analysés
avec une fréquence de 26,4 %, indiquant la richesse de la région de Béjaia en cette plante. Les
familles Rosaceae, Poacaceae et Fagaceae sont classées en second ordre ayant un pourcentage
de 16,4 %, 15,4 % et 15 % respectivement. Les neuf familles de miel restantes dont Tiliaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Ericaceae, Ramnaceae, Rutaceae, Apecaceae, Bracecaceae et
Myrtaceae sont présentes en pourcentage faible (Figure 7).

La variabilité de la teneur en pollen des miels pourraient étre liée a la richesse botanique
de la zone de récolte, aux conditions climatiques et a la distance séparant la ruche d’abeilles du
champ de fleurs. La présence des miels polyfloraux peut indiquer I’absence de monocultures a
grande échelle dans les lieux ou s’effectue la récolte du miel (Ouchemoukh et al., 2007 ;
Makhloufi et al., 2010).
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Tableau II: Spectres polliniques et pourcentages de pollens des miels analysés.

Pollens dominants Pollens d’accompagnements Pollens minoritaires Pollens tres minoritaires

Echantillons (=45 %) (16 — 44 %) (15 -3 %) (<3 %)
de
miel Type de pollen | Fréquence (%) @ Type de pollen = Fréquence (%) @ Type de pollen | Fréquence (%) | Type de pollen | Fréquence (%)
Tiliaceae 11
M1 Asteraceae 8 Ramnaceae 2
Absence - Fabaceae 35 Lamiaceae 7 Rutaceae 2
Poacaceae 18 Fagaceae 6 Apecaceae 2
Rosaceae 5 Bracicaceae 1
Ericaceae 3
M2 Fagaceae 30 Ericaceae 13 Lamiaceae 2
Absence - Fabaceae 25 Asteraceae 10
Poacaceae 20
Bracecaceae 2
M3 Poacaceae 9 Tiliaceae 2
Fabaceae 46 Rosaceae 26 Fagaceae 7 Myrtaceae 2
Asteraceae 4 Ericaceae 2
Fabaceae 10
M4 Fagaceae 10 Myrtaceae 2
Rosaceae 45 Poacaceae 18 Tiliaceae 8 Asteraceae 1
Asteraceae 5 Ericaceae 1
Fagaceae 22 Rosaceae 6
M5 Tiliaceae 20 Asteraceae 6 Lamiaceae 2
Absence - Fabaceae 16 Apecaceae 6 Ramnaceae 2
Poacaceae 12 Myrtaceae 4
Rutaceae 4
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Asteraceae

| Fagaceae |

| Poacaceae | ‘ Tiliaceae \

Figure 07: Photos originales de quelques grains de pollens des miels analysés.
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II. Analyses physico-chimiques
I1.1. Brix

Les glucides contenus dans le miel sont exprimeés par le degre brix, indiquant la quantité
de la matiére séche (g) présente dans 100 g de miel a 20 °C (Albu et al., 2021).

Les valeurs du degré brix des échantillons de miel analysés varient de 79,33 (M4) a 80,83
% (M1). Les miels 1 et 3 se rapprochent et possedent le brix le plus éleve (80,83 et 80,63 %
respectivement), indiquant leur richesse en glucides. Les miels 4 et 2 sont les moins riches en
glucides avec une valeur de 79,33 et 79,67 %, respectivement (Figure 8). Les résultats obtenus
de ce paramétre pour les cing miels analysés sont supérieurs a la limite minimale des miels de

nectar (> 65 %) fixée par le Codex alimentaire (2001).
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Figure 08: Brix des miels analysés.
Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + 1’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

En comparaison avec des études antérieures, ces résultats sont proches a ceux obtenus par
Albu et al. (2021) dans les miels romains (77,83 a 83,26 %), supérieurs aux valeurs rapportées
par Damasceno do Val et al. (2018) dans les miels de Malaisie (61,8 a 76,1%) mais inférieurs
aux résultats d’Ayad et al. (2021) dans les miels Algeériens (81 a 84,5 %).

Le test ANOVA du degré de brix des miels étudiés révele un seul groupe homogéne qui
contient les miels M1 et M3. En revanche, les autres échantillons (M2, M4 et M5) possedent
des brix qui sont significativement différents. Selon Otmani et al. (2021), la teneur en sucres
des miels s’avere étre dépendante de I’origine botanique et géographique, de I’environnement

et des conditions de stockage du miel.
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I1.2. Potentiel hydrogéne (pH)

Ibrahim Khalil et al. (2014) indiquent que la plupart des miels sont acides, en raison de
leur teneur en acides organiques qui contribuent a sa saveur et a I’inhibition de la croissance
bactérienne. Les valeurs du pH des miels de nectar varient de 3,5 a 4,5 et celle du miellat de 4,5
a 5,5 (Bogdanov et al., 1999). Les valeurs de pH des miels analysés oscillent entre 3,63 (M3)
et 4,11 (M2) (Figure 9).
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Figure 09: pH des miels analysés.

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

Les valeurs obtenues indiquent que les cing échantillons de miel proviennent du nectar.
Les résultats sont dans I’intervalle rapporté par Machado et al. (2022) dans les miels de
différentes sources botaniques de Portugal (3,2 a 4,4) et supérieurs a celles des miels Brésiliens
(3,21 et 3,62) (Avila et al., 2019). Le test ANOVA indique I’existence d’un seul groupe
homogéne formé des miels M1 et M5 ayant aucune différence significative tandis que les autres

échantillons de miel ont des différences pour ce parametre.

La variabilité du pH serait due a I’origine botanique, au sol ainsi qu’a la composition en
acides organiques tel que I’acide gluconique et en ions inorganiques comme le phosphate
(Nigussie et al., 2012 ; Otmani, 2022 ).
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I1.3. Couleur

La couleur des miels est ’'une des caractéristiques physiques les plus importantes car elle
est en rapport avec l’origine florale ainsi qu’avec leur composition (pollen, pigments et
minéraux). Un miel foncé est riche en composés phénoliques et possede un pouvoir
antioxydant. Le vieillissement et le chauffage peuvent intensifier la couleur du miel (Lequet,
2010 ; Pauliuc et al., 2022 ; Yildiz et al., 2022).

Les résultats obtenus montrent que l'intensité de couleur des échantillons de miel analysés varie
de 0,34 & 1,22 DO pour les miels M5 et M2, respectivement (Figure 10).
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Figure 10: Couleur des miels analyses.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes. DO : densité optique.

Les valeurs enregistrées sont dans I’intervalle rapporté par Amessis-Ouchemoukh et al.
(2021) dans les miels algeériens (0,27 a 1,78 DO) ayant une couleur qui varie du jaune clair au
marron foncé. Elles sont supérieures a celles d’Imtara et al. (2018) pour les miels Palestiniens
qui sont caractérisés par une couleur relativement claire (0,07 et 0,23 DO). Ces différentes
couleurs obtenues peuvent étre expliquées par la variabilité de la composition chimique pour
chaque miel (teneur en minéraux, en flavonoides et en caroténoides) (Berreta et al., 2005 ;
Moniruzzaman et al., 2013).

La couleur des échantillons oscille du jaune clair (M5) jusqu’au marron trés foncé (M2)
et cela dépend de leur teneur en composés phénoliques, en caroténoides et en cendres. La
température de stockage et la lumiere peuvent également affecter leur coloration

(Moniruzzaman et al., 2013).
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Les miels polyfloraux M4 et M2 possédent la densité optique la plus élevée (0,66 et 1,22 DO,
respectivement). Les miels monofloraux M3 et M4 enregistrent les intensités suivantes : 0,48
et 0,59 DO, respectivement. L’intensité la plus faible est donnée par le miel jaune clair (M5)
qui est de 0,34 DO. Cependant, le miel polyphloral M1 possede une intensité élevée mais il est
moyennement riche en composes phénoliques. 1l semble avoir subi une caramélisation, un
vieillissement ou un chauffage. Les résultats des miels analysés sont significativement
différents pour ce paramétre.

La couleur est un parameétre indicateur de richesse du miel en acides phénoliques,

flavonoides, caroténoides et minéraux (Pauliuc et al., 2022).

11.4. Protéines

La teneur du miel en protéines et en acides aminés est faible et représente environ 0,26 %.
I s’agit généralement de peptones, d’albumines et de d’enzymes. Ces substances proviennent
soit d’une source végétale ou animale (sécrétions des abeilles ouvriéres) (Bonté et

Desmouliére, 2013).

Les miels analysés ont une teneur en protéines qui varie de 280,18 (M3) a 647,37 mg
EBSA/ 100 g (M4) (Figure 11).
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Figure 11: Teneur en protéines des miels analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de la moyenne + 1’écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.
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Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux rapportés par Tsavea et al. (2022) dans les
miels de Gréce et par Amessis-Ouchemoukh et al. (2021) dans les miels algériens (30,1 a 82,7
mg EBSA/ 100g et 35 a 137 mg EBSA/ 100 g, respectivement). lls sont inférieurs aux résultats
indiqués par Zhang et al. (2021) dans les miels de Zhejiang a différents stades de maturité (670
a 880 mg EBSA/ 100 g).

Les miels M1 et M4 ne présentent pas de différence significative. Le miel M2 est
1’échantillon le plus riche en protéines. Ainsi, sa teneur est significativement différente de celles
des autres échantillons. Ceci pourrait étre dd a sa richesse en pollen et en enzymes ajoutés par

I’abeille ouvriére. En effet, Da silva et al. (2016) ont confirmé ces informations.

La variabilit¢ de la teneur des miels en protéines dépend de I’origine botanique et
géographique, des conditions de stockage, de la quantité des grains de pollen et des enzymes
ajoutées par les abeilles (catalase, phosphatase, glucose-oxydase) (Moniruzzaman et al.,
2013 ; Rycha et al., 2022).

I11. Taux des antioxydants du miel

111.1. Polyphénols

Les polyphénols sont les composés responsables de 1’activité antioxydante du miel
(Beretta et al., 2005 ; Shamsudin et al., 2022). Le contenu phénolique total des miels analysés
varie entre 61,86 (M5) a 162,69 mg EAG/ 100 g (M2) (Figure 12).
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Figure 12 : Teneur en polyphénols des miels analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.
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Les résultats obtenus montrent que les teneurs en phénols totaux sont plus élevés que ceux
rapportés par Yayinie et al. (2022) dans les miels d’Ethiopie (17,03 a 42,04 mg EAG / 100 g)
tandis que les valeurs obtenus par Necib et al. (2022) dans deux types de miels algériens sont
supérieurs a nos resultats (314 a 394 mg EAG/ 100 g).

Les miels M4 et M2 sont les plus riches en ces composés (113,17 et 162,69 mg EGA/ 100
g), ce qui refléte sur leur coloration marron foncée. En revanche, les miels M5 et M3 possédent
une teneur faible en ces substances (61,86 et 68,89 mg EGA/ 100 g) et donc une couleur moins
intense qui varie du jaune clair au jaune.

