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Introduction

| ntroduction

Le mid est connu depuis les temps les plus reculés. A |’ age de pierre, nos ancétres
étaient d§ja des grands amateurs de cette source sucrée naturelle. Des peintures rupestres
datant de 10 000 ans avant Jésus-Christ montrent des hommes grimpant aux arbres pour
récolter le précieux nectar. Le miel est cité dans de nombreux ouvrages, notamment les
tablettes Sumérienne, la Bible (avec le roi Salomon) et dans le saint Coron dont la description
du paradis mentionne la présence de riviéres de miel. Ce nest qu'au 19™ siécle que
I’ apiculture, que nous connaissons aujourd’ hui, est née (Rossant, 2011).

Les glucides et I'eau sont les composants majoritaires du miel. En outre, des
constituants mineurs, tels que les protéines, les enzymes, les acides aminés, les des acides
organiques, les lipides, les vitamines, les minéraux et les substances phytochimiques,
principalement des flavonoides et des composés phénoliques (Belay et al., 2013). Les
facteurs les plus importants affectant la composition du miel sont la variété de plantes a partir
de lesquelles sont butinées les nectars et aussi les conditions climatiques et environnemental es
(Crane, 1990).

Les vertus du miel sont de plus en plus connues a travers le monde, atel point qu’ une
nouvelle science est créee, I’ apithérapie. Cette médecine soigne certaines maladies telles que
le cancer, la cataracte et notamment dans la guérison des plaies et ceci grace aux propriétés
biologiques du miel (activités antioxydante et antimicrobienne, et propriétés thérapeutiques)
(Viuda-Martos et al., 2008 ; Liu et al., 2013).

La présente étude est organisee en deux parties:

La premiére est consacrée a la théorie ou le mid est présenté dans sa globalité
(définition, origines, variétés, éaboration et composition chimique) ainsi que ses propriétés
biologiques.

La seconde concerne la partie pratique qui vise a déterminer quelques caractéristiques
physico-chimiques de 20 échantillons de miels Algériens (humidité, conductivité éectrique,
pH, pouvoir rotatoire, couleur e¢ HMF) et le dosage de quelques composes (proline,
protéines, composés phénoliques totaux, flavonoides et orthodiphénols). En plus, les activités
antioxydantes sont déterminées par six différentes méthodes (pouvoir réducteur, pouvoir
chélateur du fer, activité antiradicalaire avec le DPPH et I’ ABTS, le potentiel antioxydant au
phosphomolybdate, et le FRAP).
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Généralités sur le mid

Chapitrel : Généralitéssur le miel
1. Définition

La définition légale du miel est donnée par la directive européenne n°2001/110/CE «
le mid est une substance sucrée naturelle produite par les abeilles de I’ espece Apis mellifera a
partir du nectar des plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes des plantes ou des
excrétions laissees sur celles-ci par des insectes suceurs, qu’ elles butinent, transforment, en
les combinant avec des matieres specifiques propres, déposent, déshydratent, entreposent et
laissent mdrir dans les rayons de la ruche. A I’exception du miel filtré, aucun pollen ou
constituant propre au miel ne doit étre retiré, sauf si cela est inévitable lors de I’ éimination
des matiéres organiques et inorganiques étrangeres». Selon cette définition, le miel est un
produit naturel dans lequel rien n'est gjouté ou enlevé. Le miel est aing étroitement lié a la
notion de douceur, autant dans la littérature que dans I’ esprit du consommateur (Bruneau,
2002).

2. Origineset variétés

L'appétence naturelle des abeilles pour tout ce qui est sucré les amene a butiner
différentes sources. Le miel est élaboré par ces insectes a partir de substances sucrées
végétales et/ou animales provenant soit de nectar et/ou de midlat respectivement
(Hoyet, 2005).

2.1 A partir du nectar

Le nectar est produit par des organes propres aux végétaux supérieurs, qui portent le
nom de nectaires. |l existe les nectaires floraux (a la base des fleurs) et des nectaires extra-
floraux (sur lesfeuilles, lestiges ou les autres parties de la plante) (Hoyet, 2005). Sa teneur en

glucides est variable en fonction de |’ espéce botanique et de I’ age de lafleur.

Cependant, plus cette concentration en sucre est élevée, plus le nectar est attractif pour
les abeilles, qui ne visitent que les fleurs dont la teneur en sucres est supérieure a 10 %
(Gonnet, 1986).

Les constituants essentiel du nectar sont les glucides (5 a 75 %), les acides aminés,
les protéines, les lipides, les flavonoides, les vitamines, les pigments et les enzymes
(chauvin, 1987 ; Meda, 2005).
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> Mielsmonofloraux

Appelés également miels crus. Du point de vue théorique, un miel unifloral est un miel
naturel produit par les abeilles, provenant principaement dune seule espece florale
déterminée dans la nature, de tels miels peuvent étre considérés comme exceptionnels,
puisgu’il est impossible d’ obtenir un miel monofloral & 100 %, car I’ abeille garde toujours sa

liberté de butiner sur d’ autres fleurs (Gout, 1998).

> Mid multifloraux

Appelés aussi miels toutes fleurs, ce sont des miels récoltés a partir de plusieurs espéces
florales, qui proviennent de mélange sans prédominance et donc sans origine florale précise
(Chauvin, 1968).

2.2 A partir du miellat

Le midlat est un liquide épais, visqueux et sucré. Plus complexe que le nectar, cette
substance s obtient par I'intermédiaire des homopteres (psylles, cochenilles et surtout
pucerons). Ces insectes piqueurs perforent les tissus végétaux avec leurs piéces buccal es pour
prélever les ééments azotés de la seve et rgjettent par leurs anus des gouttelettes sucrées

et riches en acides aminés, qui se fixent sur les feuilles (Clément, 2002).

Le mie de miellat est plus riche en substances azotées, en acides organiques, en
minéraux et en glucide complexes (Clément, 2002). En outre, sa couleur est la plus intense et
il possede une conductivité électrique, acidité et une teneur en cendres plus élevée par rapport
au miel de nectar (Soriaet al., 2004).

3. Elaboration

La butineuse recueille les substances sucrées par |échage et remplit progressivement
son jabot en y gjoutant ses secrétions salivaires, qui est la premiére phase de la transformation
de la solution sucrée en miel. Lorsque son jabot est plein, elle regagne laruche (Hoyet, 2005).

A son retour a la ruche, ele régurgite la récolte prédigérée, la passe pour les plus
jeunes abeilles ouvriéeres gu’ elles mémes la communiquent entre elles par le phénomeéne de
la trophallaxie. Durant cette phase, la maturation du miel se fait par enrichissement en
constituants biologiques et modification enzymatique des glucides en paralléle une partie de

I’ eau s évapore de sorte que le miel brut qui contient 25 a40 % de matiére séche devient de
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miel demi-muri contenant 60 % de matiere seche, il est ensuite déposeé dans les alvéoles ou
S effectue latroisiéme phase de I’ élaboration.

Le miel s’épaissera sous I’influence de la température régnante dans la ruche (> 37 °C)
et de la ventilation (assurée par les abeilles ventileuses qui entretiennent un puissant courant
d’air ascendant par un mouvement trés rapide de leurs ailes) jusgu’ a ce que sa teneur en eau
avoisine 18 % ( miel est mar). Les ouvrieres operculent les alvéoles au moyen de cire le miel
mar afin qu'il se conserve parfaitement (Meda, 2005 ; Ouchemoukh, 2012).

4. Composition

Les miels varient entre eux par leur consistance, leur couleur, leur ardme et saveur
d’ou lavariation de leur composition chimique. Ces différences proviennent non seulement
des fleurs sur lesquelles les abeilles sont allées butiner mais aussi du sol, de I'exposition, de
I'dltitude, du climat, des saisons, de I'état physiologique de la colonie d abeilles et de la
maniere dont le miel est extrait (Anklam, 1998 ; Azeredo et al., 2003).

Le miel contient approximativement 181 composés (AL-Mamary et al., 2002). Ce
produit de la ruche renferme principalement des glucides (79,5 %), I’eau (17 %) et divers
autres substances en quantité infime telles que les acides organiques, les protéines,
les minéraux, les vitamines (B1, B2, C), les enzymes, les flavonoides, les acides phénoliques,
les pigments et les substances volatiles. || renferme également des éléments figurés (grains de
pollen, levures, parfois des bactéries a |’ état de spores du genre Bacillus, des champignons

et des algues microscopiques) (Ouchemoukh, 2012).

4.1 Composants majeurs
4.1.1 Eau

Lateneur en eau des miels varie entre 14 et 21 %. L’ optimum se situe autour de 17 %,
car un miel trop épais est difficile a extraire et a conditionner, tandis qu’un miel trop liquide
riche en eau risque de fermenter (Lachman et al., 2010).

4.1.2 Glucides

Les glucides constituent les composants les plus importants du miel et ils varient en
moyenne de 78 a 80 % (Pham- Délégue, 1999). Une vingtaine de glucides différents ont été
identifiés dans les miels par chromatographie liquide a haute pression, mais ils ne sont jamais

tous présents simultanément. Parmi eux, il existe :
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» Des monosaccharides: 31 et 38 % en moyenne pour le glucose et fructose
respectivement. Ce sont les deux principaux sucres du miel. lls proviennent en grande
partie de I'hydrolyse du saccharose (présent dans le nectar ou le midlat) par
I"invertase.

» Des disaccharides comme le maltose (7,3 %) et lesaccharose (1,3 %).

»  Destri et polysaccharides qui représentent 1,5 &8 %, parmi eux : I’ erlose, le raffinose,
le mélézitoze, le kojibiose et le dextrantriose (Pham- Délégue M., 1999).

Les réactions enzymatiques qui se déroulent au niveau du jabot de I’ abeille et lors du
phénomene de la trophallaxie conduisent a une modification du rapport fructose/ glucose. En
effet, une partie du glucose disparait, ¢’ est pourquoi les miels, dans leur mgjorité, contiennent

plus du fructose que du glucose (Ruiz-Matute et al., 2010).

4.2 Composants mineurs

4.2.1 Acides aminés et proténes

Les acides aminés et les protéines sont présents en faible quantité dans le miel
(0,26 %) et lateneur en azote est négligeable, de ' ordre de 0,041 %. Il S agit essentiellement
de peptones, d’ albumines, de globulines et de nucléoprotéines qui proviennent soit de la
plante (nectars, grains de pollen), soit des sécrétions de I'abellle. 11 y a également des traces
d’ acides aminés comme la proline, I" histidine, I’ aanine, la glycine et la méthionine (Rossant,
2011). La proline est le plus abondant des acides aminés du miel. Sa quantité donne une
indication sur la qualité du miel et elle ne doit pas étre inférieure a 180 mg/kg (Meda et al.,
2005).

4.2.2 Selsminéraux

Les matiéres minérales ne sont présentes qu’a un taux denviron 0,05 % dans les
miels, mais sont plus abondantes dans les miels foncés (0,17 %). Les sels de potassium
représentent pres de la moitié des matieres minérales mais le miel contient aussi du calcium,
du sodium, du magnésium, du cuivre, du manganése, du chlore, du soufre, du silicium et du
fer (Hochet, 2002).

4.2.3 Composés phénoliques

Les composés phénoliques (flavonoides, flavonals,...) proviennent de la propolis, du

nectar ou du pollen et sont responsables de la coloration du miel. Les flavonoides possedent
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des propriétés antioxydantes tres intéressantes car ils participent a la neutralisation des
radicaux libres de I’ organisme. La quantité et le type de flavonoides varient selon la source
florale. En régle générale, plusles miels sont foncés, plusils sont riches en flavonoides. Parmi
les flavonoides retrouvés dans le miel, il y ala pinocembrine, la pinobanskine, la chrysine, la

gaangine, la quercetine, lalutéoline et le kaempférol (Lachman et al., 2010).
4.2.4 Acides organiques

La plupart des acides organiques du miel proviennent des nectars des fleurs ou des
transformations opérées par |’abeille (0,57 a 1,5 %). C'est I’acide gluconique, dérivé du
glucose, qui prédomine (70 a 80 %) (Rossant, 2011)

Il existe également une vingtaine d acides organiques comme les acides acétique,
citrique, lactique, malique, oxalique, butyrique, pyroglutamique et succinique (Hoyet, 2005).
Le pH peut varier de 3,2 44,5 maisil est en moyenne de 3,9 (Pham- Délégue, 1999).

4.2.5 Autreséémentsprésents

»  Lesvitamines sont peu nombreuses et en trés faible quantité. Elles appartiennent au
groupe C, trésrarement aux groupes A, D et K lorsqueles nectars en contiennent et,
plus souvent, au groupe B que renferme le pollen (thiamine, biotine, acide folique,...)
(Hochet, 2002).

»  Leslipides proviennent des nectars ou ils sont fréquemment présents au moins al’ état
de traces (Calceolaria, Lysimachia, Ma pighiacées) (Pham- Délégue, 1999).

»  Le mid renferme des substances aromatiques qui sont al’origine de I’arébme. Ce sont
des mélanges de plusieurs dizaines de composés, acools, cétones, acides
et adéhydes (Lachman et al., 2010).

5. Crigtallisation

La cristallisation du miel est un phénomene physique naturel qui intervient plus au
moins rapidement en fonction du type de miel et I’ environnement (Bogdanov, 1987).

Le point de départ de la formation de cristaux est souvent un corps étranger trés petit
(grain de pollen, poussiére, bulle d’air). Tous les sucres sont des substances dans lesquelles
les arrangements atomiques répondent a une structure bien définie et constante pour chacun.
Ceci signifie que les molécules de glucose, fructose et saccharose ne se disposent pas

nimporte comment I'une par rapport a l'autre. Elles vont se rassembler suivant certaines
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attractions entre leurs atomes pour former des cristaux éémentaires tous semblables et
reproduisant une forme géométrique typique de la substance avec un nombre de faces et des
angles constants. Ce phénomene tributaire d'un certain nombre de facteurs : |a composition du

miel, latempérature, laviscosité et son hygroscopie (White ,1962).
6. Facteursd'altération

Comme tout produit d'origine animale ou végétae, le miel est susceptible de subir des
atérations qui lui feront perdre une partie de ses qualités alimentaires et gustatives. Les

facteurs pouvant provoqués une altération du miel sont nombreux :
6.1 Fermentation

Une teneur trop importante d'eau et une mauvaise cristallisation du miel constituent
un environnement favorable a sa fermentation. Le miel ayant une humidité supérieure a 18 %
risque de se fermenté via les levures qui y sont présentes. Ces dernieres proviennent des
nectars apportés dans la ruche et de I’environnement du rucher (Gonnet, 1986 ; Bogdanov,
1995).

