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Introduction générale

I ntroduction

La connaissance et |’ utilisation du miel par I’ homme remonte au temps les plus recul és
de son histoire, il fait partie indubitablement des aiments les plus anciens de I’ humanité. Cet
éixir précieux est élaboré par les abeilles de I’ espece Apis mellifera a partir du nectar des
fleurs aussi bien que du miellat. Le miel est une solution hautement concentrée en sucres, dont
les principaux sont le fructose et le glucose. Il renferme aussi une large gamme de composes
mineurs tels que les minéraux, les protéines, les vitamines, les acides organiques, les

flavonoides, les caroténoides,... (Azeredoet al., 2003).

L’impact des maladies infectieuses ne cesse de croitre dans le monde. Cela est di
géné&aement au phénoméne de |’ antiobio-résistance(Yoneyama et Katsumata, 2006). La
maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses bactéries ont
dével oppé une résistance ala plupart des antibiotiques ce qui a constitué un probleme de santé
important a |’ échelle mondiale. Par ailleurs, les risques et les effets néfastes des antioxydants
synthétiques utilises comme additifs alimentaire ont été questionnés au cours des derniéres
années (Badawyet al., 2004 ; Baltrusaityteet al., 2007 ; Yao et al., 2011).

Il semble donc important de trouver une alternative a I’ utilisation des antioxydants
synthétiques et des antibiotiques classiques. C'est ains que des études récentes s’ intéressent
aux vertus thérapeutiques de certains produits naturels, sachant que ces derniers ne présentent
pas généralement des effets secondaires.Le miel compte parmi ces produis les plus convoités.
En raison de ses vertus inhibitrices et thérapeutiques, de nombreuses études se sont

intéressees aux propriétés thérapeutiques du miel(Rozainiet al., 2004 ; Dunfordet al., 2010).

Par sa composition trés variée et selon son origine florale, le miel a d’ innombrables
applications et une action thérapeutiques tres variable (Brudzynski, 2006). Les importants
composes responsables de I'activité antioxydante sont les composés phénoliques totaux
(généraement les flavonoides et les acides phénoliques) dotés d’ un puissant effet antioxydant
et emprisonnent ainsi les radicaux libres néfastes (Siesset al., 1996). En outre, Il a éé
clarement démontré que plusieurs mécanismes sont impliqués dans les
propriétésantibactériennes du miel qui agissent en synergie, notamment I’ osmolarité, le pH
acidele systeme peroxyde d'hydrogene et la présence de facteurs phytochimiques,de

défensine-1 et de méthylglyoxal. De plus, de nombreux travaux scientifiques démontrentque
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Introduction générale

le miel présente des activités spécifiques favorisant les différentes phases nécessairesa la
cicatrisation et témoignent ains de son efficacité pour les traitements des brdlures, des
blessures infectées et des ulceres (Aljadiet al., 2004 ; Couquetet al., 2013 ; Vallianouet al.,
2014).

Dans le but d éviter la falsification et de conserver la qualité des miels, la commission
internationale du midl, créée en 1990 a standardisé certaines méthodes d’analyses du miel
(humidité, teneur en sucres, pH, proline, conductivité éectrique, Hydroxymeéthylfurfural
(HMF)...) (Bogdanov, 2002). Ces parametres sont utilises comme critéeres de qualité du
miel.Par ailleurs, Al-Mamaryet al. (2002) considérent aussi que les composés phénoliques et

I activité antioxydantedu miel sont des critéres de qualité.

Dans ce contexte s'inscrit ce présent travail de recherche dont le but principal est
I’ établissement des caractéristiques physico-chimiques de quelques échantillons de miels

Algériens et la détermination de leurs pouvoirs antioxydant et antibactérien.

Trois parties seront dével oppées dans la présente étude :

¢+ Présentation du miel dans saglobalité;

s Développement des protocoles utilisés (analysephysico-chimique, dosage en
antioxydants et la détermination du pouvoir antioxydant et antibactérien) sur
20 échantillons de miels;

% Présentation des résultats obtenus et leurs discussions.