Selon Rodriguez-Flores et al. (2015) et Shamsudin et al. (2022), la différence du taux
en phénols totaux des échantillons de miel est due aux origines botanique et géographique, au

climat et a la composition chimique de pollen.

I11.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques de faible poids moléculaire, représentant
jusqu’a 50 % des polyphénols (Wali et al., 2020). Le taux des flavonoides des différents miels
analysés est compris entre 35,14 (M5) et 90,40 mg QE/ 100 g (M2) (Figure 13).
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Figure 13: Teneur en flavonoides des miels analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les résultats sont différents de ceux obtenus par Ayad et al. (2021) et Shamsudin et al.
(2022) qui ont rapporté des teneurs allant de 7 a 20 mg EQ /100 g dans les miels Algériens et
de 10,70 a 25,71 mg EQ/ 100g dans les miels de Malaisie, respectivement.
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Ces valeurs sont également contenues dans I’intervalle rapporté par Chirsanova et al. (2021)
des miels du Sud de la république de Moldavie (28,41 a 151,75 mg EQ/ 100 g).

Les miels M4 et M2 possedent la teneur la plus élevée en flavonoides (85,87 et 90,40 mg
EQ/ 100 g, respectivement) et forment un groupe homogene qui différe significativement du
groupe homogene formé par les miels M1, M3 et M5. Ce dernier posséde la valeur la plus basse
(35,14 mg EQ/ 100 mg).

La variabilit¢ des concentrations en flavonoides des miels tels que les flavonols
(quercétine, kaemferol...), les flavones (galangine, chrisine,...), les flavonones
(isosakurametine, pinobanksin,...) et les isoflavonones (génistéine et diadzéine) dépend
essentiellement de ses origines florale et géographique (Sousa et al., 2016 ; Tahir etal., 2017).
Ces composés sont identifiés par Ouchemoukh et al. (2017) dans des miels Algeriens.

IV. Activités antioxydantes du miel
IV.1. Activité anti-radicalaire par le DPPH

Les miels analysés ont la capacité de réduire le radical DPPH (Figure 14). Le pourcentage
de réduction pour ces échantillons varie de 40,90 (M3) & 53,58 % (M2).
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Figure 14: Pourcentage de réduction du radical DPPH par les miels analysés.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

L’intervalle de valeurs enregistrées est différent de celui obtenu par Czigle et al. (2022)
sur des miels polonais (15,23 a 20,71 %) et proche de celui rapporté par Al et al. (2009) dans
les miels romains (35,80 a 64,83 %).
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L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH la plus élevée est identifiée pour le miel
M2 avec un pourcentage d’inhibition de 53,58 %, ce qui est probablement di a la présence
d’antioxydants ayant un fort pouvoir réducteur tels que les composés phénoliques, les
vitamines, les enzymes, les métaux a savoir le cuivre et le fer. Selon El-Seedi et al. (2012), les
acides caféique, férulique, sinapique, p-coumarique et cinnamique possédent une grande
capacité de don d’atome d’hydrogene pour une stabilisation ultérieure des radicaux. Le miel
M3 quant a lui, représente I’activité inhibitrice la plus faible avec un pourcentage de 40,93 %.
Les miels M1 et M4 ne présentent pas de différence significative pour ce parameétre.

Selon les travaux rapportés par El-Seedi et al. (2012) et Tahir et al. (2017), I’origine
botanique, la quantité du pollen ainsi que les concentrations élevées en acides
hydroxycinnamiques sont des facteurs qui peuvent influencer la variabilité du pouvoir anti-

radicalaire par le DPPH des miels.

IVV.2. Pouvoir réducteur
Les cing échantillons de miel analysés ont enregistré des valeurs comprises entre 309,25
(M5) a 633,92 (M2) mg EAG/ 100 g pour ce paramétre (Figure 15). Ils ont la capacité de céder
un électron en réduisant de ce fait le fer ferrique (F*) en fer ferreux (F*2) (Ayad et al., 2021).
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Figure 15 : Pouvoir réducteur des miels analyses.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. Les barres verticales représentent les écarts
types. Les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas statistiquement différentes.

Les valeurs obtenues sont supérieures a celles indiquées par Zhang et al. (2021) (83 a
118 mg EAG / 100 g) et Ayad et al. (2021) (12,54 a 24,97 mg EAG/100 g) pour les miels de

Chine et d’ Algérie, respectivement.
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Généralement, un miel foncé présente une riche composition en composés phénoliques
et une activité antioxydante plus importante. Cela est démontré dans cette étude. En effet, le
miel M2 de couleur marron foncé enregistre la meilleure capacité réductrice (633,92 mg EAG/
100 g). En revanche le miel M5 de couleur jaune clair a le pouvoir réducteur le plus faible
(309,25 mg EAG/ 100 g).

Les valeurs enregistrées pour ce pouvoir montrent 1’existence d’un groupe homogene
formé par les miels M1 et M2 tandis que les échantillons restants sont significativement
différents avec une capacité réductrice différente. Ceci est probablement lié a leur composition
quantitative et qualitative distincte en acides phénoliques, en flavonoides, et en vitamine C des

miels.

V. Activités anti-brunissement enzymatiques du miel

V.1. Tranches d’aubergine

V.1.1. Couleur
Les tranches d’aubergine sont traitées avec les cinq échantillons de miel (10 %, m/v). Le
changement de la couleur de leur surface est suivi a 4 °C durant 9 jours et a température

ambiante (20 °C) pendant 4 jours (Figure 16).
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Figure 16 : Couleur des tranches d’aubergines traitées avec des solutions de miel (10%) et
stockées a températures ambiante (20 °C) et 4 °C.

Lors de stockage a température basse, les tranches traitées avec le miel M4 enregistrent

la densité optique la plus faible (de 0,29 aprées 1h jusqu’a 0,99 DO aprés 9j).
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En revanche, celles qui sont préparées avec le miel polyfloral M1 montrent le plus faible
pouvoir anti-brunissement avec une densité optique trés élevée aprés le 4°™ jour (0,35 aprés 1h
a 1,63 DO aprés 9j). Les tranches d’aubergine témoins notent des valeurs qui varient de 0,68 a
168 DO pendant 9 jours d’incubation.

A température ambiante (20 °C), toutes les valeurs de la densité optique obtenues ont
augmenté par rapport a celles de température frigorifique (4 °C). Le miel Rosaceae M4 prouve
toujours son pouvoir anti-brunissement a tempeérature ambiante car les tranches traitées par ce
dernier enregistrent la densité optique la plus basse (0,35 a 1h jusqu’a 0,64 DO apres 4 jours).
Cependant, la valeur la plus élevée est constatée chez les aubergines enrobées du miel polyfloral
M2 (0,43 a 1h jusqu’a 0,88 DO aprés 4j). Les valeurs obtenues pour les tranches témoins
oscillent de 0,7 a 1,15 DO pendant 4 jours.

Le miel Rosaceae se présente avec le meilleur pouvoir inhibiteur du brunissement
enzymatique de I’aubergine. En effet, sa teneur élevée en composés phénoliques et en protéines
semblent contribuer a I’inhibition des enzymes du brunissement (PPO et POD). En revanche,
bien que la composition du miel polyfloral M2 soit riche en antioxydants, ce miel n’a pas
enregistré un effet anti-brunissement efficace. Cela suggére la présence d’interférents dans
I’aubergine ayant interagit avec les composants du miel afin de réduire sa capacité inhibitrice.
Les miels M3 et M5 montrent une inhibition du brunissement qui est probablement due au type
et a la concentration d’antioxydants présents. L’effet anti-brunissement du miel M1 est détecté
les 4 premiers jours du stockage & 4 °C puis il a diminué. Ce phénomeéne pourrait étre lié a
I’épuisement des composés antioxydants présents.

La variabilité du pouvoir anti-brunissement du miel dépend de la variété du légume et du
miel utilisés, de sa composition et sa concentration en composés phénoliques et en composants
peptidique ainsi que de la température et du pH (Yoruk et Marshall, 2003 ; Viunda et al.,
2008 ; Lim et al., 2019). Un miel riche en antioxydants et en fractions peptidiques (600 Da) a
la meilleure capacité inhibitrice du brunissement en agissant sur des enzymes responsables de
ce phénomene (Oszmianski et Lee, 1990).

La température est un facteur important influencant le brunissement enzymatique. Les
enzymes impliquées dans les réactions du brunissement sont sujettes a la destruction a des
températures élevées (Lamerini, 2016). Cependant, les résultats de cette étude montrent que le
stockage des tranches enrobées du miel a une température ambiante (20 °C) ne dénature pas les

enzymes (PPO et POD) mais il favorise leur activité en induisant un brunissement prononce.
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En revanche, le stockage de ces tranches a 4 °C contribue a I’inhibition de leur brunissement

par inactivation des enzymes impliquées dans ce phénomeéne.

Les figures 17 et 18 représentent le suivi temporel de 1’évolution du brunissement
enzymatique des tranches d’aubergine traitées par la solution de miel M4 (10 %) a4 ° Ceta

température ambiante (20 °C).

Témoin

) ) |
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Figure 17: Photos originales de I’activité anti-brunissement enzymatique du miel M4 sur les tranches d’aubergine a
4°C.
E : Essai. A : Aubergine.
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Figure 18 : Photos originales de I’activité anti-brunissement enzymatique du miel M4 sur les
tranches d’aubergine a température ambiante (20 °C).

E : Essai.

A : Aubergine.

Dans la figure 17, le brunissement enzymatique (couleur marron des tranches

d’aubergine) apparait a la premiére heure d’incubation a température 4 °C dans les tranches

témoins. Apres 8 jours d’incubation, il y a une apparition légere du brunissement sur la tranche

d’aubergine traitée par le miel M4 (tranche d’aubergine a droite).

La figure 18 montre bien que le miel M4 possede une bonne activité anti-brunissement

enzymatique. Une variation trés légére de la couleur des tranches d’aubergine est observée au

bout de 48 h a 20 °C. Au quatriéeme jour, il y a apparition de moisissures sur la tranche

d’aubergine témoin par rapport aux tranches d’aubergine imbibées de miel M4.
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Le brunissement enzymatique constaté sur les cotés de 1’aubergine suggére la concentration de

I’enzyme PPO a ces endroits (Moon et al., 2020).

V.1.2. Unité de brunissement (UB)

Il existe une relation entre la DO enregistrée par 1’échantillon et son unité de
brunissement. Une unité de brunissement est é¢gale a 0,01 d’absorbance (Oszmianski et Lee,
1990). L’unité de brunissement des tranches d’aubergine traitées par les cinqg solutions du miel

est déterminée a deux températures (ambiante et 4 °C) (Figure 19).
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Figure 19: Unité de brunissement des tranches d’aubergines traitées avec des solutions de miel
(10 %) et stockées a température ambiante et 4 °C.

Les résultats indiquent que les échantillons témoins possedent des unités de brunissement
supérieures a celles des échantillons traités par les miels.

