République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A. MIRA - Bejaia

Faculté des Sciences et de la Nature et de la Vie
Département de: Biologie Physico-chimique

Filiere : Sciences Biologiques
Option : Biochimie Appliquée

Mémoire de Fin de Cycle
En vue de I'obtention du diplome

MASTER

Theme

Caractéristiques physico-chimiques et
activités antioxydantes des miels de

Tizi-Ouzou

Présenté par :

Maloum Zaina
Soutenue le : 14 Juin 2015

Devant le jury composé de :

M™e B, KHETTAL MCA Présidente
M" S. OUCHEMOUKH MCA Encadreur
M ™ H, OUAHMED MAA Examinatrice

Année universitaire : 2014 / 2015



Remerciements

Je remercie Dieu le tout puissant de m'avoir donner la patience, la force et le

courage de mener d terme ce travail.

Mes chaleureux remerciements et profonde reconnaissance s'adressent a mon
promoteur Mr. Ouchemoukh S. d'avoir accepter de guider mes pas sur la derniére
ligne droite de mon instruction pédagogique et particulierement pour sa
gentillesse, sa bienveillance, ses précieux conseils constructifs et pertinents, et sa
présence permanente tout au long de la réalisation de mon travail. Mercie de
m'avoir fait confiance et de m’avoir rassuré quand il le fallait.

Mes hommage les plus respectueux s'adressent a mon enseignante Mme. Khettal
B. qui m'a fait [immense honneur d accepter la présidence de mon jury.
Jadresse également tous mes remerciements a Mme Ouahmed H. d'avoir accepter

d'étre examinatrice de mon mémoire.

Que mes vifs remerciements aillent aux personnels des laboratoires de biochimie

alimentaire et d'écologie pour leurs sympathie et soutien moral.

Mes hommages également a tous mes Enseignants du Département de Biologie
Physico-chimique pour avoir fortement contribué a enrichir mes connaissances
en particulier a ceux qui m'ont le plus marqué: Mme Khettal, Mme Bedjou, Mm
Debbache, M Ouchemoukf et M Ghidouche.
Jadresse également mes remerciements d toute la promotion Biochimie Appliquée

2014/2015.

Je voudrais adresser mes sincéres reconnaissances et ma gratitude la plus

profonde a tous ceux qui ont aidé a laccomplissement de ce travail.



Dédicaces

Avec Laide de Dieu le tout puissant, j'ai pu achever ce
modeste travail que je dédie:

A mon défunt Pere, que Dieu [accueille dans son vaste

paradis.

A ma trés chére Mére, mon modéle d’amour, de gentillesse,
de justice et de paix, sans toi tout cela n’aurait été
possible.

Merci de m’avoir permis d aller aussi loin dans mes
études et de m’avoir réconforté, soutenu et supporté
tout au long de ma vie. Que ce travail soit le témoignage
de ma sincere gratitude, reconnaissance et de tout mon
amout.

A mes trés chéres Seeurs: Aziza, Saliha et Sonia, qui m'ont
encouragé, aide, rassuré dans les moments difficiles de ma
vie.

A mon trés chére Frere: Messaoud pour avoir toujours été
la pour moi. A sa fiancé Linda.

A mes tantes: tata Ndjima, Hayet et Karima.

A mon oncle: tonton Khoudir et sa femme Ratiba, pour
leurs encouragements.

A mes amis d’enfance et de [ycée: Biba et Lilia. A mes tres
chéres amis Ninis, Khira, Sara et Cylia pour votre amitié.

Zaina



SOMMAIRE

SOMMAIRE

Listedesfigures
Liste destableaux
Listed'abréviations

INTRODUGCT ION......ciiiiiririirietireeesee ettt 1

CHAPITRE |: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|.1- GENERALITESSUR LE MIEL ..o 2
[.1.1- Identification et importance del'ab@lle..........ccoveviieiicce i, 2
L. 2.2 DEFINITION. ..ttt r e n e e nn e r s 2
[.1.3- FlOr @ ME TN ..t 3
[.1.4- Elémentsrécoltés par lesabeilles hUtINBUSES..........cccviiveniciniieeee e 3
I R N[ o PSP RPR 3
[.1.4.2- MHIEIIAL. ..ot sttt ettt e b nre s 4
0 R = =1 o Jo = L4 o o TSP PR PRSP 4
[.1.8- RECOITE. ...ttt bbb s b et b bbb e e se st e e e ene e 5
I O g1 = V711 o] TSP TP PSPPSR 6
[.1.8- COMPOSITION CRIMIGUES......ccueeieiieiieeieeeeeee st e ste e te e re e e teeae e e sneennesseenseeneenns 6
0 0 o = PR 7
[.1.8-2- GIUCIAES........eeieeeieeeteee ettt nn b sn e nenne s 7
[.1.8-3- ACIAES OFQANIQUES........coiueeiieieerieeiesee sttt et s e e e et s seesbeentesaeeseeensesneeneens 7
[.1.8-4- ACIAES @aMIiNES €L PrOLEINES.......ccvieieieieseesieeseete et ste e e sre et e et ae e sreenaeeneesneenes 8
[.1.8-5- Selsminéraux et 1eS 0ligo-ElEMENtS........c.cccveieie v 8
[.1.8-6- COMPOSES PRENOIIQUES........eeeeeeeieetieie ettt ee sttt e sreenae e e nneenns 8
L2187 AUTES.....ee ettt b e n e r e r e s b e r e 9
1.2- PROPRIETES DU MIEL ..o 9

[.2.1- Propriétés or ganOl€DLIGQUES........cceeeeieeriereesieseesteeeesseesteessesseesseessesseessesseesseessssssessesnees 9



SOMMAIRE

[.2.0. 07 COUIBUI ...ttt b e bbbt st e e e b nb e b nre b e e ne e e e e 9
[.2.1.2- CriStalliSAIION.......cviieiieieieeieeee ettt n e n e e b ene e e 10
[.2.2- Propriétés physiCO-CNIMIQUES.........ccoeiieriiereeie e sees e ste e ste e sse e sneenneas 10
[.2.2.1- DENSITE €t VISCOSITA........eeeeieieiseeesiestese st 10
2 AN o o [ (== o] P 10
[.2.2.3- HYQIOSCOPICITE. ......eeieeseeeieeeieiieiesiesieste st st e etesaestestesbesseesesse e e e e nsestessessesseesenneenens 11
[.2.2.4- POUVOIT TOLAEOITE. .....c.eetieietieieeieeieee et sse sttt e ettt s e snesnesneene s e s 11
[.2.2.5- CONAUCEIVITE EIECIIITUE.........eeeeeieceiecieeieesie st e e te et este e sreenneeneens 11
[.2.2.6- Indice de réfraction et NUMIdITE.............cooiiiiiiiieee e 11
[.2.3- Propri€tés DiOlOQIQUES.......ceiiiuiiiieieieieresie ettt st sse e e seeseeseesnesneas 11
[.2.3.1- Propriété antioXYdaNTe...........ccveiririeieie ettt 11
[.2.3.2- Propri€te dQiGEHIQUE.........coveeieeeesieeteeeeseesteeee st e e e ste e s seesse e e e steenaesneenneeneens 12
[.2.3.3- Propriét€ antimiCrobDIENNE..........c.coveiueiiesierieeieseesiesee e e ste e sreesse e e e eseeneesseeseens 13
[.2.3.4- Propri€te CICAIIISANTE. ......eeveeeeesieeieeeesteeteseesteeee s ste e s e sseeeesseesseenaesseenseeneenneenes 14
[.2.3.5- Propriété anti-inflammatoire............ccoeieeieriiene e 16
[.2.3.6- Propri€t€ antiCaNCEIEUSE. ........cceeeerierierieereesieeeseeseesiestessessessesseeeessessessessessessessessennes 16

CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

[1.1- ECHANTILLONSDE MIEL ..o 18
11.2- ANALYSESPHYSICO-CHIMIQUES..........ccoeceeie s 18
[1.2.1- HUMIGITE 6L DX 18
I o PSPPI 19
[1.2.3 COUIBUI ...t 19
[1.2.4- CONAUCLIVITE Bl ECIITQUE......c.eeieeieecieeieeieeie ettt enas 19

2.5 CONAIES. ..o 19



SOMMAIRE

[1.2.6- PIOIINE. ...t e e n e e bt enes 20
[1.2.7- POUVOIT TOLBLOITE.........ceieiteieieiieee ettt nenr e nnenne e 20
[1.2.8- PrOLEINES......c.eiiiiieiteeeeee sttt r e se et en e r e n e n e en e 21
[1.2.9- HydroxXymethylfUrfural............oooe oot 21
11.3- DOSAGES PHYTO-CHIMIQUES..........coooe s 21
[1.3.2- COMPOSES PhENOHIQUES TOLALIX.....e.vevevereeiesiesieeieeieeeesee e sieste s neeseesae e sre s e 21
[1.3.2- FlAVONOIUES.......c.eeieeieeeceee ettt e 22
G TG T (0= 1911001037 o ] =SS 22
11.4- ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE......ccooieeeec, 22
[1.4.1- TESt QVEC IE DPPH......coiiiiieee ettt 22
I e i V= o 1 = 1 PR 23
11.4.3- Piégeage du radical NYAroXYI€.........ccveeiieiieiiee e 23
[1.4.4- TESL FRAP. ...t n e e nne e nnn e 24
[1.4.5- POUVOIT FTEOUCTEUI ..ottt e 24
[1.4.6- Test au PhosphomolyDdate............ooeeiiiieie e 24
[1.5- ANALYSESSTATISTIQUES........coo e 25

CHAPITRE Il : RESULTATSET DISCUSSION

[11.1- ANALYSESPHYSICO-CHIMIQUES..........c.coooeeececee e, 26
0 0 T [ =SSP 26
LE.2.25 PHuvoeeeeeeeee et eeeeeese e e ese s ee e s se s ee et ne s et s esese s et seeseneseeeeeeseeeseneseeseneseneres 27
[T1. 1.3 COUIBUI ...ttt b et bbbt s e e nenrenreene e 28
] 3 PP 29
[11.1.5-CONAUCLIVITE BlECIITQUE. ... .eceeeeeeieeie ettt eae e ae e ae e sseeaeeneenreenneas 30
[T1.1.6- CONAIES..... .ottt b e bt e e n e nenneens 30

L L. L. 77 PrOLEINES. ..ottt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeneeneeaaeens 31



SOMMAIRE

.18 PrOlINE. .t n b sr e enes 32
[11.1.9- Hydrox-méthylfurfural (HMF).......ccooiiereeee e 33
[11.1.20- POUVOIT FOLBLOITE.........eiteaeeueireeeeeie st nne 34
[11.2- ANALYSESPHYTO-CHIMIQUES...........cocooeeeeeee e 35
[1.2.1- COmMPOSES PhENOHIQUES TOLALIX.....e.vevereeereeiesiesieeieeieeeesee e see et se e e e e see e seesne e 35
[1.2.2- FlAVONOTUES.......c.eeieieeeeeeeee e e 36
[1.2.3- ProanthoCyanidiNeS...........cocueiiiiiiiiiiieieee et st s 37
[11.3- ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE.....cooioieeeeeeeeee 38
[11.3.1- Activité antiradicalaire par DPPH...........cccooiiiiiiesce e 38
[11.3.2- Activité antiradicalaire par ' ABTS......c.coiieieie e 39
[11.3.3- Piégeage du radical NYArOXYI€........c.covieiieieieiese e 40
[11.3.4- TESL AR FRAP.....ceeeeee ettt s 41
[11.3.5- POUVOIT FEAUCLEU ........ccuivieeirieeie ettt ene e 42
[11.3.6- Méthode au phosphomMOIYDAELE..........cc.cieiieirieee e 43

I11.4- CORRELATIONS ANTIOXYDANTS ET ACTIVITES
ANTIOXYDANTES.. ...t 44

[11.5- CORRELATIONS COULEURS, ANTIOXYDANTSET ACTIVITES
ANTIOXYDANTES. ...t 45

I11.6- CORRELATIONSPARAMETRESPHYSICO-CHIMIQUESET

PROPRIETESANTIOXYDANTES. ..., 46
CONCLUSION ET PERSPECTIVES.........coreseseeseessieens 47
REFERENCESBIBLIOGRAPHIQUES...........coonee s 48

ANNEXES



Liste desfigures

Figure 1: Réduction du radical DPPH...........ccooiiiiiiiee e 22

Figure 2: Teneur en eau des échantillons de MIElS.........ooovveveieiinecccee s 27

Figure 3: pH des échantillonS de MIElS..........ccvviiieieieeee e 27
Figure 4: Couleur des échantillons de MIElS.........cccvveieiieiece e 28
Figure5: Brix des échantillonS de MI€lS.........ccveiiiiiiicii e 29
Figure 6: Conductivité électrique des échantillons de Mi€ls...........cccevvvcevieieccecicce e 30
Figure 7: Teneur en cendres des échantillonsde Mi€lS.........cccooeviveniiinicncseeeee e 31
Figure 8: Teneur en protéines des échantillons de MielS.........ccccoveviiiienencenceererere e 32
Figure 9: Teneur en proline des échantillonsde Mi€els...........cooveeiicii s 33
Figure 10: HMF des échantillons de MIEIS..........covveieeciceece e 34
Figure 11: Teneur en phénols totaux des échantillons de MielS..........ccevevevevience s cesieienns 36
Figure 12: Teneur en flavonoides des échantillons de mi€ls.........cccooevvevvcececce e, 37
Figure 13: Teneur en proanthocyanidines des échantillonsde mi€ls...........cccccvevevvecniceiennnns 37
Figure 14: Activité antiradiclaire DPPH des échantillons de mi€ls..........ccccoevvveieienennnenennne. 38
Figure 15: Pouvoir antiradicalaire ABTS des échantillons de miels...........ccoceoviniinincncenen, 40
Figure 16: Activité antiradiclaire OH des échantillonsde mi€ls..........ccccovveeveeivicevecceseenen, 41
Figurel7: Activité antioxydante FRAP des échantillonsde mi€ls.........cccocceevveveecvccenenen, 42

Figurel8: Pouvoir réducteur des échantillons de Mi€lS.........cccoovvevinivenencccciecee e 43
Figurel9: Activité antioxydante au phosphomolybdate des échantillons de miels.................... 44

L iste destableaux
Tableau |: Echantillons de miel @analySes..........cccovveiieieeiiesiesee e 18

Tableau |1: Protocole du dosage de laproling...........cooeeieeeieenieeseseeee e s 20



Listed'abréviations
% : Pourcentage
Abs: Absorbance
ABTS": Acide 2-2-azinobis -3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
ANOVA: Anaysis of variance
AVUC : Anadyse delaVariance aUn seul Critére de Classification
Bax: Bcl-2 associated xprotéine.
Bcl2:B-cell lymphome protéine- ».
BSA : Serum Albumin Bovin.
°C: Cdsius
CARI: Centre Apicole de Recherche et d' Information
cm: centimétre
CE :Conseil Européen
CE : Conductivité Electrique
CDK: Cycline Dependent Kinase
cm?: centimétre cube
COX-2: Cyclooxygenase-2
DPPH : 2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl
EAG : Equivaent Acide Gallique
EBSA : Equivalent Bovin Serum Albumin
EC : Equivaent Catéchine
FRAP: Ferric reducing antioxydant power
Go: Gap o
Gu1: Gaps
Gz: Gapy
h: Heure
H202: Peroxyde d' hydrogéne
HMF : Hydroxyméthylfurfural
IL-6: Interleukine -6
IL-8: Interleukine -8
Ki-67: Kiel-67
kDa: Kilodaltone
L OX-2: Lipoxygenase-2



m/v : Masse/ Volume

meq : Milliéquivaent

mS: Milli semens

M : Mie

MGO : Méthylglyoxal
Mov : Molybdate-1V

Mov : molybdate-V

nm: Nanométres

NFkB : Nuclear Factor-kappa B
OH: Radical hydroxyle
P/V: Poids/ Volume
p53:Phosphoprotéine P53
PH : Potentiel d’ hydrogene
PR : Pouvoir réducteur

r : Coefficient de corréation
S: Synthese

T°: Température

TNF-a: Tumor Necrosis Factor-a

TPTZ : tripyridyletriazine
UV/VIS: Radiation ultraviolette/ Visible

V/V: Volume/Volume

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Le miel atoujours eu une place privilégiée dans beaucoup de croyances et de civilisations.
Il est notamment indissociable des rites et coutumes qui accompagnent la naissance et la mort.
Les livres Saints comme la Bible et le Coran ne manquent pas de louer ses vertus (Hoyet,
2005).