6.2 Température

Outre son action au niveau de la fermentation, la température peut modifier de
différentes manieresles miels qui y sont soumis. Les basses températures ont toujours un effet
de protection du miel parce quelles empéchent I'action des enzymes et des réactions
chimiques. Elles inhibent aussi |'évaporation de certaines substances aromatiques. Néanmoins,
les températures les plus éevées détruisent certaines enzymes et favorisent la formation de
I’HMF (hudroxymeéthylfurfural).

L'action d'une température de 20 °C pendant quel ques mois a autant d'influence

gu'une température de 50 °C pendant quelques jours (Rossant, 2011).
6.3 vieillissement

Méme dans des conditions favorables de conservation, un miel vieillit mais sans
bonifier. Ce vieillissement est principalement di a |'action des enzymes et aussi a des
modifications chimiques lentes. En général, avec le temps, le mid perd d’arébmes et du
glucose mais augmente en HMF et de I'acidité. Plus un miel est acide plusil se dégrade vite.
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Il n"éxiste pas de date de retrait du marché pour le miel mais une Date Limite
d’ Utilisation Optimal (DLUO). Elle se situe, en générale, entre 18 et 24 mois maximum et
c'est une sorte de garantie pour le consommateur gu’a cette date le miel a conservé ses

qualités et caractéristiques sensorielles (Schweitzer, 2001).
6.4 Conditionnement

Tout apiculteur doit avoir a I'esprit que toute intervention sur le miel, qu'il soit encore
dans les cadres ou déja en bocaux, peut avoir un effet positif ou négatif sur le
conditionnement du produit. Cependant, la propreté des bocaux, du matériel, de |'apiculteur
lui-méme est fondamentale .L'introduction de ferments ou de corps étrangers et
['augmentation de la teneur en eau du miel peuvent provenir d'un défaut de propreté.

La conservation du miel doit sefaireal’abri del’air et de |I’humidité, afin d’ éviter les
éventuelles dénaturations et fermentations de ce produit. 1l faut également veiller a ce que la
température ne soit pas élevée (< 30 °C), dans le but de conserver ses qualités thérapeutiques
(Aupy et al., 1994).
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Propriétés diététiques et thérapeutiques du miel

Chapitrell. Propriétés diététiques et thérapeutiques du miel

1. Propriétésdiététiques

Pour entretenir la sant€, il faut se nourrir et se guérir en cas de maladie. Cependant le
miel est un alicament. La richesse du miel en fructose et en glucose est a I'origine de son
importante action dynamogenique et stimulante du ceeur recherchée par les sportifs, ainsi que
de sa puissance caorique (300 kcal/100 g) qui lui permet de satisfaire les besoins
energétiques de |'organisme et d’avoir une plus grande résistance a la fatigue physique et
intellectuelle (Chézeries, 1982 ; Donadieu, 2003).

Par ailleurs, le miel favorise I'assimilation du calcium et la rétention du magnésium par
I'organisme, qui sont deux minéraux essentiels au bon fonctionnement de I’ organisme animal.
Les principes aromatiques et les acides présents dans le miel influencent favorablement la
digestion en stimulant les glandes salivaires. De plus, le miel n’utilise pas les sucs gastriques.
Gréce a ses nombreux enzymes, il facilite également I'assimilation des autres aliments en
général, d'ou une meilleure digestion et un meilleur transit intestinal. Le miel, tout en ayant un
pouvoir sucrant supérieur a celui du saccharose, posséde une action nettement moins nocive

gue celui-ci dans la genese des caries dentaires (Gharbi, 2011).

2. Propriétésthérapeutiques

2.1. Activité antioxydante

Le miel est une source naturelle d’ antioxydants qui jouent un réle primordia dans la
réduction de nombreuses maladies telles que le cancer, le diabéte, la cataracte, les maladies
cardiovasculaires et de différents processus de I'inflammation (Viuda-Maros et al., 2008 ;
Ferreiraet al,. 2009).

L e mécanisme protecteur antioxydant du miel utilise alafoisles enzymestelles que la
catalase et la peroxydase, les acides phénoliques, les flavonoides et la proline (Meda et al.,
2005). Toutefois, les composés phénoliques sont les plus importants dans cette activité.
Les antioxydants sont des substances présentes a faible concentration dans le miel, qui sont
capables de supprimer, retarder ou empécher les processus d’ oxydations et ses conséquences.
L es antioxydants sont classés en fonction de leurs mécanismes d’ action (Rossant, 2011) :

e Les antioxydants primaires ou antiradicalaires (type 1) (exemple: les composes

phénoliques) : leurs actions reposent sur leurs capacités ainactiver les radicaux libres,
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car ilsinhibent la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogenes

aux radicaux libres présents.

e Lesantioxydants secondaires ou préventifs (type Il) : ils préviennent la formation des
radicaux libres par différents mécanismes. Certains chéatent les ions métalliques
réduisant |’ effet prooxydants desions ; ¢’ est le cas de certains acides organiques et de
certaines protéines. D’ autres sont des piégeurs d’ oxygéne comme par exemple |’ acide
ascorbique, les caroténoides ou certains systemes enzymatiques.

Certains composés phénoliques possedent alafoislesmodes d’ action detypel et 11.

En régle générale, les miels fonceés et les miels ayant une forte teneur en eau ont une
capacité antioxydante plus grande que celle des autres miels. De plus, I activité anti-oxydante
des miels est trés variable d’un miel & un autre, et elle dépend essentiellement de son origine
botanique (Rossant, 2011).

2.2. Activité antibactérienne

L’ action antibactérienne du miel est connue depuis tres longtemps, néanmoins ses
modalités restent a éucider. Ainsi, depuis plusieurs années, de nombreuses éudes ont été
réalisées afin de déterminer le mode d'action antibactérien du miel ains que son spectre
d’activité. De nombreux mécanismes synergiques, impliquant des agents physiques et
chimiques, semblent intervenir dans cet effet (Schivre, 2006)

2.2.1 Agents physiques

Les caractéristiques physico-chimiques responsables de I’ effet antibactérien du miel

sont les suivantes :
< Osmolarité

L’ osmolarité est la conséquence de la forte teneur en glucides du miel. Le miel agit donc
de maniére osmotique, en provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ont plus alors
suffisamment d’eau pour survivre (Assie, 2004). De plus, le mie étant une solution
sursaturée, I'eau disponible pour permettre la croissance de la plupart des bactéries ou des
levures est insuffisante due a une forte interaction entre les glucides du miel et les molécules

d’ eau, cette eau libre s exprime en activité de |’ eau. La croissance de lamajorité des bactéries

Page 10



Propriétés diététiques et thérapeutiques du miel

est inhibée a des activités de I’eau comprise entre 0,94 et 0,99 et les valeurs moyennes de
I’activité de |’eau du miel varient entre 0,56 et 0,62 (Tomczak, 2010).

La croissance de Saphylococcus aureus n' est inhibée que pour des valeurs de I’ activité de
I’ eau inférieures a 0,86, ce qui correspond aun standard du miel a une concentration de 29 %

donc méme si lemiel est diluéil peut inhiber la croissance bactérienne par I’ action osmotique.

Les propriétés antibactériennes du miel ne sont pas dues uniquement a cette haute teneur
en sucres. En effet, des études scientifiques comparant les effets antibactériens du miel et du
sucre ont été menées (Drouet, 1983 ; Bose, 1992) ; il en résulte que le miel a un pouvoir
antibactérien supérieur a celui du sucre. Cette différence d’ activité est justifiée par la présence

dans le miel des substances appel ées inhibines (Schivre, 2006).
< Acidité

Le pH du miel est relativement acide, variant entre 3,5 et 6. Cette acidité, principalement
due a I’ acide gluconique, crée un milieu défavorable pour ralentir ou éviter la croissance de
nombreuses especes de bactéries pathogenes telles que : Corynebacterium diphteriae, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa et Streptococcus pyogenes
(Assie, 2004 ; Ouchemoukh, 2012).

La plus grande majorité des bactéries ne peuvent se multiplier dans un milieu acide. Par
exemple, la croissance de salmonella sp. n'est possible gu’a un pH supérieur a 4 celle de
E.coli a un pH supérieur a 4,3 et celle pseudomonas aeruginosa a un pH supérieur a 4,5
(Tomczak, 2010).

Mis a part I’osmolarité et I'acidité du miel, sa viscosité crée un rempart contre la
contamination bactérienne et limite I’oxygénation du milieu en limitant les mouvements de
convection (Schivre, 2006).

2.2.2. Agents chimiques

Il existe dans le miel deux grands types d'inhibines : celles a activité peroxydique et celles

a activité non-peroxydique.
% Inhibine a activité peroxydique

L’ activité antibactérienne du miel a été démontré, in vitro par les professeurs Donald

et Ziao en 1937 et ont nommeé « inhibine » le facteur responsable de cette action. Ce n’ est

Page 11



Propriétés diététiques et thérapeutiques du miel

gu’ en 1962-1963 que le professeur White a démontré que I’ effet inhibiteur était di a un
dégagement dans le miel du peroxyde d’ hydrogene qui est produit lorsque le glucose, sous
I"influence d’ une enzyme appel ée la glucose-oxydase, se transforme en acide gluconique

selon laréaction suivante (Descottes, 2000) :

Cette enzyme, thermolabile et photolabile provient des glandes hypopharyngiénnes des
abeilles lors de la transformation du nectar en miel (Weston et al., 1999 ; Descottes, 2009).
L’acide gluconique formé accroit |I'acidité du miel, ce qui diminue le développement de

colonies bactériennes (Descottes, 2009).

La catalase représente |” antagoniste de la gluco-oxydase, elle réduit I’ eau oxygénée, selon

laréaction suivante:

2 H,O, | > 2 H,0+0,

|

catalase

Quel ques bactéries possedent la catalase, elles peuvent donc décomposer e H202. En plus,
elles peuvent la retrouver dans le plasma et son taux peut étre élevé dans les exsudats d' une
plaie car elle est libérée par les leucocytes morts. Lorsgue la catalase est activée, il faut une
forte concentration en H2O2, mais lors de |’ application du miel, lalibération de H20; se fait de
facon lente et prolongée. De ce fait, la catalase n’est que faiblement activée, et ne peut donc
pas détruire I’ activité antibactérienne du miel produite par le H20.. Cela veut dire que le H20,
aun meilleur potentiel antibactérien quand il est libéré par le miel que lorsqu’il est utiliseé seul

dans une préparation anti septique (Descottes, 2009).

Etant donné que I'eau est indispensable au processus d’ oxydation, le H.O2 ne se forme
gu’uniquement si le miel est dilué. Le miel mdr ne contient que de faible quantité de H20- et

n’inhibe que faiblement la croissance bactérienne par I’ action proxydique (Tomcsak, 2010).

Le principe antibiotique qui S appelle «inhibine» est lié a un phénomene tout a fait
ordinaire de réaction biochimique avec libération de H2O.. Cependant, le pouvoir

antibactérien n’ est pas seulement lié a cette substance. En effet, d§a en 1960, Lavis extrait un
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principe actif parfaitement thermostable de substances qui représentent |’inhibine non

peroxyde.
+« Inhibinesa activité non peroxydique

Les inhibines non peroxydes proviennent en partie de la flore melliféere. Cependant, la
contribution des abeilles est importante car le miel issu d’un nourrissement au sucre possede

une activité antibactérienne comparable a celle du miel de forét (Bogdanov et Bulmer, 2001).
v" Pirocembrine, Pinibanksine et chrysine

Les composés phénoliques (pirocembrine, pinibanksine et chrysing) sont des inhibines

non peroxydes qui possedent des activités antimicrobiennes (Ferreres et al., 1994).
v' Défensine- 1

La défensine-1 est une protéine fabriquée par les glandes hypophrygiennes et
mandibulaires des abeilles. Elle est retrouvée dans le miel et lagelé royale (Kwakmane et al.,
2012). Chez I’homme, €elle constitue une famille de peptides cationiques antimicrobiens
naturels et qui est un agent impligqué dans I'immunité spéecifique, ou innée. Les peptides
appartenant a ces deux groupes sont riches en arginine et possédent six résidus cystéines
(motif consensus), permettant la formation de trois ponts disulfure intramoléculaires (Jonard

et al., 2006). Ces peptides peuvent étre divisés en deux groupes :

a-défensine : présente au sein de certains granules sécrétoires, dans

les leucocytes ou des cellules immunitaires spécialisees.

B-défensine : les B-défensines sont des peptides constitués de 41 a 50 acides
aminés, elles ne sont pas seulement des peptides antimicrobiens; elles possedent
également une activité proinflammatoire par stimulation du chimiotactisme des
cellules dendritiques immatures, des lymphocytes T e des polynucléaires
neutrophiles. Chez I’homme, il existe 17 sous-types de B-défensines (Jonard et al.,

2006).
v' méthylglyoxal (M GO)

C’est une substance naturelle a pouvoir bactéricide qui a éé mise en évidence en 2008

par |le professeure Thomas Henlé al’ université de Dresde (Allemagne). Elle est présente dans
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tous les aliments riches en glucides aingl, elle est I' un des composants dicarbonylés découl ant

delaréaction de Maillard.

A partir de 10ug par gramme de miel, le MGO joue un réle antibactérien mais il peut
aussi avoir un effet délétere sur les cellules et conduire, par la voie sanguine, ala glycation

ou, par lavoie externe, ala cancérisation des cellules jeunes (Anonyme 1).

2.3. Action cicatrisante

La cicatrisation d’'une plaie est un phénomene biologique naturel qui se déroule en trois

phases :

0 laphase exsudative pour la détersion.

o laphase proliférative avec développement du tissu de granulation.

0 La phase de différenciation avec maturation cellulaire, développement de la
cicatrisation et épithélialisation.

Les tissus sont capables de réparer des |ésions localisées. Cette capacité reste cependant
soumise a de nombreux facteurs. La rapidité et la qualité de la cicatrisation d'une plaie
dépendent de |’ état général du patient, del’ &iologie delalésion, de |’ état et de lalocalisation
delaplaie, delasurvenue ou de I’ absence d’ une infection. D’ autres facteurs peuvent étre des
obstacles ala cicatrisation, tels que le diabéte, la malnutrition, | obésité, le tabagisme et | &ge
avance (Anonyme 1).

Le professeur Bernard Descottes a appliqué le miel pour la premiere fois en 1984 sur une
cicatrice de laparotomie surinfectée d’ une jeune fille &gée de 20 ans. Une application du miel
au niveau de cette plaie a conduit a une cicatrisation pratiquement compléte en huit jours
(Descottes, 2000).