A température 4 °C, 1’unité de brunissement la plus faible est enregistrée dans les coupes
d’aubergines enrobées de la solution de miel M4 (26,13 apres 1h jusqu’a 98,53 UB apreés 9j).
Par contre, les tranches traitées par le miel polyfloral M1 possedent les unités les plus élevées,
elles ont enregistré des valeurs qui varient entre 34,53 & 70,1 de la premiére heure au 4°™ jour
d’incubation et de 105 & 163,3 UB du 5™ au 9°™ jour. L’unité de brunissement des tranches
émergées dans ’eau distillée varient de 68,33 a 1h jusqu’a 169,57 UB apres 9;.

Des valeurs plus élevées de 1’unité de brunissement des échantillons traités sont
enregistrées a température ambiante durant 4 jours de stockage. Cependant, la valeur la plus
élevée est obtenue par les aubergines enrobées du miel M2 (42,9 apres 1h a 88,3 UB apres 4j)
et la plus faible est notée par le miel M4 (34,27 aprés 1h a 64,07 aprés 4j). L’unité de

brunissement des tranches témoins varie de 69,6 apres 1h a 114,53 UB apres 4.
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V.1.3. Indice de brunissement (IB)

Les cing échantillons de miel ont contribué a réduire le taux de brunissement des
aubergines. Les résultats obtenus a 4 °C sont inférieurs a ceux enregistré a température ambiante
(Figure 20).

0,12
o 01
A E
s 0,08
Fas]
S
E —~~ 0,06
2 o
2 S 0,04
c
S5
S Soo
S
@ 0
._% Aubergine 4°C Aubergine T° ambiante
[

Echantillons d'aubergine

ETémoin EM1 EM2 m=M3 EM4 EM5

Figure 20: Indice de brunissement des tranches d’aubergine traitées avec les solutions de miel (10
%) a 4 °C et a T° ambiante (20 °C).

D’apres la figure 20, les aubergines non traitées montrent I’indice de brunissement le plus
élevé de tous les échantillons. Cependant, les tranches traitées avec le miel Rosaceae M4
possedent 1I’indice de brunissement le plus faible a deux températures (0,035 DO/ 100 ga 4 °C
et 0,06 DO/ 100 g a T° ambiante) ayant ainsi le taux de brunissement le plus bas et le meilleur
pouvoir anti-brunissement.

A température 4 °C, les tranches auxquelles le miel M1 est ajouté possedent 1’indice de
brunissement le plus élevé (0,072 DO/ 100 g) et ont notamment enregistré a température
ambiante la valeur suivante : 0,08 DO/ 100 g. Par contre, le miel M2 indique le taux de
brunissement le plus élevé a température ambiante (0,095 DO/ 100 g). Les tranches d’aubergine
émergées dans ’eau distillée enregistrent 0,085 DO/ 100 &4 4 °C et 0,1 DO/ 100 g & 20 °C.

La variabilité du pouvoir anti-brunissement du miel dépend de la variété du légume et du
miel utilisées, de sa composition et sa concentration en composés phénoliques et en composants
peptidiques ainsi que de la température et le pH (Yoruk et Marshall, 2003 ; Viunda et al.,
2008 ; Lim et al., 2019).
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V.1.4. Activité enzymatique de la PPO

La polyphénol oxydase est connue pour étre 1’enzyme la plus impliquée dans le
brunissement des fruits et légumes (Liu et al., 2019). L’activité enzymatique de la PPO des
tranches d’aubergines traitées par les solutions de miel a 10 % subi une inhibition durant la

période de stockage a 4 °C et a température ambiante (Figure 21).

0,045
0,04

o
o
w
[0

0,03
0,025
0,02

0,015

0,01

0,005 .
i ml

Aubergine a 4 °C Aubergine a T° ambiante

Echantillons d*aubergine

Activité PPO (U/ g)

W Témoin M1 mM2 mM3 mM4 mM5

Figure 21: Activité enzymatique de I’enzyme Polyphénol oxydase (PPO) des tranches
d’aubergines traitées par les échantillons de miel a 4 °C et a T° ambiante (20 °C).

Les résultats obtenus a température basse (4 °C) indiquent que la plus faible activité est
observée dans le cas des tranches traitées par le miel M4, prouvant ainsi sa forte capacité
inhibitrice de I’enzyme PPO (0,004 umol. min %, g ). Les tranches traitées par le miel d’Akbou
M1 montrent le maximum d’activité enzymatique de la PPO (0,01 pmol. mint. g 1) aprés les
tranches témoins. Ceci indique que le miel M1 est doté d’une faible capacité inhibitrice.

Par comparaison aux valeurs obtenues a température ambiante, les taux d’activité
enzymatique de la PPO des échantillons d’aubergine traitées par les solutions du miel ont
augmenté. L’activité de la PPO des tranches traitées par le miel de Bejaia M4 est la plus faible
(0,007 umol. min 1. g 1). Le miel de Sidi Aich M2 n’a pas parfaitement contribué a ’inhibition
de la PPO car Iactivité enzymatique de celle-ci est élevée (0,02 umol. min . g %). Les tranches

témoins ont enregistré 1’activité enzymatique la plus élevée d’ou leur brunissement rapide.

V.1.5. Activité enzymatique de la POD
La peroxydase (POD) est une autre enzyme responsable du brunissement enzymatique.

Les solutions de miel ont réduit I’activité de la POD des aubergines coupées (figure 22).
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Figure 22: Activité enzymatique de I’enzyme peroxydase (POD) des tranches d’aubergines
traitées par les échantillons de miel a 4 °C et & T° ambiante (20 °C).

Des fluctuations plus prononcées sont observées en mesurant le taux de I’activité
enzymatique de la POD pour les aubergines stockées aux deux températures.

Les résultats obtenus montrent que le miel M4 est 1’échantillon ayant la meilleure capacité
inhibitrice de la POD des aubergines stockées a deux températures (4 °C et 20 °C) en
enregistrant les valeurs suivantes: 0,13 umol. min 1. g et 0,38 pmol. min % g
respectivement. Le miel M1 montre la capacité inhibitrice la plus faible de I’enzyme (1,12
umol. min . g a4 °Cet 1,98 umol. min 1. g ! a température ambiante). Le taux de lactivité
enzymatique des tranches témoins est de 1,18 umol. min %. g et de 3,37 umol. min *. g *a 4

et a 20 °C, respectivement.

Le trempage des tranches dans les solutions de miel a 10 % a inhibé I’activité de la PPO
et celle de la POD.

Wen et al. (2017) ont indiqué que les propriétés d’inhibition du brunissement
enzymatique par le miel dépendent majoritairement de sa composition en substances bioactives
telles que les peptides et les flavonoides, ce qui explique la meilleure activité inhibitrice de PPO
et POD pour le miel M4 possédant un taux élevé en composés phénoliques et en protéines par
rapport aux autres échantillons.

Il a été rapporté par De la Rosa et al. (2011) que les flavonoides sont des inhibiteurs non
compétitifs présentant une affinité de liaison a la fois pour les enzymes libre et complexé au

substrat.
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De plus, la différence de concentration du peptide 600 Da d’un miel a autre peut jouer un role
dans le ralentissement du brunissement enzymatique par la formation d’un complexe stable
entre le cuivre de I’enzyme PPO et le peptide (Oszmianski et Lee, 1990).

D’autres facteurs contribuent a 1’efficacité de 1’anti-brunissement enzymatique du miel a
savoir la température, le pH et la composition du légume. En effet, le pouvoir inhibiteur faible
du miel M2 malgré sa forte teneur en composés phénoliques est probablement lié a la présence
des interférents dans 1’aubergine ce qui empéche les antioxydants d’agir.

La combinaison miel-basse température montre une activité anti-PPO plus grande par
rapport a la combinaison miel-température élevée. Par conséquent, 1’utilisation de températures
basses ainsi que 1’ajout du miel est une autre forme d’inhibition de 1’enzyme afin de retarder et

réduire le brunissement enzymatique.

V.2. Tranches de pomme de terre
V.2.1. Couleur

Les tranches de pomme de terre enrobées par les solutions de miel a 10 % ont subi un
suivi de la coloration de leur surface pendant 9 jours a 4 °C et durant 4 jours a température
ambiante (20 °C) (Figure 23).
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Figure 23 : Couleur des tranches de pomme de terre traitées avec des solutions de miel
(10 %) et stockées a 4 °C et a température ambiante (20 °C).

Les résultats obtenus varient de 0,24 a 1,43 DO a 4 °C pendant 9 jours et de 0,41 a 1,30
DO a 20 °C durant 4 jours. Les tranches enrobées du miel marron foncé M2 montrent la densité

optique la plus faible (0,24 aprés 1h a 0,84 DO aprés 9j) a 4 °C. A température 20 °C, elles
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enregistrent des valeurs allant de 0,42 aprés 1h a 0,82 DO aprés 48h mais elles ont augmenté
jusqu’a 0,82 DO apres 4 jours. Ceci est probablement dii a 1’épuisement des antioxydants
inhibiteurs du brunissement. Le miel M4 possede le pouvoir inhibiteur le plus faible en
enregistrant les valeurs suivantes a 4 et 20 °C, respectivement : 0,38 apres 1h a 1,22 DO apreés
9™ jour et 0,54 & 0,85 DO, de la 1% heure au 4°™ jour de stockage. Les tranches témoins
indiquent des valeurs qui oscillent de 0,43 a 1,43 DO pendant 9 jours de stockage a 4 °C et de
0,63 aprés 1h a 1,3 DO apres 4 jours a 20 °C. Par conséquent, les tranches témoins se

brunissement rapidement par rapport aux échantillons traités par le miel.

Les figures 24 et 25 représentent le suivi temporel de 1’évolution du brunissement
enzymatique des tranches de pomme de terre traitées par la solution de miel M2 (10 %) a4 ° C

et a température ambiante (20 °C).

Dans la figure 24, le brunissement est apercu au bout de 16h sur les tranches témoins de
la pomme de terre stockées a 4 °C. Une variation légére de la coloration est détectée apres 9
jours de conservation sur la surface de la tranche situé a coté du témoin et traitée par le miel
M2. A température ambiante (figure 25), le brunissement est apparu dans les tranches témoins
aprés seulement 4h d’incubation tandis qu’il est constaté au bout de 16h dans les tranches
enrobées de la solution du miel M2. Au 4°™ jour de stockage, la coloration brune est devenue

plus intense. Celle-ci est observée au milieu des tranches de pomme de terre.
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Figure 24 : Photos originales de I’activité anti-brunissement enzymatique du miel M2
sur les tranches de pomme de terre a 4 °C.

E : Essai. PT : Pomme de terre.
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Figure 25: Photos originales de I’activité anti-brunissement enzymatique du miel M2 sur les
tranches de pomme de terre a température ambiante.

E : Essai. PT : Pomme de terre.