L'appétence naturelle des abeilles pour tout ce qui est sucré les améne a butiner différentes
sources. Le miel est ainsi élaboré par les abeilles a partir de substances sucrées végétales
provenant soit des nectars de plantes (essentiellement de fleurs) ou du miellat (des exsudats
rejetés par des insectes piqueurs et suceurs), produisant différents miels qui se distinguent par
leur composition, directement dépendante de l'origine florale, du climat, des conditions

environnemental es et de la compétence des apiculteurs (Kucik et al., 2007).

Produit phare de la ruche, le miel est utilisé depuis toujours pour ses propriétés
essentiellement  antimicrobiennes, antioxydantes, cicatrisantes et curatives (Al-waili et al.,
2011). C'est un produit dont la composition chimique est tres variée. En moyenne, il est
formé de pres de 80 % de glucides (glucose, fructose, maltose, saccharose...), de 17 a 20 %
d’ eau et de 4 % de substances diverses (grains de pollen, levures, protéines, enzymes, eau
oxygénée, acides aminés, acides organiques, polyphénols, vitamines, minéraux et de plus
d’ une centaines de substances volatiles) (Adam, 2011).

De nombreux chercheurs se sont attelés a expérimenter méthodiquement |'ensemble des
vertus empiriques du miel accumulées au fil des millénaires, afin d'en dégager les véritables
propriétés et de déterminer ains scientifiguement ce que notre santé pouvait en attendre
réellement, créant ains, |’ apithérapie ou I'usage médical des produits de la ruche (Meda,
2005).

Cetravail s articule autour de trois grandes parties:

» Dans la premiere partie, les différentes connaissances bibliographiques seront
abordées sur I'origine du miel, sa fabrication, ses différents types, sa composition
biochimique et ses propriétés physico-chimiques, organoleptiques et biol ogiques.

» Dans ladeuxiéme partie, le matériel d'éude et les méthodes anal ytiques utilisees pour
les anal yses physico-chimiques et |es activités antioxydantes seront évoquées.

> La troisiéme partie sera consacrée a la présentation des résultats obtenus et leurs

discussions.
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Chapitre I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|.1- GENERALITESSUR LE MIEL

|.1.1- Identification et importance del'abeille

Les hommes ont progressivement appris a élever, a entretenir et a soigner I'abeille. C'est
Apis mellifera qui est I'espéce la plus intéressante en apiculture. Originaire dAsie, elle a été
disseminée par I'Homme a travers le monde (Hoyet, 2005). Les abeilles sont caractérisees par
un comportement hautement social avec, au sein d' une colonie, trois castes assurant chacune
une tache particuliere: la reine, les ouvrieres et les faux-bourdons (méles) (Bonté et
Desmouliere, 2013). De plus, I'abeille est un agent pollinisateur remarquablement efficace
car elle contribue a la reproduction sexuée d'environ 80 % des plantes a fleurs (Decourtye et
al., 2007). En une journée, une colonie de 40 000 abeilles (dont 30 000 butineuses) visite
environ 21 millions de fleurs, ce qui équivaut a 700 fleurs par abeille. La reproduction des
espéces vegetales dites mellitophiles (C'est-a-dire attractives pour les abeilles) dépend donc
principal ement du butinage des abeilles (Rossant, 2011).

L’ abeille peut également étre utilisée comme bio-indicateur de la santé de I’ écosysteme
dans lequel elle évolue. En effet, les butineuses explorent une grande zone de plusieurs
kilomeétres carrés autour de la ruche et y rapportent leur récolte. En observant la mortalité et
en détectant les résidus de pesticides, métaux lourds ou molécules radioactives dans les
abeilles ou les produits stockeés, il est possible d apprécier le niveau de pollution de

I’ environnement (T oullec, 2008).

L'abeille contribue aussi a I'économie agricole: la production de trois quarts des plantes
alimentaires cultivées sur la planéte, notamment une grande magjorité des fruits et |égumes,
dépend directement des pollinisateurs animaux, particulierement des abeilles. Beaucoup
d’ agriculteurs louent des ruches pour augmenter leurs récoltes. La valeur économique de la
pollinisation par les insectes a été estimée a au moins 150 milliards d’ euros par an al’ échelle

mondiale, plus de 15 milliards pour I’ Europe (Bodin et al., 2013) .
|.1.2- Définition du miel

Le mot « miel » est issu du latin mel, mellis qui signifie « miel » et « douceur » (Meda,
2005). Le midl est défini par le décret n°2003-587 du 30 juin 2003 comme: « la substance
sucrée naturelle produite par les abeilles de I'espece Apis mdlifera a partir du nectar de
plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes des plantes ou des excrétions |aissées

sur celles-ci par des insectes suceurs, qu'elles butinent, transforment, en les combinant avec

2



Chapitre I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

des matieres spécifiques propres, déposent, déshydratent, entreposent et laissent marir dans
les rayons de laruche. A I'exception du miel filtré, aucun pollen ou constituant propre au miel
ne doit étre retiré, sauf s cela est inévitable lors de I'édlimination de matiéres organiques et
inorganiques étrangeres. »

1.1.3- Floreméllifere

La flore mellifere peut se définir comme I'ensemble des especes de plantes susceptibles
d ére ala base de la production de miel. Ce sont donc avant tout des plantes productrices de
nectar ou permettent la fabrication du miellat par les Homoptéres (L agacherie et Cabannes,
2009). De la diversité de la flore mellifique, il existe différents miels qui se distinguent par
leur composition chimique, directement dépendante de plusieurs paramétres. Aingi, les miels
monofloraux et polyfloraux sont produits (Bodin et al., 2013).

-Miels monofloraux:

Un miel monofloral provient principalement du butinage de I'abeille pour une seule plante
(Adam, 2011). Il présente un pollen dominant > 45 % (Decourtye et al., 2007).
-Miels polyfloraux (mille fleurs)

Les miels multifloraux ou miels toutes fleurs proviennent de mélange de flores variées sans
prédominance et donc sans origine florale précise (T oullec, 2008).
|.1.4- Elémentsrécoltés par les abeilles

Les abeilles ont besoin d’une nourriture diversifiée pour étre en bonne santé. Une ruche
S approvisionne en priorité dans un rayon de 1 a 3 km, mais jusgu’a 8 oul0 km si nécessaire :
plus laressource est proche et concentrée, mieux la colonie en profite (Bodin et al., 2013).
1.1.4.1- Nectar

Le nectar est le suc mielleux sécrété par les glandes, dites nectariféres, présentes sur de
nombreuses plantes a fleurs butinées par les abeilles. 1l existe des nectaires floraux (situés par
exemple sur le réceptacle floral, alabase des pétales) ou extra-floraux (situés par exemple sur
les pétioles, sur le limbe ou sur latige) (Gharbi, 2011). Il se forme a partir de la seve élaborée
des plantes. |l n'est d'aucune utilité directe pour la plante et sa seule raison d'exister est
dattirer les insectes pollinisateurs (Ouchemoukh, 2012).

Les constituants essentiels du nectar sont les glucides (5 —75%), les acides aminés (0,25-
15,5umol/ml), les protéines (petites quantités), les lipides (traces), les antioxydants (traces),
les vitamines (traces), les pigments (faibles quantités), les huiles essentielles (1-3 %) et les
enzymes. En fonction de sateneur en eau, le nectar est plus ou moins visqueux (M eda, 2005).
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Les nectaires sont généralement situés au fond de la corolle des fleurs. Pour y accéder, la
butineuse doit pénétrer dans la fleur et allonger sa langue. Elle aspire le nectar, par pompage
et par capillarité. Lorsgue son jabot est rempli, elle rentre alaruche (Hoyet, 2005).
1.1.4.2- Miellat

Le miellat est un liquide sucré que butinent les abeilles et autres insectes sur les feuilles
et/ou I’ écorce de divers arbres ou arbustes (Ghar bi, 2011). Les insectes qui le produisent sont
tous des hémiptéres homoptéres, c'est-a-dire quils possedent des pieces buccales leur
permettant de piquer dans les tissus végétaux pour en prélever la séve: ce sont des cigales, des
psylles, des cochenilles et surtout des pucerons. Ils perforent les tissus de la plante jusqu'aux
faisceaux dans lesquels circule la seve élaborée. Celle-ci passe dans |'estomac et subit dans le
tube digestif des transformations qui en font un miellat rejeté par I'anus (Hoyet, 2005).

Le miellat est plus dense en sucre que le nectar, plus riche en azote, en acides organiques,
en minéraux et des osides (comme l'erlose, le raffinose et le mélézitose ) (Ballot-Flurin,
2010).

Les périodes de récolte de miellat se situent entre lafin du printemps et I'été. Les quantités
récoltées sont trés variables dune année a l'autre, les pucerons étant trés sensibles aux
conditions météorologiques et aux attaques de prédateurs tels que les coccinelles, les punaises
et surtout les guépes (Adam, 2011). Les butineuses recueillent le miellat par |échage et
remplissent progressivement leur jabot. Ce dernier plein, elles regagnent la ruche (Hoyet,
2005). Lorsgue le nectar abonde, les butineuses le préférent au miellat. Cependant, le miellat
est une source alimentaire intéressante quand les conditions climatiques sont défavorables ala

récolte du nectar (L agacherie et Cabannes, 2009).

|.1.6- Elaboration

Les abeilles butineuses prélévent avec leur langue le nectar ou le miellat quelles
emmagasinent dans leur jabot en y goutant de la salive contenant une enzyme, |’ invertase qui
transforme le saccharose en deux molécules de sucres simples: le fructose et le glucose. Cette
réaction d hydrolyse est appelée « inversion du saccharose », car le saccharose est dextrogyre
et le produit de |’ hydrolyse est |évogyre, tandis que la glucose-oxydase catalyse |'oxydation de
certaines mol écules de glucose en acide gluconique qui confére au miel son pH acide. Dans le
méme temps, elles abaissent déa un peu la teneur en eau de la solution sucrée (M eda, 2005;
L equet, 2010; Tomczak, 2010). De retour alaruche, les modifications physico-chimiques se
poursuivent, la butineuse régurgite de son jabot le liquide récolté pour le transmettre a une

ouvriére d’intérieur par trophallaxie (L equet, 2010; Gharbi, 2011).
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D’individu en individu, la teneur en eau s abaisse et le liquide s enrichit de substances
salivaires : invertase, diastase et glucose-oxydase. Simultanément, d autres sucres sont
synthétisés, qui n'existaient pas au départ comme |’ érlose et le raffinose. Sucée et étaée
plusieursfois, la solution sucrée va aors subir une nouvelle concentration par évaporation qui
s effectue sous la double influence de la chaleur régnant dans la ruche et de la ventilation
assurée par les abeilles ventileuses qui créent, par un mouvement rapide de leurs ailes, un
puissant courant d’air ascendant dans la ruche. En moins de cing jours, le miel passe de 50 %
aun peu moins de 18 % d’ eau pour 80 % de sucre (du fructose et glucose). Une fois remplie
de midl, I’avéole est obturée par un opercule de cire qui permet de le garder dans de bonnes
conditions (Huchet et al., 1996; Tomczak, 2010; Rossant, 2011).

Lors d'une récolte trés abondante, la matiére premiére subit peu de passages d’ une abeille
a l'autre et est assez rapidement entreposée. Lors des récoltes modérées, le processus de
maturation a lieu pendant plus longtemps. Pour obtenir 1 kg de miel il faut : 3 kg de nectar,
100,000 voyages, 150 millions de fleurs visitées, 100,000 km de vol (environ 2,5 fois la
circonférence de laterre) (L equet, 2010).

|.1.7- Récolte

Larécolte est effectuée apres une miellée, quand les apports en nectar ont cesse ou se sont
ralentis et que les ¥ au moins des alvéoles sont operculés. La miellée débute habituellement
verslafin du mois de mai pour seterminer en octobre (Ouchemoukh, 2012).

L'apiculteur retire les cadres de miel mais en laissant aux abeilles les provisions nécessaires
pour qu'elles puissent nourrir les jeunes larves et éventuellement passer I'hiver, si la saison est
avancée. C'est pourquoi la ruche est divisée en deux parties : une partie inférieure, le corps,
qui contient de hauts rayons garnis non seulement de miel, mais aussi de pollen et de couvain:
il nefaut pasy toucher. Au-dessus, il yalahausse qui serviraalarécolte de miel. Aprés avoir
chassé les abeilles par enfumage, il transporte les cadres dans la miellerie et enleve les
opercules al'aide d'un couteau a désoperculer (Ballot-Flurin, 2010).

D'apres la commission du Codex alimentarius (1981), le miel peut ére désigné en
fonction de la méthode d'extraction du rayon:

- Lemid extrait est le miel obtenu exclusivement par centrifugation de rayons désopercul és
ne contenant pas de couvain, avec ou sans traitement thermique modéré.
- Le midl pressé est le miel obtenu par pressage de rayons ne contenant pas de couvain, avec

ou sans traitement thermique modéré.
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- Le miel égoutté est le miel obtenu en égouttant des rayons désopercul és ne contenant pas de
couvain, avec ou sans traitement thermique modéré.
|.1.8- Conservation

Le miel est un produit qui subit au cours du temps un certain nombre de modifications
aboutissant inévitablement a la perte de ses qualités essentielles. La rapidité de la dégradation
dépend de la composition du produit et des conditions de sa conservation.

Ainsi, éant trés hygroscopique, le miel confiné en atmosphere humide absorbe I'eau
rapidement. Dans la mesure du possible, les bocaux de conservation du miel seront secs et les
emballages se feront en containers pleins et fermés hermétiquement. Si le produit est chauffé,
alors une dégradation plus ou moins rapide des sucres seffectue essentiellement au dépend du
fructose et saccompagne de la formation d'hydroxyméthylfurfural (HMF). Cette atération, a
laquelle est associée une augmentation du taux de l'acidité et une disparition rapide des
enzymes, est directement liée a de mauvaises conditions de stockage. Il convient donc de
garder le miel dans des locaux frais ou la température ne dépasse pas 20 °C. Si le mid a
stocker présente un risque de fermentation, il faudra impérativement le pasteuriser ou le
conserver aune températurede 4 a5 °C (Huchet et al., 1996; Hoyet, 2005).