A lalumiére des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront évoquées.
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Généralités sur le miel

Chapitre 1: Généralitéssur le miel
1. Définition

LeCodex Alimentaire(2001) et le journal officiel des communautés
européennes(2002)définissent le miel comme suit :
« Le miel est la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de I’ espece Apis
mellifera a partir du nectar des plantes ou des secrétions de parties vivantes des
plantes ou des excrétions laissées sur elles par des insectes suceurs qu’ elles butinent,
transforment en les combinant avec des matiéres spécifiques propres, déposent,
déshydratent, entreposent et laissent marir dans les rayons de la ruche».
La définition légale du miel est adoptée par plusieurs pays et vise la protection du

consommateur contre les différents types de fraudes susceptibles d' étre pratiqué.

2.0rigineset variétés

Les plantes melliferes produisent le nectar ou permettent la fabrication du
miellat par les homopteres, qui sont ensuite récoltés par les butineuses puis
transformés en miel. De ce fait, il existe plusieurs types de miels: miels de nectar et
miels de miellat (Sanz et al., 2005). Selon leur origine botanique les miels peuvent
étredivisésen :
2.1. Miels issus de nectar

Le nectar, qui est en général la source principale de miel, est le liquide sucré et
parfumé que les abeilles butinent au sein des fleurs. Cette substance sucrée est
produite par des organes propres aux végétaux a fleurs, dits nectaires. Ce sont des
structures glandulaires de petites dimensionsqui regoivent un canal acheminant la seve
de la plante. Les nectaires floraux ; le plus souvent situés a la base des fleurs, et les
nectaires extra-floraux qui peuvent se trouver sur les feuilles et les tiges (Bogdanov et
al.,2004; Marchenayet Bernard, 2007). Le nectar est un mélange composé d'eau, de
glucides dont le saccharose et divers autres produits. Les proportions des glucides

varient d’ une plante a une autre et influent sur laqualité du miel (Schweitzer, 2005).

Outre les glucides et I'eau, a de faibles quantités, le miel contient des acides

organiques (acides fumarique, oxalique, succinique, malique, etc.), des protéines
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notamment des enzymes, des acides aminés libres (acide glutamique, aspartique,
méthionine, sérine, tyrosine, etc.), composés inorganiques (phosphate), des alcal oides,
des phénols, de substances bactéricides... (Gardener et Gillman, 2001 ; Nicolson et
Thornburg, 2007 ; Bonté et Dismoliére, 2013). Chaque espéce végetale fournit un
nectar aux caractéristiques propres qui conférent au miel sa saveur et son
parfum.Selon, Diezet al.(2006), les miels de nectar de fleurs peuvent étre divisés en
deux groupes :

e Mids monofloraux

Dupoint de vue théorique, un miel unifloral est un miel naturel, provenant
principalement d’ une seule espéce florale déterminée, tel que les mid d’ Eucalyptus et
d’'Oranger (Bogdanov et al., 2004). Dans la nature, de tels miels peuvent étre
considérés comme exceptionnels, puisqu’il est impossible d obtenir un miel
monofloral a 100%, car |’ abeille garde toujours sa liberté de butiner ou bon lui semble
(Nazarianet al., 2010).

Pour fabriquer 1kg de miel, les abeilles doivent butiner des millions de fleurs
afin de recueillir suffisamment de nectar, ce qui est impossible pour les miels
monofloraux. Cependant, lorsque la proportion des grains de pollens d une seule
plante représente plus de 45% de I’ensemble du pollen, le nom de cette plante est

donné au miel (Bonté et Desmouliere, 2013).

= Midsmultifloraux

Appelés parfois 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 (Barbara, 2009). Les miels polyfloraux ne sont pas susceptibles d’ avoir
une appellation florale, ce qui ne les empéche pas de pouvoir prétendre a une

excellente qualité (Bonté et Desmouliére,2013).

2.2. Mids issus demidlat

Le miellat est produit par les homoptéres vivant sur les plantes, telles que les psylles,
cochenilles et pucerons, qui émettent des secrétions sucrées, recueillies par les
abeilles au méme titre que le nectar des fleurs (Barbara 2009; Codex
alimentarius,2001). Il est aussi émis a travers les orifices stomatiques des feuilles
lorsgue | été est tres sec (Biri, 1986).
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Ces insectes munis d' un appareil buccal, piqueur suceur, prélevent la lymphe
veégétale dont ils se nourrissent en perforant la plante qui les abrite (Bruneau, 2004). |1
est plus dense que le nectar, plus riche en azote, en acides organiques, en minéraux et
en sucres complexes (Bontéet Desmouliére, 2013).Le midlat tire son nom de la
présence de mélézitose ; un trisaccharide contenu dans le miellat, formeé dans le tube
digestif de ces insectes. Il sert a estimer la présence de miellat dans le miel, s sa
teneur est supérieure a 0,5¢9/100g, on peut admettre que le miel contient du miellat
(Bogdanov, 2005). Ces différentes caractéristiques permettent d’ identifier les miels de
miellats (Rossant, 2011) (tableau I).