V.2.2. Unité de brunissement (UB)
Les valeurs de 1’unité de brunissement obtenues a tempeérature ambiante (20 °C) sont
supérieures a celles enregistrées a température frigorifique (4 °C) et oscillent de 24,3 a 143,34

UB a4 °C pendant 9 jours et de 42,1 a 130,02 UB a température ambiante durant 4 jours (Figure
26).
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Figure 26 : Unité de brunissement des tranches de pomme de terre traitées avec des solutions de
miel (10%) et stockées a température ambiante (20 °C) et 4 °C.

La figure montre que toutes les solutions de miel possédent un pouvoir inhibiteur du
brunissement enzymatique.

A température 4 °C, le brunissement le moins prononceé est constaté dans les pommes de
terre traitées par le miel polyfloral M2, en notant des valeurs qui oscillent de 24,3 apres 1h a
84,2 aprés 9j. L’unité de brunissement de 1’échantillon traité par le miel monofloral M4 est la
plus élevée (53,8 apres 1h a 83,1 UB apres 9j). Les valeurs des tranches témoins varient de
42,63 a 143,43 UB durant la période de stockage.

A température ambiante, le miel M2 de couleur marron foncée a la meilleure capacité
anti-brunissement en enregistrant des valeurs allant de 42,1 apres 1h a 68,17 UB 48h puis
jusqu’a 84,2 UB aprés 4 jours de conservation. Cependant, les valeurs de l’'unité de
brunissement des coupes de pommes de terre, auxquelles le miel Rosaceae M4 est ajouté,
varient de 53,8 aprées 1h a 83,1 UB apres 4j. Les tranches témoins enregistrent des unités de
brunissement allant de 63,23 a 130,02 UB.

V.2.3. Indice de brunissement (IB)
Le taux de brunissement des tranches de pomme de terre enrobées de solutions de miel
(10 %) est mesuré suivant la méthode de détermination de 1’indice de brunissement a deux

températures, ambiante (20 °C) et frigorifique (4 °C) (Figure 27).
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Figure 27 : Indice de brunissement des tranches de pomme de terre traitées avec les solutions du
miel (10 %) a 4 °C et a T° ambiante.

Les miels utilisés retardent le brunissement des tranches de pomme de terre mais des
fluctuations plus prononcées sont observées chez les tranches stockées a température ambiante
par rapport a celles conservées a 4 °C. Le miel M2 enregistre le taux de brunissement le plus
faible a deux températures (0,02/ 100 g a 4 °C et 0,04/ 100 g a 20 °C), en raison peut étre de sa
forte concentration en composés phénoliques et en protéines. L’indice de brunissement le plus
élevé dans les tranches traitées est détecté dans celles préparées avec le miel M4 en enregistrant
les valeurs suivantes : 0,06/ 100 g a 4 °C et 0,07/ 100 g a 20 °C. Les tranches préparées dans
I’eau distillée posseédent le taux de brunissement le plus élevé a deux températures 0,07/ 100 g
a4°Cet0,078/ 100 ga 20 °C.

Les cing échantillons de miel possédent un pouvoir inhibiteur des enzymes de
brunissement (PPO et POD). Viunda-Martos et al. (2008) ont rapporté que le miel contient
des substances susceptibles d’inhiber ces deux enzymes, notamment les flavonoides et les
peptides de poids moléculaire faible, en réduisant I’oxygene impliqué dans la réaction de
brunissement ou en se liant au site actif de ’enzyme induisant son inactivation . En effet, le
miel marron foncé M2 est riche en composés phénoliques et en protéines d’ou sa forte capacité

inhibitrice pour les enzymes de brunissement.
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Les miels M3, M1 et M5 montrent leur pouvoir anti-brunissement a des degrés différents.
Lemerini (2016) et Lim et al. (2019) ont indiqué que la variabilit¢é du pouvoir anti-
brunissement du miel dépend essentiellement du type et de la teneur variable en antioxydants,
ainsi que de son acidité et la présence de certains interférents dans le legume empéchant son
effet inhibiteur du brunissement enzymatique.

Le brunissement des tranches traitées par le miel M5 est maximal aprés une heure
d’incubation puis subit une diminution. Cela peut suggérer que la forte activité de la PPO est
inhibée par le miel M5 qui a agit en réduisant les o-quinones formés en polyphénols originaires.
Le miel M4 a une faible capacité¢ d’inhibition du brunissement malgré sa bonne teneur en
antioxydants, ceci pourrait étre lié a la présence des interférents dans la pomme de terre ainsi
qu’a la couleur brune foncée du miel. Chen et al. (2000) et Gacche et al. (2009) ont confirmé

ces informations sur certains végetaux.

V.2.4. Activité enzymatique de la PPO

L’activité enzymatique de la PPO des échantillons de pommes de terre traitées par les
miels a subi une diminution durant la période de stockage a deux températures par rapport aux
échantillons témoins (Figure 28). Elle varie entre 0,02 a 0,07 umol. min "1.g * a température 4
°C et de 0,045 4 0,078 pmol. min ".g 1 & température ambiante (20 °C).
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Figure 28 : Activité enzymatique de I’enzyme Polyphénol oxydase (PPO) des tranches de pomme
de terre traitées par les échantillons de miel (10 %) a 4 °C et a T° ambiante (20 °C).

Les résultats obtenus indiquent que les valeurs de I’activité enzymatique a 4 °C sont

inférieurs a ceux notés a 20 °C.
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L’échantillon traité par le miel M2 posséde I’activité de la PPO la plus faible (0,003 umol.
min .g a4 °C et 0,009 umol. min 1.g 1 a 20 °C) tandis que le maximum de cette activité est
enregistré par la pomme de terre préparée avec le miel M4 a deux températures, basse et
ambiante (0,007 umol. min ".g " et 0,015 pmol. min 1.g %). Les pommes de terre enrobées des
miels M3, M1 et M5 montrent une activité enzymatique variable. En revanche, le taux d’activité
des tranches témoins est de 0,12 et 0,14 pmol. min .g ta 4 °C et 20 °C, respectivement.

V.2.5. Activité enzymatique de la POD
Les cinq solutions de miel ont réduit ’activité enzymatique de la POD des échantillons
de pomme de terre a température basse et ambiante (Figure 29). Cette activité varie entre 0,39

a 1,37 pmol. min 1. gt a deux températures.
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Figure 29 : Activité enzymatique de I’enzyme peroxydase (POD) des tranches de pomme de terre
traitées par les échantillons de miel a 4 °C et a T° ambiante.

D’apreés la figure ci-dessus, le taux de I’activité enzymatique a 4 °C est faible par rapport
a celui obtenu a température ambiante.

Lors de stockage a basse température, la plus haute valeur est déterminée chez les tranches
de pomme de terre traitées par le miel M2 (0,39 pmol. min 1. g ) tandis que la plus faible
valeur est enregistrée dans les tranches enrobées par le miel Rosaceae M4 (1,05 umol. min .,

g 1) aprés I’échantillon témoin (1,24 pmol. min . g1).
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Dans le cas de stockage a température ambiante, la valeur la plus faible valeur de I’activité
enzymatique de la POD est enregistrée par 1I’échantillon traité par le miel M2 (0,43 umol. min
1, gh) tandis que la valeur la plus élevée est obtenue par 1’échantillon de pomme de terre enrobé
du miel M4 (1,15 umol. min . g%). L’échantillon témoin posséde 1’activité enzymatique la

plus haute (1,37 umol. min 1. g ).

Les miels M2 et M4 sont les plus riches en composés phénoliques et en protéines, ce qui
expliquerait la diminution de 1’activité des enzymes PPO et POD inhibée par M2. En revanche,
le miel M4 semble ne pas avoir parfaitement inhibé les deux enzymes peut étre en raison de la
présence des interférents dans la pomme de terre. Les différents taux de I’activité enzymatiques
des PPO et POD des tranches traitées s’expliquent par la composition variable des miels
(antioxydants et peptides) et du légume utilisés ainsi que la température.

Les miels retardent le brunissement en inhibant les enzymes impliquées dans la réaction
du brunissement enzymatique par différents mécanismes. Des flavonoides interagissent a la fois
avec I’enzyme libre et complexé a son substrat, induisant I’inhibition de la PPO (De la Rosa et
al., 2011). De plus, la différence de la teneur en peptides de faible poids moléculaire (600 Da)
ralentit le brunissement enzymatique par la formation d’un complexe stable entre le cuivre de
I’enzyme PPO et le peptide (Oszmianski et Lee, 1990).

La température est un autre facteur important a prendre en compte. La combinaison miel-
basse température est une forme d’inhibition des enzymes qui ont montré une faible activité a

température frigorifique, en diminuant I’énergie des molécules de I’enzyme.

V.3. Jus de pomme et de fraise
V.3.1. Unité de brunissement (UB)

Les solutions de miels (10 %) ajoutés aux jus de pomme et de fraise ont pu retarder leur
brunissement pendant un mois a température basse (4 °C). L’unité de brunissement varie de
19,13 a 31,87 UB pour le jus de pomme et entre 13,17 a 27,50 UB de to a t 30 jours (Tableau
100).
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Tableau III : Unité de brunissement des jus de pomme et de fraise traités par les solutions de miel
(10 %) durant un mois de stockage a 4 °C.

Jus de pomme Jus de fraise
Temps to t7j t 30j to t7j t 30j
Témoin 15,23 28,47 31,87 13,17 17,50 27,50
M1 21,10 22,30 23,47 19,23 22,37 23,87
M2 24,23 26,47 29,10 23,93 24,20 26,30
M3 19,13 20,50 21,90 19,14 20,98 22,17
M4 24,20 24,78 26,33 23,23 24,33 25,50
M5 21,64 21,53 24,90 21,10 23,30 24,43

Les résultats obtenus montrent que le miel M3 a le meilleur pouvoir anti-brunissement de
jus de pomme et de fraise en enregistrant I’unité de brunissement la plus basse (19,13 a 21,90
UB et 19,13 a 22,17 UB, respectivement de t0 jusqu’a 30 jours). L’unité de brunissement la
plus élevée est observée dans les jus traités par le miel M2 (24,23 a 26,33 UB pour le jus de
pomme et 23,93 a 26,30 UB pour le jus de fraise pendant 30 jours d’incubation).

La nature acide du miel peut perturber les conditions de pH optimales requises pour
I’activité des enzymes responsables du brunissement (PPO et POD), en modifiant le degré
d’ionisation des groupements fonctionnels, ou la formation du complexe enzyme-substrat ou le
maintien de la structure tridimensionnelle de l’enzyme, inhibant ainsi le brunissement
enzymatique (Lemerini, 2016). En effet, le miel M3 semble avoir la plus forte capacité
inhibitrice du brunissement des jus de pomme et de fraise suite a son acidité élevée,
contrairement au miel M2 qui possede une acidité basse et donc un pouvoir inhibiteur bas et
donc une unité de brunissement élevée.

De plus, le type et la concentration en antioxydants et en peptide de 600 Da d’un miel a autre
ainsi que la composition chimique du fruit peut jouer un réle dans le ralentissement du

brunissement enzymatique (Oszmianski et Lee, 1990 ; Chen et al., 2000).