1.1.9- Compaosition chimique

Le miel est un liquide naturel remarquablement complexe qui contient plus de 181
substances. Le miel est une solution sursaturée de sucres, dont le fructose (38 %) et de
glucose (31 %) sont les principaux contributeurs. Une large gamme de constituants mineurs
est également présente dans le miel, dont beaucoup sont connus pour avoir des propriétés
antioxydantes. Ceux-ci comprennent des acides phénoliques, des flavonoides, certaines
enzymes (glucose-oxydase, catalase), l'acide ascorbique et dautres substances (les
caroténoides, |es acides organiques, les produits de réaction de Maillard, les acides aminés et
les protéines (Khalil et al., 2012).

La composition du miel varie en fonction de la source florale, de la nature du sol, des
conditions météorologiques, de lal'abeille elle-méme, libre de choisir son bouquet floral, de la
présence ou non dautres insectes (pucerons, cochenilles), de I’environnement et des

méthodes de traitement utilisées par |’ apiculteur (Ballot-Flurin, 2010).



Chapitre I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.9.1- Eau

Lateneur en eau d’un miel provient essentiellement de I’ humidité du nectar mais peut étre
influencée par de nombreux facteurs, parmi lesquels les conditions de stockage et les
conditions climatiques lors de larécolte (L ouvain, 2005).

L'humidité intervient également pour déterminer la capacité du miel a rester stable et a
résister alafermentation des levures. plus I'hnumidité est éevée, plusla probabilité que le miel
va fermenter lors du stockage est éevé. Les normes |égales admettent un miel jusqu'a 20 % a
I'exception du miel de trefle (Trifolium) jusqu'a 21 % au maximum et miel de bruyére
(Calluna) jusqu’a 23 % au maximum (Codex alimentarius, 1981; Bogdanov et al., 2004).
1.1.9.2- Glucides

Les glucides du midl forment a eux seuls 95 a 99 % de matiere séche (Meda, 2005). Une
guinzaine de sucres différents ont été identifiés dans les miels, mais ils ne sont jamais tous
présents simultanément (Rossant, 2011). Bonté et Desmouliére (2013) ont rapporté la
présence de trois types de glucides:

-Des monosaccharides avec, en moyenne, 31 % de glucose et 38 % de fructose (ou |évulose).
Ce sont les deux principaux sucres du miel. Ils proviennent en grande partie de I’ hydrolyse
du saccharose (présent dans le nectar ou le miellat) par |’ invertase.

-Des disaccharides dont lesquels figurent le maltose (7,3 %) et le saccharose (1,3 %) et
d'autres diholosides.

-Des tri- et polysaccharides représentent 1,5 a 8 %. Parmi eux, I'erlose, le raffinose, le
mélézitose, |e dextrantriose et le mélibiose.

D'aprés Ouchemoukh et al. (2010), les sucres du miel sont formés par I'action de plusieurs
enzymes sur |le saccharose du nectar. Les glucides dans le miel sont responsables de quelques
propriétés telles que la viscosité, I'nygrométrie, la granulation et la valeur énergétique.

Lateneur totale en fructose et glucose ne doit pas étre inférieure a 60 % d'un miel de fleurs
et 45 % d’'un miel de miellat ou mélange de miel de miellat avec du miel de fleurs.

La teneur maximale du saccharose est fixée a5 % avec des exceptions pour certains miels
qui naturellement sont plus riches (jusqua 15 % dans le mie de lavande) (Codex
Alimentarius, 1981).
1.1.9.3- Acides organiques

La forte acidité du miel est provoquée par la transformation du glucose en acide
gluconique, qui est |'acide organique majoritaire dans ce produit (Moniruzzaman et al.,
2013).
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Cependant, une vingtaine d’'acides organiques tels que les acides acétique, benzoique,
citrique, lactique, malique, oxalique, butyrique, pyroglutamique et succinique y sont
également présents (Bonté et Désomuliére, 2013).
1.1.9.4- Acides aminés et proténes

Les concentrations de protéines et d'acides aminés dans des miels varient en fonction de
leur origine botanique et leur temps de stockage. La teneur en protéines dans les migs
consiste principalement en enzymes qui sont gjoutées par les abeilles pendant e processus de
maturation du miel (Khalil et al., 2012).

Le miel contient environ 0,2 % des protéines comme 'a-amylase, la gluco-invertase, la
catalase, la glucose oxydase et la phosphatase (K tictik et al., 2007).

De faibles quantités d’'acides aminés libres comme la proline, I'histidine, I’aanine, la
glycine ou la méthionine sont également retrouvées (Bodin et al., 2013).

La proline est un acide aminé important qui provient principaement des sécrétions
sdlivaires d Apis mellifera lors de la conversion de nectar en miel. La proline est un des
acides aminés les plus abondants dans le miel et est donc généralement choisie comme étaon
pour la quantification de lateneur en acides aminés (Ouchemoukh et al., 2007).

La teneur en proline est un indicateur de qualité car le miel non falsifié a, en général, un
taux qui dépasse 180 mg / kg (Moniruzzaman et al., 2013; Moniruzzaman €t al., 2014).
1.1.9.5- Selsminéraux et les oligo-ééments

Les miels de fleurs contiennent 0,1 a 0,35 g de sels minéraux par /100 g de miel (exception
. le miel de chataignier avec plus de 1 g/100 g), les miels de miellat quant a eux jusqual g/
100 g et plus (Nair, 2014). Le potassium est le minéra le plus abondant mais il en existe
également du calcium, du sodium, du magnésium, du cuivre, du manganese, du chlore, du
soufre, du silicium et du fer. Leur teneur dépend des plantes visitées par les abellles ainsi que
du type de sol sur lequel elles poussent (Rossant, 2011).
1.1.9.6- Composés phénoliques

Des études récentes ont montré que la concentration et le type de substances phénoliques
dépendent de I’ origine florale du miel, ils sont les principaux facteurs responsables pour ses
activités biologiques (Doukani et al., 2014). Dans le miel, la plupart des composés
phénoliques sont sous forme de flavonoides : les plus répandus sont la pinobanksine, le
pinobanksine- 3-acétate, le pinobanksine-3-butyrate, le pinobanksine-3-hexanoate, le 3,7-
dihydroxy-5-methoxyflavanone et le 2,5-dihydroxy-7-méthoxyflavanone (Kucuk et al.,
2007).
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Géneralement, les miels les plus foncés, contiennent des quantités de flavonoides
supérieures aux miels plus clairs, ainss qu'une plus grande capacité antioxydante
(Canadanovic-Brunet, 2014).
1.1.9.7- Autres

v Leslipides présents dans les miels sont sous forme de cholestérol libre et sous forme
d’esters de cholestérol. Ces derniers pouvant apres consommeation devenir précurseurs
d hormones stéroidiennes. Les autres lipides présents sont les triglycérides et les
acides gras libres (Ghar bi, 2011).

v' Lesvitamines. Le miel en est tres pauvre. |l sagit essentiellement de vitamines B
(B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9) qui seraient apportées par le pollen (Huchet et al.,
1996).

v' Les composés arématiques: plus de 100 substances ardbmatiques de miel ont été
isolées et caractérisées. Ces arbmes jouent un rdle important dans |'appréciation
sensorielle du miel. Les substances aromatiques se conservent le mieux s le miel est
stocké au froid dans des récipients fermés (Bogdanov et al., 2003).

v' L'hydroxyméthylfurfural (HMF): Lateneur en HMF est largement reconnu comme
un parametre de fraicheur d'échantillons de miel, parce qu'il est absent dans les miels
frais et tend & augmenter au cours du traitement et /ou le vieillissement du produit.
Plusieurs facteurs influencent sur les niveaux de I'HMF, tels que la température et le
temps de chauffage, les conditions de stockage, le pH et la source florale, donc il
donne une indication du surchauffage et le stockage dans de mauvaises conditions
(Gomes, 2009). La limite maximale du Codex Alimentarius est de 80 mg / kg, alors
gue lalimite de I'UE est de 40 mg/ kg (Bogdanov et al., 2004).

.2- PROPRIETESDU MIEL

Du fait de la variéé importante des produits de la récolte des butineuses, les
caractéristiques physiques et gustatives du miel peuvent étre trés distinctes d'un miel al’ autre.
De ce fait, il n'existe pas un type de miel mais une multitude de variétés de miels aux
propriétés différentes.
|.2.1- Propriétés organoleptiques

[.2.1.1- Couleur

La couleur est une caractéristique de classification du miel. Elle dépend de la source
florale, de sa teneur en minéraux et indique également la présence des pigments tels que les
caroténoides et les flavonoides. La couleur du miel varie du blanc transparent au noir ambré.
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Des fois, méme des miels de nuance rouge et vert peuvent avoir lieu. Le chauffage, le
viellissement ainsi que la lumiére provoquent une intensification de la coloration du miel
(Ajibolaet al., 2012; Khalil et al., 2012).
1.2.1.2- Cristallisation

Lacristallisation du miel est un processus naturel et sa vitesse dépend surtout de sa teneur
en glucose. Les miels dont la teneur en glucose est inférieur 228 g/ 100 g ou dont le rapport
glucose/eau est inférieur a 1,7 restent plus longtemps liquides. Les miels a cristallisation
rapide se cristallisent le plus souvent tres finement, alors que les miels a cristallisation lente
ont tendance a avoir une cristallisation grossiere (Blanc, 2010).

Pour que les cristaux se forment, il faut que les molécules de glucose rencontrent des
germes de cristallisation, appelés aussi particules d’ ensemencement, et s'y agglutinent
(Rossaant, 2011). La croissance de ces cristaux aboutit alaformation de 2 phases : une phase
solide constituée de glucose cristallisé et une phase liquide enrichie en eau (Hoyet, 2005).

Lacristallisation est plus rapide alatempérature de 14 °C. Les basses températures
retardent la croissance des cristaux. Les hautes températures entrainent |a dissolution des
cristaux qui disparaissent totalement a4 78 °C (Huchet et al., 1996).
|.2.2- Propriétés physico-chimiques

Le miel présente selon I’ origine de la plante a partir de laquelle il a été fabriqué, et selon la
composition de ses sucres, des caractéristiques physico-chimiques particuliéres dont certaines
participent al’identification de I’ origine florale d’ un miel et d’ autres déterminent sa qualité et
sa stabilité dans le temps.
|.2.2.1- Densité et viscosité

Le miel a une densité relativement élevée qui varie entre 1,40 et 1,45 g/ cm®. C'est une
donnée trés utile pouvant étre utilisée pour estimer la teneur en eau des miels (Bogdanov et
al., 2003)

Laviscosité du miel est conditionnée essentiellement par sa teneur en eau, sa composition
chimique et la température alaguelle il est conserve. Par ailleurs, les sucres contenus dans le
miel peuvent cristaliser en partie sous l'influence de certains facteurs (température,
composition chimique) entrainant alors une modification compléte de son aspect mais sans
rien changer a sa composition (Petit, 2012).
1.2.2.2- Acidité et pH

L'acidité est un critére de qualité, due aux acides organiques présents dans le miel.

10
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Le miel est acide, et son pH oscille en moyenne, entre 3,5 et 4,5 pour les miels de nectars
et entre 4,5 et 5,5 pour les miels de miellats. La norme européenne pour le miel a fixé une
valeur maximale d'acidité (50 milliéguivalent / kg) (Bogdanov et al., 1999).
1.2.2.3- Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la caractéristique optique que possedent les sucres de dévier le
plan de lalumiére polarisée. Il est utilisé pour distinguer entre les miels de nectar et les miels
de miellat. Lamgjorité des miels de miellat ont des valeurs positives «dextrogyres» tandis que
les miels de nectar ont des valeurs négatives « |évogyres » (Bogdanov et al., 2003).
|.2.2.4- Conductivité électrique

La conductivité électrique est I'un des parametres efficace pour la distinction entre les
miels floraux et les miels de miellats. Elle dépend de la teneur du miel en minéraux et en
acides. La conductivité électrique dun miel est dautant plus élevée que sa teneur en
substances minérales est tres importante (Nair, 2014).
1.2.2.5- Indice deréfraction et humidité

L'indice de réfraction du miel oscille entre 1,47 et 1,50 suivant sa teneur en eau a la
température de 20 °C. |l est souvent utilisé pour déterminer lateneur en eau dans le miel en se
référant a la table de Chataway (Rossant, 2011). L’humidité du miel conditionne sa
conservation : plus elle est élevée, plusle mid risque de se fermenter (Huchet et al., 1996).

Lalimite maximale fixée par la Dir ective Eur opéenne (2002) est de 20 %.
|.2.3- Propriétés biologiques

Gréace a ses nombreux principes actifs, le miel contribue a des propriétés
pharmacologiques capables de contrebalancer des processus pathologiques tels que
I'inflammation, I’oxydation et I'infection ou a |'aptitude de renforcer des phénomeénes
régénérateurs comme la cicatrisation, ou d améliorer les performances physiologiques
amenant au bien-étre général (Petit, 2012).
1.2.3.1- Propriétés antioxydantes

Bien que les radicaux libres d'oxygene sont des sous-produits naturels du métabolisme
dans l'organisme, ils provoquent des dommages cellulaires qui causent le vieillissement
prémature, le cancer et I’ athérosclérose. En effet, les antioxydants se lient a ces molécules
dangereuses afin de prévenir leurs effets néfastes.

Contrairement aux composés synthétiques, le miel est un produit naturel qui n'a pas d'effets

secondaires en genéral (Jaganathan et Mandal, 2009).
Parmi les composes trouvés dans le miel, certains polyphénols et flavonoides (comme
I'acide caféique, l'acide caféique phénylester, la chrysin, la galangine, la quercétine,
11
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I'acacétine, le kaempférol, le pinocembrine, le pinobanksine et I'apigénine), enzymes (telles
gue la glucose-oxydase, la catalase et les peroxydases) ains que d'autres composants (comme
I'acide ascorbique, les caroténoide et la vitamine C) ont des propriétés antioxydantes
(Othman, 2012; Sarfraz et Othman, 2013). Des taux élevés de ces composants assurent une
meilleure activité antioxydante dans le miel. La capacité antioxydante du miel contribue a la
prévention de plusieurs troubles tels que le diabéte, les troubles inflammatoires, les maladies
cardiovasculaires et le cancer. Le miel permet également d' agir comme un antidépresseur
pendant un stress é evé émotionnel, physique et intellectuelle (Sarfraz et Othman, 2013).

La recherche a montré également une corrélation entre la couleur et la capacité
antioxydante avec les miels sombres qui ont des concentrations élevées d'antioxydants.
Généralement, la variation de |'activité antioxydante des miels est due a la nature quantitative
et qualitative des composés phénoliques (Ber etta et al., 2005).
1.2.3.2- Propriétés diététiques

De par sa forte concentration en sucre, le miel est une source d'énergie par excellence
(Ajibola et al., 2007). En effet, sa valeur énergétique est d environ 350 kcal / 100 g . Par
consequent, Kreider et al. (2002) affirment que le miel améliore les performances physiques
en augmentant |’ endurance et en facilitant les efforts prolongés, notamment pour le sportif. Il
contient des sucres simples (fructose et glucose) qui sont directement assimilables par
I'organisme et qui ne passent pas par un processus complexe de digestion (Ajibola et al.,
2007; Kreider et al. 2002).