L’ efficacité de pansement du miel dans le traitement des plaies est due a plusieurs
facteurs: sa viscosité qui empéche la contamination par les bactéries, son pH acide qui
engendre une libération accrue de I’ oxygene par I’'hémoglobine, et sa pression osmotique
élevée qui crée un milieu humide autour de la plaie. En plus, le miel stimule I’ angiogenése
(formation de nouveaux capillaires sanguins) et la synthese de collagéne. Le peroxyde
d hydrogéne du mid dilué stimule la croissance cellulaire en activant certaines enzymes
(protéase a serine, métalloprotéase) et le récepteur de I'insuline (Molan, 2001), donc la
croissance cellulaire n'est pas retardée. Ainsi |le pansement de miel ne s adhere pas a la

plaie lors de son enlévement.
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La glycolyse constitue la voie métabolique majeure des macrophages, fibroblastes et
cellules épithéliadles d’une plaie en cicatrisation. Le miel vue sa teneur élevée en glucides est
susceptible de favoriser la cicatrisation en fournissant de I'énergie aux cellules de la
cicatrisation (Lusby et al., 2002).

Sumitra et al. (2009) ont déterminés I'activité de cing enzymes glycolytiques
(hexokinase, phosphofructokinase, glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, lactate
déshydrogénase et glucose-6- déshydrogénase) au sein de tissu de granulation des rats
(auquel des plaies avaient été infligées de fagon expérimentale puis traité avec du miel de
facon topique), aprés 4, 8 et 12 jours dévolution. Une augmentation tres hautement
significative (p < 0,001) de I'activité de ces enzymes (68 a 114 %) au sein du groupe traité
avec du miel par rapport au groupe contréle (aucun traitement) a été mise en évidence. cette
augmentation particuliérement marqué apres 8 jours dévolution, met en évidence
I’importance de I’ apport de glucose aux cellules de la cicatrisation, notamment au moment ou

la prolifération fibroblastique et a synthése du collagéne se mettent en place de fagon active.

L es bactéries catabolisent toujours de préférence du glucose plutdt que des acides aminés,
I"application du miel entraine la production d'acide lactique plutdt que de composés
mal odorants (ammoniague, amine, composeé sulfurique) résultant de la dégradation des acides
aminés formeés apres digestion des protéines du sérum et des tissus nécrotiques de la plaie,

donc le miel est un désodorisant des plaies (Molan, 1998).

Le miel est hygroscopique, grace a son action osmotique il va drainer la lymphe et le
plasma des tissus sous-jacents et périphériques, entrainant un afflux de fluide a la surface de
la plaie, créant alors a I'interface entre la surface de la plaie et le pansement une couche de
fluide constitué de miel dilué par du plasma et de la lymphe, cet afflux de lymphe et de
plasmafavorise lacicatrisation (Molan, 2002 ; Cutting, 2007 ; Goetz, 2009) en :

e Assurant un milieu humide optimal qui favorise la détersion autolytique, la phase
inflammatoire et la phase de la réparation de la plaie, et ce sans accroitre le risque de
prolifération bactérienne grace aux propriétés antibactériennes du miel.

e Fournissant un apport de nutriments supplémentaires aux cellules participant a la
cicatrisation.

e Améiorant |I’oxygénation de la plaie, notamment dans les cas ou la perfusion de

celle-ci est limitée (Iésion vasculaire, inflammation importante, cedéme).
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e Participant au débridement de facon mécanique: les mouvements de fluides a la
surface de la plaie permettent de détacher des corps étrangers ou tissus nécrotiques ou
autre débris qui seront éliminés lors de retrait du pansement.

e Permettant une résorption de I’cedeme périlésionnel. De plus, si le miel est appliqué
en quantité suffisante, son osmolarité élevée entraine la présence de suffisamment de
fluide pour gque le pansement ne s adhére pas ala plaie. Ce phénomene rend le retrait
de pansement indolore et évite de |éser les tissus néoformeés a la surface de la plaie

lors de ceux-ci.

Sous I'effet de I'action osmotique du miel, les tissus de la plaie ne souffrent pas
de déshydratation parce-que I'eau perdue par les cellules superficielles est rapidement
remplacée grace a I’ afflux de fluide provenant des tissus plus profonds (Cooper et Molan,
1999).

La macération de la peau ala périphérie d’ une plaie est un effet indésirable rencontré lors
de I'utilisation de certains pansements permettant la cicatrisation en milieu humide.
Cependant ce probléme n’est pas rencontré avec les pansements au miel car, méme dilué,
celui-ci aura tendance a attirer I"humidité cutanée plutét qu’ a hydraté la peau (Molan, 2002 ;
Cutting, 2007).

L’ acidité du mid a la surface de la plaie semble favoriser la cicatrisation. Dans une
étude expé&rimentale sur des cochons d’ Inde, des brulures de 2°™ degré ayant cicatrisées en
milieux acide (pH = 3,5) présentaient une cicatrisation significativement plus rapide que
celles ayant cicatrisées en milieu neutre (pH = 7,4) et alcain (pH = 8,5) (Kaufman et al.,
1985).

Le pH alasurface des plaies chroniques est généralement alcalin, le passage d’ un pH
alcalin aun ph acide est susceptible d’ entrainer de nombreux effets dont (Tomczak, 2010):

» Un déplacement vers la droite de la courbe de dissociation de I’ hémoglobine.
cela entraine un relargage plus important d’ oxygene dans la plaie, ce qui peut
S aveérer tres intéressant dans les cas ou la perfusion de la plaie est limitée
(Iésion vasculaire importante, atrophie vasculaire dans les cas des plaies

chroniques).
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» Une réduction de la toxicité des produits du métabolisme bactérien, dans un
milieu acide, la forme toxique de I'ammoniac NHs est transformée en sa
forme ionique non toxique NH4".

» Unediminution de I’ activité des protéases, celles-ci sont exacerbées en milieu
alcalin ce qui peut entrainer un ralentissement voir un arrét de la cicatrisation,
en effet, les protéases s attaquent aux facteurs de croissance et a des
composant de la matrice extracellulaire qui est nécessaire a la migration des
fibroblastes et des cellules épithéliales.

L’action des antioxydants consiste a neutraliser les radicaux libres, molécules
hautement réactives causant des dommages importants aux protéines, a I’ADN cellulaire et
aux membranes cellulaires dans lesquelles ils entrainent une peroxydation des lipides. Une
grande quantité de radicaux libres est produite au sein d'une plaie, lors de la phagocytose et la

phase inflammatoire de la cicatrisation (Molan, 2009).

Lors de I'ingestion des bactéries ou de débris nécrotiques par un phagocyte
(polynucléaire, neutrophile ou macrophage), une enzyme de la membrane cellulaire de celui-
Ci est activée et produit le radical superoxyde. Celui-ci va donner naissance a de peroxyde
d hydrogene et a d autres radicaux libres connus sous le nom de dérivés réactifs oxygénés
(ROS). Le radical superoxyde peut également réagir avec I’ oxyde nitrique produit par les
macrophages pour former le radical peroxynitrite, un oxydant tres puissant susceptible
d’entrainer des lésions s éendant aux tissus périphériques. En plus des dommages qu'ils
causent d’une facon directe, les ROS sont responsables des dommages indirects causes par
I’ activation des protéases. Celles-ci sont normalement présentes dans la plaie sous forme
inactive ou sont maintenues inactives par un inhibiteur. En présences des ROS, elles sont
activées par oxydation tandis que leurs inhibiteurs sont désactivés par oxydation. Une fois
activées, les protéases vont détruire des cytokines et facteurs de croissance dont les fonctions
régulatrices sont nécessaires au bon déroulement de la cicatrisation. Elles vont également
S attaquer alamatrice extracellulaire de la plaie indispensable alamigration des cellules de la
cicatrisation. Ces protéases activées peuvent donc entrainer un retard de la cicatrisation voir

une aggravation des lésions tissulaires (Tomkzak, 2010).

De nombreux composants du miel semblent contribuer a sa capacité antioxydante.
Meda et al. (2005) ont mis en évidence que les composés phénoliques et les flavonoides du
miel participent de facon significative a son pouvoir antioxydant en piégeant les radicaux
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libres gréace a leur structure qui contient un anneau aromatique et un groupe hydroxyl
possédant un hydrogene mobile, mais ils ne sont pas les seuls a en étre responsables. Des
molécules comme les caroténoides, les acides organiques, les enzymes, les peptides et
probablement d autres composés mineurs semblent contribuer également a ce pouvoir
antioxydant ( El-hady, 2009).

Les propriétés anti-inflammatoires du miel ont é&é mises en évidence dans de
nombreuses études cliniques. Plusieurs auteurs rapportent ainsi que le traitement des plaies
avec des pansements au miel a permis d'obtenir rapidement une atténuation voir une
disparition des signes cliniques de I'inflammation, a savoir rougeur et chaeur, ccdeme,
exsudation et douleur (Subrahmanyam, 2001 ; Kabaka-dzik, 2004).

La réponse inflammatoire étant fortement stimulée par la présence de bactéries, il est
probable que I'activité antibactérienne du miel contribue grandement a son activité anti-
inflammatoire (Molan, 2009).

Le miel participe efficacement au débridement de la plaie éiminant les tissus
nécrotiques, les corps étrangers et autres débris qui pourraient entretenir |’inflammation
(Fahie et Shettko, 2007 ; Van den berg et al., 2008).

Les propriétés anti-oxydantes auraient également une place importante dans I’ activité
anti-inflammatoire du miel. En effet, dans le cas ou un stimulus inflammatoire persiste au sein
de la plaie, les radicaux libres produits en quantité importante et de facon prolongée vont

instaurer un cercle vicieux (Schreck et al., 1991 ) d ou :

v L’activité des phagocytoses, des macrophages et polynucléaires neutrophiles entraine
lalibération de radicaux superoxyde et peroxyde d’ hydrogene.

v' Le peroxyde d’hydrogeéne active le facteur de transcription nucléaire NF«B qui va
induire la production de cytokines amplifiant la réponse inflammatoire via

le recrutement et I’ activation de leucocytes.

Les antioxydants présents parfois en grande quantité dans le midl, permettant de limiter
I’ activation du NF«B et donc de réduire I’inflammation siégeant dans la plaie (Schreck et al.,
1991). Oliveiraamarque et al. (2007) dans une éude in-vitro ont montré que le peroxyde
d’ hydrogene a des concentrations inférieures a 25 umol/L, déclenche I’ activation du NF«B

et a des concentrations supérieures a 25 umol/L, inhibe cette activation. Donc le supplément
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de peroxyde d’ hydrogene apporté a la plaie par le miel une fois dilué pourrait permettre de

franchir ce seuil et de juguler une réponse inflammatoire excessive.

En fin, de récents travaux in-vitro ont également mis en évidence la capacité du mid a
inhiber directement la phagocytose, limitant ains la formation de radicaux libres et

I’inflammation qui en découlent (Molan, 2009).

Touts comme les études mettant en évidence les propriétés anti-inflammatoires du
miel dans le cadre du traitement des plaies, celles mettant en évidence sa capacité a stimuler la
croissance tissulaire sont nombreuses (Tomczak, 2010). Abuharfeil et al. (1999) ont montré
que le miel possédait une activité mitogene sur les lymphocytes B et T humains et stimulait
I’ activité des phagocytes. Ghaderi et Afchar, (2004) ont mis en évidence I’ accélération de la
formation du tissu de granulation avec une angiogenese plus rapide, une synthese et une
maturation accélérées des fibres de collagenes présentants une meilleure organisation, une
épithélialisation et une contraction plus rapides de la plaie ains que |'acquisition d'une
meilleure résistance alatension en fin de la cicatrisation d’ une plaie traitée avec du miel.

Le peroxyde d’ hydrogéne ou eau oxygénée communément est utilisé dans la prise en
charge des plaies pour ses propriétés antiseptiques. Cependant si a des concentrations
suffisamment élevées il constitue un agent antimicrobien efficace, a des concentrations trop
élevées (comme celles trouvées dans les solutions utilisées comme antiseptique 3 %, 6 %)
le peroxyde d’ hydrogene est responsable de retard de cicatrisation, voire d’ une aggravation
des lésions tissulaires (Roy et al., 2006). En effet le peroxyde d hydrogene donne alors
naissance a des radicaux oxygénés responsables de dommages cellulaires et protéiques
(Molan, 1999).

Le miel contient un inhibiteur de la glucose-oxydase, celle-ci ne devient active que
guand il est dilué, comme c’'est le cas une fois le miel est en contact avec les fluides de la
plaie. Une fois cette dilution réalisée, le peroxyde d’ hydrogene va étre produit de facon lente,
continue et a un taux constant pendant au moins 24 heures (Mathews et Binnington, 2002).
Les concentrations en peroxyde d hydrogéne obtenues sont environ 1000 fois inférieurs a
celles retrouvées dans les solutions de peroxyde d’hydrogene a 3 % généralement utilisées
comme antiseptique, ces concentrations sont suffisasmment élevées pour bénéficier de |’ effet
antibactérien du peroxyde d’ hydrogene mais suffisamment faibles pour ne pas étre al’ origine
de dommage cellulaires (Lay-flurrie, 2008). Le peroxyde d hydrogéne est méme produit de
facon physiologique dans les cellules suite a la métabolisation de glucose, plusieurs éudes
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suggerent qu’il permet d’ accélérer la libération de VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) par des macrophages humains et derat in-vitro (Roy et al., 2006 ; Tomczak, 2010).

La proline, I"hydroxyproline et la glycine, naturellement présentes dans le miel, sont
des acides aminés indispensables a la formation du collagéne. Le fer et la vitamine C sont
nécessaires a I’ activité des enzymes prolyl hydroxylase et lysyl hydroxylase, le cuivre est
nécessaire a l’ activité de I’enzyme lysyl oxydase. Ces enzymes participent a la maturation des
fibres de collagéne (Tomczak, 2010).

Le miel possede des flavonoides qui servent a neutraliseé les radicaux libres
hydroxyles. En concentration importante ils réduisent I’ état inflammatoire installé et apaisent
les douleurs, ce qui est non négligeable pendant le processus de la cicatrisation, rendant
I épisode plus supportable pour les patients (Anonyme 1).

Les facteurs « non peroxydes » favorisent également I’ éimination des germes de la
plaie (Iftikhar et al. 2010 ; Tomczak, 2010 ; Al-Waili et al., 2011).
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Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

Plusieurs échantillons de miels sont récoltés en 2013 dans différentes régions

géographiques d’ Algérie dont la majorité provienne de lawilaya de B&aia (tableaux |).

Tableau | : Echantillons de miels analysés (région, état et couleur).