Les figures 30 et 31 représentent le suivi temporel de I’évolution du brunissement

enzymatique des jus de pomme et de fraise traités avec les solutions de miel a 10 %.
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Figure 30 : Photographies des jus de pomme traités par les solutions de miel durant un mois

de stockage a 4 °C.
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Dans la figure 30, la variation de la couleur des jus de pomme & t0 n’est pas due au
brunissement mais a 1’ajout des solutions de miel, sachant que la couleur de celles-ci varie du
jaune clair au marron foncé. L’augmentation de I’intensité de la coloration n’est constatée qu’au
bout d’un mois de conservation. Cette augmentation est trés 1égere.

Dans le jus de fraise (figure 31), aucune variation de couleur n’est constatée car le jus de
fraise est de couleur rouge. Par conséquent, le brunissement enzymatique peut étre invisible a

I’ceil nu dans le cas de certains jus.

V.3.2 Brix des jus de pomme et de fraise

La pomme et la fraise ont une teneur faible en sucres, celle-ci est corrélée avec le taux de
glucide présent dans le jus de ces deux fruits. Le brix des jus de pomme et de fraise, auxquels
les solutions de miel sont ajoutées, est plus elevé que celui des échantillons témoins (Tableau

IV). Le miel a augmenté le taux des sucres présents dans les jus durant un mois de stockage.

Tableau IV : Brix (%) des jus de pomme et de fraise traités par les solutions de miel (10 %)
durant un mois de conservation.

Jus de pomme Jus de fraise
Temps t0 t 7j t 30j t0 t 7 t 30
Témoin 4,67 3,27 2,73 4,50 3,67 3,27
M1 7,62 7,56 7,45 7,64 7,53 7,23
M2 9,25 9,1 9,0 8,33 8,18 7,97
M3 7,42 7,35 7,24 7,13 7,06 6,98
M4 8,25 8,17 8,09 8,13 8,00 7,89
M5 7,85 7,78 7,6 7.91 9,80 7,65

Les résultats représentés dans le tableau IV indiquent que le brix des deux jus traités par
le miel M3 varie de 7,42 a 7,24 % dans le jus de pomme et de 7,13 a 6,98 % dans le jus de fraise
de t0 jusqu’a un mois de conservation. Les jus de pomme et de fraise traités par le miel M2 ont
enregistré durant 30 jours de conservation les valeurs suivantes : 9,25 a 9,0 % et 8,33 4 7,97 %,
respectivement. Les valeurs du brix des jus témoin oscillent entre 4,67 a 2,73 % et 4,50 a 3,27
% pendant un mois pour les jus de pomme et de fraise respectivement.

La baisse des valeurs de brix pourrait probablement étre causé par les activités
métaboliques microbiennes ayant entrainé la conversion des sucres en acides organiques
(Belhaj et al., 2016).
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Cependant, cette baisse est rapidement constatée dans les jus témoins par rapport aux jus
préparés avec les solutions de miel. Par conséquent, le miel s’avere étre un bon conservateur
des jus frais grace a ses propriétés antimicrobiennes. Par ailleurs, une légeére baisse est
seulement observé durant les premiers 7 jours de conservation, sachant que la bonne durée de

conservation des jus non pasteurisés est d’une semaine.

V.3.3 pH des jus de pomme et de fraise

Dans I’ensemble, les valeurs de pH ont diminué pour tous les échantillons de jus (pomme
et fraise) au cours de 30 jours de conservation (Tableau V). Les valeurs de pH des deux jus
préparés avec les cing solutions de miel sont inférieures a celles des jus témoins préparés avec

I’eau distillée.

Tableau V: pH des jus de pomme et de fraise traités par les solutions de miel (10 %) durant un
mois de conservation.

Jus de pomme Jus de fraise
Temps to t7j t 30j to t7j t 30j
Témoin 4,08 4,07 4,01 3,86 3,77 3,6
M1 3,27 3,23 3,17 3,44 3,38 3,34
M2 3,7 3,36 3,29 3,56 3,52 3,49
M3 3,25 3,22 3,15 3,42 3,39 3,31
M4 33 3,27 3,22 3,52 3,49 3,43
M5 3,29 3,25 3,18 3,48 3,44 3,38

Les jus traités par le miel M3 enregistrent les valeurs de pH les plus faible. Elles varient
de 3,25 a 3,15 pour le jus de pomme et de 3,42 a 3,31 pour le jus de fraise. Les jus de pomme
et de fraise préparés avec le miel M2 enregistrent les valeurs suivantes, respectivement : 3,7 a
3,29 et 3,56 a 3,49 durant 30 jours de conservation. Les plus hausses valeurs sont enregistrées
par les jus de pomme témoins (4,08 a 4,01) et les jus de fraise témoins (3,86 a 3,6).

La diminution du pH est probablement due a la présence de bactéries qui agissait sur les
sucres en les transformant en acides organiques. L’acidité du miel est un facteur responsable de
cette baisse, un pH faible du miel peut contribuer au changement de niveau de pH des jus de

pomme et de fraise en les rendant plus acides.
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V.2.4. Activité enzymatique de la PPO des jus de pomme et de fraise
Les valeurs de I’activité enzymatique de la PPO varient de 0,007 a 0,0032 umol. min 2.
ml et de 0,001 & 0,0034 pumol. min 1. ml  dans les jus de pomme et fraise traités,

respectivement (Figure 32).
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Figure 32: Activité enzymatique de I’enzyme Polyphénol oxydase (PPO) des jus frais de pomme
et de fraise traités par les échantillons de miel (10 %).

L’activité enzymatique des jus frais et traités (pomme et fraise) est inférieure a celle des
jus témoins. La plus basse valeur de I’activité de la PPO est observée dans les deux jus traités
avec le miel M3 (0,0011 umol. min 1. ml " pour le jus de pomme et 0,0007 pmol. min . ml -
pour le jus de fraise). Les jus de pomme et de fraise préparés avec les miels M2 enregistrent
les valeurs les plus élevées de I’activité enzymatique (0,003 1 pmol. min . ml - et 0,0032 pmol.
min . ml %, respectivement). Les jus témoins possédent les valeurs suivantes : 0,0034 umol.

min 1. ml " pour jus de pomme et 0,0032 umol. min 1. ml * pour jus de fraise.

V.2.5. Activité enzymatique de la POD des jus de pomme et fraise

Le taux de I’activité enzymatique des jus témoins de pomme et de fraise est supérieur a
celui des jus traités par les solutions de miel (10 %) (Figure 33). Les valeurs obtenues varient
de 0,0745 40,1962 pmol. min . ml " pour les jus de pomme et de 0,444 4 0,1518 pmol. min -

L ml - pour les jus de fraise.
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Figure 33: Activité enzymatique de I’enzyme peroxydase (POD) des jus frais de pomme et de
fraise traités par les échantillons de miel.

Pour le jus de pomme, les échantillons traités par le miel M3 ont le taux d’activité de POD
le plus bas avec une valeur de 0,0745 umol. min 1. ml . L’activité enzymatique la plus élevée
est constatée dans le jus préparé avec le miel M2 ayant la valeur suivante : 0,1304 umol. min -
L ml L Les jus de pomme témoin ont enregistré 0,1962 umol. min 1. ml * de lactivité de la
POD.

Dans le cas de jus de fraise, la valeur la plus basse est enregistrée dans les jus préparés
avec le miel M3 (0,0444 umol. min 1. ml ). En revanche, I’activité enzymatique la plus haute
est obtenue dans le jus auquel le miel M2 est additionné (0,1187 pmol. min 1. mI 1). Le taux

de I’activité de la POD des jus témoin est de 0,1518 umol. min . ml L,

Les résultats obtenus montrent que le miel M3 possede un meilleur pouvoir inhibiteur des
deux enzymes PPO et POD des jus de pomme et de fraise. En revanche, le taux d’inhibition de
PPO et de POD par le miel M2 est relativement faible comparant aux autres échantillons de
miel.

D’aprés Yoruk et Marshal. (2003), le pH est un facteur important pouvant influencer
I’activité des enzymes en induisant des modifications dans I’ionisation de certains groupements
fonctionnels, notamment une dénaturation de la protéine empéchant la conformation appropriée
au site actif. En effet, le pH optimal de la pomme varie de 3,4 a 4 et celui de la fraise entre 5 a
7, I’ajout du miel qui est de nature acide modifie les conditions environnementales en réduisant
le niveau de pH et empéchant ainsi 1’activité enzymatique des PPO et POD. Dans cette étude,

le pH des jus de pomme et de fraise traites par les différentes solutions de miel est acide, ce qui
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expliquerait la réduction de I’activité des enzymes PPO et POD inhibant ainsi le brunissement.
Les miels M3, M1, M5, M4 et M2 sont classés du plus acide au moins acide, respectivement,
ce qui peut corréler avec le degré d’inhibition des deux enzymes PPO et POD dans les deux jus

de pomme et de fraise.

VII. Corrélations
VIL.1. Corrélations entre les parameétres physico-chimiques, molécules
antioxydantes et activité antioxydante

Les analyses statistiques indiquent que la couleur et le pH du miel présentent une
corrélation tres hautement significative avec les molécules antioxydantes et les protéines ainsi
qu’avec les activités antioxydantes (tests DPPH et pouvoir réducteur). De plus, les taux de
polyphénol, de flavonoides et de protéines sont également trées hautement corrélés avec
I’activité antioxydante (tableaux VI et VII). Les résultats obtenus pour cette activité
antioxydante présente une corrélation significative avec le taux en flavonoides et en
polyphénols des miels analysés. Les miels M2 et M4 de couleur foncée présentent les teneurs
les plus élevees en polyphénols, flavonoides et protéines, ainsi que les meilleures activités
antioxydantes (test DPPH et pouvoir réducteur). Ces résultats enregistrés confirment les

corrélations obtenues par Ayad et al. (2021) et Amessiss-Ouchemoukh et al. (2021).

VI1.2. Corrélations entre les parameétres physico-chimiques et les activités
antioxydante et anti-brunissement enzymatique

VIIL.2.1. Tranches d’aubergine et de pomme de terre

Les matrices de corrélation (tableaux VI et VII) révélent ’existence d’une
corrélation hautement significative entre la couleur du miel et I’unité de brunissement, I’indice
de brunissement et la couleur des tranches d’aubergine aux deux températures d’une part, et
une corrélation significative de la couleur avec les mémes parametres préalablement cités dans
le cas des tranches de pomme de terre, d’une autre part. Ceci indique que plus la couleur est
foncée plus I’'unité¢ et I’indice de brunissement sont grands, ce qui signifie 1’existence du
brunissement enzymatique. Le taux de proteines et les deux activités antioxydantes, a savoir le
DPPH et le pouvoir réducteur, montrent une corrélation négative et significative avec les unités
de brunissement, les indices de brunissement, la couleur des tranches de Iégumes et les activités

des PPO et POD aux deux températures (ambiante et 4 °C).
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Selon Oszmianski et Lee (1990), une protéine de 600 Da de miel a le pouvoir inhibiteur du
brunissement enzymatique. A température basse une corrélation hautement significative est
constatée entre la couleur des 1égumes et 1’indice et 1’unité de brunissement ainsi que les
activités enzymatique (PPO et POD). A température ambiante, également, il y a eu une
corrélation tres significative entre la couleur des légumes et I’indice et ’unité de brunissement
ainsi que les activités enzymatique (PPO et POD). En effet, les miels M2 et M4 riches en
molécules antioxydantes et en protéines possédent le pouvoir inhibiteur du brunissement le plus
efficace dans les tranches de pomme de terre et d’aubergine, respectivement.