Il est difficile d observer les abeilles effectuer ce type de butinage. Il a été
montré qu’en présence d'une grande quantité de nectar, elles ddaissent le miellat.
Cependant, lorsgque les conditions climatiques sont défavorables, les miellatspeuvent

représenter une source nutritive intéressante pour |’ abeille (Rossant, 2011).

Tableau 1 :Principales différences entre miels de nectar et de miellat (Rossant, 2011)

Miel de Miel de

Parametres Lt nectar
pH 4,50 3,90
Minéraux (cendres) 0,58% 0.26%
Fructose+ glucose 61,60% 74%
Autres sucres exprimes en % des sucres totaux
Mélézitose 86% 0.2%
Raffinose 0,84% 0.03%
Maltose + isomaltose 9,60% 7,80%
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3. Elaboration et récolte

e FElaboration

Le premier stade de formation du miel consiste dans |’ aspiration du nectar ou
de miellat des fleurs par latrompe de I’ abeille butineuse, cette derniere effectue entre
20 et 50 voyages par jour, chacun demandant environ 15 minutes(Bruneau, 2002).Le
changement de la solution sucrée (nectar ou miellat) commence dga lors du voyage,
au cours duquel €elle est accumulée dans le jabot des abeilles (Huchet et al.,1996).

C’est dans son tube digestif que s'amorce la longue transformation du nectar
ou du miellat et leur donne son empreinte personnelle. Afin que |’ aspiration soit plus
facile, I'abeille dilue le nectar avec de la salive; mélange de sécrétions riches en
enzymes, provenant des glandes pharyngiennes(Marchenay et Bernard, 2007).

L es modifications physico-chimiques se poursuivent dés |’ arrivée alaruche. A
son retour, la butineuse régurgite sa charge, la passe aux ouvriéres, qui elless-mémes la
communiquent a d’ autres et ainsi de suite (phénomene de trophallaxie). D’ une abeille
a autre, la teneur en eau s abaisse en méme temps que le liquide s enrichit de suc
gastrique et de substances salivaires : invertase, diastase et gluco-oxydase(Marchenay
et Bernard, 2007).

Sous I’ effet de ces enzymes particuliéres, principalement la gluco-invertase, le
saccharosese transforme au niveau du jabot en glucose et fructose. Une autre enzyme,
la glucose-oxydase catalyse I’ oxydation de certaines molécules de glucose en acide
gluconique, ce qui confere au miel son acidité. Lors de cette réaction, du peroxyde
d’ hydrogene est également produit (Jean-Prost, 2005). La goutte épaissie est deposee
dans une alvéole. A ce moment 13, la solution sucrée transformée, qui contient encore
50% d'eau environ subit une nouvelle concentration par évaporation, qui seffectue
sous la double influence(L obreau-Callenet al., 1999):

v' Lachaeur régnante dans laruche et qui est d’environ 36 °C
v Laventilation assurée par le travail des ventileuses qui entretiennent un
puissant courant d’ air ascendant par un mouvement trés rapide de leurs

ales.

Lorsque le miel est mature et qu'il a atteint un faible degré d’ humidité (en

dessous de 20%), |a glucose-oxydase devient inactive et e produit se stabilise.
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Cest la que les abeilles ciriéres recouvrent les aveéoles a I’aide d une fine
couche de cire, imperméable a I’air, ce qui permet une longue conservation du miel
(Huchet et al., 1996;Marchenay et Bernard, 2007).Selon Emmanuelle (1996), la
guantité emmagasinée dans la ruche est largement supérieure aux besoins immediats

delacolonie, I'abeille possede un fort instinct de stockage.

e Récolte

Larécolte du miel peut se pratiquer deslafin de lamiellée (correspondant a une
période de production de nectar par la flore susceptible d'en fournir) quand les % des
alvéoles des rayons de cires sont opercul ées (Jean-Prost et al., 2005).