Echantillon Région Etat Couleur
M1 Tizi adjissa (Béjaia) Cristallisé Marron foncé
M2 Tissa (Bgjaia) Fluide Brun
M3 Tavel (Bgaia) Fluide Marron foncé
M4 Tiliouakadi (Béaia) Cristallisé Jaune foncé
M5 Smaoun chemini(Bgaia) Fluide Marron
M6 Barbacha (Bgaia) Crigtallisé Marron claire
M7 Bouaiche (Bgaia) Fluide Marron
M8 Adekar (Bgaia) Fluide Jaune
M9 Assif el hammam(Béjaia) Cristallisé Jaune

M10 Ath yanni (Tizi Ouzou) | Semi-Cristallise Marron
M1l Tigzirt (Tizi Ouzou) Fluide Jaune mimosa
M12 Tighremt (Bejaia) Fluide Marron
M13 Timezrit (Bgaia) Fluide Brun
M14 Bouhamza (Béjaia) Semi-Cristallise | Marron claire
M15 IImaten (Béaia) Fluide Brun sombre
M16 Bouhadjer (El-Taref) Crigtallisé Jaune foncé
M17 Guelma Cristallisé Jaune sombre
M18 Médéa Crigtallisé Jaune
M19 Sétif Semi-Cristallisé | Jauneclaire
M20 Bordj Bou arreridj Cristallisé Jaune claire
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2. Analyses physico-chimiques

Maintes analyses physico-chimiques (humidité, pH, conductivité électrique, pouvoir
rotatoire, proline, hydroxyméthylfurfural) sont réalisées sur différents échantillons de miels
selon la méthode décrite par Bogdanov et al. (1999).

2.1 Humiditeé

Lateneur en eau du miel est déterminée par mesure optique de I’indice de réfraction.
Une quantité de mid est introduite dans un tube a essai puis mise au bain marie a 50 °C afin
de dissoudre les cristaux de sucres. Aprés homogénéisation, quelques gouttes du migl sont
étalées sur la surface du prisme du réfractomeétre, préalablement étalonné avec de I'eau
distillée, et I'indice de réfraction est lu apres deux minutes (Bogdanov et al., 1999). L’ humidité
est obtenue par correspondance alatable de CHATAWAY (Annexel).

2.2 pH

Pour la détermination de pH, une quantité de 2,5 g de miel est dissoute dans un volume
de 25 ml d’eau distillée et le pH est lu avec un pH-métre (Bogdanov et al., 1999).

2. 3 Conductivité électrique

La conductivité électrique est déterminée sur une solution de miel a 20 % de matiere
seche. Une masse de mid est pesée telle que M = (5%100)/ MS (MS: matiére séche de miel)
puis dissoute dans 25 ml d’ eau distillée de tres faible conductivité électrique.

Lamesure s effectue par immersion de la cellule du conductimétre dans la solution de
miel, la vaeur de la conductivité électrique est lue sur I’ appareil et les résultats sont exprimeés

comme suit (Bogdanov et al., 1999):

CE (milli-Siemens/ cm) = Valeur mesurée- A

CE = Conductivité électrique

A = (lavaleur mesurée x 0,032) x (T°-20°)
T° = Température ambiante de la mesure
0,032 : Facteur de correction

Il existe une relation linéaire entre la conductivité éectrique et la teneur en matiéres
minérales d'un miel (Accorti et al., 1987 ; Sancho et al., 1991). La teneur en cendres est

directement déterminée en appliquant I’ équation citée par Piazza et al.(1991) :

Page 22



Matérid et méthodes

X1=(X2-0,143)/ 1,743

X1: Cendres (mg/100 g).
X2 : Conductivité électrique en pS/cm a 20 °C.

2.4 Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est déterminé par un polarimetre en utilisant une solution aqueuse
de mid claire et filtrée. Une masse de 12 g de miel est dissoute dans de I’eau distillée. Un
volume de 2 ml de la solution d" hexacyanoferrate de potassium (15 %, Carrez I) et 2 ml de la
solution d’ acétate de zinc (30 %, Carrez I1) y sont gjoutés. Le volume est gjusté a 100 ml avec
de I’ eau distillée et aprés 24 h, les solutions sont filtrées. Le filtrat est versé dans le polarimétre
(Polaser-Sl) ayant un tube de 10 cm de longueur. Lavaleur affichée sur | appareil al’ échelle de
la solution de saccharose et a température de 20 °C donne la valeur du pouvoir rotatoire
(Bogdanov et al., 1999).

2. 5 Protéines

La teneur du miel en protéines est déterminée par la méthode de Bradford. C'est une
méthode colorimétrique dans laquelle un colorant, le bleu de Coomassie G250, de couleur vert
foncé en milieu acide, devient bleu en se fixant aux groupements NHs" des protéines, la
réaction est quasi-instantanée et se mesure a 595 nm (Bradford, 1976).

Dans un tube a essai, un volume de 0,1 ml d'une solution de miel & 50 % est additionné
d'un volume de 5 ml du réactif de Bradford. Apres 2 min, |’absorbance est lue au
spectrophotométre a 595 nm (Azeredo et al., 2003). La teneur du miel en protéines est
déterminée en utilisant, une courbe d’' éaonnage avec le sérum abumine bovine (BSA) et les
résultats sont exprimes en mg équivalent de BSA par 100 g de miel (mg EBSA/100 g) (Annexe
I, figure 1).

2.6 Proline

Un volume de 1 ml d'acide formique et 1ml de ninhydrine éthanolique (3 %) sont
introduits dans des tubes a essais il y a addition de 500 pl de I’eau distillée (pour le blanc),
500 ul de la solution standard de proline (tubes standards) et 500 ul d’ échantillon de miel (5 %)
(tubes échantillons). Les tubes sont fermés, agités pendant 15 min puis placés au bain marie &

95 °C pendant 15 min. Ils sont transférés dans un autre bain marie a 70 °C pendant 10 min. Un
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volume de 5 ml de 2-propanol (50 %, v/v) y sont gjouté. Apres 45 min, |’ absorbance est lue a
510 nm. Les concentrations en proline sont déterminées selon I’ équation suivante :

Proline (mg/kg) =(Es XE1 x80)/ (Eax E2)

Es : Absorbance de la solution d’ échantillon.

Ea : Absorbance de la solution standard de laproline.
E1 : mg de proline pour la solution standard.

Ez : Quantité prise du miel en kg.

80 : Facteur dedilution.

2.7 Couleur

La couleur des miels est déterminée selon la méthode décrite par Bath et Singh (1999).
Une quantité de 1 g de miel est dissoute dans un volume de 4 ml d'eau distillée. Apres

homogénéisation, |’ absorbance est lue a 450 nm.
2.8 hydroxyméthylfurfural (HMF)

Pour la détermination de I’'HMF, une quantité de 5 g de miel est dissoute dans 25 ml
d’eau distillée. Un volume de 500 pl de solution de Carrez | (solution d hexacyanoferrate de
potassium a 15 %) et 500 pl de solution Carrez |1 (solution d' acétate de zinc a 30 %) y sont
additionnés. Le mélange est gjusté a 50 ml avec de I’ eau distillée. Apresfiltration, les premiers
10 ml du filtrat sont écartés. Deux aiquotes de 5 ml sont alors introduits dans deux tubes a
essais, I'un avec 5 ml d'eau distillée (aliquote d’analyse) et I’autre avec 5 ml de sodium
bisulfite &2 % (aliquote de référence). L’ absorbance est lue a 284 nm et 336 nm et la teneur en
HMF est donnée par |’ éguation suivante (Bogdanov et al., 1999) :

(HMF)(mg /kg)=[(Az2ss —Asss) x149 ,7x5xF] / W

Azss: @bsorbance a 284 nm.

Asss : absorbance & 336 nm.

F: facteur dedilution. Lorsque I’ absorbance est supérieur 40,6 les aliquotes d’ analyses et de référence sont diluées avec de I’ eau distillée
et avec la solution de sodium bisulfite, respectivement.

W : masse en gramme de |’ échantillon de miel.

149,7 : constante.
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3. Antioxydants et activités antioxydantes

3. 1 Antioxydants
3. 1. 1. Polyphénolstotaux

Le principe de la méthode est basé sur I’ oxydo-réduction. Le réactif de Folin Ciocalteu
est un acide de couleur jaune, constitué de polyhétérocycles acides contenant du molybdene
et du tungstene (Gervaise, 2004). La méthode consiste a réduire le mélange d'acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040), lors
de I'oxydation des phénols, en un méange doxydes bleus de tungstene (Wg023)
et de molybdene (MosOz23). La présence de carbonates de sodium rend le milieu |égérement
alcalin. Lacoloration produite est proportionnelle ala quantité de polyphénols présents dans les
extraitsdu miel (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

La teneur en polyphénols totaux de miel est déterminée selon la méthode rapportée par
Naithani et al. (2006). Un volume de 200 ul de la solution de miel (10 %) est additionné de
200 pl de réactif de Folin Ciocalteu (50 %) et de 4 ml de carbonate de sodium (Na,CO;, 2 %).
Aprées 30 min al’ obscurité, I’ absorbance est lue a 750 nm.

Les teneurs en pol yphénols totaux sont estimées en se référant a la courbe d’ étalonnage
réaisée avec |'acide galliqgue (Annexe I, figure 2). Les résultats sont exprimés en mg

équivaent d' acide gallique par 100 g de mid (mg EAG/100g).
3. 1. 2. Flavonoides

La méthode de dosage des flavonoides est basée sur la formation des complexes
flavonoides avec des métaux tels que I’aluminium, utilisé sous forme de chlorure d’ auminium
(AICI3) (Arvouet-Grand et al., 1994).

Le chlorure d’auminium forme des complexes jaunéires avec les atomes d’ oxygenes
présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides comme le montre lafigure 02 (Ribéreau-Gayon,
1968).

Figure 01 : Mécanisme de laréaction du chlorure d’ aluminium avec les flavonoides
(Ribereau-Gayon, 1968).
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Lateneur du mid en flavonoides est estimée selon la méthode décrite par Al et al. (2009).
Un volume de 1 ml de la solution de miel (50 %) est mélangé avec 300 pl de nitrite de sodium
(5%). 5 min aprés, un volume équivalent de chlorure d’auminium (AICl3, 10 % dans le
méthanol) est additionné au mélange réactionnel et apres 6 min, 2 ml de soude (1M) y sont
gjoutés. L’ absorbance du mélange réactionnel est déterminée a 510 nm. Les concentrations en
flavonoides sont exprimées en mg équivalent de quercétine par 100g de miel (mg EQ/100g)

(Annexell, figure 3).
3.1.3 Orthodiphénols

La teneur en Orthodiphénols est estimée selon la méthode décrite par Brahmi (2012).
750 pl de la solution de miel &5 % sont additionnés de 1250 pl de molybdate de sodium (5 %).
Apres 15 min a I’ obscurité, I'absorbance est lue a 370 nm les taux en Orthodiphinols sont
déterminées en se référent ala courbe d étalonnage réalisé avec de |’ acide gallique, les résultats

sont exprimés en mg équivalent d' acide gallique par 100 g de miel (annexe ll, figure 4).

3. 2 Activités antioxydantes

3. 2. 1. Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur repose sur la réduction du chlorure ferrigue (FeCls) en
chlorure ferreux (FeCl) en présence d' un agent chromogene, le ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)e] et en milieu acide par I'acide trichloroacétique. La forme réduite donne une
couleur verte dont I’ intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur (Gulcin et al., 2005).

Le pouvoir réducteur est estimé selon la méhode décrite par Beretta et al. (2005). Un
volume de 500 pl de la solution de mied (5 %) est homogénéisé avec 500 pl de tampon
phosphate (0,2 M; pH 6,6) et de 500 pl de ferricyanure de potassium (1 %). Aprés agitation,
I”ensembl e est incubé a 50 °C pendant 20 min, puis 500 ul de trichloroacétate (TCA 10 %) sont
gjoutés au mélange. Un volume de 500 ul prélevé de ce mélange est dilué dans 800 ul d'eau
distillée puis 100 ul de chlorure ferrique (0,1 %) y sont additionnés. Apres 10 min, |’ absorbance
est lue a 700 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivaent d’ acide gallique par 100 g de
miel (mg EAG/ 100 g) (annexell, figure5).

3. 2. 2 Réduction du molybdate

Le test de réduction du molybdate se base sur la réduction du molybdene (MO1)) en
(MOq)) par un antioxydant, ce qui engendre laformation d un complexe vert (phosphate/MOv)
(Mcanalley et al., 2003).
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L’ activité antioxydante du miel en utilisant le molybdate est réalisée selon la méthode
de Nagargjin et al. (2008). Un volume de 100 pl de la solution de miel (0,1 %) est mélange avec
1 ml du réactif de phosphomolybdate (0,6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de
sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium). Le mélange est incubé dans un bain marie a 90
°C pendant 90 min et I'absorbance est lue a 695 nm. Les résultats sont exprimés en mg
équivaent d’ acide gallique par 100 g de miel (mg EAA/100g) (annexe 1, figure 6).

3.2.3. Test du FRAP

Le pouvoir antioxydant d’ une solution comme les extraits végétaux est déterminé par le
test de FRAP (Feric Reducing Antioxidant Power). A faible pH et a 37 °C, le complexe
tripyridyletriazine ferrique (TPTZ-Fe*) est gjouté a la solution d’ extrait. Les antioxydants
présents réduisent le complexe en saforme ferreux (TPTZ-Fe?*) (Benzie et al., 1996) .

Un volume de 0,5 ml de la solution de miel (2,5 %) est mélangé avec 0,75 ml de la
solution de FRAP [25 ml de tampon acétate de sodium (300 mM, pH 3,6) ; 2,5 ml TPTZ (10
mM dissoute dans 40 mM de HCI) ; 2,5 ml de la solution de chlorure de fer (FeCls, 6 H20)
(20 mM)]. Aprés 5 min, |’ absorbance est lue a 593 nm. Les résultats sont exprimés en mg

équivaent d’ acide gallique par 100 g de miel (mg EAG/100g) (annexe 1, figure 7).
3. 2. 4. Pouvoir chéateur du fer (test avec laferrozine)

La capacité chélatrice des miels est déterminée en suivant I’inhibition de la formation du
complexe Fe?*-ferrozine aprés leur incubation avec le fer divalent. Les molécules de la
ferrozine forment des complexes avec le Fe** donnant une coloration violette foncée.
Cependant, en présence d’ autres agents chélateurs, la formation de ces complexes est atténuée
donc l'intensité de la couleur diminue. La mesure de la réduction de la couleur permet
I’estimation de la capacité chélatrice des agents chélateurs coexistants (Ebrahimzadeh et al.,
2007). Le pouvoir chélateur du fer est déterminé suivant la méthode de Dastmalchi et al.
(2008). Un volume de 0,5 ml de la solution de miel (2,5 %) est additionné de 1,5 ml d eau
digtillée et 0,1 ml de dichlorure de fer (FeClz, 2 mM). Aprés 5 min; 0,2 ml de la solution de
ferrozine (5 mM) y sont gjoutés. Lalecture se fait apres 10 min a 562 nm et |’ effet séquestrant

des échantillons de miel vis-a-visdu fer est exprimeé en pourcentage selon |’ équation suivante :

% chélation du fer =[ (Absi - Abse)/ Abs)] x 100

Abs : absorbance de témoin. Abse: absorbance de I’ échantillon.
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3. 2. 5. Activitésantiradicalaire
3.2.5.1. Par 'ABTS

La méthode utilisant le radical ABTS se base sur la capacité d’un radical cationique
ABTS™ (2,2 -azobis-ethylbenzothiazoline-6-sulphonique) de coloration bleu-verte en se

transformant en ABTS incolore, par piégeage d un proton par I'antioxydant (Figure 02). La
décroissance de |’ absorbance causée par I’ antioxydant refléte |a capacité de capture du radical
libre (Re et al., 1999).