La couleur des tranches analysées est corrélée avec leurs unités et indice de brunissement et les

taux d’activité des enzymes impliquées.
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Tableau VI: Matrice de corrélation entre les paramétres physico-chimiques, les antioxydants et les activités antioxydante et anti-brunissement
enzymatique des tranches d’aubergine a température ambiante et a 4 °C.

pH Coule- Brix TP TF Prot DPPH PR CAub | CAub C Aub C Aub uB uB uB uB IB Aub 1B Aub 1B Aub 1B PPO PPO POD POD
eur 1h 4° 9j 4° 1h 5jamb | Aub Aub9j | Aub Aub 0 4° tf 4° t0 amb Aub Aub Aub 4° Aub 4° Aub
amb 1h4° 4° 1h 5j tf amb amb
| amb amb amb
pH 1,00
Couleur 0,48 1,00
Brix -0,62 0,01 1,00
TP 0,73** 0,83** | -0,34 1,00
*
TF 0,68** 0,74 -0,45 0,94*** | 1,00
Prot 0,73** 0,85** | -0,12 0,79*** | 0,66** 1,00
*
DPPH 0,79*** 0,80** | -0,35 0,86*** | 0,85*** | 0,87*** | 1,00
*
PR 0,60* 0,93** | -0,25 0,93*** | 0,86*** | 0,77*** | 0,84*** | 1,00
*
C Aub 0,30 0,56 0,34 0,35 0,24 -0,61* -0,44 -0,39 1,00
1h 4°
CAub9j | 0,11 0,69** | 0,16 0,52* 0,45 -0,57* -0,53* -0,60* 0,07 1,00
4
C Aub 0,02 0,48 0,57* 0,09 -0,04 -0,53* 0,26 0,21 0,76** | 0,30 1,00
1h amb
CAub5j | 0,28 0,58* 0,32 0,31 0,25 -0,60* 0,49 0,38 0,52* 0,48 0,86** | 1,00
amb *
UB Aub 0,30 0,56* 0,34 0,35 0,24 -0,61* 0,44 0,39 1,00* 0,07 0,86** 0,96** 1,00
1h 4° * *
UB Aub 0,12 0,68** 0,15 0,52* 0,45 -0,57* -0,52* -0,60* 0,16 1,00** 0,30 0,10 0,08 1,00
9] 4° *
UB Aub 0,02 0,48* 0,57* 0,09 -0,04 -0,53* 0,26 0,21 0,91** | 0,30 1,00* 0,86** 0,86** | 0,30 1,00
1hamb * * *
UB Aub 0,17 0,63* 0,37 0,34 0,29 -0,71** 0,44 0,43 0,64* 0,45 0,82** | 0,96** 0,91** | 0,15 0,82** | 1,00
51 amb * * * *
1B Aub -0,35 -0,13 -0,50 -0,40 -0,74** -0,69** -0,61* 0,55* - -0,55* | -0,75** | - - 1,00
t0 4° 0,72** 0,55* 0,66** -0,57* 0,66** 0,52*
1B Aub -0,07 0,68** | 0,55* 0,33 0,22 -0,53* 0,27 0,42 0,71** | 0,86™* 0,76** | 0,72** 0,71** | 0,46 0,76** | 0,77* | -0,51 1,00
tf 40 * *k
1B Aub -0,35 -0,13 -0,50 -0,40 -0,74** -0,69** -0,61* - 0,57* -0,55* -0,75** | - - 1,00* -0,51 1,00
t0 amb 0,72** 0,75** | 0,41 0,66** 0,66** | 0,52*
1B Aub 0,22 0,04 -0,03 0,03 0,12 -0,11 0,16 0,00 0,58* 0,58* 0,27 0,59* 0,58* -0,50 0,27 0,47 0,13 0,23 0,13 1,00
tf amb
PPO Aub 0,39 0,29 0,11 0,14 0,09 -0,46 -0,34 0,16 0,88** 0,76** 0,69** 0,88** 0,88** | -0,30 0,69** 0,79* -0,30 0,42 -0,30 0,76* 1,00
amb * * * *k *
PPO 0,01 0,49 0,57* 0,12 0,00 -0,52* -0,28 0,23 0,88** | 0,89** 0,98** | 0,88** 0,88** | 0,30 0,98** | 0,84* | -0,68** 0,79*** | -0,68** 0,32 0,70** 1,00
Aub 40 * * * * * * *k
POD 0,01 0,49 0,57* 0,12 0,00 -0,52* -0,28 0,23 0,98** 0,91** 0,98** 0,88** 0,88** | 0,30 0,98** 0,84* -0,68** 0,79*** -0,68** 0,32 0,70** 1,00 1,00
Aub 40 * * * * * * *k
POD 0,30 0,49 0,33 0,32 0,22 -0,64* 0-,46 0,39 0,98** | 0,87** 0,88** | 0,98** 0,98** | 0,10 0,88** | 093* | -0,57 0,74** -0,57* 0,58 0,90*** | 0,90*** | 0,90*** | 1,00
Aub * * * * * * Kk
amb

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

TP : teneur en polyphénols, TF : Teneur en flavonoides, Prot : Protéines, PR : pouvoir réducteur, C : couleur, UB Aub : Unité de brunissement aubergine, 1B Aub : Indice de brunissement aubergine.
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Tableau VII: Matrice de corrélation entre les paramétres physico-chimiques, les antioxydants et les activités antioxydante et anti-brunissement
enzymatique des tranches de pomme de terre a température ambiante et a 4 °C.

pH Coule- Brix TP TF Prot DPPH PR CPT CPT CPT CPT uB UB PT uB uB IBPT IBPT IBPT IBPT | PPO PPO POD POD
eur 1h 9j 4°C 1H 4jamb | PT1h | 9j4°C PT 1h PT4j | T0O4°C Tf4°C t0 amb tf PT 4°C PTamb | PT 4°C PT amb
| 4°C amb 4°C amb amb amb
pH 1,00
Couleur 0,48 1,00
Brix -0,62 0,01 1,00
P 0,73** | 0,83** | -0,34 1,00
*
TF 0,68** 0,74 -0,45 0,94*** | 1,00
Prot 0,73** 0,85** | -0,12 0,79*** | 0,66** 1,00
*
DPPH 0,79*** | 0,80** | -0,35 0,86*** | 0,85*** | 0,87*** | 1,00
*
PR 0,60* 0,93** | -0,25 0,93*** | 0,86*** | 0,77*** | 0,84*** 1,00
*
CPT 1h -0,11 0,56* 0,08 -0,49 -0,48 -0,11 -0,15 -0,51 1,00
4°C
CPT9j -0,57* 0,68* 0,83** | -0,11 -0,19 -0,01 -0,20 0,05 0,15 1,00
4°C *
CPT1H -0,06 0,76** | -0,56* -0,43 -0,31 -0,54 -0,33 -0,59* 0,35 0,75** 1,00
amb *
C PT 4j - - - -0,31 -0,46 0,41 0,28 0,26 1,00
amb 0,72** 0,71** 0,74** 0,54* 0,61* 0,73**
*
UB PT 1h -0,30 0,59* 0,17 -0,61* -0,60* -0,30 -0,35 -0,67** | 0,94** 0,45 0,39 0,38 1,00
4°C *
UBPTY9j | -001 0,69** | -0,34 -0,22 0,21 -0,26 -0,15 -0,35 0,62* | 085** | 059* | 0,53* 0,67** | 1,00
4°C *
UB PT 1h -0,06 0,76** | -0,56* -0,43 -0,31 -0,54* -0,33 -0,59* 0,46 0,48 1,00 0,26 0,39 0,59** 1,00
amb *
UB PT 4j -0,59* 0,66** | - -0,56* -0,64* -0,16 -0,39 -0,41 0,39 0,56* 0,30 0,90** 0,56* 0,10 0,30 1,00
amb 0,70** *
*
IBPT TO -0,24 0,58* 0,47 -0,28 -0,26 -0,18 -0,16 -0,31 0,82** 0,31 0,66** 0,32 -0,07 -0,04 0,66** 0,42 1,00
4°C *
IBPTTf -0,09 0,61** | -0,11 -0,06 -0,04 -0,09 -0,00 -0,15 0,53* 0,76** 0,20 0,54* 0,60* 0,87** 0,20 0,85* | 0,44 1,00
4oc * * *%
IB PT t0 -0,24 0,52* 0,47 -0,28 -0,26 -0,18 -0,16 -0,31 0,15 0,51* 0,66** | 0,39 0,07 -0,04 0,66** | 0,51* | 1,00 0,44 1,00
amb
IB PT tf -0,21 0,55* -0,23 -0,21 -0,07 -0,45 -0,24 -0,39 0,29 0,45 0,52* 0,62* 0,43 0,77** 0,52* 0,88* | 0,23 0,80*** | 0,49 1,00
amb * *k
PPO PT -0,01 -0,49 -0,35 -0,25 -0,22 -0,26 -0,14 -0,36 0,64* 0,59* 0,59* 0,58* 0,69** 0,98** 0,59* 0,32 0,68* 0,88*** 0,42 0,79* 1,00
40C * *x
PPO PT -0,11 -0,49 -0,45 -0,37 -0,29 -0,54% -0,36 -0,49 0,39 0,72** | 0,69** | 0,79** | 0,49 0,88** | 0,79** | 0,76* | 0,72*** | 0,69* 0,79%** | 0,84* | 0,90*** | 1,00
amb * * * *k *x
POD PT -0,01 -0,49 -0,35 -0,25 -0,22 -0,26 -0,14 -0,36 0,64* 0,59* 0,59* 0,68** 0,69** 0,98** 0,59* 0,10 0,562* 0,88*** 0,38 0,79* 1,00 0,90*** 1,00
40C * *x
POD PT -0,01 -0,49 -0,35 -0,25 0,22 -0,26 -0,14 -0,36 0,64 0,71** | 0,65** | 0,56* 0,69** | 0,98** | 059% | 071* | 058* 0,88%** | 0,67* 0,79% | 1,00 0,90*** | 1,00 1,00
amb * * *% Kk

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

TP : teneur en polyphénols, TF : Teneur en flavonoides, Prot : Protéines, PR : pouvoir réducteur, C : couleur, UB PT : Unité de brunissement de pomme de terre, IB PT : Indice de brunissemerx-de_%—l—

pomme de terre
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VI11.2.2. Jus de pomme et de fraise