L'apiculteur retire les cadres de miel, mais en laissant aux abeilles les provisions
nécessaires pour qu'elles puissent nourrir les jeunes larves et éventuellement passer
I'hiver, si la saison est avancée. Apres avoir chassé les abeilles par enfumage, il
transporte les hausses dans la miellerie, et enleve les opercules al'aide d'un couteau a
désoperculer (Hochet,2002).Deux techniques sont exploitées pour extraire le miel
(Lobreau-Callenet al., 1999) :

v Par Pression;
v' Par centrifugation : soit par extracteur manuel ou électrique. Le miel est

ensuite recueilli dans un maturateur (Hochet, 2002).

4. Composition moyenne

Le miel est un produit trés complexe (figurel) dont la fabrication demande
plusieurs étapes et chacune d’ entre elles a une influence sur sa composition chimique
finale (Bontéet Desmouliére, 2013).

La composition quantitative de ce produitdorigine végétale (nectar) ou
animale (miellat) est soumise & de nombreux facteurs qu'il est impossible de maitriser,
telsque la nature de la flore butinée, celle du sol sur lequel pousse ces plantes, la race
des abeilles, le moment et le mode de la récolte(Jean-Prost et al., 2005). Ses
principaux constituants chimiques sont proches de ceux du nectar et du
miellat(Bogdanov et al.,2004).Ce produit de la ruche contient approximativement 181
composes (Al-Mamary et al., 2002).1l renferme principalement :




» desglucides (79.5%) ;
= eau (17%) ;

= Autres substances : 3,5%.
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Lafigure 1présente la composition moyenne du miel :

Divers 3,5 %

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

Acides aminés, protéines: leucine,

alanine, glycine,

lysine, proline, sérine...

Slsminéraux : K, Ca, Na, Mg, Fe, Cu, P...
vitamine : C, B (traces)

Enzymes : invertase, gluco-oxydase ...
Congtituantsfigurés : pollen, levures...

Facteurs antibactériens, arémes, pigments...

Diverssucres 1,5 %

Dextrantriose, erlose, isomaltose, kestose,
kojibiose, leucrose, maltutose, mél ézitose,
nigériose, raffinose, turanose.

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

4.1. Composants majeurs

4.1.1. Glucides

Les glucides constituent la partie la plus importante du miel (75 a 80 %)
(Bubaet al., 2013).La plupart de ces sucres ne sont pas trouves dans le nectar maisils
sont formés durant la maturation et le stockage du miel par I'abeille(Jeferey et
Echazaretta,1996). Parmi ces glucides:

v Des monosaccarides(environ 90% des sucres totaux)avec une prédominance
du fructose (ou lévulose) davantage que le glucose. Lateneur moyenne en fructose est
de 38% environ, elle est de 31% pour le glucose. |Is proviennent en grande partie de
I” hydrolyse du saccharose (présent dans le nectar ou le miellat) par I'invertase. (Bonté
et Desmouliére, 2013 ; Benoit, 2005)

v" Des disaccharides (ou diholosides). Ce sont principalement le maltose (7,3 %)
et le saccharose (1,3 %) (Bonté et Desmouliére, 2013).
v Des triet polysaccharides représentent 1,5a 8%, parmi eux citons: I'erlose, le

raffinose, le mélézitose, le kojibiose, ledextrantriose et le mélibiose(Bogdanov,2011).
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La teneur totale en fructose et glucose ne doit pas étre inférieure a 60 % d' un
miel de fleurs et 45 % pour d'un miel de miellat ou mélange de miel de miellat avec
du miel de fleurs. La teneur maximale du saccharose est fixée a 5% avec des
exceptions pour certains miels qui sont naturellement plus riches (Jusgu’ a 15% dans
le miel delavande)(Décret n°2003-587 du 30 juin 2003).

4.1.2. Eau

La teneur en eau est l'une des caractéristiques les plus importantes des

miels.Elle conditionne la conservation du produit, son poids spécifique et dans une
certaine mesure sa cristallisation et sa saveur. Cette teneur se situe la plupart du temps
entre 15-20g/100g de miel(Terrabet al., 2002 ; Bogdanov et al., 2004).
Selon le Décret n°2003-587 du 30 juin 2003, un miel est d autant plus fragile que sa
teneur en eau est élevée et au-dessus de 18%, |e dével oppement des levures n' est plus
inhibée (la teneur en levures augmente de 5 fois dans le cas d' un accroissement de la
teneur en eau de 1g/100g). Les teneurs en eau élevée sont a mettre au compte d’ une
récolte précoce et d’un climat humide. Les miels avec une teneur en eau de 15 a 18%
ont une bonne cristallisation, ceux dont la teneur est inférieure ou supérieure se
cristallisent plus lentement(Bogdanovet al., 2004).