S0;-

Mooty ceaind oy

N coHs '. Csz
C,Hs C2Hs

ABTS ABTS

Figure 02: Forme oxydée et réduite de I’ ABTS (Huang et al., 2005).

Un volume de 500 pl de la solution de mid (2,5 %) est gouté a 1 ml de la solution
éthanolique d'ABTS (7 mM). L’absorbance du mélange est lue aprés 7 min a 734 nm.

L’ activité antiradicalaire est exprimée en pourcentage selon |’ équation suivante :

Activitéantiradicalaire (%) = [( Absc— Abse)/Absc] x 100

Absc : Absorbance de contrdle.

Abse : Absorbance de I’ échantillon.

3.2.5. 2 Par le DPPH

L’activité antiradicalaire est estimée en utilisant le DPPH (2,2 Diphenyl -1-
PycrylHydrazyl), qui est un radical libre, stable, de couleur violette intense due a la
délocalisation de son éectron célibataire autour de la molécule. La mesure de I'efficacité d'un
antioxydant (capacité a fixer des radiaux libres) se fait en mesurant la diminution de la
coloration violette a517 nm. La présence d' un antioxydant dans le milieu engendre lalibération
d’un proton qui se fixe avec le DPPH d’ou la diminution de |’ intensité de la couleur (figure 03)
(Gulcin et al., 2003).
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Figure03: Structure du DPPH (Molyneux, 2004).

Un volume de 0,5 ml de la solution de miel (2,5 %) est additionné avec 1 ml de la solution
méthanolique de DPPH (0,0236 mg/ml). Le mélange est laissé a I’ obscurité pendant 15 min
avant delire|’ absorbance a517 nm.

La variation d absorbance entre la solution de DPPH en présence et en absence de
I’ échantillon de midl reflete le potentiel des composeés assurant cette activité aréduire le DPPH.

L’ activité antioxydante est exprimée en pourcentage de réduction selon laformule suivante :

Activitéantiradicalaire (%) = [(Abs—Abse)/Abs] x100

Abst : Absorbance du témoin.

Abse : Absorbance de I’ échantillon (absorbance de la solution du DPPH en présence de I’ échantillon).
4. Analyses statistiques

Les paramétres de la statistique descriptive (moyennes et écartypes) sont calculés a
I’ aide du programme Microsoft Excel 2007. La majorité des données obtenues sont |la moyenne
de trois essais a I’ exception de la teneur en HMF et certaines méthodes antioxydantes (FRAP,
phosphomolybdate et activité antiradicalaire avec I' ABTS, 2 essais).

Lelogiciel K STATISTICA 5.5 > est utilise pour réaliser |I'analyse de la variance a un
seul critére de classification (AVUC) entre les différents échantillons de miel.

Les corrélations entre les parameétres étudiés sont calculées avec statistique élémentaire
en utilisant la matrice de corrélation. Les résultats sont classés par ordre décroissant. Les
valeurs obtenues portant la méme lettre ne présentent aucune différence du point de vue

statistique et les barres vertical es représentent |es écartypes.
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Résultats et discussion

Résultats et discussion

1. Analyses physico-chimiques
1.1 Humidité

La teneur en eau est un critere de qualité utilisé essentiellement pour estimer le degré de
maturité du miel et elle conditionne de sa conservation (Silvano et al., 2014). Selon Escriche et al.
(2009), une teneur en eau tres éleveée peut conduire a lafermentation du miel.

Les échantillons de miel analysés (figure 04) présentent des teneurs en eau qui varient de
14,95 (M20) pour le mid d' Adekar (B§aia) a 22,27 % (M8) pour le miel de Bourdj bouarreridj,
avec une moyenne de 17,64 + 0,43 %. Les valeurs obtenues sont différentes des résultats rapportés
par Belay et al. (2013) (15,87 a 19, 35 %) sur lesmiels d' Ethiopie et Escuredo et al. (2013) (16,9
al18 %).

La norme Codex Alimentarius (1993) fixe une teneur en eau maximale a 20 %. Cependant, les
miels M8, M15 et M10 ont eu une humidité supérieure alanorme.

Les miels dont le taux d’humidité est supérieur a 18 % présentent des risques de fermentation
dus aux levures présentes dans le miel. Il en existesix : M6, M1, M13, M15, M10, M8

Les teneursen eau éevés pourraient s expliqués par :

v une récolte trop précoce de ces miels, c'est-a-dire avant la maturation (Mbogning et al.,
2011);
v I"hygroscopicité du mie ;

<

les conditions dans lesquelles le miel est éaboré, récolté et conserve ;

v lapériode de récolte de ces échantillons de miels. Gonnet (1993) a rapporté qu'une humidité
relativement élevée pendant la récolte conduit & une déshumidification difficile du nectar par
I"abeille, donc production d'un miel riche en eau, instable sur le plan physique et biologique

et susceptible de se dégrader rapidement.

L’ échantillon M20 se conserve mieux car il est moins riche en eau (14,94 %). En effet, Gonnet
(1982) arapporte qu’ en dessous de 15 % d'eau, la fermentation n'intervient jamais. Sa faible teneur
en eau peut étre due au climat qui regne dans larégion de récolte et al’ origine botanique.

La variation d’humidité des miels analysés peut étre due a la teneur en eau des plantes
butinées par les abeilles ouvriéres, alaforce des colonies d’ abeilles, al’ origine florale (nectar et /ou

du midllat), au climat et aux compétences de I’ apiculteur (Ouchemoukh, 2012).
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Figure 04 : Teneurs en eau des échantillons de miels analysés.

Chague valeur représente la moyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des | ettres différentes présentent des

différences significatives.

Figure 05 : pH des échantillons de miels analysés.
Chaque valeur représente la moyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des |ettres différentes présentent des

différences significatives.
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1.2pH

Le pH est un parametre treés important & déterminer, il influence sur la stabilité du miel, ses
conditions de conservation et donne également des informations sur son origine (Accorti et al.,
1986). L’acidité du miel est due a un grand nombre d’acides organiques gqu’il contient, I’ acide
principa est I’acide gluconique (Mbogning et al., 2011) La plupart d’entre eux proviennent des
secrétions des abeilles pendant I’ élaboration du miel (Apar, 2002).

Les résultats obtenus (figure 05) oscillent entre 3,65 (M10) pour le miel de Ath yanni (Tizi
Ouzou) et 4,35 (M12) pour le miel de Tighremt (Bgaia), avec une moyenne de 3,92 + 0,13. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus par Silva et al., (2009) (3,45 a 4,70) pour les miels
Portugais; Serem et al. (2012) (3,87 a 5,12) pour les miels d' Afrique du sud ; Ouchemoukh
(2012) (3,45 et 4,38) pour les échantillons de miels Algériens et Ozcan et Olmez (2014) (3,61 a
4,67) pour lesmielsdelaTurquie.

Bien que les miels M4 et M18 sont de deux régions différentes, ils présentent le méme pH
(p <0,05).

Le pH 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 (Belay et al., 2013). Par conséquent les miels analysés sont des miels de nectar.

1.3 Conductivité électrique

La mesure de la conductivité éectrique permet de différencier les miels de midlat des
miels de fleurs. Les premiers possédent une conductibilité bien plus éevé (supérieure a 0,8 mS/cm)

gue les seconds (inférieure 20,8 mS/cm ( Belay et al., 2013).

Les résultats obtenus pour les échantillons de miels analysés (figure 06) varient entre 0,29
mS/cm et 1,78 mS/icm avec une moyenne de 0,94 + 0,01 mS/cm. Cette valeur moyenne est
supérieure a celle des miels Italiens obtenue par Fallico et al. (2008) (0,33 mS/cm). Les vaeurs
obtenues sont incluses dans I’ intervalle de valeurs rapportées par Pasini et al. (2013) (0,33 a 1,86)
et celles obtenus par Belay et al. (2013) pour lesmiels de Madrid (0,119 a 1,515 mS/ cm).

La conductivité électrique des échantillons M5, M17, M13, M19, M16, M7, M8, M15, M6,
M3, M12, M2 et M1 dépassent 0,8 mS/ cm, ce qui suggere la présence de miellat dans les miels

cités et le reste des échantillons sont des miels de nectar .

Lesmiels M8 d’ Adekar (Bgjaia) et M16 de Bouhdjer (El-Taref ) issus de différentes régions
possedent la méme conductivité (p< 0,05) qui est de 0,92 mS/ cm.
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Figure 06 : Conductivité éectrique des échantillons de miels analysés.
Chaque valeur représente la moyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des lettres différentes présentent

des différences significatives.

Figure 07 : Teneurs en protéines des échantillons de miels analysés.
Chaqgue valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des | ettres différentes présentent

des différences significatives.
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La conductivité éectrique dépend de la teneur en ééments minéraux et de I'acidité du miel.
En effet, plus ces deux parametres sont élevées et plus la conductivité correspondante est élevée
(Piazzaet al., 1991).

Sur la base de I’ équation suivante: C = 0,14 + 1,74 A [C (mS/cm) et A (mg/ 100g)], les
teneurs en cendres de miels varient de 0,17 a 1,02 % avec une moyenne de 0,54 + 0,005 %. Ces
résultats sont différents de ceux obtenus par Ouchemoukh (2012) (0,04 a 0,43 %) et Soria et al.
(2004) (0,003 20,99 %).

La variation de la teneur en cendres dépend de I’ origine botanique, de la saison et de la
composition minérale du sol (Belay et al., 2013). Les miels de saison séche sont plus concentrés en
minéraux gue ceux de saison de pluie. En saison seche, le sol est plus concentré en ééments
solubles disponibles aux plantes butinées (Mbogning et al., 2011).

1.4 Protéines

Les protéines du miel proviennent du nectar, des sécrétions d’abeilles ou des grains de
pollen (Won et al., 2008). White (1962) a rapporté que les miels convenablement récoltés sont
pauvres ou trés pauvres en proténes.

Les miels anaysés présentent des teneurs en protéines alant de 34,99 a 137,82
mg EBSA / 100 g avec une moyenne de 82,42 + 1,65 mg EBSA /100 g (figure 07). Ces résultats
sont similaires a ceux obtenus par Y ucelne et Sultanoglu (2013) pour les miels de Hatay (13 a 115
mg EBSA / 100 g) et distincts de ceux rapportés par d’ Ozcan et Olmez (2014) pour les miels de
Turquie (60 2106 mg EBSA / 100 g).

Le miel M06 de Barbacha (Béjaia) est le plus riche en protéines et sa teneur présente une
différence significative par rapport a celles des autres échantillons de miel. Ceci peut étre expliqué
par la présence d une concentration élevée du pollen dans ce miel et al’ origine botanique.

Selon les teneurs en protéines, les miels analysés sont classés par ordre décroissant :

M6 =M1 >M8>M7>M3 >M5=MI10>MI18>MI17>MI2>M9 >M4>M15=M2=MI14>
M13=M16 >M20 > M19 > M11 (p < 0,05).

Gonnet (1985) a rapporté que lors de I'extraction manuelle par pression des géateaux de cire,
guelques larves d'abeilles ains que des pollens sont trés souvent écrasés, augmentant ains la
concentration des protéines dans ce miel.

Lavariation de la composition en protéines dans les miels analysés peut étre expliquée par la

variation de la quantité de pollens, al’ origine florale et de laforce des colonies d’ abeilles.
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1.5Proline

L’acide aminé proline est un parametre biochimique trés important dans I'évauation
de lamaturité du miel ainsi que la détermination de son authenticité (Guler et al., 2007). La proline
découle principalement des sécrétions salivaires des abeilles ouvriéres lors de la transformation du

nectar et/ou du miellat en miel, et tire son origine du pollen (Ouchemoukh, 2012).

Les échantillons de miels analysés présentent des taux de proline qui varient de 731,27
(M11) a 3730,90 mg/kg (M3) avec une moyenne de 2139,98 + 51,26 mg/kg (figure 08). Ces taux
sont largement supérieurs a 180 mg/kg limite minimale proposée par Bogdanov et al. (1999). Ces
résultats indiquent la maturité des miels analysés et |’ absence d’ adultération. La moyenne obtenue
est supérieure a celle rapportée par Meda et al. (2005) sur les miels de Burkina Faso (910 + 267,9
mg/kg), et elle est similaire a celle trouvée par Khalil et al. (2012) sur les miels Algériens (2131,47
+ 0,90 mg/kg).

Les variations des teneurs en proline peuvent étre attribuées a la force des colonies des
abeilles (Anklam, 1998 ; Hermosin et al., 2003).

1.6 Couleur

La couleur est un critere tres important pour la classification des miels dont elle refléte leurs
origines florales (Juszczak et al., 2009). L'intensité de la couleur est liée a la présence de pigments,
tels que les caroténoides et les flavonoides, qui sont connus pour avoir des propriétés antioxydantes
(Khalil et al., 2012).

La couleur des échantillons analysés varie de jaune mimosa au marron foncé. Les résultats
obtenus présentent des variations significatives allant de 0,250 (M11) a 1,778 (M3) avec une
moyenne de 0,930 + 0,008 (figure 09).

Une forte variabilité de la couleur des miels en fonction de leur origine florale est mise en
évidence (Crane, 1990). La couleur foncée des miels M3, M6 et M1 est probablement due a la
diversité de la végétation des régionsde Tavel, Barbacha et tizi adjissa, respectivement,
subséquemment une forte variabilité de leur composition chimique. Plus un miel est de couleur
foncée, plus sa teneur en phénols totaux, en minéraux et en acides est élevée (Ouchemoukh et al.,
2010). En effet, la couleur des miels étudiés présente une corrélation trés hautement significative
avec la conductivité éectrique (r = 0,54), ainsi, cette conductivité éectrique est en corrélation tres
hautement significative avec le pH (r = 0,47) (annexe I11). Ces résultats sont en accord avec ceux
rapportés par de Corbella et Cozzolino (2006); et celui de Ouchemoukh (2012).
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Figure 08 : Teneurs en proline des échantillons de miels analysés.
Chaqgue valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des | ettres différentes présentent

des différences significatives.