La matrice de corrélation (tableaux VIII et IX) indique que la couleur du miel enregistre
une corrélation hautement significative avec les unités de brunissement des jus. Une corrélation
trés hautement significative existe entre le pH du miel et les molécules antioxydantes, les
activités antioxydantes, les protéines, les unités de brunissement ainsi que le pH et le brix des
jus. Les polyphénols, les flavonoides, les protéines et tests d’activité antioxydante montrent une
corrélation négative et trés hautement significative avec 1’'unité de brunissement des jus et les
activités des deux enzymes PPO et POD. Ceci confirme que plus les miels sont riches en
antioxydants et protéines, plus 1’activité enzymatique est inhibée. Egalement, Une corrélation
négative est tres hautement significative existe entre le pH des jus et leurs brix et entre le brix
et les unités de brunissement et les activités de PPO et POD. En revanche, le pH des jus et leurs
unités de brunissement sont fortement corrélés a 1’activité enzymatique. Par conséquent, plus
I’unité de brunissement est grande, plus 1’activité enzymatique est grande, ce qui signifie le
faible pouvoir inhibiteur du brunissement enzymatique du miel.
Les jus auxquels les cing miels sont ajoutés ont un brix relativement élevé mais un pH bas. Ce
dernier favorise I’inhibition des enzymes PPO et POD et le retardement du brunissement des

jus.
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Tableau VIII : Matrice de corrélation entre les parametres physico-chimiques, les antioxydants et les activités antioxydante et anti-brunissement
enzymatique du jus de pomme.

pH Couleu- | Brix TP TF Pro DPPH PR UBJP | UBJP | UBJP | pHJP | pH pH brix brix brix PPO | POD
r to t7j t30j t0 JP 7] | JP J.P JP7j JP30j | JP J.P
30j to
pH 1,00
Couleu- | 0,48 1,00
r
Brix -0,62* 0,01 1,00
TP 0,73** | 0,83*** | 0,34 1,00
TF 0,68** | 0,74** 0,45 0,94*** | 1,00
Pro 0,78** | 0,85*** | 0,12 0,79*** | 0,66** | 1,00
DPPH 0,79*** | 0,80*** | 0,35 0,86*** | 0,85*** | 0,87*** | 1,00
PR 0,60* 0,93*** | 0,25 0,93*** | 0,86*** | 0,77*** | 0,84*** | 1,00
UBJ.P | 0,93*** | 0,52* -0,38 -0,67** | -0,68** | -0,67** | - 0,53* 1,00
to 0,78***
UBJ.P | 0,88*** | 0,58* -0,36 -0,64* -0,64** | -0,57* -0,71** | 0,50* 0,87*** | 1,00
7j
UBJ.P | 0,73** | 0,69** -0,30 -0,61* -0,52* -0,67** | -0,69** | 0,64** | 0,61* 0,65* 1,00
30j
pHJP | 0,66** 0,09 -0,62* | 0,36 0,38 0,17 0,42 0,18 0,82*** | 0,64** | 0,52* 1,00
to
pHJP | 0,56* 0,26 -0,59* | 0,16 0,26 0,00 0,28 0,01 0,61* 0,75** | 0,69* 0,87*** | 1,00
7j
pHJP | 0,60* 0,31 -0,56* | 0,15 0,28 0,30 0,43 0,50 0,49 0,63** | 0,72*** | 0,36 0,56* 1,00
30j
brix J.P | 052* 0,35 0,62* | 0,22 0,15 0,42 0,47 0,24 -0,54* -0,55* -0,57* - - - 1,00
to 0,79*** | 0,63** | 0,61**
brix J.P | 0,85*** | 0,26 0,64* | 0,25 0,24 0,29 0,42 0,40 - - -0,62** | - - - 0,36 1,00
7j 0,80*** | 0,91*** 0,74*** | 0,65** | 0,68**
brix J.P | 0,76*** | 0,04 0,54* | 0,38 0,37 0,39 0,31 0,15 - - -0,64** | - - - 0,40 0,67** | 1,00
30j 0,83*** | 0,80*** 0,80*** | 0,71** | 0,63**
PPO 0,98*** | 0,49 - -0,73** | -0,71** | -0,72** | -0,84** | -0,62* | 0,96*** | 0,90*** | 0,74** | 0,69** | 0,61** | 0,61** | - - - 1,00
J.P 0,66** 0,55* | 0,84*** | 0,78***
POD 0,93*** | 0,42 -0,62* | -0,67** | -0,68** | -0,67** | - -0,63* | 0,96*** | 0,90*** | 0,74** | 0,69** | 0,61** | 0,61** | - - - 1,00 | 1,00
J.P 0,78*** 0,55* | 0,84*** | 0,78***

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

TP : Taux des polyphénols. TF : Taux des flavonoides. Prot : Protéines. DPPH : 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl. PR : Pouvoir réducteur. UB J.P : Unité

de brunissement de jus de pomme. pH J.P : pH jus de pomme. Brix J.P : Brix de jus de pomme. PPO : Polyphénol oxydase. POD : Peroxydase.
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Tableau IX : Matrice de corrélation entre les parameétres physico-chimiques, les antioxydants et les activités antioxydante et anti-brunissement
enzymatique du jus de fraise.
pH Couleu- | Brix TP TF Pro DPPH PR UBJF | UBJF | UB pH pHJ.F | pH brix brix brix PPO | POD
r t0 7j J.F JFt0 | 7j J.F J.F 10 J.F7j JF30j] | JF J.F
30j 30j
pH 1,00
Couleu- | 0,48 1,00
;
Brix -0,62* | 001 1,00
TP 0,73* | 0,83 | 0,34 | 1,00
TF 068 | 0,74* | -045 | 0,94** | 1,00
Pro 0,73* | 0,85%* | 0,12 | 0,79*** | 0,66** | 1,00
DPPH | 0,79 | 0,80 | -0,35 | 0,86™** | 0,85*** | 0,87*** | 1,00
PR 060* | 093 | 0,25 | 0,93** | 0,86*** | 0,77 | 084 | 1,00
UBJF | 080%* | 076" | -062 | - - - - - 1,00
t0 0,86*** | 0,82*** | 0,83*** | 0,91**** | 0,80***
UBJF | 075 | 084** | -058 | - - - 0,917 | - 0,92 | 1,00
7 0,89%** | 0,87*** | 0,85%** 0,88***
UBJF | 071 | 084%* | .030 | - - - -0,86%** | - 0,917 | 091** | 1,00
30j 0,08*%* | 0,03%** | 0,78%* 0,917
pHIF | 074* | 043 - 032 0,30 0,00 018 051 0,70 | 0,73** | 0,62* | 1,00
t0 0,64%*
pHJIF | 049 038 - 0,29 032 012 0,24 036 0,50 057* | 041 | 0,79%* | 1,00
7 0,66**
pHJIF | 057 | 042 - 028 012 031 0,34 0,47 0,51 060* | 048 | 0,75 | 094 | 1,00
30j 0,69%*
brix J.F | - 0,49 0,65** | 0,36 022 0,20 022 031 - - - - - -0,59% | 1,00
10 0,08** 0,80%** | 0,76*** | 0,70** | 0,75** | 0,52*
brix JF | - 0,47 0,67 | 0,12 018 0,16 0,34 0,20 - -0,76%* | - - -0,60% | - 0,98 | 1,00
7 0,97%** 0,78%* 0,70%* | 0,81** 0,67**
brix J.F | - 0,48 0,66** | 0,28 0,29 0,13 0,24 0,12 - - - - -0,57* - 0,99*%** | 0,99*** | 1,00
30j 0,97%** 0,79%%% | 0,77%%* | 0,71%* | 0,79** 0,65**
PPO 0,98*** | 0,49 - -0,73** | 0,71** -0,72** | -0,84*** | -0,62* 0,81*** | 0,78*** | 0,71** | 0,82** | 0,58* 0,65** | 0,99*** | 0,98*** | 0,99*** | 100
J.F 0,66**
POD | 098** | 049 - -0,73%% | -0,71%% | -0,72%% | -0,84%%* | -0,62% | 081%** | 0,78 | 0,71** | 0,82** | 0,58 0,65%* | - - - 1,00 | 1,00
J.F 0,66** 0,99*** | 0,98*** | 0,99***

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

TP : Taux des polyphénols. TF : Taux des flavonoides. Prot : Protéines. DPPH : 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl. PR : Pouvoir réducteur. UB J.F :

Unité de brunissement de jus de fraise. pH J.F : pH jus de fraise. Brix J.F : Brix jus de fraise. PPO : Polyphénol oxydase. POD : Peroxydase.
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VIII. ACP des paramétres physico-chimiques, antioxydants et activités
antioxydante et anti-brunissement enzymatique

D’aprés Otmani et al. (2021), I’analyse en composantes principales (ACP) est définie en
tant qu’un moyen de réduction de dimension d’information obtenue dans une grande base de
données en un certain nombre de variable appelées « Composantes principales (CP) ». L’ ACP
est réalisée dans le but de préciser et de caractériser les similitudes entre les miels analysés et

les relations entre les variables étudiées dans un espace bidimensionnel.

VIIL.1. Tranches d’aubergine et de pomme de terre

Le cercle de corrélation (Figure 34) montre deux composantes principales (CP1 et CP2)
qui représentent 76,03 % de la variation totale et qui sont exploitées dans I’interprétation des
données. La CP1 exprime 50,44 % des données et elle représente dans la partie positive le brix,
I’unité et I’indice de brunissement, les activités de la PPO et la POD aux deux températures
pour les aubergines tandis que la couleur, le pH, les composés phénoliques, les protéines, DPPH
et le Pouvoir réducteur, I’unité de brunissement et les PPO et POD des pommes de terre traitées
a deux températures sont présentés dans la partie négative. Cependant, la CP2 explique 26,38
% des données et elle représente I’unité et 1’indice de brunissement et les PPO et POD des
aubergines et pommes de terre traitées a deux températures dans la partie positive. Par contre
dans la partie négative, elle contient les paramétres physico-chimiques (couleur, pH, brix et
protéines) des miels analysés, les antioxydants, les activités antioxydantes ainsi que 1’unité et
I’indice de brunissement des aubergines traitées a 4 et 20 °C. Suite au regroupement observé
dans le cercle de corrélation, ce dernier montre qu’il y a des corrélations étroites entre la
couleur, les composés phénoliques, les activités antioxydantes, 1’unité et I’indice de

brunissement et les activités enzymatiques des aubergines et les pommes de terre.