Ce bénéfice est obtenu gréce ala prédigestion par les abeilles aboutissant a la formation de
sucres simples. La qualité de sa composition en vitamines et oligo-ééments permet de
recharger I’organisme lorsque le besoin se fait sentir. Chez les jeunes enfants, la
consommation de miel améliore la fixation du calcium sur les os et prévient I’anémie. Riche
en sels minéraux, phosphore, calcium, fer..., le miel favorise la croissance et fortifie le
squelette (Nair, 2014).

Les affections circulatoires seraient améliorées par |’ absorption de miel au cours de la
conval escence et notamment de miels foncés (Ajibola et al., 2012).
1.2.3.3- Propriétés antimicrobiennes

Un certain nombre de caractéristiques du miel contribuent a son activité antimicrobienne.
L’ oxydation enzymatique du glucose, la haute pression osmotique, la faible activité de |’ eau,

I’acidité, la viscosité élevée et certains composes chimiques sont considérés comme étant les
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facteurs majeurs de I’ activité antibactérienne. L’ hydrogene peroxyde est aussi un composé
antibactérien du miel qui agit comme un antiseptique (Aline, 2005).

e Osmolarité

L’ osmolarité est la conséquence de la forte teneur en sucre du miel, présentant ainsi un
effet bactéricide en provoquant une forte déshydratation des germes (Bogdanov et al., 2004).

Les sucres auraient une activité antibactérienne par leur pouvoir d'abaissement de I'activité
del'eau qui aussi appelée activité hydrique qui exprime le degré de disponibilité de I'eau dans
un milieu donné. Dans le midl, I'activité de I'eau est comprise entre 0,562 et 0,62. En effet, la
plupart des bactéries voient leur croissance inhibée pour des a, comprise entre 0,94 et 0,99
(French et al., 2005).

e Acidité

D'aprés Tomczak (2010), gréce a la présence d'acides organiques, dont le plus abondant
est l'acide gluconique, le mig présente dans la plupart du temps un pH peu éevé
généralement compris entre 3,2 et 4,5. Les bactéries ne peuvent se multiplier dans un milieu
auss acide.

e Systéme peroxyde d’hydrogene

La principale “inhibine” que contient le miel est le peroxyde d’ hydrogene (H202) encore
appel é eau oxygénée. De nombreuses éudes ont été réalisées afin de clarifier I'importance du
peroxyde d hydrogéne dans les effets antibactériens du miel (Bogdanov et al., 2003;
Brudzynski et Lannigan, 2012). Il sagit d'un tres bon antiseptique, produit par réaction
enzymatique. C'est la glucose-oxydase sécrétée par |'abeille lors de la transformation du
nectar en miel qui permet cette réaction (Brudzynski et Lannigan, 2012; Couquet et al.,
2013). La production d’ eau oxygénée et d acide gluconique résulte de |’ oxydation de |’ eau et
du glucose. L’ acide gluconique formé accroit |’ acidité du miel et le rend ainsi peu favorable
au dével oppement de colonies bactériennes (Couquet et al., 2013).

La catalase représente |'antagoniste de la glucose oxydase. Cette enzyme égaement
présente dans de nombreux miels réduit I'eau oxygénée. Alors que la glucose oxydasse
produit I'eau oxygenée, celle-ci est éliminée par la catalase. La concentration en peroxyde
dépend directement de I'activité de ces deux enzymes (Brudzynski et L annigan, 2012). Pour
que la catalase soit active, il faut une forte concentration en peroxyde d’ hydrogene, mais elle
montre une activité faible pour des niveaux de peroxyde d’ hydrogene physiologiques. Lors de
I’application de miel, la libération de peroxyde d hydrogéne sopere de facon lente et

prolongée, permettant ainsi une action locale efficace (Rossant, 2011).
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e Méthylglyoxal (MGO)

Le méthylglyoxa (MGO) est un des composants dicarbonylés découlant de la réaction de
Maillard qui s effectue dans tous les produits trés riches en sucres. C'est un antibactérien
naturel identifié en tant qu'un éément responsable de I'activité antibactérienne. La
concentration en MGO est plus ou moins forte selon les origines géographiques et florales du
miel (Meda, 2005).

Le miel de manuka ou plus précisement de Leptospermum Scoparium (Famille des
Myrtacées) tres répandu en nouvelle Zélande est aujourd  hui connu comme celui qui contient
le plus de MGO (Rossant, 2011). Selon la concentration en MGO qui peut aller de 3 a 4 pg /
g de miel a 800 pg / g, le miel aurait une activité plus ou moins grande sur un spectre de
bactéries plus ou moins large, particuliérement sur les Staphylococcus Aureus résistants a la
meéthycilline, les Entérocoques résistants a la vancomycine, le Pseudomonas aeruginosa
(Bacille pyocyanique) et contre lesguelles les antibiotiques actuels sont inopérants (French et
al., 2005). Plusieurs éudes ont ains mis en évidence une corréation entre les taux de
méthylglyoxal particulierement élevés contenus dans ces miels et leur activité antibactérienne
(French et al., 2005; Tomczack, 2010).

e Dé&fensine-1

La défensine-l est une protéine fabriquée par les glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires des abeilles. Elle est retrouvee dans le miel et la gelée royale. Chez I’ homme,
les défensines constituent une famille de peptides antimicrobiens naturels largement
impliqués dans I'immunité innée. Ce sont des petits peptides, de masse moléculaire variant de
3,5 a 6 kDa, qui possédent un large spectre d activité antimicrobienne. Il a éé montré
récemment que la grande mgjorité des propriétés antibactériennes du miel provient de cette
protéine (Petit, 2012; Couquet et al, 2013; Elbanna et al., 2014).
1.2.3.4- Propriétés cicatrisantes

De nombreux travaux expérimentaux ont démontré les propriétés cicatrisantes du miel et
les mécanismes impliqués commencent a étre éucideés.

Du fait de son hyper-osmolarité au niveau des plaies, le miel draine lalymphe et le plasma
des tissus sous-adjacent et périphériques, entrainant un afflux de fluides a la surface de la
plaie et le pansement, ce qui contribue a maintenir un milieu humide (Gharbi, 2011;
Desmouliér, 2013).
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Selon Tomczak (2010); Desmouliére et Rigal (2013), le milieu humide est responsable de :
v' L’améioration de I’ oxygénation tissulaire.
v Le débridement mécanique par les mouvements des fluides, ainsi un nettoyage de la
plaie (détorsion).
v' Larésorption del’ cedéeme |ésionnel.

Par sa forte concentration en glucose-l1évulose (80 %), le miel dévie le substrat préférentiel
des bactéries. Celles-ci délaissent les acides aminés, les débris cellulaires dont les produits de
dégradation aminés et sulfurés sont responsables des odeurs putrides, elles se tournent vers la
fermentation lactique. Par ce mécanisme, le miel empéche le développement des odeurs
nauséabondes ainsi que le développement des bactéries pathogenes responsables des
surinfections (Petit, 2012).

Le miel est considéré comme I'agent potentiel d’ acidification efficace des plaies du fait de
son pH acide et ce, malgré sa dilution par les exsudats (Tomczak 2010; Al-Waili et al.,
2011), créant ainsi, un environnement Iégerement acide qui favorise le déchargement de
I'oxygene de I'hémoglobine, la suppression de I'activité des protéases dans les plaies a cause
du pH qui n'est pas favorable pour leurs activités et la stimulation de I'activité des cellules
fibroblastiques (Alam et al., 2014). Ces dernieres jouent un role fondamental dans le
processus de cicatrisation. Car, leur migration, leur prolifération et surtout la synthese de
collagéne sont optimales dans un milieu acide (Hoyet, 2005).

Le peroxyde d'hydrogene (H202) existant dans le miel est communément utilisé dans la
prise en charge des plaies pour ses propriétés antiseptiques. Ses concentrations sont
suffisamment élevées pour bénéficier de I'effet antibactérien du peroxyde d'hydrogéne mais

suffisamment faible pour ne pas étre al'origine de dommages cellulaires (T omczak, 2010).

Le H2O produit par le miel n’est pas cytotoxique car sa concentration est d'environ 1000

foisinférieure a celle de la solution a 3 % utilisée comme antiseptique.

La faible concentration de peroxyde d'hydrogene peut agir comme un «messager» dans la
promotion de la guérison ains €elle peut stimuler a la fois les fibroblastes et les cellules
épithéliales. Une éude expérimentale utilisant le poisson zebre a révélé un nouveau
mécanisme de migration des leucocytes au site de blessure, suite au gradient de concentration
créé par H202, Les macrophages arrivent ala plaie en réponse a des stimuli environnementaux
et libérent le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF: vascular endothelia growth
factor), un facteur angiogénique qui est essentiel dans le processus de cicatrisation (Alam et
al., 2014).
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1.2.3.5- Propriétés anti-inflammatoir es

Les processus inflammatoires sont causés suite a des blessures cellulaires et a des
agressions infectieuse (bactérie, virus, levures...), chimiques (antigenes, alergenes, ...), ou
physique (traumatismes, corps étrangers, radiations...) (Hoyet, 2005; Sarfraz et Othman,
2013).

Dans le cas ou un stimulus inflammatoire persiste, |’ activité de phagocytose provoque la
libération de radicaux libres, qui stimulent la production de cytokines ce qui amplifie la

réponse inflammatoire (Tomczack, 2010).

L'activité des macrophages et polynucléaires neutrophiles entrainent la libération de
radicaux superoxydes et de peroxydes d'hydrogene, ceux-ci activent le facteur de transcription
nucléaire NFkB (NF-k B:nuclear factor-kappa beta), qui est un marqueur important de I'
inflammation. Il améliore I'activité pro-inflammatoire, contribuant ainsi a une réponse
inflammatoire amplifiée, et active les génes codant pour les lipoxygénase-2 (LOX-2), les
cyclooxygenase-2 (COX-2), des cytokines pro-inflammatoires, I'interleukine 6 et 8 et le
facteur de nécrose tumorale-o (TNF-a: Tumor Necrosis Factor-o), qui va induire la
production de cytokines amplifiant davantage la réponse inflammatoire via le recrutement et
I'activation de leucocytes.

Tant que le stimulus inflammatoire persiste, il y ‘aura une amplification progressive de la
réponse inflammatoire (Gharbi, 2011). Cependant, les antioxydants présents parfois en
grande quantité dans le miel permettent de limiter I’ activation du NFkB et donc de réduire
I’inflammation en neutralisant aussi les radicaux libres. Le miel joue ainsi un réle d' un
puissant agent anti-inflammatoire a travers ses composés phénoliques et flavonoides qui sont
impliqués dans la suppression des activités pro-inflammatoires de la cyclooxygénase-2
(COX-2) (Othman, 2012; Sarfraz et Othman, 2013)
1.2.3.6- Propriété anticanceéreuse

Les cellules épithéliales se divisent tout au long de lavie. Le cycle cellulaire comprend les
phases connues sous le nom de marque GO, G1, S, G2 et M. Tous les événements dans le
cycle cellulaire sont réglementés et surveillés par plusieurs protéines différentes (Ander sen et
al., 2005).

Les contréleurs du cycle cellulaire comprennent des cyclines et des kinases dépendantes de
cycline (CDK) dont I'inhibition est |a caractéristique d’un cancer. La proténe nucléaire Ki-67

est un nouveau marqueur pour sonder la prolifération cellulaire (Tomasin et Gomes

16



Chapitre I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Marcondes, 2011). Il est absent dans la phase de repos (G0), mais exprimée au cours du cycle
cellulaire dans toutes les phases de prolifération (G1, S, G2, et la mitose). Le plus grand
nombre de Chimiothérapeutiques actuellement utilisés pour le traitement du cancer sont des
inducteurs d apoptose. L'appoptose suit généralement deux voies. la voie des récepteurs a
domaine de mort et lavoie mitochondriale (Pichichero et al., 2010).

Les flavonoides qui composent le miel ont créé beaucoup dintéréts parmi les chercheurs
en raison de leurs propriétés anticancéreuses qui sont explicables par le fait que les miels
proviennent de diverses sources florales, et chague source florale peut présenter différents
composes actifs (Othman, 2012). En effet, le miel a é&é démontré pour affecter I'arrét du
cycle cellulaire. Plusieurs des polyphénols et flavonoides du miel comme I'acide caféique,
I'acide caféique phénylester, la chrysine, la galangine, la quercétine, |'acacétine, le
kaempférol, le pinocembrine, le pinobanksine et |'apigénine sont rapportés pour bloquer le
cycle cellulaire. De ce fait, ils sont considérés comme des agents pharmacologiques
prometteurs dans le traitement du cancer (Khalil et al., 2012).

Tomasin e¢ Gomes-Mar condes (2011) ont montré que le miel induisait une diminution
marquée de |'expression de la protéine Ki-67 dans les cellules tumorales du rat, il suggére
ainsi qu’ une thérapie avec du miel pourrait conduire a une baisse de prolifération des cellules
tumorales en arrétant le cycle cellulaire.

Sarfraz et Othman (2013) ont rapporté quant a eux que le miel induit |'apoptose dans
différents types de cellules cancéreuses par dépolarisation de la membrane mitochondriae. Le
miel régule ainsi l'expression des protéines de pro- et anti-apoptotiques en entrainant
['éévation du niveau d'activation de caspase 3, p53, et la protéine pro-apoptotique Bax et en
régulant négativement |'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Le miel génere aussi
des especes réactives de I'oxygéne conduisant a I'activation de p53 qui module |'expression
des protéines de pro- et anti-apoptotiques comme Bax et Bcl-2 (Jaganathan et Mandal,
2010). En effet, lap53 agit sur la protéine pro appoptotique Bax qui stimule les mitochondries
pour libérer le cytochrome C, a son tour active les caspases 9 qui activent les caspases 3
déclenchant ainsi le processus appoptotique de la cellule cancéreuse (Sarfraz et Othman,
2013).
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[1.1- ECHANTILLONS DE MIEL

Vingt et un miels (2014) provenant de différentes régions de la wilaya de Tizi-
Ouzou sont obtenus aupres de |'association d'apiculteurs de cette wilaya. Le tableau |
indique I'origine botanique de ces miels ainsi leur couleur.

Tableau | : Echantillons de miel analysés.

Echantillons | Origine botanique | Couleur

01 Multiflora Jaune ambré
02 Eucalyptus Jaune ambré
03 Multifloral Jaune ambré
04 Multifloral Ambre clair
05 Ericaceae Marron

06 Fabaceae Jaune

07 Eucalyptus Brun

08 Fabaceae Jaune

09 Multifloral Marron

10 Ericaceae Marron

11 Multifloral Marron clair
12 Fabaceae Brun

13 Fabaceae Marron clair
14 Eucalyptus Brun

15 Multifloral Moutarde

16 Fabaceae Marron clair
17 Multifloral Vert transparent
18 Multifloral Jaune

19 Multifloral Marron foncé
20 Eucalyptus Marron foncé
21 Multifloral Marron foncé

[1.2- ANALYSESPHYSICO-CHIMIQUES

La plupart des protocoles utilisés pour les analyses physico-chimiques des miels

étudiés sont ceux decrit par Bogdanov et al. (1999).