Figure 09 : Couleur des échantillons de miels analysés.
Chaqgue valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des | ettres différentes présentent

des différences significatives.

Page 36



Résultats et discussion

La couleur du miel est influencée par les composés phénoliques et en particulier les
flavonoides impliqués dans les phénomenes de brunissement (Amiot et al., 1989). En outre, la
couleur présente une corrélation tres hautement significative avec les composés phénoliques totaux
(r=0,79) et lesflavonoides (r = 0,76).

1.7 Pouvoir rotatoire

En généra, les miels de miellat sont dextrogyres; ceux du nectar sont |évogyres
(Ouchemoukh, 2012). Tous les miels analysés sont Iévogyres, sauf le miel M12 qui est dextrogyre
(6,46). Les résultats du pouvoir rotatoire des autres échantillons de miels (14) varient de -18,46
(M5) a-2,07 (M2) avec une moyenne de -6,42 +0,25 (tableau I1).

Tableau Il : Pouvair rotatoire des miels analyseés.

Echantillon | Pouvoir rotatoire | échantillon | Pouvoir rotatoire | échantillon | Pouvoir rotatoire
M1 -9,23+ 0,04 M6 -9,49+ 0,35 M12 +6,46 + 0,32
M2 -2,07+£0,24 M8 -5,46 + 0,20 M13 -6,26 + 0,11
M3 -4,25+ 0,16 M9 -6,30 £ 0,55 M17 -5,70 £ 0,27
M4 -3,34 £ 0,22 M10 -3,91+ 0,33 M18 -6,83+ 0,15
M5 -18,46 + 0,76 M11 -4,49 + 0,04 M20 -4,10+ 0,10

Pour un mélange contenant plusieurs substances actives dans un solvant inactif, le pouvoir
rotatoire produit par ce mélange est égade a la somme agébrique des pouvoirs rotatoires
correspondant aux diverses substances actives considérées isolément (Medaet al., 2005).

Le miel de Tighremt (Béjaia) est dextrogyre et ceci peut étre expliqué par sa teneur plus
€levée en saccharose (dextrogyre) par rapport au fructose (Iévogyre).

En présence d'eau, le saccharose (dextrogyre) shydrolyse en se transformant en glucose
et en fructose. Cette réaction est catalysée par I'invertase naturellement présente dans le midl.
Au cours de cette hydrolyse, il y ainversion du sens du plan de polarisation de la lumiére polarisée
car le fructose est |évogyre.

Le miel de Chemini (Bégaia) est trés |évogyre par rapport aux autres miels. Ce résultat est

peut étre da au rapport tres éevé fructose/saccharose .

1.8HMF

La durée de vie de miel est établie dans e monde selon lateneur en HMF, car elle offre aux

consommateurs une garantie sur le miel acheté.
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Le mid frais ne contient pas, ou ne contient que des traces de HMF. Ce dernier est un
critére important pour |'évaluation du temps de stockage et de dommages causés par la chaleur
(Belay et al., 2013).

La teneur en HMF est un critére de qualité utilisé pour estimer le degré du vieillissement du
miel ou du traitement thermique, car les hexoses contenus dans les miels se déshydratent et se
transforment en HMF sous I’ effet du stockage et/ou de la chaleur. Son taux ne doit pas dépasser, en
général, 40 mg/kg (Ouchemoukh, 2012 ).

La teneur en HMF des différents miels analysés varie de 1,5 (M7) pour le miel de Bouaiche
(B&aia) a 34,73 mg/kg (M8) pour le mid d’ Adekar (Bgaia) (figure 10) avec une moyenne de
11,25 + 0,45 mg/kg. Ces résultats rentrent dans I’intervalle obtenu par Ozcani et Olmez (2014)
(0,38 mg / kg a 42 mg / kg) et Vit et al. (2009) (3,70 a 389,36 mg / kg). Néanmoins, ils sont
distincts de ceux rapportés par Belay et al. (2013) (0,00 41,71 mg/ kg).

Les résultats obtenus montrent la bonne qualité des miels étudiés et ils sont conformes a la

réglementation internationale.

2 Antioxydants
2.1 Polyphénolstotaux

La teneur en polyphénols est estimée par e protocole utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.
Ce dosage colorimétrique reste une méthode de routine pour la détermination de la concentration
des polyphénols totaux malgré le fait qu'il présente une faible spécificité (Ouchemoukh, 2012 ;
Silvaet al., 2013).

Les teneurs en polyphénols totaux enregistrées varient de 22 ,41 (M11) a 96,16 mg EAG/
100 g (M15) (Figure 11) avec une moyenne de 60,61 + 2,16 mg EAG/100 g. Les résultats obtenus
rentrent dans I'intervalle de valeurs rapportés par Silici et al. (2010) sur les miels de la Turquie
(0,24 a 141,83 mg EAG/100 g) et de Habib et al. (2014) sur les miels orientaux (30,81
a132,60 + 1,94 mg EAG/100 g). lls sont supérieurs a ceux obtenus par Lachman et al. (2010) pour
40 échantillons de miels tcheques (8,36 a 24,25mg EAG/100 g).

Les miels M1 Idjissen (Bgjaia) et M15 lImaten (B€jaia), récoltés dans différentes régions,
sont les plus riches en polyphénals, et leur taux présente une différence significative par rapport a
celui des autres miels (95,87 et 96,73 mg EAG /100 g, respectivement). Néanmoins, le miel M11

enregistre lateneur la moins élevée en composés phénoliques (22,41 mg EAG /100 g).
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Figure 10 : Teneurs en HMF des échantillons de miels analysés.
Chaque valeur représente la moyenne * écartype (n = 2). Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.

Figure 11 : Teneurs en polyphénols totaux des échantillons de miels analysés.
Chague valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des lettres différentes présentent

des différences significatives
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Les échantillons de miels M13 (Timezrit) et M6 (Barbacha) ne sont pas de la méme région,
mais ils contiennent la méme proportion en polyphénols totaux (p < 0,05).

La variation de la teneur en composés phénoliques totaux du miel est duea l'origine
botanique. En effet, la principale source de polyphénols apportés par I’ abeille provient des nectaires
et des sécrétions vegeétales (Cimpoiu et al., 2013). L’année de la récolte et I’ environnement de la
ruche influencent également sur la concentration en composés phénoliques totaux (Aljadi et
Kamaruddin, 2004). Selon Toor et Savage (2006), la température de conservation a un effet auss
sur ces composés. Un milieu chaud favorise I’ augmentation de la teneur en polyphénols totaux qui
résulte de I’augmentation du nombre de groupement hydroxyles libres, provenant des flavonoides
glycosylés. Selon ces mémes auteurs, ce milieu permet I'inactivation  des polyphénols-oxydases
(enzymes qui oxydent les polyphénols). Ceci n’est pas constaté dans la présente étude. En effet, les
miels M16 et M17, récoltés dans des régions chaudes, El-taref et Guelma, respectivement sont

MOiNs riches en ces composés.

Généralement, le contenu des miels clairs en composés phénoliques est inferieur acelui  des
miels foncés (Jasicka-Misiak et al., 2012) , ce qui est confirmé par la présente étude car le miel de
Assif  hammam (Bégaia) (M9) a une faible teneur en phénols totaux et une couleur jaune tres
claire, tandis que, les miels (M3) et (M6) ayant une couleur marron foncée sont riches en composes

phénoliques totaux.
2.2 Flavonoides

Les flavonoides possedent plusieurs activités biologiques; anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et antioxydantes (Cushnie et Lamb, 2005 ; Ghedira, 2005; Kuguk et al., 2007; Liu
et al., 2013).

Le taux des flavonoides des différents miels analyses est compris entre 8,90 (M11) miel
de Tigzirt (Tizi-Ouzou) et 80,02 mg EQ/ 100 g (M3) miel de Tissa (Bgaia) (Figure 12) avec une
moyenne de 43,14 + 1,66 mg EQ/ 100 g. Ces résultats sont difféerents de ceux rapportés par
Pichichero (2011) sur les miels Italiens (6,73 £ 0,34 416,43 + 0,82 mg EQ / 100 g), Ouchemoukh
(2012) sur des miels Algériens (0,30 a 35,61 mg EQ / 100 g) et Habib et al. (2014) sur des miels
orientaux (12,76 £ 0,74 2 109,49 + 0,99 mg CE/100 g).

Selon I'analyse de la variance, les miels analysés sont classés par I’ordre décroissant
suivant :

M3 =M15>MI10=MI > M6 >M16 > M7 > M5 >MI2>Ml14 =M13 =M4 >MI8 >
M17 > M2 >M20 > M8 >MI19 =M9 >Ml1 (p<0,05) (figure 12).
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La teneur en flavonoides des miels M3, M15 est la plus élevée qui présente une différence

significative par rapport a celle des autres miels.

Les miels M4, M13, M14, M17 e¢ M18 n’enregistrent pas de différence significative dans
le taux en flavonoides méme s'ils ont été récoltés dans différentes régions.

Les origines botanique et géographique et les conditions climatiques influencent sur la
teneur en flavonoides. Les contenu en flavonoides est supérieur dans les miels de climats secs
(Lachman et al., 2010).

2.3 Orthodiphénols

Les échantillons de miels analysés enregistrent des taux en orthodiphénols allant de 0,004
(M11) a 0,593 mg EAG / 100 g (M3) (figure 13) avec une moyenne de 0,31 + 0,009 mg
EAG/ 100 g.

Les miels M5, M15 et M1; M18 et M6; M20 et M19 et les miels M10, M12 et M14 ne
présentent pas de différences significatives dans leurs concentrations en orthdiphénols malgré le
faite qu'ils ont été récoltés dans différentes régions géographiques.

Les miels M9, M11 et M17 enregistrent la teneur la plus faible en orthodiphénols, 0,09 ;
0,07 et 0,004 mg EAG / 100 g respectivement.

3. Activités antioxydantes
3.1 Pouvoir antiradicalaire par DPPH

L'activité antiradicalaire, basée sur la réduction du radical DPPH, estime le taux de
neutralisation du radical par les constituants des échantillons de miels. Elle est tres utilisée du fait
de sarapidité et de sareproductibilité (Gulcin et al., 2003).

L’ activité antiradicalaire des échantillons de miels analyses varie de 33,4 pour le miel (M11)
a94,50 % pour le miel (M15) (Figure 14) avec une moyenne de 58,19 + 1,07 %. Ces résultats sont
différents de ceux rapportés par Al et al. (2009) sur les miels de Roumanie (35,80 a 64,83 %).

Les miels M18, M12, M7 et M20, récoltés dans des régions différentes, possedent la méme
activité antiradicalaire qui differe significativement de celles des autres miels.

L’ activité antioxydante d’un miel dépend de I’ origine florae, de la structure, la teneur et la
nature des composés phénoliques ainsi qu'a la présence d autres composés non phénoliques
(catalase, vitamines) ( Loo et al., 2008 ; Teixeiraet al., 2008 ; Ferreiraet al., 2009).
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Figure 12 : Teneurs en flavonoides des échantillons de miels analysés.
Chaqgue valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des | ettres différentes présentent

des différences significatives.

Figure 13 : Teneurs en orthodiphénos des échantillons de miels anaysés.
Chague valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des lettres différentes présentent

des différences significatives.
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3.2 Activitéantiradicalaire par I'ABTS

Le radica ABTS est largement utilise pour I'évaluation de I'activité antioxydante des
molécules biologiques. Ce test consiste sur la capacité des substances antioxydantes existantes
naturellement dans le miel de piéger le proton de I’ABTS™. L’ activité antiradicalaire par I'ABTS
des échantillons de miels analysés varie entre 44,52 (M11) et 97,95 % (M15) (Figure 15) avec une
moyenne de 76,11 + 1,07 % qui est similaire a celle obtenue par Wilczynska (2014) 79 % sur le
miel monofloral de sarrasin. Ces résultats different de ceux obtenus par Habib et al. (2014) sur les
miels orientaux (65,25 a 80,62 %).

Les échantillons de miels M1, M18 et M6; M2, M7, M17 et M4 possedent une activité

antiradicalaire similaire méme s'ils sont récoltés dans différentes régions geographiques.

Wilczynska (2014) rapporte que I’activité antioxydante est supérieure dans les miels
sombres et ' est |e cas du miel M15.

3.3 Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur du miel repose sur sa capacite de céder un électron en réduisant ainsi le
fer ferrique (Fe*) en fer ferreux (Fe**). Tous les miels analysés manifestent un pouvoir réducteur,
qui oscille de 9,71(M8) a 358 (M12) mg EAG/ 100 g (Figure 16) avec une moyenne de 172,79 +
2,87 mg EAG/ 100 g.

Les miels M2, M9 et M18 n’enregistrent pas de différence significative dans leur capacité
réductrice (P < 0,05) méme s'ils sont récoltés dans différentes régions géographiques. Ceci peut étre
expliqué par leur teneur similaire en polyphénols et flavonoides et/ou a d'autres agents réducteurs

présents a faible concentration.

3.4 Réduction du molybdate

La réduction du molybdate est un paramétre tres important dans |'évaluation de I'activité
antioxydante de miel, il se base sur la réduction du molybdéne (MOwn) en (MOw)) par les
antioxydants présents naturellement dans le miel, ce qui engendre la formation d’un complexe vert
(phosphate/MOv)) (Mcanalley et al., 2003). Les résultats obtenus montrent que les miels analysés
ont la capacité de réduire le molybdene, cette activité antioxydante varie de 17180,24 (M1) a
25591,69 (M15) mg EAA/ 100 g avec une moyenne (Figure 17) de 20030,10 + 272,82 mg EAA/
100 g.

LesmielsM11 et M20 ; M8 et M12 n’ enregistrent pas de différences significatives ceci est

peut étre dO alasimilarité de leur taux en antioxydants.
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Figure 14 : Activité antiradicalaire par le DPPH des échantillons de miels analysés.
Chague valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des lettres différentes présentent

des différences significatives.

Figure 15: Activité antiradicalaire par I' ABTS des échantillons de miels analysés.
Chague valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des lettres différentes présentent

des différences significatives.
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Figure 16 : Pouvoir réducteur des échantillons de miels analysés.

Chaqgue valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des | ettres différentes présentent
des différences significatives.

Figure 17 : Activité antiradicalaire par |e phosphomolybdate des échantillons de miels analysés.
Chaqgue valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des | ettres différentes présentent

des différences significatives.
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3.5 Pouvoir antioxydant deréduction ferrique (FRAP)

Le test de FRAP a démontré une grande différence de profil de réduction des antioxydants
des différents miels. Les résultats varient de 12,10 (M8) a 139,43 mg EAG/100 g (M15) (Figure 18)
avec une moyenne de 42,84 + 0,41 mg EAG/100 g. ils sont différent de ceux obtenus par Lachman
et al. (2010) sur les miels tcheques (29,5 a 77,6 mg EAA/100 g).