4.2. Composants mineurs

4.2.1.Acidesaminés et protéines

Les substances azotées nereprésentent qu’une infime partie du miel il s agit
d’acides aminés libres et de protéines (0,26%) qui peuvent étre présents dans le
nectar, provenir des secrétions de |’ abeille et enfin appartenir aux grains de pollen
(Manyi-Loh, 2011; Benoit, 2005). Il Sagit essentiellement de peptones, des
albumines, des globulines et des nucléoprotéines (Bonté et Desmouliére, 2013).

Les recherches les plus récentes ont permis de mettre en évidence 16 acides
aminés libres différents, tels que la proline, I'histidine, I’alanine, la glycine ou la
méthionine (Meda et al., 2005; Bonté et Desmouliére, 2013). Parmi ces acides
aminés, la proline est considérée comme le principal acide aminé, sateneur
renseignesur la maturité du miel et peut servir a détecter des falsifications (Bogdanov
et al.,2004). Nous considérons qu'un miel est arrivé a maturité lorsgue sa teneur en

proline est supérieure a 183 mg/kg. Des valeurs plus basses indiquent généralement,
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un manque de maturité ou une falsification au moyen d’un nourrissement au sucre ou
un gout de sucre dans le miel. La proline est donc un critére d’ appréciation de la
maturation du miel. Des valeurs élevées en cet acide aminé sont typiques pour les
mielsde miellat (Medaet al., 2005).

4.2.2. Enzymes

De nombreuses enzymes se retrouvent dans le miel dont leur origine est double:
une partie d'entres ellesprovient du nectar ou du miellat et I'autre partie des
secrétions  salivaires des abeilles.Les enzymes sont les constituants les plus
importants du miel, les miels de miellats contiennent également les enzymes des
homopteres qui ont reetés ces midlats (Volvola et Elechovska, 2002).Les plus
connues sont la gluco-invertase qui est responsable de |’ hydrolyse desdisaccharides,
les amylases apha et béta (couramment appelée diastases)qui permettent la
dégradation de I’amidon, une catal ase, unephosphatase et une glucose-
oxydase qui transforme le glucose en acide gluconiqueet en peroxyde d’ hydrogéne
(Vorlovaet Ptidal, 2002 ; Serrano et al., 2007 ;Manyi-Loh, 2011). Ces enzymes sont
sensibles a un apport d’énergie (une température trop élevée ou I'influence de la
lumiere), elles se décomposent au fur e a mesure que se forme
I hydroxyméthylfurfura (HMF) (Benoit, 2005). Leur présence ou leur absence peut
servir d'indicateur pour déterminer les détériorations dues au stockage et au
surchauffage (Jeferey et Echazaretta, 1996 ; Benoit, 2005).

4.2.3. Lipides

De trés faibles quantités de lipides ont été isolées dans le miel, principa ement
les acides palmitiques, ol éiques et linolé ques.
La fraction lipidique du miel est tres faible et, n"a guére fait I’objet de
recherches (Jeferey et Echazaretta, 1996 ; Bonté et Desmouliere, 2013).
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4.2.4. Sels minéraux

Les matiéres minérales sont présentes en moyenne de 0,04 a 0,2% pour les
miels les plus courants, mais sont plus abondants dans les miels les plus foncés.Les
miels de miellats sont plus riches en sels minéraux que ceux de fleurs. Les sels de
potassium représentent a eux seuls prés de 50% des cendres (Lachman, et al., 2007 ;
Bonté et Desmouliere, 2013).Les ééments les mieux présentés dans le miel en dehors
du potassium sont : le calcium, le sodium, le cuivre, le magnésium, le chlore, le
soufre, le silicium, le fer ainsi que plus de trente oligo-éléments, qui N’ existent qu’'a
I état de traces, sont trouvés dans le miel(Lachmanet al., 2007).

Leur teneur dépend des plantes visitées par les abeilles ainsi que du type de sol
sur lequel elles poussent. Bien qu’habituellement considéré comme un produit
relativement « propre », le miel peut contenir des polluants présents en tres faible
guantité, comme le plomb et le cadmium. Le dosage de ces polluants constitue un bon
indicateur de la pollution de I’ environnement (Hochet, 2002 ; Bogdanov et al., 2004).