[1.2.1-Humidité et brix
Les indices de réfractions des miels sont obtenus sur la base de la méthode
réfractométrique a 20 °C. Une goutte de miel liquide est déposée sur le prisme du
réfractometre Abbé (ABBE AR 12 S/N 32624).
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La lecture est faite a travers I’ oculaire de |'appareil au niveau de la ligne horizontale de
partage entre une zone claire et une zone obscure. Cette ligne coupe une échelle verticale
graduée directement en indice de réfraction et en pourcentage de brix dans le miel. La teneur
en eau est déterminée par l'indice de réfraction du miel en se référant a la table de Chataway
(annexel) .

[1.2.2- pH

Une quantité de 2,5 g de midl est dissoute dans 25 ml d’ eau distillée et e pH est lu avec le

pH-métre (HANNA PH 213Microprocessor).
[1.2.3- Intensité dela couleur

Une quantité de 1 g de miel est dissoute dans 4 ml d'eau distillée. Aprés homogénéisation,
ladensité optique de la solution de miel est lue par spectrophotometre (Spectrophotométre
visible UV Line 9400) a450 nm.

[1.2.4- Conductivité électrique
La conductivité éectrique est la mesure de la capacité de I'échantillon de mid a
transmettre un flux éectrique ou conductance. La détermination de celle-ci est réalisee sur
une solution contenant 20 % de la matiére séche du miel a20 °C.
Une quantité de miel est dissoute dans 25 ml d'eau distillée de tres faible conductivité
¢lectrique (1,22 uS / cm). La lecture est faite directement aprés I’immersion de la cellule du
conductimetre (EUTECH INSTRUMENTS con 510) dans la solution de miel et les résultats

sont exprimés en mS.cm™.

CE (milli-Siemens/cm) = valeur mesurée—A

CE : Conductivité éectrique

A : (lavaleur mesuré x 0,032) x (T °-20 °)

T° : Température ambiante de la mesure (dans notre cas elle varie entre 16 et 18 °C)
0,032 : Facteur de correction

11.2.5- Cendres
5 g d'échantillons de miel (MO) sont pesés dans un creuset en porcelaine et pesé avide
(M2). L'ensemble été incinéré dans un four a moufle (Linn Electro Therm ) a 600 °C pendant
6 heures. Le creuset contenant les cendres est ensuite pesé (M1) et le taux de cendres,

exprimé en g/ 100 g de miel, est calculé selon laformule suivante :

Cendres (%) = [(M1- M2)/ M0] x 100
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11.2.6- Proline

Les solutions utilisées sont: acide formique (98-100 %), solution éthanolique de ninhydrine
(3 %) solution aqueuse de proline (0,032 mg/ml), solution aqueuse de 2-propanol (50 %) et
solutions agqueuses de miel (0,05 g/ml). Le protocole expérimental utilisé est résumé dans le
tableau I1.

Tableau I1: Protocole du dosage de la proline

Solution Blanc Solution du
d'échantillons contréle
Echantillon migl 0,5ml - -
H20 - 05ml -
Proline - - 0,5ml
Acide formique 1ml 1ml 1ml
Ninhydrine (3 %) 1ml 1ml 1ml

Agitation pendant 15 min et chauffage a 100 °C pendant 15 min .

Transfert a 70 °C (bain marie) pendant 10 min

2-propanol | 5ml | 5ml | 5 ml

Absorbance a 510 nm apres 45 min

La concentration en proline est déterminée selon I’ équation suivante :

Proline (mg/kg) = (Esx E1 x 80) / (Ea x E2)

Es : Absorbance de la solution d’ échantillon. E1 : mg de proline pour la solution standard.
Ea: Absorbance de la solution standard de la proline. E2 : Quantité prise du miel en kg.
80 : Facteur de dilution

11.2.7- Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est déterminé par un polarimétre en utilisant une solution aqueuse de
miel claire et filtrée. La rotation optique spécifique est I'angle de la rotation de la lumiere
polarisée a la longueur d'onde de la raie D du sodium a 20 °C d'une solution aqueuse d'une
profondeur de 1 dm de profondeur et contenant 1g/ml de la substance. La valeur est liée a la
composition en glucides (Bogdanov, 2004).

Une masse de 12 g de miel est dissoute dans de I'eau distillée. La solution obtenue est
transférée dans une fiole de 100 ml puis 2 ml de la solution de Carrez | (hexacyanoferrate de
potassium, 15 %, p/v) et 2 ml de la solution de Carrez Il (acétate de zinc, 30 %) y sont
additionnés. De I'eau distillée est gjoutée afin d'avoir un volume final de 100 ml et apres 24h,

| es solutions sont filtrées.
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Lefiltrat est versé dans e polarimétre (Polaser-Sl) ayant un tube de 10 cm de
longueur. Lavaleur du pouvoir rotatoire est affichée sur |’ appareil al’ échelle de la solution de
saccharose.

[1.2.8- Protéines

La teneur en protéines est déterminée par la méthode de Bradford (1976). 5 ml de la
solution de Bradford sont gjoutés a 0,1 ml de la solution de miel (50 %, p / v). Le bleu de
coomassie forme un complexe bleu avec les protéines. Aprés un temps dincubation de 2 min,
|" absorbance est lue a 595 nm (Spectrophotometre VIS-7220G). Les résultats sont exprimés
en mg de serum d'albumine bovine (BSA) / 100 g de miel (figure 1, annexe I1).

[1.2.9- Hydroxy-méthylfurfural (HMF)

Une quantité de 5 g de miel est dissoute dans 25 ml d'eau distillée et homogenéisée avec
0,5 ml de la solution de Carrez | et ensuite avec 0,5 ml de la solution de carrez I1. Le volume
du mélange est complété a 50 ml avec de I'eau distillée et la solution est filtrée avec du papier
filtre whatman. 5 ml du filtrat sont mélangés avec 5 ml de la solution de sodium bisulfite (0,2
%, p/v) (solution de référence) et le méme volume du filtrat est mélangé avec 5 ml d'eau
distillée (solution échantillon). Aprés homogénéisation, |'absorbance de la solution
d'échantillon est lue contre celle de la solution de référence & 284 nm et 336 nm al'aide d'un

spectrophotometre (UvLine 9400). Lateneur en HMF est cal culée selon la formule suivante:

[HMF](mg/kg) = (A284 - A336) x 149,7 x5/ w

A284: absorbance a 284 nm 16830 = absorptivité molaire £ de HMF aune
A336: absorbance a 336 nm 1000 = conversion de g en mg

W : masse en grammes de I’ échantillon de miel 5 = poids nominal théorique de I’ échantillon
149,7 = (126 x 1000x1000) / 16830 x 10 x 5 = constante 1000 = conversion de g de miel en kg

126 = poids moléculaire de HMF 10 = conversion de 5 a50

11.3- DOSAGESPHYTOCHIMIQUES

11.3.1- Composés phénoliques totaux
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents types de miels est effectué suivant la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu selon le protocole de Naithani et al. (2006). Le
réactif de Folin-Ciocalteu est formé d acide phosphotungestique (HsPW1204) et d acide
phosphomolybdique (HsPMo01204) qui sont réduits lors de I’ oxydation des phénols en oxydes
bleus de tungsténe (WsO23) et de molybdéne (MogOs) (Ribéreau-Gayon et al., 1982).
Un volume de 100 pl de la solution miel (0,1 g/ml) est mélangé avec 100 ul du réactif Folin-

Ciocalteu (50 %, v/v) et 2 ml de la solution de carbonate de sodium (NaCOs) (2 %, p/v).
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Aprés 30 min a l'obscurité, I'absorbance est lue a 750 nm. L’ acide gallique est utilisé comme
standard et les résultats sont exprimés en mg équivaent d acide gallique par 100 gramme de
miel (mg EAG/100 g) (figure 2, annexe ).
[1.3.2- Flavonoides
Le dosage des flavonoides dans les différents miels est effectué suivant la méthode
colorimétrique de chloride d'aluminium décrite par la Directive du Conseil de I'Union
Européenne, (2002)

Un volume de 1 ml de la solution miel (0,05 g/ml) est mélangé avec 4 ml d'eau distillée et
avec 0,3 ml de la solution nitrite de sodium (NaNOz, 5 %). Apres 5 min, 0,3 ml de trichlorure
dauminium (AICI3, 10 %) sont additionnés, suivie par I'gjout de 2 ml de la solution
hydroxyde de sodium (NaOH, 1M) et de 2,40 ml deau distillée six minutes plus tard.
L'absorbance du mélange est lue & 510 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de
catéchine par 100 g de miel (mg EC/100 g) (figure 3, annexe l1).

[1.3.3- Proanthocyanidines

Le dosage des proanthocyanidines dans les différents miels étudiés est effectué selon le
protocole rapporté par Vermerris et Nicholson (2006). Un volume de 100 pl de la solution
miel (0,025 g/ml) est mélangé avec 2 ml du réactif acide chlorohydrique/butanol (2:3). Le
mélange réactionnel est placé au bain marie pendant 10 min & 95 °C. L'absorbance est lue a
530 nm. La concentration des poranthocyanidines est estimée en mg EC / 100 g (figure 4,
annexe ).

I1.4- ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE
[1.4.1- Test DPPH ( 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur
violette en un compose jaune, le diphényl picryl-hydrazine (figure 1). L'intensité de la couleur
est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a
donner des protons (K halil et al., 2012).

3 5.

+R-OH

Figure 1: Réduction du radical DPPH (Reet al., 1999).
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L’ évaluation de la capacité antiradicalaire via le DPPH est réaisée par la méthode décrite
par Meda et al. (2005). un volume de 1 ml de la solution éthanolique de DPPH (6x102 mM)
est mélangeé avec 0,5 ml de la solution miel (0,025 g/ml). Aprés 15 min, I'absorbance est lue a
517 nm. Le pourcentage d inhibition (Pl %) est calculé suivant laformule suivante:

Activité anti radicalaire (%) = [(Abs; - Abse) / Abst] x 100

Abs : Absorbance du témoin (1 ml de solution DPPH + 0,5 ml d'éthanal).
Abs. : Absorbance de I’ échantillon.

11.4.2- Test ABTS ([2, 2-azinobis (3-ehtylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diamonium
salt]

L'activité antiradicalaire des différents échantillons de miels est également estimé a partir
de leurs capacités a inhiber le radical cationique ABTS™. Lasolution dABTS ne contient pas
de radicaux libres au départ. Aprés mélange avec du persulfate de potassium, des radicaux
libres ABTS* se forment par arrachement d'un électron & un atome d'azote de I'ABTS formant
ains une solution de couleur bleu-vert (Re et al., 1999). Le contact entre le radical ABTS* et
un donneur d' éectron conduit a la formation d'un radical neutre ABTS et la décoloration de
la solution dont le maximum d'absorbance est a 734 nm (Isla et al., 2011).

L’évauation de la capacité antioxydante avec I'ABTS est effectuée suivant la méthode
rapportée par Re et al. (1999). Un volume de 0,1 ml de la solution miel (0,025 g / ml) est
additionné a 1 ml de la solution ABTS (7 mM). Aprés 7 min dincubation a température
ambiante, |' absorbance est lue a 734 nm. Le pourcentage de réduction est donné selon la

formule suivante :

Activité anti radicalaire (%) = [(Abst - Abse) / Abst)] x 100

Abs: Absorbance du témoin Abs: Absorbance de I'échantillon
11.4.3- Piégeage du radical hydroxyle (HO®)
L’ évaluation de la capacité antiradicalaire via le radical hydroxyle est réalisée selon la
méthode décrite par Vermerris et Nicholson (2006).
Un volume de 1ml de la solution miel (0,025 g/ml) est mélangé avec 0,25 ml de H2O- (8
mM), 0,30 ml de FeSO4 (20 mM) et 1 ml d' acide salicylique (3 mM). Le mélange réactionnel

été placé dans un bain marie a une température de 37 °C pendant 30 min.
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L'absorbance est lue a 593 nm aprés 24h d' incubation. La capacité des antioxydants
présents dans les différents échantillons de miels a piéger le radical hydroxyle est donné selon

|aformule suivante:

Pl (%) = [(Abse -Abs ) / Absg] x 100

Abs: Absorbance du témoin Abse: Absorbance de I'échantillon
I1.4.4- Test FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)

Le test FRAP est une autre méthode de détermination d'activité antioxydante totale. Le
principe de la méthode est basé sur la réduction du complexe ferrique 2,4,6-tripyridyl-1,3,5-s-
triazine (Fe**-TPTZ) en sa forme ferreux coloré (Fe?*-TPTZ) formant un complexe ferreux
bleu dont le maximum d'absorbance est a 593 nm (Alvar ez-Suarez et al., 2010).

Un volume de 0,5 ml de la solution miel (0,025 g/ml) est additionné de 0,75 ml de la
solution de FRAP [300 mM de la solution acétate de sodium; 40 mM TPTZ; 20mM de la
solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20)]. L'absorbance du mélange réactionnd est lue a 593
nm apres incubation pendant 5 min a 37 °C. Les résultats sont exprimés en mg EAG/ 100 g
(figure 5, annexe ).

[1.4.5- Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d' un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique
est dével oppée pour mesurer la capacité des échantillons de miel testé aréduire le fer ferrique
(Fe*") présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet, le Fe** participe a
la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu
réactionnel est déterminée a 700 nm. Une augmentation de |’ absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Liu et al., 2013 et Canadanovic-
Brunet et al., 2014).

L’ éude du pouvoir réducteur du miel est réalisée selon la méthode décrite par Ber etta et
al. (2005). Un volume de 0,5 ml de la solution miel (0,05 g/ml) est additionné de 0,5 ml du
tampon phosphate (pH 6,6; 0,2 M) et 0,5 ml d'’hexacyanoferrate de potassium (KzFe(CN)s, 1
%). Le mélange est incubé pendant 20 min au bain marie a50 °C. Apres, 0,5 ml de la solution
trichloroacétique (FeCls, 10 %) sont ragjoutés a ce mélange. Dans un tube a essai, 0,5 ml du
mélange réactionnel sont prélevés et sont additionnés de 0,8 ml d'eau distillée et de 100 pl de
chlorure ferrique (0,1 %). L'absorbance est lue & 700 nm apres 10 min. Les résultats sont

exprimés en mg EAG / 100 g (figure 6, annexe I1).
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11.4.6- Test au phosphomolybdate

Le test au phosphomolybdate repose sur la réduction des molybdates en molybdene en
présence des extraits en donnant une coloration verte détectable a une longueur d’ onde de 695
nm (Habib et al., 2014).

Un volume de 0,1 ml de la solution de miel (0,002 g/ ml) est additionné a 1 ml du réactif
phosphomolybdate (0,6 M d’ acide sulfurique, 28 mM de phosphate du sodium et 4 mM de
molybdate d’ammonium). Le mélange réactionnel est placé dans un bain marie a une
température de 95 °C pendant 90 min. L’ absorbance est lue a 695 nm. Les résultats sont
exprimésen mg EAG / g demiel.

[1.5- ANALYSESSTATISTIQUES

Les parametres de |a statistique descriptive (moyenne et écarts types) sont calculés a
I’ aide du programme Microsoft Excel 2007.

Les données obtenues sont la moyenne de 3 essais a |’ exception de I' humidité (2 essais).
Lelogiciel STATISTICA 5.5 est utilisé pour réaliser I’analyse de la variance a un seul critére
de classification (AVUC) entre les différents échantillons de miel. Les corrdlations entre les
paramétres étudiés sont calculées avec statistique éémentaire en utilisant la matrice de
corrélation.