Les échantillons de miels anal ysés sont classés en ordre décroissant selon leur pouvoir de

réduction ferrique comme suit :

M15>M1>M18 > M17 >M12>M20 > M5=M6 > M14>M16>M3 > M13>M7>M2>
M19 > M4 >M10 > M11 > M9 > M8 (p<0,05) (figure 19).

Lesmiels M5 et M6 ; M8, M9 et M11 n’enregistrent pas de différences significatives méme
S'ils sont récoltés dans différentes régions géographiques.

3.6 Pouvoir chélateur du fer

Le pouvoir chélateur de fer est un paramétre tres important dans I’ évaluation des propriétés
antioxydantes des miels. Le miel entre en compétition avec la ferrozine, cette derniere forme des
complexes avec le Fe?* donnant une coloration violette foncée. La diminution de I’intensité de la

couleur violette refléte la capacité ché atrice de midl.

Le miel ala capacité de chélater les métaux de transition, ceci empéche la catalyse de la

décomposition d’ hydroperoxyde et les réactions de type Fenton (Dstmalchi et al., 2008).

Le pouvoir chélateur des échantillons de miel analysés oscille entre 3,17 (M1) et 77,28 %
(M12) (Figure 19) avec une moyenne de 41,03 + 1,26 %.

Les miels M11 et M17; M4, M8 et M2; M3 et M9 ; M16 et M10; M1 et M16; M15 et
M20 ne présentent pas de différence significative, ceci peut étre expliqué par leur teneur similaire
en agent chéateur du fer.
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Figure 18: Activité antiradicalaire par FRAP des échantillons de miels analysés.
Chague valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des lettres différentes présentent

des différences significatives.

Figure 19 : Chélation du fer des échantillons de miels analysés.
Chague valeur représente lamoyenne + écartype (n= 3). Les valeurs portant des lettres différentes présentent

des différences significatives.
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4. Corréations antioxydants et activités antioxydantes

La matrice de corrélation des échantillons de miels analysés indique une corrélation tres
hautement significative entre les teneurs en composés phénoliques totaux et flavonoides (r = 0,80)
(Annexe I11, figure 1). Ce résultat est en accord avec celui obtenu par Al et al. (2009), Suarez et al.
(2010) et Ouchemoukh (2012) avec des coefficients de corrélation de 0,84; 0,83 et 0,83,
respectivement. Ainsi, une corréation trés hautement significative est révélée entre les teneurs en
composés phénoligues totaux et les teneurs en orthodiphénols, les teneurs en flavonoides et les
teneurs en orthdiphénols dont |es coefficients de corrélations sont de 0,78 et 0,72, respectivement.

Les taux en antioxydants et les activités antioxydantes des échantillons de miels analysés
présentent des corréations trés hautement significatives. En effet, les taux moyens en polyphénals,
flavonoides et orthodiphénols sont les plus élevés dans les échantillons de miels M3, M5 et M15
qui correspondent aux régions, Tavel, Chemini et [Imaten (Béaia) et manifestent donc de meilleure
activité antioxydante. Cependant, le miel M11 de Tigzirt (Tizi-Ouzou) ne possede qu’une faible

teneur en ces composes, donc une activité antioxydante minime.

Une corréation trés hautement significative existe entre la teneur en composés phénoliques
totaux et I’ activité antiradicalaire des différents échantillons de miels analyses dont |es coefficients
de corréation sont de 0,87; 0,90 et 0,68 pour I’ABTS, le DPPH et FRAP, respectivement.
Ces corrdations confirment les résultats de plusieurs auteurs dont Aljadi et Kamaruddin (2004),
Bretta et al. (2005), ferreira et al. (2009), Lachman et al. (2010) et Ouchemoukh (2012) avec des
coefficients de corrélations de 0,86 ; 0,92 ; 0,92; 0,95; 0,98 et 0,80, respectivement (Annexe IlI,
figures2; 3 et 4).

Egalement les teneurs en composés phénoliques totaux présente une corréation trés
hautement significative avec le pouvoir réducteur (r = 0,57) (Annexe lll, figure 5), confirmant ains
les résultats de Fereirra et al. (2009) et Ouchemoukh (2012) dont les coefficients de corrélations
sont de 0,84 et 0,73, respectivement.

Les teneurs en orthodiphénols des échantillons de miels analysés indiquent une corrélation
tres hautement significative avec |’ activité antiradicalaire dont les coefficients de corréation sont de
0,82; 0,81 et 0,57 pour I'ABTS, le DPPH et FRAP, respectivement. Ainsi qu’avec le pouvoir
réducteur dont le coefficient de corrélation est de 0,49 (Annexe lll, figures 6 ; 7 et 8).

Une corrélation trés hautement significative est obtenue entre la teneur en flavonoides
et |'activité antiradicalaire des différents échantillons de miels analysés dont les coefficients de
corrélation sont de 0,73; 0,78et 053 qui correspondent a I’ABTS, le DPPH et FRAP,
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respectivement. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Al et al. (2009) et Ouchemoukh
(2012) avec des coefficients de corréations de 0,91 et 0,71, respectivement (Annexe |11, figures 9 ;
10 et 11).

Les taux en flavonoides des échantillons de miels analysés manifestent une corrélation tres
hautement significative avec le pouvoir réducteur dont le coefficient de corrélation est de 0,53
confirmant ains le résultat de Ouchemoukh (2012) (Annexe lll, figure 12).

Le pouvoir réducteur présente une corréation trés hautement significative avec I’ activité
antiradicalaire dont les coefficients de corrédations sont de 0,60 ; 0,60 et 0,48 qui correspondent
respectivement al’ ABTS, le DPPH et FRAP (Annexel I, figures 13 ; 14 et 15).

Les polyphénols ont |a capacité de piéger les radicaux libres et d’empécher la génération
de radicaux hydroxyles hautement réactifs, les coefficients de corrélations obtenus indiquent
gue les polyphénols contribuent a |’ activité antioxydante du miel. Ghldof et al. (2002), Silici et al.
(2010) et Wilczynska (2014) ont démontré aussi cette relation.

5. Corréation parameétres biochimiques et propriétés antioxydantes

Lacouleur enregistre une corrélation tres hautement significative avec [I'activité
antiradicalaire dont |es coefficients de corrélations sont de 0,67 et 0,68 qui correspondent al’ABTS
et le DPPH, respectivement (Annexe Ill, figures 16 et 17). Egadement, ce paramétre est lié
positivement au pouvoir réducteur dont le coefficient de corrélation est de 0,53 (Annexe I, figure
18).

Les taux des composés phénoliques totaux, des flavonoides et des orthodiphénols présentent
des corrélations trés hautement significatives avec la couleur ayant des coefficients de corrélations
de 0,79 ; 0,76 et 0,57, respectivement. Elles correspondent a celles obtenues par Isla et al. (2011),
r=0,95 et r = 0,98, respectivement (Annexe |1, figures 19 ; 20 et 21). L'intensité de la couleur est
liée a la présence de pigments, tels que les caroténoides et les flavonoides qui sont connus pour
avoir des propriétés antioxydantes (Khalil et al. 2012).

Naga et al. (2006), Zaibera et al. (2008), Brudznski et Miotto (2011) et Ouchemoukh
(2012) ont démontré que les miels de couleur intense ont des teneurs tres élevées en composes
phénoliques tandis que les miels de couleur claire n’en présentent que de faibles concentrations. En
outre, ils ont obtenu de bonnes corrélations entre les trois parameétres suivants: couleur, taux des
phénols totaux et activité antioxydante.

En général, plus un miel est de couleur foncée, plus sa composition chimique est riche et
donc des propriétés biologiques importantes (Ouchemoukh, 2012). En outre, la couleur présente des

corrdlations trés hautement significatives avec la teneur en protéine, le taux en proline et la
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conductivité éectriqgue dont les coefficients de corrélations sont de 0,73; 0,76 et 0,54,
respectivement (Annexe |1, figures 22 ; 23 et 24).

La conductivité électrique dépend de la teneur en déments minéraux et de l'acidité du miel
(Piazza et al., 1991). En effet la conductivité électrique présente une corréation trés hautement
significative avec le pH (r = 0,47) (Annexe lll, figure 25), ce dernier est en corrélation tres
hautement significative avec I activité antiradicalaire (r = 0,46 pour ABTS et r = 0,43 pour FRAP
mais pas avec le DPPH) (Annexe IlI, figures 26 et 27) et le pouvoir réducteur (r = 0,51) (Annexe
[, figures 28).

La matrice de corréation indique une corréation trés hautement significative entre les
paramétres biochimiques et les activités antioxydantes des échantillons de miels anaysés.
Les échantillons de miels M3, M5 et M15 qui correspondent aux régionsde Tavel, Chemini
et Ilmaten (B§aia) sont tres riches en composés phénoliques, orthodiphénols, flavonoides, cendres,
protéines et proline, donc ils manifestent une meilleure activité antioxydante. Cependant, le miel
M11 de Tigzirt (Tizi-Ouzou) n'en contient que de faibles concentrations, par conséquent,

il manifeste une activité antioxydante mineure.
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Conclusion

Le miel est un compose biologique tres complexe, d une tres grande diversité, ayant une

multitude de propriétés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan thérapeutique.

La présente éude a permis d’ évaluer les critéres de qualité de 20 échantillons de miel dont
lamgjorité proviennent de lawilaya de Béjaia et d’ autre sont récolté a Tizi-Ozou, El-taref, Guelma,
Médéa, Sétif, Bourdj Bou arreridj. En se basant sur |’évaluation de quelques parametres physico-

chimiques, ainsi que certaines activités antioxydantes.
L es résultats physi co-chimiques obtenus des miels anal yses sont variables :

L"humidité des échantillons du miel varient de 14,95 a 22,27 % la plupart de ces miels présentent
des teneurs en eau conformes a la limite maximale préconisée par la Commission Européenne
(20 %) al'exception de M6, M1, M13, M15, M10 et M8. Le pH est acide, il oscille entre 3,65
et 4,35. La conductivité éectrique est comprise entre 0,29 et 1,78 mS/cm. Les teneurs en protéines
et en proline oscillent de 34,99 a 137,82 mg EBSA /100 g et 731,27 a 3730,90 mg/kg,
respectivement. La couleur des miels analysés enregistrent des valeurs allant 0,25 a 177. Le pouvoir
rotatoire a permis de déduire que tous les miels analysés sont |évogyres, sauf le miel M12 qui est
dextrogyre (+ 6,45).

Les paramétres physico-chimiques sont influencés par de nombreux facteurs: nature des
végétaux butinés par les abeilles, la force des colonies d abeilles, la zone géographique, le climat

et les compétences de |’ apiculteur.

L es résultats obtenus concernant les antioxydants varient significativement entre les échantillons
de miels analysés. La teneur en polyphénols totaux est comprise entre de 22,41
a 96,16 mg EAG/ 100 g. Le miel M15, le plus riche en ces substances, présente également une
couleur foncée. Le taux en flavonoide oscille de 8,90 a 80,02 mg EQ/100 g et la concentration en
orthodiphénols est comprise entre 0,04 40,59 mg EAG/100 g.

Le mied M1l présente le taux le plus faible en antioxydant (polyphénols, flavonoides
et orthodiphénols) et la couleur la plus claire. Ceci prouve I’ existence de corrélation entre ces deux

parametres.

Tous les miels analysés exercent des activités antioxydantes. Le pouvoir réducteur
et chéateur du fer , les activités antiradicalaires , la réduction du phosphomolybdate et du
FRAP varient de 9,70 a 358,00 mg EAG/100 g ,de 3,17 a 77,27 % , de 44,52 a 97,95 % avec
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I’ABTS, de 33,40 494,50 % avec le DPPH et de 17180,24 a25591,69 mg EAA/ 100 et de 1,2
a13,94 mg EAG/ 100 g, respectivement.

De nombreuses corrélations tres hautement significatives sont enregistrées entre les différents

parametres :

= entre les antioxydants (les polyphénols et les flavonoides, r = 0,80 ; les polyphénols
et les orthodiphénols r = 0,78) ;

= entre la couleur et les antioxydants(r = 0,79 avec les phénols, r = 0,81 avec
les flavonoides 0,76 et r = 0,57 orthodiphénals) ;

= entre les activités antiradicalaireset les polyphénols (r = 0,87 avec I'ABTS ;
r = 0,90 avec le DPPH et des bons coefficients de corréation avec les flavonoides,
r=0,73avec|’ABTS; r =0,78 avec le DPPH).

Ceci est confirmé par les miels d [Imaten, Bourdj bou arreridj et Tizi adjissa qui présentent
des teneurs élevées en antioxydants et les meilleures activités antioxydantes par rapport aux autres

échantillons de miels.
Les résultats de la présente étude méritent d’ é&tre complétés, il serait intéressant :

v’ D’éudier dautres parameétres physico-chimiques a un nombre d échantillons plus
important.

v' D’identifier les différents antioxydants par des techniques plus performantes (RMN, HPLC
et CG-MS).

v D’éudier I activité antibactérienne du miel, tout en déterminant la concentration minimale
inhibitrice.

v' D’effectuer des contréles dans le but de rechercher d’éventuels contaminants permettant
ainsi de déterminer laqualité de ces miels contrélés;;

v' Defaredestestsin vitro et/ou in vivo afin d’ étudier les différentes propriétés thérapeutiques

(cicatrisation,...) desmiels Algériens.
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Annexel : Tablede CHATAWAY.

Annexel

Indicederéfraction

Teneur en eau

Indicederéfraction

Teneur en eau

a20°C (g/ 100 g) 420°C (g/ 100 g)
1,5044 13,0 1,4885 19,2
1,5038 132 1,4880 19,4
1,5033 13,4 1,4875 19,6
1,5028 136 1,4870 198
1,5023 138 1,4865 20,0
1,5018 14,0 1,4860 20,2
1,5012 14,2 1,4855 20.4
1,5007 14,4 1.4850 20,6
1,5002 14,6 1,4845 20,8
1,4997 14.8 1,4840 21,0
1,4992 15,0 1,4835 212
1,4987 152 1,4830 21,4
1,4982 154 1,4825 21,6
1,4976 15,6 1,4820 218
1,4971 158 1,4815 22,0
1,4966 16,0 1,4810 222
1,4961 16,2 1,4805 22,4
1,4956 16,4 1,4800 22,6
1,4951 16,6 1,479 228
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 238
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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Annexe Il : Courbes d’ étalonnages
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Figure 1: Courbe d"étalonnage des protéines  Tigure 2: Courbe d'ctalonnage des polyphenols totaux
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Figure 3: Courbe d’¢talonnage des flanonoides Figure 4: Courbe d¢talonnage des orthodiphenols
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Figure 5: Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur Figure 6: Courbe d"¢talonnage de phosphomolybdate
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Figure 7: Courbe d’ é&alonnage de test FRAP
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Figure 7 : Corrélation entre les orthodiphénols et I'activité Figure 8 : Corrélation entre les orthodiphénols et la FRAP.
antiradicalaire par le DPPh.
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Figure 10 : Corrélation entre les flavonoides et I'activité

Figure 9 : Corrélation entre les flavonoides et I'activité
antiradicalaire par I'ABTS.

antiradicalaire par le DPPH.