4.2.5. Acides organiques

La plupart des acides organiques du miel proviennent des nectars de fleurs ou
des transformations opérées par |'abeille (0.57 a 1,5 %). C'est I'acide gluconique,
dérivé du glucose, qui prédomine dans le miel, résultant de I'oxydation du glucose par
la glucose oxydase dans les miels dilués (Nafeaet al., 2013).

L'origine de I'acide gluconique serait également due a une bactérie appelée
gluconobacter, qui, lors de la maturation du miel, transformerait le glucose en acide
gluconique. Il existe aussi une vingtaine d acides organiques tels que les acides
acétique, benzoique, citrique, lactique, malique, oxalique et butyrique. Les lactones
assurent parallelement une fonction acide (Bogdanov et al., 2006 ; Manyi-Loh, 2011)

4.2.6. Substances aromatiques

Le miel renferme des substances aromatiques qui sont al’origine de I’aréme du
miel (Bogdanovet al., 2004). Il sagit d'acools, de cétones, d acides, d'esters,
d’ acétates et d'adéhydes. L’anthranylate de méthyle est trouvé comme indicateur
dumiel d'oranger. Les substances aromatiques jouent un réle important dans

I'appréciation sensorielle du miel et conservent le mieux si le miel est stocké au froid
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dans des récipients fermés. Cependant, suite a un chauffage, une part de ces
substances est anéantie (Sestaet al.,2008).

4.2.7Vitamines

Le miel est un aliment pauvre en vitamines, puisqu'il présente des teneurs qui
sont loin de couvrir les besoins de I'homme et ne comprend aucune vitamine
liposoluble (Vitamine A et D). Il sagit essentiellement de vitamines du groupe B et
occasionnellementde vitamine C (Bonté et Desmouliere, 2013). Les vitamines du
groupe B sont présentes dans le miel en microgrammes par 100 gramme de miel,qui
seraient apportées par le pollen. Ce n’est toutefois pas le cas pour la vitamine C qui
provient du nectar. Le miel de menthe (Menthaaquatica) a la particularité de contenir
de lavitamine C (acide ascorbique) (Hochet, 2002).

4.2.8.Composeés phénoliques

L es composeés phénoliques sont des métabolites secondaires dont les principale

sources sont les secrétions vegétaleS (Al-Mamaryet al., 2002).

Des acides phénoliques (acides benzoliques et cinnamiques), flavonoides
(flavones et flavonones) sont identifiés en proportions tres variables (Al-Mamary et
al.,2002). Ces substances sont des antioxydants et dotés d’une activité antioxydante
(Marquele et al., 2005). Les flavonoides possedent des propriétés anti-oxydantes tres
intéressantes, car ils participent a la neutralisation des radicaux libres de |’ organisme.
Selon Bogdanov (2011), la quantité et le type de flavonoides varient selon la source
florale.Les phénols interviennent sur la coloration par I’intermédiaire des flavonoides

susceptibles de contribuer ala coloration jaune (Amiot et al., 1989).

Ouchemoukh (2012) a rapporté la présence de 30 composes phénoliques dans
les miels agériens. Par ailleurs les flavonoides les mieux représentés dans le miel
sont: la pinocembrine, la pinobanskine, la chrysine, la galangine, la quercetine, la
lutéoline et la kaempférol pinocembrin (Meda, 2005).
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4.2.9.Hydroxyméthyl- furfural (HMF)

Le principal critere d'évaluation mesurable de la qualité du miel est la

concentration en HMF. L'apparition de ce composé est le résultat de la déshydratation
des monosaccharides en hydroxyméthylfurfural: 5-(hydroxyméthyl)-2-furaldehyde
(HMF). Les miels frais ne contiennent aucune ou seulement des traces d HMF (le plus
souvent en dessous de 3 mg/kg). Cependant, cette molécule apparait au cours du
processus de vielllissement naturel du miel,I'excés de chaleur et un entreposage
prolongé sont des facteurses plus importants dans ce processus (Bogdanov et
al.,2004).
Dans le cas d'un stockage normal, les valeurs en HMF enregistrent annuellement une
augmentation d'environ 5 a 10 mg/kg. La durée du stockage ainsi que la température
sont les deux paramétres qui rentrent dans sa formation (Vorlova et Elechovska,
2002).