Les résultats sont classés par ordre décroissant a> b>c>d>e> f> g> h> i>]. Les valeurs
obtenues, pourtant la méme lettre, ne présentent aucune différence du point de vue
statistique et les barres vertical es représentent |es écarts types.
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[11.1- ANALYSES PHY SICO-CHIMIQUES

111.1.1- Humidité

Selon Moniruzzaman et al. (2014), I’humidité est I'une des caractéristiques les plus
importantes du miel car c'est un facteur clé qui détermine sa quaité. Elle intervient dans la

viscosité, lacristallisation, la saveur et lafermentation lors du stockage.

La teneur en eau des échantillons de miels analysés est entre 11,24 et 17,92 % (figure 3)
correspondant a des indices de réfraction entre 1,4930 et 1,5102. Ces résultats sont inférieurs
alalimite maximale (20 %) fixée par la Commission Européenne (1981), ceci indique que

les miels éudiés sont m{rs.

La moyenne de la teneur en eau des échantillons analysés est de 14,82 + 0,07 %. Le miel
M10 d'Erica présente I'humidité laplus faible (11,24 + 0,21 %) et differe significativement de
celle des autres miels. Cependant, I'échantillon M5 de méme origine botanique enregistre
I'humidité laplus éevée (17,92 + 0,03 %).

Les échantillons de miel M2, M5, M6, M10, M11, M12, M13, M15, M16, M20 et M21
présentent une différence significative (p < 0,05) dans leur humidité. Ceci est probablement
due a la saison, a la teneur en eau du nectar de la plante butinée par I'abeille butineuse, a la
force des colonies d’abeilles, aux conditions de stockage et a la compétence de |'apiculteur
(Bogdanov, 2004; Doukani et al., 2014). Cependant, les miels suivants. M8, M9 et M14; M1
et M17; M7 et M19; M3 et M18 n'enregistrent pas de différence significative, ceci est peut

étre due al'origine géographique des miels.

Les humidités obtenues dans cette présente étude sont proches a celles rapportées par
Tornuk et al. (2013) (8,99 a 17,40 %) , Doukani et al. (2014) (13,4 a 17,2 %), Habib et al.
(2014) (13,63 220,60 %) et Silvano et al. (2014) (13,40 417,20 %).

D'aprés L equet (2010), lafaible teneur en eau dans le miel assure sa capacité arésister ala
fermentation quel que soit le nombre de levures présentes dans le miel assurant ains sa

meilleur qualité pour une longue durée de stockage.
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Figure 2: Teneur en eau des échantillons de miels.

111.1.2- pH

Belay et al. (2013) ont rapporté que le pH du miel se situe entre 3,5 et 4,5 pour les miels
de nectar et entre 4,5 et 5,5 pour les miels de miellat.

Le pH des miels analysés (figure 4) oscille entre 3,42 £ 0,01 (M6) pour le miel de
Fabaceae a 6,38 + 0,06 (M7) pour le miel d'Eucalyptus.

La plupart des miels éudiés ont une acidité élevee. Ils sont probablement issus du miel du
nectar car leur pH est < a 4. Par ailleurs, les échantillons M7 et M12 présentent des pH élevés
(5,80 et 6,38, respectivement) qui different significativement de ceux des autres miels, ceci

peut signifier que ce sont des mélanges de miels de miellat et de nectar.
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Figure 3: pH des échantillons de miels.
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Ces reésultats rentrent dans l'intervalle des pH obtenus par Makhloufi et al. (2010) sur
soixante-six miels Algériens, Serem et Bester (2012) pour les miels d' Afrique du sud,
Tornuk et al. (2013) pour lesmiels de Turkey et Nair (2014) pour les miels dAlgérie.

Généralement, le miel est acide en nature, indépendamment de son origine géographique
(Ribeiro et al., 2014). Le pH du miel peut étre influencé par les différentes sources de nectar,

le sol, I'action de la glucose oxydase et la quantité des minéraux (Finola et al., 2007).

[11.1.3- Couleur

La couleur du miel est I'une des propriétés sensorielles pergues par les consommateurs. Les
résultats de la couleur varient entre 0,20 + 0,02 a 1,33 = 0,03 qui correspondent a la couleur
verdétre et brun foncé, respectivement, avec une moyenne de 0,62 + 0,02.

Les échantillons M5 (Erica), M20 et M19 (multifloral) présentent des densités optiques
élevées (1,02, 1,07 et 1,33, respectivement) qui different significativement de celles des autres
miels. Neufs miels (M8, M3, M14 et M12; M16, M2 et M9; M4 et M21) ont la méme couleur
(p < 0,05). Selon les valeurs de la densité optique, les autres miels analysés sont classés par
ordre croissant: M17< M18<M7<M11<M6<M1<M15<M13<MI0<M5<M20<
M19. Ces résultats sont dans I' intervalle des valeurs rapportées par Mouniruzzman et al.
(2013); Bentabol Manzanareset al. (2014); Das et al. (2015).

La couleur d'un miel est étroitement liée a son origine botanique, a sa composition
chimique, a sa teneur en minéraux, pollen et principalement a la présence des pigments
(caroténoides, flavonoides, dérivés des tannins et polyphénols), qui sont également connus

pour avoir des propriétés antioxydantes ( Ribeiro et al., 2014).
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Figure 4: Couleur des échantillons de miels.
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[11.1.4- Brix

Le mid est principalement constitué de glucides qui sont exprimés par degré de brix
(Conti et al., 2014). lIs sont responsables de sa viscosité, de son hygroscopicité et de sa
cristallisation. La répartition entre les différents sucres permet de prévoir la vitesse de
cristallisation d'un miel. Selon la directive de Commission européenne (1981), le taux de

glucose et de fructose du miel devraient dépasser 60 ¢/100 g de miel pour le miel normal.

Le brix des miels analysés (figure 5) varie entre 81 + 0,00 % (M5) et 87 * 0,00 % (M10)
avec une moyenne de 83,82 + 0,00 %. Ces données sont supérieures a celles obtenues par
Islam et al. (2012) sur des miels du Bangladesh (42,8 a 60,6 %), Belay et al. (2013) sur des
miels d' Ethiopie (60 a 85 %), Habib et al. (2014) sur des miels de régions arides (79 484,10
%).

Lemiel M10 d'Erica et M 13 de fabaceae possedent les brix les plus élevés (88 % et 87 %,
respectivement) qui different significativement de ceux des autres miels. Toutefois,
I'échantillon M5 indigue le taux de glucides le plus bas et différe significativement par rapport
aux autres échantillons.

Il n"y aaucune différence significative dans la teneur en glucides pour les échantillons de
mielsM3 et M5; M2, M6, M7, M18 et M19; M1, M4 et M17; M8, M9, M14 et M21.

La composition en glucides dans le miel dépend de I'origine botanique des plantes a partir
desquelles le miellat ou le nectar a été récolté, de I'environnement, du climat et des conditions
de stockage (Ouchemoukh et al., 2012).
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Figure5: Brix des échantillons de miels.
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[11.3.5-Conductivité électrique

La conductivité éectrique est un critere valide pour déterminer |'origine botanique de celui
ci (miel de nectar et / ou miel de miellat) (Silvano et al., 2014). Doukani et al. (2014) ont
rapporté que les miels de nectar ont une conductivité inférieure a 0,8 mS/cm, ceux des miels
de miellat supérieurs a 0,8 mS/cm et les valeurs médianes correspondent a des mélanges de
deux origines (nectar et miellat).

La conductivité éectrigue des miels analysés (Figure 6) est comprise entre 0,13 + 0,01 mS
/cm (M17) et 1,67 £ 0,04 mS/ cm (M19) avec une moyenne de 0,79 mS/ cm. Laplupart des
miels analysés sont issus du nectar. Cependant, les miels M1, M2, M5, M7, M9, M12, M 19,
M20 et M21 sont issus du miellat (> 0,8 mS / cm).

Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux obtenus par Lazarevic et al. (2012) (0,16 a
0,64 mS/ cm), Belay et al. (2013) (0,63 20,79 mS/ cm), Habib et al. (2014) (0,15 a 0,69
mS/ cm) et Bettar et al. (2015) (0,22 40,87 mS/ cm).

La conductivité électrique est un paramétre qui varie considérablement selon I'origine
florale (Bettar et al., 2015). Elle dépend des minéraux, des acides organiques, des teneurs en
polyols et en protéines. Puisque des minéraux sont introduits dans le miel principalement avec

le pollen, leur contenu dépend du pollen prédominant dans le miel (Belay et al., 2013).
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Figure 6: Conductivité électrique des miels.
[11.1.6- Cendres

Lateneur en cendres est un critere de qualité utilisé pour déterminer I'origine botanique du

miel. Les miels de fleurs ont une teneur en cendres inférieure (< 0,6 %) que les miels de

miellat (< 1,2 %) (Isla et al., 2011).
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Figure 7: Teneur en cendres des miels.

La teneur en cendres des miels analysés (figure 7) oscille de 0,00 (M17) a 0,44 % (M 19)
avec une moyenne de 0,23 %. Ces résultats sont en accord avec la limite autorisée (0,60 %)
par Codex Alimentarius (1981). Les miels M19 et M21 d' origine multifloral présentent la
teneur en cendres la plus élevée (0,42 et 0,44, respectivement) et distinctes significativement
de celle des autres miels. Tous les échantillons analysés présentent des différences
significatives a I'exception de M8 et M15; M1, M4, M14 et M16. Les échantillons M12 et
M 18 exhibent une teneur en cendres identiques.

Les résultats obtenus sont en concordance avec ceux de Finola et al. (2007) et I1sla et al.
(2011) sur les miels d' Argentine, Doukani et al. (2014) sur les miels d' Algérie et Habib et
al. (2014) sur les miels des régions arides.

Les différentes variations du miel en cendres peuvent étre attribuées a la variabilité du
type de sol, a la concentration des minéraux existants dans le nectar des plantes utilisées par
les abeilles butineuses, aux facteurs environnementaux, geographiques et aux procédées de

récolte par I’ apiculture (Finola et al., 2007; Belay et al., 2013).
[11.1.7- Protéines

La teneur en protéines des miels étudiés (figure 8) varie de 78,03 £ 1,56 (M18) pour le
miel multifloral a 162,63 + 3,51 mg EBSA / 100 g (M19) pour le miel de méme origine
florale, avec une moyenne de 121,44 + 4,31mg EBSA / 100 g.

L'échantillon M19 (multifloral ) présente la teneur en protéines la plus élevée qui différe
significativement de celle des autres miels, ceci peut étre expliqué par la présence d une

concentration élevée du pollen dans ce miel et al’ origine botanique.
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Figure 8: Teneur en protéines des miels.

Les miels de Fabaceae (M16) et multifloral (M17) présentent des teneurs en protéines
identiques (p < 0,005). Selon les taux en protéines, les miels analysés sont classés par ordre
croissant:

M18 <M11<M1<M15<M7<M21<M3<M14<M8<M6<M4<MI1I3<M17=M16
<M20<M5<M12<M10<M2 < M9 <M19.

Les résultats sont similaires a ceux rapportés par Kucuk et al. (2007) (16 a 170 mg EBSA /
100 g) et Yucel et Sultanoglu (2013) (13 4115 mg EBSA / 100 g).

Les concentrations en protéines des miels varient suivant leurs origines botanique et
géographique, les conditions et le temps de leur entreposage, la présence des enzymes
gjoutées par des abellles pendant le processus de mdrissement et aux grains de pollen y

présents (Alvar ez-Suarez et al., 2010; Moniruzzaman et al., 2013).
[11.1.8- Teneur en proline

La proline est un acide aminé important qui est produit la plupart du temps a partir des
secrétions salivaires des abeilles pendant la conversion du nectar et/ou miellat au miel. Le

taux en cet amino-acide est un signe de maturité de miel (Mouniruzzman et al., 2013).

La concentration en proline dans les différents miels analysés (figure 9) varie de 517,49 +
12,22 (M17) & 987,25 + 26,61 mg / kg (M19) pour des miels toutes fleurs, respectivement.
Ces valeurs sont supérieures a 180 mg / kg, limite minimae pour les miels authentiques
(Bogdanov et al., 1999).
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Figure 9: Teneur en proline des échantillons de miels.

Ces réaultats indiquent la maturité des miels analyses et |’ absence d’ adultération. Les miels
M19 et M20 présentent des teneurs en proline les plus éevées (987,25 et 923,88 mg / kg,
respectivement) qui different significativement de celles des autres miels. Tous les
échantillons étudiés présentent des différences significatives. Les miels polyfloraux a savoir
M1, M2, M3, M4, M1 et M19 indiguent des concentrations en proline les plus élevées qui

sont significativement distinctes par rapport a celles des miels monofloraux.

Les résultats de cette étude sont en accord avec ceux de Ouchemoukh et al. (2007) sur les
miels Algériens, Bentabol Manzanares et al. (2014) sur les miels d'Espagne et Can et al.
(2015) sur les miels de Turkie. Ces valeurs distinctes peuvent étre dues a la source florale
visitée par les butineuses et la force de la colonie d'abeilles. Quelques auteurs ont également
rapporté que les concentrations élevées de la proline sont également typiques des miels de
miellat (Ouchemoukh et al., 2007; Khalil et al., 2012).

[11.1.9- Teneur en 5- hydroxy-3- méthyl-2-furfural (HMF)

Lateneur del' HMF dans le miel est largement utilisée comme parameétre de fraicheur. Sa
teneur est faible dans les miels frais et tend a augmenter pendant le traitement et/ou le
vieillissement du produit (Bogdanov et al., 2004).

L'analyse spectrométrique des échantillons de miels (figure 10) révéle des teneurs en HMF
qui sont situées entre 0,00 (M 14) et 47,25 mg / kg (M8) avec une moyenne de 10,24 mg/ kg .

Tous les échantillons analysés ont des teneurs en HMF inférieurs a 40 mg / kg, limite
maximale fixée par le Codex alimentarius (1981). Par consequent, ils sont des miels frais et

de bonne qualité.
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Figure 10: HMF des échantillons de miels analyses.

Le miel M8 présente un taux en HMF supérieure ala norme. Ceci pourrait sexpliquer par
son chauffage ou a son stockage dans de mauvaises conditions. Ces résultats sont différents
des concentrations dHMF rapportées par |sla et al. (2011) (4 a 26, 28 mg / kg); Doukani et
al. (2014) (5,3 455,29 mg / kg); Habib et al. (2014) (0,17 479,26 mg / kg) et Bettar et al.
(2015) (2,54 485,48 mg / kg).

Plusieurs facteurs influencent le taux de I' HMF tels que le pH, la source florde, la
température, le temps du chauffage et les conditions de stockage (Bogdanov et al., 2004,
Habib et al., 2014).

I11.1.10- Pouvoir rotatoire

L'activité optique du miel dépend des types et des proportions relatives de glucides. En
raison de la fraction de masse élevée en fructose, le miel de nectar tourne I'angle de lumiére
polarisée vers la gauche (Iévogyre), d'une part; d'autre part, en raison de la fraction de masse
plus élevée d'oligosaccharide (principalement mélézitose et erlose), le miel de miellat tourne
I'angle de lumiere polarisée vers la droite (dextrogyre). La mesure de la rotation optique est

employée pour distinguer le miel de nectar du miel du miellat (L azarevic et al., 2012).