Annexelll



Annexelll




Annexelll

“% / &=
W =

1,00 £ 8 20,00
£

D,U'U T T T { 0,00 T T 1

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 3,60 3,80 4,00 4,20 4,40
Conductivité électrique EnS/cm] pH
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AnnexelV : Corrélations significatives marquées ap < 0,05 ; p < 0,01 et p < 0,001.

Corrélations significatives marquees & p < 05000
=60 {Suppression des observ. a VH)

COULEU CENDRE FERROZ FLAVON
DEEH

PHOSPH P_| REDU RETATO PROLIN PROTEI
BRIX | CP [CE_MS FRAF | HMF IR |ORTHO| FPH T_EAT
-.07 .87 .34 ,6? ,34 91 —,38 ,?3 LAl =07 - 06 .82 .46 ,25 ,ED ,Dl ,44 41 06

COULEUR JB7 | - 16 .79 J54 1,00 54 JBB | - 43 .76 L6 | =21 =17 57 J15 - 14 JB3 -.19 .76 .73 .17
CENDRES L3 -0l .37 1,00 LS54 01,00 .39 02 .3t Jle | -2 - 02 .25 JA7 =25 L5000 -.09 .25 .35 02
DEEH L9l =17 .90 .38 .68 .39 1,00 | -.56 .78 L0 =03 -17 .81 .33 .36 B0 .01 .38 .43 .17
FERROZIN | - 38 L24 | - 63 L02 -.43 J02  -56 0 1.00 ) - 62 - 3% -.04 .23 | =51 L4 -22 | - 0% -.08 -.08 .40 - 27
FLAVONOI L73 | =35 .80 el .76 .an L8| —.62 . . . . . . . . . . . .
FRAP L71 | =15 .68 16 .26 .16 ] J53 1,00 .26 -,15 57 .43 .44 .48 .23 | -.02 .10 .16
HMF | -.07 - 56 | -.01 | -28 -.21 -.28 -.03 -.04 12 L2600 1.000 -85 -.11 .08 J19 -.24 .23 | -.16 | -, 09 .60

IR | -.06 1,00 -.24|-02 -.17 -.02 -.17 L23 0 -3¢ -,15 -85 1,00 -.02 .04 - 09 .03 07 | -.23 | -36 0 -.98

ORTHO .82 | -.03 .78 .25 57 .25 L1 =51 72 L57 =11 -02 1,00 .25 J14 .49 .23 .36 .32 0%

PH 46 .05 b 47 .15 (47 .39 J14 .13 (43 -.08 04 .25 1,00 .28 51 J19 ) -.07 | - 14 - 08

| PHOSPHO .25 | =10 J15 ) -25 - 14 =25 L6 =22 07 44 .19 -.09 J14 .28 1,00 .03 .23 | =033 | - 26 08
P_REDUCT B0 04 57 50 53 50 JBO | - 09 53 J48 -, 24 .03 .49 51 L03 ) 1.00 .03 .an J16 | - 04
RETATOIR 01 Lo | -.01 ) -0% -.19  -.09 L0l -.08 12 .23 .23 .07 .23 .18 .23 L03 1,00 -.26 ) -.30 -.02
FROLINE L4 =23 51 .25 .76 .25 L38 | -.08 J43 - 02 -.16 -, 23 L3607 -.33 L300 .26 [ 1,00 .68 .21
PROTEINE L4l | - 36 57 .35 73 .35 J43 | - 40 52 L0 -.0% 0 - 36 L322 =14 - 26 L1 - 30 JBE 1,00 .36
T_EAD J06 | - 88 .24 .02 .17 02 17 =27 .38 .16 LGB0 - 98 .05 | -.08 08 -.04 -.02 .21 J36 ) 1.00

Figure1l: Corréations significatives marquéesap < 0,05.
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Suite Corrélations significatives marquees & p < 01000
= " |W=60 (Suppression des ocbserwv. & VH)

COULET|CENLRE] FERROZ FLAVOH| PHOSPH E_] REDU RETATO PROI.IN PROTEI
Variable BRIX | CP |CE M5 i3 S DEEH 0I FRAF | HHMF IR [ ORTHO T_EAT
-. 07 87 .34 67 34 L9l —,38 .73 L7107 | -.06 a2 06

COULEUR .67 | -.16 .79 .54 01,00 .54 LB | -, 43 .76 .26 =21 =17 .57 L15  - 14 R Y i L3 .17
CENDRES L34 - 01 .37 1,00 J54 1,00 .39 .02 .30 L6 28 -.02 .25 L47 =25 .50 -.08 .25 .35 .02
DEEH J91 =17 L] .39 .68 ,39 0 1.00 | - 56 .78 JA0 -.03 | =17 .81 .39 .36 60 01 .38 .43 .17
FERROZIN | - 38 .24 - 63 L0z | - 43 J02 | -56 1,00 - 62 -.38 - 04 .23 | -.51 L14 ) -,22 1 -, 09 .08 -.08 -.40  -.27
FLAVONOI .73 =38 1] .an .76 .3 L78 -.82 . . . . . . . . . . . .
FRAP .71 =15 .68 .16 .26 .16 L7000 - 38 L83 1,00 .26 -.15 57 .43 .44 .48 .23 | -.02 .10 .16
HMF | -.07 | -, 56 -,01 -.28 -.21 -.28 -.03 -.04 .12 .26 1,00 | - 55 -11  -.08 L9 -2 .23 | =16 -.09 LBD
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PHOSPHO .25 | =10 L5  -25 ) - 14 =25 L3 =22 07 44 .19 -.09 J14 .28 1,00 .03 .23 =33 | -.26 .08
P_EEDUCT .60 .04 57 .50 .53 50 L0 -.09 .53 .48 -2 ik .49 .51 .03 1,00 .03 .30 L16 | -, 04
RETATOIR .01 .06 -01 -09 -.19  -.09 .01 -.08 .12 .23 .23 .07 .23 .19 .23 L03 1,00 -.26 -.30 ) -.02

PROLINE J44 | =23 51 .25 .76 .25 .38 | -.08 43 =02 =16 =23 J36 | -.07 | -.33 .30 -.26 1.00 .68 .21
PROTEINE L41 | - 36 57 L LT3 35 L3 - 40 B2 L0 -09 ) - 36 L322 - 14 - 26 L1 -.30 JEE 1,00 =l

T_EAT .06 | -.98 .24 .02 .17 02 17 =27 .38 .16 L0 | - 98 .05 | -.08 (08 -.04 -.02 .21 J36 1,00

Figure 2 : Corréations significatives marquée ap < 0,01.

Corrélations significatives marquees & p < 00100
N=60 (Suppression des observ. a WH)

COULED] CENDRE FERROZ FLAVON
DPPH

Suite...

PHOSPH Bl REDU RETATO PROLIN PROTEI
Variable T_EAD

BRIX‘ CF ‘CE_MS FRAP‘ HHF ‘ IR ‘ORTHO‘ FH
—07 a7 . 71| - 06 | .8z | 4t

CE_MS L3 -0l L37 1,00 LS54 01,00 .39 02 .3t Ll | -.28 - 02 .25 JA7 =25 L5000 -.09 .25 .3k 02
COULEUR JB7 | - 16 .79 J54 1,00 54 JBB | - 43 .76 .26 | =21 -.17 57 J15 - 14 JB3 -.19 .76 .73 .17
CENDRES L3 -0l La7 1,00 LS54 01,00 .39 02 .3t Ll | -.28 - 02 .25 JA7 =25 L5000 -.09 .25 .3k 02

DEEH L9l =17 .90 .38 .68 .39 1,00 | -.56 .78 L0 =03 -17 .81 .33 .36 B0 .01 .38 .43 .17
FERROZIN | -.38 .24 | - 63 .02 -.43 L02 - 56 | 1.00 ) - 62 -.38 - 04 .23 =51 L1422 .09 -.08 -.08 .40 -.27
FLAVONOI L73 | -.35 .80 el .76 .an L8| —.62 . . . . . . . . . . . .

FRAP L71 | =15 .68 16 .26 .16 L0 -.38 J53 1,00 .26 -, 15 57 .43 .44 .48 .23 | -.02 .10 .16

HMF | -.07  -.56 | -.01 | -,28 -.21 -.28 -.03 -.04 .12 .26 01,00 -5 -.11  -.08 L1900 -2 .23 | -.16 | -, 09 .60

IR | -.06 1,00 -.24|-02 -.17 -.02 -.17 L23 ) -3¢ -.15 ) -85 1,00 -.02 .04 - 09 .03 07 | -.23 | -.36 -.98

ORTHO .82 | -.03 .74 .25 .57 .25 .81 | -.51 L7 57 0 -.11 —02 1,00 .25 (14 .44 .23 36 .32 .05

PH 46 .05 L3l 47 .15 (47 .39 J14 .13 J43 | - 08 04 .25 1,00 .28 51 J19 ) -.07 | - 14 - 08
PHOSFHO .25 | =10 J15 ) -25 - 14 =25 L6 =22 07 44 .19 -.09 J14 .28 1,00 .03 L23 | =033 -2 08
P_REDUCT B0 .04 57 .50 .53 50 L6000 .09 .53 S48 -.24 .03 .49 51 L03 0 1.00 .03 3o L6 | - 04
RETATOIR 01 Lo | -.01 ) -0% -.19  -.09 L0l -.08 12 .23 .23 .07 .23 .18 .23 L03 1,00 -.26 | -,30 -.02
PROLINE L4 =23 51 .25 .76 .25 .38 | - 08 L43 -.02 ) -.16 -, 23 L3607 -.33 L300 -.26 0 1.00 .68 .21
PROTEINE L1 | - 36 57 .35 73 .35 J43 - 40 52 L0 -.0% - 36 L322 - 14 =26 L1 -.30 JBE 1,00 .36
T_EAD J06 | - 88 .24 .02 .17 02 17 =27 .38 .16 LGB0 - 98 .05 | -.08 08 -.04 -.02 .21 L36 | 1.00

Figure 3 : Corrélations significatives marquées a p < 0,001.
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Résumé

Le but de cette étude consiste a la détermination de quelques propriétés physico-
chimiques (humidité, pH, conductivité éectrique, pouvoir rotatoire, les teneures en proline et en
protéines, couleur et HMF), des taux en antioxydants (polyphénols, flavonoides et orthodiphénols)
ans que I|'évauation de [I'activité antioxydante par 6 méthodes différentes (activités
antiradicalaires par I’ABTS et le DPPH, pouvoir réducteur et chélateur de fer, réduction de
phosphomolybdate et du FRAP) de 20 échantillons de miels Algériens récoltés dans différentes
wilayas. Les résultats obtenus montrent que la majorité des miels analysés sont conformes a la
légidation. L’ humidité et le pH les oscillent, respectivement, de 14,95 a22,27% et de 3,65 a 4,35.
La teneur en proline varie de 731,273 a 3730,90 mg/kg indique que les miels analyses sont
probablement authentique. Le taux en phenoles totaux, en flavonoide et en orthodiphenols varient
de 22,41 a 96,16 mg EAG /100g , de 6,3 280,02 mg EQ /100g et de 0,04 a 0,59 respectivement.
La mgorité des miels analysés sont lévogyres, a |I’exception du miel M12 qui est dextrogyre
(+ 6,45). Les miels analysés possedent des activités antioxydantes variables. Par exemple elles sont
comprises entre 33,40 a 94,50 pour I’ activité antiradicalaire avec le DPPH et de 44,52 & 97,95 pour
I’ABTS. Ces variations sont dues a I’ origine botanique des échantillons de miels analysés. De
nombreuses corrélations sont observées entre la couleur, les antioxydants et les activités
antioxydantes. Des corrélations trés hautement significatives sont observées entre les antioxydants
et les activités antioxydantes (r=0,87 entre polyphénols et ABTS; r = 090 entre
polyphénols/DPPH ; r = 0,68 entre polyphénolessFRAP) idem pour la couleur et les antioxydants
(r =067; r=2076et r = 057 pour les phenoles totaux, flavonoides, orthodiphenols
respectivement). Tenant compte de ces résultats, le miel constitue une source importante en
antioxydant et possede de multiples effets thérapeutiques.

Motsclés: Mid, Propriétés biologiques, Analyses physico-chimiques, Activités antioxydantes.
Summary

The purpose of this study is to determine some physico-chemical properties (moisture, pH,
electrical conductivity, optical rotation, the teneures proline and protein, color and HMF), rates of
antioxidants (polyphenols, flavonoids and ortho) and the evaluation of antioxidant activity by 6
different methods (ABTS radical scavenging activities and DPPH, reducing power and iron
chelator, reduced phosphomolybdate and FRAP) of 20 honey samples collected from different
provinces Algerians. The results show that the mgority of honeys analyzed are consistent with the
legislation. The humidity and the pH ranged, respectively from 14.95 to 22.27% and from 3.65 to
4.35. The proline content varies from 731.273 to 3730.90 mg / kg indicates that the analyzed honeys
are probably authentic. The ratio of total phenolics, and flavonoid orthodiphenols vary 22,41 to 96,
16 EAG mg/ 100g, 6.3 to 80, EQ 02 mg/ 100 g and 0.04 to 0.59 respectively. The mgjority of the
analyzed honeys are levorotatory, with the exception of honey which M12 is dextrorotatory
(+ 6.45). Honeys anayzed variables have antioxidant activities. For example, they range from 33.40
to 94.50 for the scavenging activity with DPPH and 44.52 to 97.95 for ABTS. These variations are
due to the botanical origin of honey samples analyzed. Many correlations were observed between
color, antioxidants and antioxidant activities. Very highly significant correlations were observed
between antioxidants and antioxidant activities (r = 0.87 between polyphenols and ABTS r = 0.90
between polyphenols / DPPH r = 0.68 between polyphenols / FRAP) same for color and the
antioxidant (r = 0.67, r = 0.76 and r = 0.57 for total phenolics, flavonoids, ortho respectively).
Taking into account these results, the honey is an important source of antioxidant and has many
therapeutic effects.

Keywords: Honey, Biological properties, physico-chemical analysis, antioxidant activities.
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