L’ analyse de la quantité d HMF est donc une excellente méthode pour apprécier
la qualité d'un miel, des valeurs d HMF supérieures a 40 mg/kg sont révélatrices
d’une perte de qualité. Dans les miels a bas pH (le miel de nectar), I’ augmentation de
la valeur d HMF est plus rapide que dans les autres miels (Bogdanov et al., 2004 ;
Vorlova et Elechovska, 2002).

Tableau 2: La durée nécessaire pour laformation de 40 mg HMF/Kg de miel en

fonction de latempérature de stockage (Bogdanov et al., 2004)

Température Durée pour la formation de 40 mg HMF/kg
(°C)

4 20-80ans

20 2-4ans

30 05-1an

40 1-2mois

50 5-10jours

60 1-2jours

70 6 - 20 heures
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4.2.10.Diver ses substances

Le miel renferme aussi, des grains de pollen, des spores, des algues
unicellulaires, des levures osmotoléranteset des champignons microscopiques. En
raison de la forte pression osmotique, les microorganismes qui parviennent dans le
miel ne peuvent pas s'y développer (Schiver, 2006).

5. Casparticuliersd’intoxication

Les cas d’intoxication au miel sont trés rares. |l faut cependant faire attention
auxespeces de plantes que butinent les abeilles (certaines sont a I’ origine de miels
toxiques) ainsiqu’ aux conditions d’ hygiéne lors de larécolte du miel (Becker, 2005).

5.1.Miels Toxiques

Il existe de tres rares cas d empoisonnement par le miel. Le plus souvent, il
S agit de miel provenant de plantes de la famille des Ericacées (Schweitzer, 20054). Il
existe des études sur les miels toxiques en particulier de White (1981), Culvenor
(1985) de méme que de Lampe (1988).

En effet, les principes toxiques de certaines plantes peuvent se retrouver dans le
nectar des fleurs et par consequent, dans le miel. Le constituant majoritaire
responsable de la toxicité est la grayanotoxine |, toxine contenuedans les
rhododendrons qui se retrouve dans le miel aprés butinage de cesfleurs par les
abeilles. Les symptémes observés une demi-heure a deux heures aprés ingestion de 1
a5 cuilléres a soupe de miel sont des sueurs, de |’ hypotension, de labradycardie, de la
diarrhée et des vomissements. Cette toxine est retrouvée dans certaines especes de
rhododendrons d’ Asie mineure (RhododendrumluteumetRhododendrumponticum), et
d’ Amérigue du Nord (Rhododendrum maximum)( Abdulkadiret al.,2006).

Dilberet al. (2002) ont décritun cas d’intoxication avec du miel de
Rhododendron en Turquie, chez un enfant de 8 ans, avec perte de conscience pendant
7 heures aprés |” arrivée aux urgences et apres I’ ingestion de seulement trois cuillerées
de ce mid, le Rhododendron est donc une plante a risque dans certaines régions du
monde.

Les miels de féverole (Fabasativa) peuvent étre toxiques (hémorragies internes)
pour les personnes alergiques a la plante, notamment au pollen (Abdulkadiret
al.,2006).

14



Généralités sur le miel

Bien que I’ environnement comprend de nombreuses plantes toxiques, les cas de
miels impropres a la consommation dans le monde sont tres rares. En effet, pour que
le toxigue soit en quantité suffisante dans le miel, il faudrait que les abeilles butinent
exclusivement des champs entiers de plantes toxiques. Les faits rapportés ne
concernent que de rares cas isolés (Bruneton, 1996 ; Abdulkadiret al.,2006) ).

5.2. LeBotulismeinfantile

Le botulisme est une maladie paralysante grave mais rare, causée par une
neurotoxine éaborée par une bactérie, le Clostridium botulinum. Le botulisme
infantile est laforme la plus fréguente et elle pourrait étre responsable de certains cas
de mort subite. Les cas de botulisme sont tres rares en France, souvent dus a des
souillures de plaie. Cependant, le botulisme infantile est souvent associé a la
consommation de miel de fabrication artisanale (Becker, 2005).

Le miel est susceptible de contenir des spores de Clostridium botulinum,
bactérie présente dans I'environnement, le sol et les poussieres.Dans une actualité du
14 mai 2010, I'AFSSA (Agence francaise de securité sanitaire des aliments) rappelle,
conformément aux recommandations de I'OMS (Organisation mondiale de |a santé),
gue la consommation du miel est déconseillée aux nourrissons de moins de 12
mois.En cas dingestion de spores de Clostridium botulinum, les défenses
immunitaires du nourrisson ne sont passuffisantes pour empécher la germination des
spores bactériennes et la production de la toxine botulique. Cette toxine entraine des
symptémes de constipation, faiblesse générale avec perte de contréle des mouvements
delatéte et paralysie musculaire (Beretaet al., 2004).