La plupart des échantillons analysés sont |évogyres. Les valeurs de la rotation optique des
miel étudiés varient entre -18,86 + 0,18 (M11) et +1,47 + 0,02 (M21) (Tableau I1). Le M11 (-
18,86) et M15 (-11,31) sont tres lévogyres. Les échantillons M20 et M21 sont dextrogyres (+
0,74 £ 0,03 et 1,47 + 0,02, respectivement). IIs pourraient étre des mélanges de miel de nectar
et de miellat.
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Tableau |l: Pouvoir rotatoire des miels anal ysés.

Echantillons | Pouvoir Echantillons | Pouvoir Echantillons | Pouvoir
rotatoire rotatoire rotatoire

M1 -317+003 | M8 -6,88+0,01 | M15 - 11,31+ 0,04
M2 -6,32+0,01 | M9 -4,83+0,05 | M16 -1,54+0,12
M3 -6,35£0,05 | M10 -316+£0,01 | M17 -155+0,12
M4 -6,84+0,04 | M11 - 18,86 +0,18 | M18 - 6,39+ 0,04
M5 -3,79+0,02 | M12 -1,24+0,02 | M19 -1,98+ 0,00
M6 -7,36+£0,06 | M13 -294+0,02 | M20 +0,74 + 0,03
M7 -0,66+0,01 | M14 -6,14+ 0,05 | M21 + 1,47 + 0,02

[11.2- ANALYSESPHYTO-CHIMIQUES

[11.2.1- Composés phénoliques totaux
Les polyphénols sont un groupe important de composes déterminant I'aspect et les

propriétés fonctionnelles du miel (Alvarez-saurez et al., 2010).

Les résultats obtenus ont montré que la concentration en polyphénols enregistrée dans les
miels varient considérablement de 18,85 + 0,51 (M17) a97,63 + 1,34 mg d EAG/ 100 g de
miel (M19) avec une moyenne de 46,55 + 1,09 mg d EAG / 100 g de mid (figure 11). Ces
résultats sont similaires a ceux rapportés par Al waili et al. (2013) (23,90 272,80 mg d' EAG
/ 100 g) et Anjos et al. (2015) (11,79 a 84,31 mg d EAG / 100 g). Cependant, ils sont
distincts de ceux d' Escuredo et al. (2013) (92,2 a 140,6 mg d EAG / 100 g) et Rodriguez
Floreset al. (2015) (79,5 4187 mg d EAG/ 100 g).

Le miel M19 enregistre le taux le plus éevé en polyphénls totaux (97,63 mg d’ EAG /100
g) qui differe significativement par rapport aux autres miels. Toutefois, le miel M17 présente
le taux le plus faible en ces composeés (18,85 mg d EAG /100 g de miel). Les échantillons
M18 et M11 (Multifleurs); M6 (Fabaceae), M14 (Eucalyptus) et M13 (Fabacea); M16
(Fabaceae), M4 et M9 (Mulifleurs) n'indiquent pas de différences significatives dans leurs
concentrations en phénol's totaux.
Les mies M17, M18, M11, M3, M15, M1, M21 e M19 (Multifleurs); M15 et M8
(Fabaceae); M12, M7, M2 et M20 (Eucalyptus); M5 et M10 (Erica) enregistrent des

différences significatives dans la teneur en phénols totaux.
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Figure 11: Teneur en phénols totaux des échantillons de miels.

La concentration et le type de substances phénoliques du miel dépendent de I’ origine
géographique et surtout de l'origine florale (Rodriguez Flores et al., 2015). Il est plausible
gue le contenu phénolique élevé dans les plantes soit transféré dans le nectar et le pollen qui
sont récoltés par les abeilles et introduit par la suite au miel, contribuant ainsi, au contenu
phénolique éevé observé dans le produit (Anjos et al., 2015). En général, les miels les plus
foncés contiennent des quantités phénoliques supérieures aux miels plus clairs, aing, ils
possedent une plus grande capacité antioxydante (Doukani et al., 2014).

[11.2.3- Flavonoides

L es flavonoides sont des composés a faible poids moléculaire responsables de I'ardme et
du potentiel antioxydant du miel ainsi que d'activités antimicrobienne et anticancéreuse
(Mouniruzzman et al., 2014).

Le taux de flavonoides des miels analysés indique un intervalle alant de 1,06 + 0,03
(M17) 417,60 £ 0,24 mg EC/100 g (M19) avec une moyenne de 5,12 + 0,12 mg EC/100 g
(figure 12).

L'échantillon M19 (multifleurs) présente une teneur en flavonoides la plus élevée (17,60 £
0,14 mg EC/100 g) qui differe significativement de celle des autres miels analyseés.

Les échantillons M6 (Fabaceae) et M11 (miltifleurs); M3 (multifleurs), M7 (Euca yptus)
et M8 (Fabaceae); M16 (Fabacea) et M12 (Eucalyptus); M21 et M15 (Multileurs) avec M13
ne présentent pas de différences significatives. Cependant, les miels M19, M5, M20, M4, M9,
M10, M14, M1, M18 et M17 enregistrent des différences significatives dans la teneur en ces

COMPOSES.
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Figure 12: Teneur en flavonoides des échantillons de miels.

Les résultats obtenus sont en accords avec ceux rapportés par Escuredo et al. (2013) (4,3 a
9,6 mg EC / 100 g); Canadanovic-Brunet et al. (2014) (6,53 a 19,02 mg EC / 100 g ) et
Rodriguez Flores et al. (2015) (6,6 a13,1 mg EC/ 100 g).

Ouchemoukh (2012) a identifié dans les miels Algériens 16 flavonoides appartenant a 4
lutéoline), flavonal

classes différentes. flavone (galangine, apigénine, chrysine et

(kaempferol, quercétine, isorhamnetine, myricétine et kaempferide), flavonone
(isosakuranetine, pinobanksine, pinocembrine) et isoflavones (génistéine et daidzéne).
[11.2.3- Teneur en proanthocyanidines
Le taux de proanthcyanidines pour les échantillons de miels étudiés varie de 1482,7 +
18,48 (M8) a6176,31+ 419,70 mg EC / 100 g (M21) avec une moyenne de 2854,24 + 132,20

mg EC / 100 g (figure 13).
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Figure 13: Teneur en proanthocyanidines des échantillons de miels.
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L es miels anal ysés présentent des diff érences significatives dans leurs teneurs en
proanthocyanidines: M21 > M19 > M20> M3 > M14 > M11>M1> M7 >M15> M12 > M5
>M4>M9>M2>M10>M17>M16>M18 > M13> M6 > M8.

[11.3- ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE

I11.3.1- Activité antiradicalaire par DPPH

Le radical DPPH est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour I’ évaluation
rapide et directe de I’ activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la
simplicité del’anayse (Zhou et al., 2012).

Le pourcentage d'inhibition des échantillons des miels éudiés varient entre 7,82 + 2,58
(M17) et 74,81 + 1,61 % (M19) avec une moyenne de 23,11 + 1,40 % (figure 14). Cet
intervalle de valeurs est supérieur a celui signaé par Doukani et al. (2014) (3,42 a 22,06 %).
Néanmoins, il est similaire acelui indiqué par Zhou et al. (2012) (37,2 a56,4 %) .

L'échantillon de miel M19 (Multifleur) révele une intéressante activité antioxydante (74,81
%) qui differe significativement en comparaison avec d' autres miels. Ceci confirme la
possibilité gu'il contient la plus grande quantité de composés accepteurs de radicaux libres et
le plus grand potentiel antioxydant. Par contre, un faible pourcentage d' inhibition caractérise
lemiel M17 (23,11 % ) (Multifleur).

L'activité antiradicalaire des autres échantillons se présente comme suit : M21 > M20 >
M7>M5>M10>M9>M12>M2>M14>M8>M1>M6>M3>M15>M13> M4 >
M16>M18 > M11.
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Figure 14: Activité antiradiclaire DPPH des échantillons de miels.
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L'activité antioxydante des miels dépend en grande partie de leur composition chimique
(telle que les phénals, les flavonoides, les enzymes, les acides organiques, les acides amines,
I'acide ascorbique et les caroténoides) (Rodriguez Flores et al., 2015).

Par ailleurs, la quantité de ces composants varie largement en fonction de I'origine florale
et géographique du miel (Doukani et al., 2014).
Beretta et al. (2005) ont constaté que les miels de couleur foncé ont une teneur élevée en
composes phénoliques totaux et par consequent une capacité antioxydante éleveée.
[11.3.2- Activité antiradicalairepar I'ABTS

L'activité antiradicalaire par I'ABTS est une autre méthode permettant d' évaluer la
capacité des composés antioxydants a inhiber le radical cationique ABTS™* et e réduire en sa

forme neutre ABTS sans couleur (Khalil et al., 2012).

L'activité antiradicalaire des différents échantillons de miels étudiés est comprise entre
11,33 et 69,04 % avec une moyenne de 29,04 % (figure 15). Ces résultats sont distincts de
ceux rapportés par Isla et al. (2011) et Habib et al. (2014): 65 a 80 % et 40 a 80 %,
respectivement.

Le pouvoir antioxydant du miel M19 (multifloral) est le plus élevé (96,04 * 1,29 %) parmi
tous les miels, ceci est probablement d0 aux phénols totaux car ce sont les principaux facteurs
responsables des activités antioxydantes. Néanmoins, le miel M3 (multifleur) indique la plus
faible capacité antioxydante (11,33 + 1,03 %) qui differe significativement par rapport aux
autres miels, témoignant de ce fait du contraire concernant sa teneur en COMpPOSES
antioxydants.

Les miels M2 et M8 présentent une activité antiradicalaire identique méme s ils
proviennent d'une source florale différente a savoir Eucalyptus et Fabaceae, respectivement,
ceci est peut étre di aleur composition chimique.

Les propriétés antioxydantes du miel sont d' une part liés aux substances enzymatiques
(catalase, glucose oxydase et la peroxydase) et d' autre part, elle est liée aux composés non-
enzymatiques (acide ascorbique, o-tocophérol, caroténoides, acides aminés, protéines,
produits de réaction de Maillard, flavonoides et acides phénoliques). La quantité et le type de
ces antioxydants dépendent en grande partie de la source florale ou de la variété du miel. Une
corrélation entre I'activité antioxydante avec le contenu phénolique total est établie (Khalil et
al., 2012).
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Figure 15: Activité antiradicalaire ABTS des echantillons de mi€ls.

[11.3.3- Piégeage du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle est I'un des radicaux libres les plus actifs, ils provoquent I'
hydroxylation de I'ADN, des protéines et des lipides et causent la mort cellulaire. Le radical
hydroxyle est produit a partir du peroxyde d'hydrogene et ions ferreux par I'intermédiaire de la
réaction de Fenton (Liu et al., 2013).

Le piégeage du radical hydroxyle par les différents échantillons de miels étudiés varient de
0,00 & 87,91 % avec une moyenne estimé a 73,37 + 1,06 % (figure 16). Ces résultats sont
distincts de ceux rapportés par Zhou et al. (2012) (23 a 44 %) et Liu et al. (2013) (15 a 85
%).

L'échantillon M17 indique la valeur la plus faible (0,0 £ 9,57 %) donc il ne présente
aucune capacité a inhiber le radica hydroxyle. Toutefois, le miedd M19 possede I'activité
antioxydante la plus élevée (87,88 +0,47 %) et se distingue significativement par rapport a
celle des autres miels. Ce potentiel antioxydant important est di probablement a leur teneur
élevée en composés phénoliques totaux, flavonoides et proline.

Une capacité antiradicalaire non significative est observée pour les miels M8 (Fabaceae),
M15 et M3 (Multifleurs); M1(Multifleurs) et M12 (Eucayptus); M6 (Fabaceae), M21
(Multifleurs) et M2 (Eucalyptus); M20 et M14 (Eucalyptus); M11 et M4 (Multifleurs) ainsi
gue M7 (Eucalyptus). Ceci peut ére di aleur composition chimique, essentiellement en leur
teneur en phénols totaux.
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Figure 16: Activité antiradiclaire OH" des échantillons de miels

Zhou et al. (2012) ont rapporté une forte corrélation entre les composés phénoliques
totaux et la propriété scavenging des radicaux libres.

Généralement, les miels multifloraux ont des propriétés antioxydantes plus élevées car ils
sont riches en phénols totaux comparés aux miels monofloraux. Cette différence est due a
['origine botanique du miel (Islam et al., 2012)

[11.3.4- Test de FRAP

Letest de FRAP est un test simple et direct employé couramment pour la détermination de
I'activité antioxydante dans beaucoup de substances, y compris le miel. Il donne une
estimation directe des antioxydants présents dans ' échantillon. Cette méthode est basée sur la
capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique en fer ferreux (Fe**/Fe?) (Moniruzzaman
et al., 2013).

L'activité antioxydante des différents miels étudiés (figure 17) varie de 52,65 + 2,84 a
459,42 + 5,35 mg EAG/100 g avec une moyenne de 246,83 + 8,20 mg EAG/100 g. Ces
résultats sont supérieurs a ceux de Suan Chua et al. (2013) et Doukani et al. (2014) : 52,38 a
82,52 mg EAA/100 g et 8,3 2240 mg EAA/100 g, respectivement.

Les échantillons M5 et M10 ont un potentiel antioxydant le plus élevé: 457,07 et 459,42
mg EAG/100 g, respectivement, qui se distinguent significativement par rapport a celui des
autres miels. Ceci indique leur grande réduction du fer ferrique en fer ferreux et leur puissant
potentiel antioxydant. Le miel M17 indique la plus faible activité 52,65 mg EAG/100 g,

témoignant ainsi de safaible capacité antioxydante.

41




CHAPITRE I11 RESULTATS ET DISSCUSSION

600,00

ul
o
o

’

o
o
— o
QD
O

D
o
o
o
o
(@]
HO
HQO

300,00 eIger h gI g}; f(Ia | "
200,00 41 z m K mlkj T mik

avec le FRAP
(mg EAG /100 g)

I

100,00 - n o

Activité antioxydante

0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Echantilons

Figure 17: Activité antioxydante FRAP des échantillons de miels.

Le potentiel antioxydant enregistré différe d'un miel aun autre et ceci est forcement dd ala
gualité et quantité des composés phénoliques présents dans le miel.

Bien que les composés phénoliques contribuent remarquablement a la capacité
antioxydante des miels, celle-ci est notamment le résultat de I'activité des peptides, des
caroténoides, de |'acide ascorbique, des acides organiques et d'enzymes présents dans le miel
(Tornuk et al., 2013).

I11.3.5- Pouvoir réducteur

Tous les miels analyseés ont |a capacité de réduire le fer ferrique (Fe+) en fer ferreux (Fe).
Les miels étudiés enregistrent un pouvoir réducteur (figure 18) alant de 12,19 + 1,71 (M17) a
92,84 £ 1,58 £ 1,58 mg EAG / 100 g (M19) avec une moyenne de 26,76 + 1,09 mg EAG /
100 g.