La discrimination par CP1 montre trois groupes d'échantillons de miels (figure 35). Le
premier groupe, situé au centre de la partie positive, représente les miels M1, M3 et M5. Ces
miels montrent une similitude en termes d’unité et d’indice de brunissement. Le deuxiéme
groupe, localisé a droite de la partie négative, représente le miel M2 qui enregistre les meilleurs
teneurs en parametres physico-chimiques, en protéines, en composés phénoliques et activités
antioxydantes. Le dernier groupe, situé a la gauche de la partie négative, représente le miel M4
qui est caractérisé par I’unité et I’indice de brunissement ainsi que 1’activité enzymatique des

pommes de terre traitées a 4 et 20 °C.
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Les resultats de I'ACP illustrent une différence significative entre les miels analysés en
termes des paramétres physico-chimiques, teneurs en antioxydants, activités antioxydantes et
enzymatiques. Le cercle de corrélation confirme les corrélations obtenues dans cette étude. En
effet, des corrélations tres hautement significatives sont enregistrées entre couleur, les
protéines, les tests DPPH et pouvoir réducteur et entre 1’unité et I’indice de brunissement ainsi

que les activités enzymatiques. Ceci est traduit par le rapprochement trés fort de ces parameétres.
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Figure 34 : Cercle de corrélation des parameétres physico-chimiques, antioxydants et activités
antioxydante et anti-brunissement enzymatique des échantillons de miels analysés sur les tranches
de légumes (Aubergine et pomme de terre).
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Fact. 2 : 25,59%
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Figure 35: ACP des paramétres physico-chimiques, teneurs en antioxydants et activites
antioxydante et anti-brunissement enzymatique des miels analysés sur les tranches de légumes
(Aubergine et pomme de terre).

VIIL.2. Jus de pomme et de fraise

Le cercle de corrélation (Figure 36) indique la présence de deux composantes principales
CP1 et CP2 qui représentent 94,21 % de la variation totale. La CP1 explique 80,68 % des
données et représente dans la partie positive les paramétres physico-chimiques, les
antioxydants, les activités antioxydantes, le pH, le Brix, I’unité de brunissement et les activités
enzymatiques du jus de pomme tandis que la partie négative contient 1’unité de brunissement,
le pH, le brix ainsi que les activités enzymatiques du jus de fraise. La CP2 exprime 13,53 % de
la variation totale qui représente les parameétres physico-chimiques des miels, les antioxydants,
les activités antioxydantes, les parameétres physico-chimiques des jus, leur unité de
brunissement ainsi que leur activité enzymatique dans la partie négative tandis que sa partie
positive est représentée uniquement par le brix de miel. Le cercle de corrélation montre des
corrélations étroites observé entre la couleur, les protéines, les composés phénoliques, les
activités antioxydantes, les parametres physico-chimiques des jus, leur unité de brunissement

et leur activité enzymatique.
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La discrimination par CP1 montre trois groupes homogénes (Figure 37). Le premier
groupe, situé a I’extrémité gauche de la partie positive, représente le miel M2 qui enregistre les
meilleures teneurs en parametres physico-chimiques, en protéines, en composés bioactifs et les
activités antioxydantes ainsi que le meilleur pouvoir d’anti-brunissement enzymatique du jus
de pomme. Le deuxieme groupe renferme le miel M4 situé dans la partie négative. Le dernier
groupe, localisé dans les deux parties positive et négative, représente les miels M1, M3 et M5
qui possédent des similitudes en teneur de brix et qui ont montré un bon pouvoir inhibiteur du
brunissement enzymatique des jus.

Le cercle de corrélation confirme les corrélations obtenues dans cette étude. En effet, des
corrélations tres hautement significatives sont enregistrées entre couleur, les protéines, les
activités antioxydantes et entre I’unité de brunissement ainsi que I’activité enzymatique. Ceci

est traduit par le rapprochement trés fort de ces parameétres dans la figure 36.
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Figure 36 : Cercle de corrélation des parametres physico-chimiques, antioxydants et activités
antioxydante et anti-brunissement enzymatique des échantillons de miels analysés sur les jus
de pomme et de fraise.
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Figure 37 : ACP des paramétres physico-chimiques, teneurs en antioxydants et activités
antioxydante et anti-brunissement enzymatique des miels analysés sur les jus de pomme et de
fraise.
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Conclusion

Le travail réalisé est polarisé sur 1’évaluation de la qualité de cinq miels de Bejaia, en étudiant leurs
origines botaniques, leurs propriétés physicochimiques ainsi que leurs activités antioxydante et anti-
brunissement enzymatique de quelques Iégumes (aubergine et pomme de terre) et jus (pomme et fraise).

L’analyse pollinique montre que deux échantillons de miel M3 et M4 sont monofloraux avec
dominance de deux types de pollen (Fabaceae et Rosaceae, respectivement) tandis que les trois miels
restants sont avérés étre polyfloraux.

L’étude physicochimique révéle que la couleur, le pH et le brix des miels varient de 0,34 a 1,22
DO ; de 3,63 a 4,11 et de 79,33 & 80,83 %, respectivement.

Les valeurs de la teneur en protéines, en polyphénols et en flavonoides oscillent de 280,19 a 647,37
mg EBSA/ 100 g ; de 61,86 a 162,69 mg EAG/ 100 g et de 35,14 a 90,40 mg EQ/ 100g, respectivement.
L’étude de I’activité antioxydante est réalisée en établissant deux tests a savoir le test de réduction du
DPPH (40,90 a 53,58 %) et celui du pouvoir réducteur (309,25 a 633,92 mg EQ/ 100g).

Afin de déterminer I’effet anti-brunissement des miels sur les tranches d’aubergine et de pomme
de terre fraichement coupées, plusieurs parametres sont suivis tels que la couleur de surface des tranches,
I’unité et I’indice de brunissement et le taux d’activité enzymatique des polyphénol oxydase (PPO) et
peroxydase (POD) a température ambiante et a 4 °C. Les résultats indiquent que les miels les plus
riches en molécules antioxydantes et en protéines (M2 et M4) ont retardé le brunissement dans les
tranches d’aubergine et de pomme de terre, respectivement.

Dans le cas des jus de pomme et de fraise, I’'unité de brunissement, le pH et le brix ont été suivi
durant un mois de stockage. Le taux d’activité enzymatique des PPO et POD a été également déterminé.
Le miel 3 Fabaceae posséde le meilleur pouvoir inhibiteur du brunissement enzymatique suite a son pH
acide. De différentes corrélations (trés hautement et hautement significatives) ont été observées entre les
paramétres physicochimiques, antioxydants et activités antioxydante et anti-brunissement enzymatique.
En outre, il convient de noter que les résultats de cette étude peuvent varier en fonction des types du
miel utilisés, des fruits et Iégumes spécifiques et des conditions de pH et de température.

Pour I’approfondissement et la continuité de ce travail, il est préférable :

e D’¢tudier le pouvoir anti-brunissement du miel sur d’autres produits alimentaires tels que les
viandes.

e De comparer le miel a d’autres agents et produits inhibiteurs du brunissement enzymatique tels que
les acides ascorbique et citrique.

e De réaliser une HPLC (Chromatographie en phase liquide a haute performance) afin d’identifier et
de quantifier les composés phénoliques du miel.

e D’intégrer et de combiner des substances inhibitrices du brunissement dans des produits d’emballage
pour empécher ce processus.

e D’encourager la production commerciale des produits alimentaires peu transformés en les
mélangeant avec du miel.
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Annexe 01: Courbes d’étalonnages.

y =1,073x + 0,0027 '

R2=0,9974 ..
@

..

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

BSA (mg/ml)

Absorbance a 750 nm

e o0 o o o o
O B N W » U o

0

) y = 2,605x + 0,028:
o R? = 0,9975

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Acide gallique (mg/ ml)

Figure 01: Courbe d'étalonnage des protéines.
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Figure 03: Courbe d'étalonnage des flavonoides.

Figure 02: Courbe d'étalonnage des polyphénols.
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Figure 04: Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur.
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Annexe 02: Photos originales de ’activité anti-brunissement du miel M1 sur les tranches d’aubergine a 4 °C.
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Annexes

Annexe 03: Photos originales de I’activité anti-brunissement du miel M1 sur les tranches
d’aubergine a 20 °C.
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Annexe 4 : Photos originales de I’activité anti-brunissement du miel M4 sur les tranches de
pomme de terre a 4 °C.
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Annexe 5 : Photos originales de I’activité anti-brunissement du miel M4 sur les tranches de
pomme de terre a 20 °C.




Résumé

L’objectif de cette étude consiste a I’évaluation de la qualité de quelques miels Algériens en effectuant des analyses
physicochimiques (couleur, pH, brix...) et en étudiant des activités antioxydantes et anti-brunissement enzymatique. L’analyse
polliniqgue montre que deux miels M3 et M4 sont d’origine monofloraux tandis que les trois autres sont polyfloraux. Le taux
de protéines, de polyphénols et de flavonoides varie de 280,19 a 647,37 mg EBSA/ 100 g ; de 61,86 & 162,69 mg EAG/ 100 g
et de 3514 a 90,40 mg EQ/ 100g, respectivement. Les miels de couleur marron foncé montrent la meilleure activité
antioxydante. De plus, ’effet inhibiteur du miel sur la polyphénol oxydase (PPO) et sur la peroxydase (POD) est testé dans les
tranches fraichement coupées d’aubergines et de pomme de terre ainsi que dans les jus de pomme et de fraise. Les paramétres
couleur, unité de brunissement, index de brunissement, pH et brix des jus ainsi que les activités enzymatiques (PPO et POD)
sont également effectués. Le miel a 10 % retarde le brunissement enzymatique. En effet, le miel diminue les activités
enzymatiques de la PPO et la POD a des degrés différents. En outre, des corrélations trés hautement significatives sont
enregistrées entre la couleur, les teneurs en protéines et en antioxydants et les activités antioxydante et anti-enzymatique. Les
résultats obtenus prouvent que le miel est un produit naturel doué¢ d’activité anti-brunissement enzymatique pour I’aubergine

et la pomme de terre coupées ainsi que pour les jus de pomme et de fraise.
Mots clés : Miels Algériens, anti-brunissement enzymatique, légumes, jus de fruit, polyphénol oxydase, peroxydase.

Absract

This study ames to evaluate the quality of some Algerian honeys, their physicochemical paramaters (color, pH and brix)
as well as their antioxidant and anti-enzymatic browning activities. The pollen analysis showed that two honeys, M3 and M4,
are of monofloral origin, while the other three are polyfloral. The rate of proteins, polyphenols and flavonoids varies from
280,19 to 647,37 mg EBSA/ 100 g; 61,86 to 162,69 mg EAG/ 100 g and 35,14 to 90,40 mg EQ/ 100 g, respectively. Dark
colored honeys showed the best antioxydant activity. In addition, the inhibiting effect of honey on polyphenol oxidase (PPO)
and peroxidase (POD) was studied in freshly cut eggplant and potato slices as well as in apple and strawberry juices. The
following parameters were monitored during storage: color, browning unit, browning index, pH and brix of the juices as well
as the enzymatic activities (PPO and POD). Browning was delayed following the addition of honey (10%). The latter decreased
the enzymatic activities of PPO and POD to different degrees. Our results identified honey as a natural and effective anti-

browning compound for cut eggplant and potato as well as for apple and strawberry juice.

Keywords: Algerian honeys, anti-enzymatic browning, , vegtables, fruits juice, polyphenol oxidase, peroxidase.
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