Lesmiels M19 (Multifleurs) et M20 (Eucalyptus) indiquent un potentiel antioxydant le
plus éleve (92,84 mg EAG/ 100 g et 54,15 mg EAG / 100 g, respectivement) et présentent
une différence significative vis-a-vis des autres miels. Cependant, le miel M17 (Multifleurs)

enregistre le potentiel antioxydant le plusfaible (12,19 mg EAG / 100 g)

Les échantillons de miels M18 et M3 (Multifleurs); M13 et M11 (Fabaceae et Multifleurs,
respectivement); M14 et M7 (Eucalyptus); M9 et M12 (Multifleurs et Eucalyptus,
respectivement) n'‘enregistrent pas de différences significatives dans leur capacité aréduire le

fer.
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Figure 18: Pouvoir réducteur des échantillons de miels.

L'activité antioxydante des miels M17, M1, M16, M4, M15, M10, M21, M2 e M5
exhibent des différences significatives par rapport aux autres échantillons de miels.

Les résultats obtenus dans cette présente étude sont supérieurs a ceux de Liu et al. (2013)
et Canadanovic et al. (2014).

[11.3.6- Méthode au phosphomolybdate
La capacité de réduction de molybdate par les miels éudiés varie de 73,05 a 121,53 mg
EAG/ gdemid (figure 19). Ces résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Tournuk et al.

(2013) asavoir : 58,92 480,80 mg AAE/ g.

Le M21, M17 (Multifleurs) et M20 (Eucayptus); M8 (Fabaceae) et M2 (Eucalyptus); M6
(Fabaceae) et M7 (Eucalyptus); M9 (Multifleurs) et M14 (Eucalyptus), M10 (Erica) et M11
(Multifleurs) ne marquent pas de différences significatives dans leurs activités antioxydantes.

Des différences significatives pour les mies: M19, M18, M5, M3, M12, M16 et M13 sont
constatées en leurs activités antioxydantes.

Il existe une grande variation dans le potentiel antioxydant des échantillons de miel. Ceci
peut étre attribué au climat et aux conditions environnementales dans lesquels les miels sont
produits. D'ailleurs, les composés phénoliques totaux, la composition chimique et par
conséguent I'activité antioxydante des miels dépendent de leur source florale (Tournuk et
al., 2013).

43



CHAPITRE I11 RESULTATS ET DISSCUSSION

14000,00

=
T a
© ©  12000,00 - od ¢ ? E T
€ /8= ed dce
T B 2 10000,00 - gffg Ict of = e =5
B Jr - 7 he - d ih
<59 800000 - I | I
9 E E I T T =
€ © < 6000,00 -
© < o
L B E 400000 |
=
3 2000,00 -
<
0,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Echantillons

Figure 19: Activité antioxydante au phosphomol ybdate des échantillons de miels.

[11.4- CORRELATIONS ANTIOXYDANTS ET  ACTIVITES

ANTIOXYDANTES

L' analyse de la matrice de corrélation a révélé des relations tres hautement significatives
entre |es antioxydants et |e potentiel antioxydant.

La teneur en composés phénoliques totaux signalent des corréations trés hautement
significatives (p < 0,001) avec les différentes activités antioxydantes: pouvoir réducteur et les
tests DPPH, FRAP, ABTS et radical hydroxyle dont les coefficients de corrélations sont: r =
0,86; 0,87; 0,65; 0,69 et 0,47, respectivement (figure 2, 3, 4, 5, 6, annexellll).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par certains auteurs dont Saxena et al.
(2010); Ouchemoukh (2012) et Mouniruzzman et al. (2014).

De méme que des corrélations observées a p < 0,001 sont signal ées entre les flavonoides et
le pouvoir réducteur (r =0,91) et les tests avec DPPH (r = 0,80), FRAP (r = 0,62) et ABTS (r
=0,67) (figure 7, 8, 9, 10, respectivement, annexe I11). Ceci est en accord avec les résultats
de Escuredo et al. (2013) et Suan chua et al. (2013).

En outre, les teneurs en polyphénols et flavonoides des miels analysés présentent des
valeurs trés hautement significatives (r = 0,86) (figure 1, annexe I11). Ceci est en accord avec
les résultats de Ouchemoukh (2012); Escuredo et al. (2013) et Canadanovic et al. (2014) (r
=0,83; 0,63; 0,87, respectivement).

La teneur en proanthocyanidines présente une corrélation tres hautement significative avec
le pouvoir réducteur (r = 0,50) et les activités antiradicalaires (r = 0,63, test avec DPPH; r =
0,69, test avec ABTS (figure 11, 12, 13, annexe 1) .
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Le taux de proanthocyanidines est en parfaite corrdlation (p < 0,001) avec les composés
phénoliques et flavonoides (r = 0,53 et r = 0,40, respectivement,) (figure 14 et 15,
respectivement, annexe 111).

L'interdépendance étroite entre les phénols totaux et la capacité antioxydante du miel
indique qu' elle est due a ces composés qui peuvent agir avec des substances biochimiques
réactives. En effet, les échantillons de miels avec des teneurs élevées en ces composés

exhibent une capacité antioxydante importante.
[11.5- CORRELATIONS COULEURS, ANTIOXYDANTS ET

ACTIVITESANTIOXYDANTES

Une tres forte corrélation (p < 0,001) est établie entre la couleur des différents miels étudiés
et les composés phénoliques (r= 0,84), les flavonoides (r = 0,87) (figure 1 et 2, Annexe V),
ains gu' avec quatre méthodes d'activités antioxydantes: pouvoir réducteur (r = 0,80), DPPH
(r=0,75), FRAP (r=0,78) et ABTS (r = 0,69) (Figure 3, 4, 5, 6, respectivement, annexe V).

Les résultats obtenus sont en accord a certains travaux des auteurs dont Serem et Bester
(2012) et Ouchemoukh (2012) qui ont rapporté |I' existence de corrélation trés hautement
significative entre la couleur, les polyphénols et les flavonoides (r = 0,87; 0,89 et r = 0,74;
0,81, respectivement).

En outre, la présence de valeur tres hautement significative (p < 0,001) entre la couleur et
le potentiel antioxydant est indigué par Canadanovic e al. (2014) (r = 0,87) et
Mouniruzzman et al. (2014) (r = 0,83 et 0,89 pour DPPH et FRAP, respectivement) et
Ouchemoukh (2012) (r = 0,86 et r = 0,60 pour l'activité antiradicalaire et le pouvoir
réducteur, respectivement).

Le taux des phénols et flavonoides est habituellement inférieur pour les miels clairs
comparés a des miels foncés. En outre, des concentrations élevées en pigments tels que les
caroténoides trouveés dans les miels peuvent contribuer a sa couleur plus foncée et de ce fait a
ses propriétés antioxydantes (Khalil et al., 2012). Ceci est relativement confirmé par la
présente éude. Ainsi, I'échantillon M17 de couleur trés clair enregistre de faibles teneurs en
antioxydants et par conséquent, un potentiel antioxydant minime. D'autre part, les échantillons
de couleur fonce révélent de meilleurs activités antioxydantes et des taux élevés en phénols

totaux.
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I11.6- CORRELATIONS PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES ET
PROPRIETESANTIOXYDANTES

L’ analyse statistique des résultats de la présente étude indique I’ existence d’ une corrélation
tres hautement significative entre la teneur en cendres et I'activité antioxydante (r = 0,62 avec
le pouvoir réducteur; r = 0,69 avec test au DPPH; r = 0,55 avec le test dABTS et r = 0,72
avec letest de FRAP) (figure 4, 5, 6 et 7, respectivement, annexe V).

De méme que, des corrélations positives sont obtenues entre le taux de cendres et les
composes phénoliques (r =0,58) et les flavonoides (r = 0,55) ainsi qu'avec la couleur (r =
0,64) (figure 1, 2, 3, respectivement, annexe V). Ces résultats confirment ceux obtenus par
Escuredo et al. (2013) qui rapportent des corréations positives entre la couleur, les
polyphénols totaux (r = 0,55) et les flavonoides (r = 0,84).

Les protéines peuvent contribuer a l'activité antioxydante du miel. Ainsi, la teneur en
protéines des différents échantillons de miels analysés révélent des corrélations trés hautement
significatives entre les protéines et la couleur (r = 0,58) (figure 8, annexe V), les antioxydants
(r =0,50 et 0,59 qui correspondent, respectivement, aux polyphénols et flavonoides) (figure 9
et 10, Annexe V) et le potentiel antioxydant (r = 0,52 pour e pouvoir réducteur; r = 0,41 pour
I' activité antiradicalaire par DPPH et r = 0,52 pour le test de FRAP (figures 11, 12 et 13
respectivement, annexe V). Ces résultats sont supérieurs a ceux d'Alvarez-Suarez et al.
(2010) qui rapportent un coefficient r = 0,34 entre le taux de protéines et le test de FRAP,
tandis que, Mouniruzzman et al. (2014) a obtenu un coefficient r = 0,96 entre la teneur en
protéines et le test de FRAP.

Beretta et al. (2005) ont signalé que le potentiel antioxydant dépend de la quantité des
composes phénoliques et des flavonoides présents dansle miel. Cependant, cette propriété est
due notamment a sa composition chimique tels que des enzymes, des acides organiques, des
acides aminés, I'acide ascorbique et les caroténoides (Rodriguez-Flores et al., 2015).
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Annexe 1

Tablede CHATAWAY.

Indicederéfraction
az20°C

Teneur en eau (%)

Indicederéfraction
a20°C

Teneur en eau (%)

1,5044 13,0 1,4885 19,2
1,5038 13,2 1,4880 19,4
1,5033 13,4 1,4875 19,6
1,5028 13,6 1,4870 19,8
1,5023 13,8 1,4865 20,0
1,5018 14,0 1,4860 20,2
1,5012 14,2 1,4855 204
1,5007 14,4 1.4850 20,6
1,5002 14,6 1,4845 20,8
1,4997 14,8 1,4840 21,0
1,4992 15,0 1,4835 21,2
1,4987 15,2 1,4830 21,4
1,4982 154 1,4825 21,6
1,4976 15,6 1,4820 21,8
1,4971 15,8 1,4815 22,0
1,4966 16,0 1,4810 22,2
1,4961 16,2 1,4805 22,4
1,4956 16,4 1,4800 22,6
1,4951 16,6 1,4795 22,8
1,4946 16,8 1,4790 23,0
1,4940 17,0 1,4785 23,2
1,4935 17,2 1,4780 23,4
1,4930 17,4 1,4775 23,6
1,4925 17,6 1,4770 23,8
1,4920 17,8 1,4765 24,0
1,4915 18,0 1,4760 24,2
1,4910 18,2 1,4755 24,4
1,4905 18,4 1,4750 24,6
1,4900 18,6 1,4745 24.8
1,4895 18,8 1,4740 25,0
1,4890 19,0
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Courbes d'étalonnages
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Figure 1: Courbes d'étalonnage des protéines. Figure 2: Courbes d'étalonnage des phénols totaux.
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Corréations antioxydants et activités antioxydantes
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Figure 10: Corrélation flavonoides et ABTS.
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Figure 11: Corrélation proanthocyanidines et
pouvoir réducteur.

Figure 12: Corrélation proanthocyanidines et
DPPH.
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Figure 13: Corrélation proanthoyanidines et
ABTS.

20,00
18,00 - p <0,001
16,00 - r=0,40
$ > 14,00 -
.'g § 12,00 -
S © 10,00 -
'S 800 P
L £ 6,00 - °.
4,00 b4 ¢
2,00 - ¢
0,00 ~ : :
0,00 2000,0@+000,06000,08000,00
Proanthocyanidines
(mg EAG / 100 g)

Figure 15: Corrélation proanthocyanidines

et flavonoides.

Figure 14. Corrélation proanthocyanidines et
phénols totaux.




Annexe IV

Corréations couleurs, antioxydants et activités antioxydantes
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Figure 1: Corrélation couleur et phénols totaux.

Figure 2 : Corrélation couleur et flavonoides.
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Figure 4: Corrélation couleur et DPPH.
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Figure 6: Corrélation couleur et ABTS.
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Corréations paramétres biochimiques et propriétés antioxydantes
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Figure5: corrélation couleur et DPPH. Figure 6: Corrélation cendres et ABTS.
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Figure7: Corréation cendres et FRAP.

Figure 8: Corrélation protéines et couleur.
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Figure 9: Corrélation proténes et phénols totaux.

Figure 10: Corréation protéines et flavonoides.
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Figure 11: Corrélation protéines et pouvoir
réducteur.

Figure 12: Corrélation proténes et DPPH.
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Résumé

L’ objectif principa de cette étude est la détermination des caractéristiques physico-chimiques

et les activités antioxydantes de 21 miels en provenance de lawilaya de Tizi-Ouzou.

Plusieurs méthodes sont utilisées afin de caractériser ces miels, a savoir des analyses physico-
chimiques, phyto-chimiques et I'étude de |' activité antioxydante. L es analyses relatives aux paramétres
de qualité sur les miels révélent que le taux d’ humidité est inférieur a 18 %. Le pH moyen est de 4,07,
la conductivité électrigue moyenne est de 1,67 mS/cm et la teneur en cendres moyenne est de 0,23 %.
Lateneur moyenne en protéines, en proline et en HMF est de 121,44 + 4,31mg EBSA/100 g, 612,18 +
20 mg/kg et 10,24 + 1,07 mg/kg, respectivement. Tous les miels analysés sont |évogyres sauf les miels
M20 et M21. L'analyse phyto-chimique montre des taux en polyphénols allant de 18,85 a 97,63 mg
EAG/100 g. Pour les flavonoides, leurs taux se situent entre 1,06 a 17,60 mg EC/100 g. L'étude de la
capacité antioxydante par 06 méthodes différentes (le pouvoir réducteur, la réduction au
phosphomolybdate, le test de FRAP et les activités antiradicalaires contre le DPPH et I'ABTS)
révelent que les miels analysés possedent des activités antioxydantes qui different d'un miel aun autre.
Des corrélations significatives sont obtenues entre la couleur, les antioxydants et les activités
antioxydantes des miels anal ysés.

Motsclés: miel, propriétés physico-chimiques, analyses phyto-chimiques, activité antioxydante.

Summary
The main aim of this study is the determination of the physico-chemical characteristics and
antioxydant activities of 21 honeys coming from the wilaya of Tizi-Ouzou.
Several methods are used in order to characterize these honeys, namely of the physico-chemical,
phyto-chemical analyzes and the antioxydant activities. The analyzes relating to the parameters of
guality on honeys reveal that the water content is lower than 18 %. The average pH is of 4,07, average
electric conductivity is of 1,67 mS /cm and the average ash content is of 0,23 %. The average content
of proteins, proline and HMF are of 121,44 + 4,31 mg EBSA / 100 g, 612,18 + 20 mg / kg and 10,24 +
1,07 mg / kg, respectively. All analyzed honeys are levogyre except honeys M20 and M21. The phyto-
chemical analysis shows that polyphenols contents going from 18,85 to 97,63 mg EAG / 100 g. For
the flavonoides, their rate locate between 1,06 to 17,60 mg EC / 100 g. The study of the antioxydant
capacity by 06 different methods (the reduction, the reduction with the phosphomolybdate, the test of
FRAP and the antiradicalaire activities against the DPPH and the ABTS) reveal that analyzed honey
have antioxydant activities which differ from a honey to another. Significant correlations are obtained
between the color, antioxydants and the antioxydant activities of analyzed honeys.
K eywor ds: honey, physicochemical properties, phyto-chemical analyzes, antioxydant activity.
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