Deux modes de contamination du miel peuvent étre envisages : par les abeilles
et par I’ apiculteur. Les butineuses sont en effet susceptibles de ramener ala ruche des
gpores de Clostridium botulinum, présentes dans la poussiére ou dans
I'environnement. La contamination humaine est également possible par défaut
d’ hygiéne apicole, lors de la manipulation des cadres par |’ apiculteur, lorsque les
hausses sont posées a méme le sol ou lorsque le matériel d extraction ne répond pas

aux normes sanitaires par exemple (Becker, 2005).

Bien que le miel soit une solution supersaturée, il nN'est pas stérile. Lors des
usages thérapeutiques, 1a stérilité est nécessaire. Tout risque potentiel pour la santé di
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ala présence de microorganismes peut étre éiminé par une irradiation gamma du miel

sans perte de I’ activité antibactérienne (Beraet al., 2009).
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Chapitre 2: Propriétésdu miel

1. Caractéristiques physico-chimiques

Le miel présente selon I’ origine de la plante & partir de laquelle il a été fabriqué,
et sdlon la composition de ses sucres, des caractéristiques physico-chimiques
particulieres. Certaines participent a l'identification de I'origine florale d'un miel,
d'autres déterminent sa qualité et sa stabilité dans le temps (Joshi et al., 2000).
L’annexe Il du Décret n°2003-587 du 30 juin 2003 définit non seulement la
composition légale du miel, mais encadre aussi les paramétres physico-chimiques

légaux du miel.

1.1. Densité

Le miel a une densité relativement éevée qui est déterminée par densimétre.
Pour une teneur moyenne en eau de 17,2 % a 20° C, ladensité moyenne est de 1,42 et
varie généraement de 1,39 a 1,44 selon la nature des miels analysés. Un miel récolté

prématurément, moins mdr, aura une densité plus faible (Bagdonov, 2011).

1.2. Viscosité

Le miel est un liquide visqueux et sa viscosité dépend de sa teneur en eau, sa
composition chimique et de sa température (Descottes, 2004). La viscosité est tres
€levée a basse température et décroit rapidement lorsque la température augmente. A
35° C, tous les miels sont fluides (Bogdanov et al., 2004, Bogdanov 2011). Toutefois,
il existe des exceptions notamment pour certains miels qui ont une composition
particuliére « Une viscosité anormale. Par exemple, le miel de callune est thixotrope : au

repos, il est sous une forme gélatineuse suffisamment rigide (Garcia, 1986).

1.3. pH et acidité

La plupart des miels ont un pH relativement acide, il oscille entre 3 et 6. Les
miels de nectar ont un pH faible (de 3,3 a 4,0) tandis que les miels de midllat ont un
pH un peu plus éevé (de 4,5 a5,5) (Lequet, 2010 ; Bogdanov et al., 2011).
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L’ acidité des miels augmente sous I’action de la dégradation du glucose en
acide gluconique dont le taux augmente régulierement avec le vielllissement.
(Bogdanov et al., 2011). Les phénomenes de dégradation spontanée du miel lors de
son vieillissement naturel ou d un chauffage sont largement dépendants du pH au
moment de la mise en pot et font eux-mémes évoluer le pH (le miel s acidifie en
vieillissant) (Bogdanov, 2004 ; Décret n°2003-587 du 30 juin 2003).

1.4. Indicederéfraction et humidité

Il oscille entre 1,47 et 1,50 pour une teneur en eau de 13 2 18% a 20°C. Cette
propriété est d ailleurs utilisée pour mesurer la teneur en eau d’un miel en se référant
alatable de CHATAWAY. L’humidité du miel conditionne sa conservation : plus
ele est devée, plus le mid risgque de se fermenter (tableau 2) (Louveaux, 1985 ;
Huchet, 1999).

La limite légde fixée par la directive européenne CEE 2001/110 est de
maximum 20 %. Toutefois, |” humidité ne doit pas dépasser une teneur en eau de 18 %
(Daily, 2010).

Tableau 3: Influence de I"humidité et de la présence de levures sur le risque de fermentation
du miel (Lequet, 2010).

Teneur en eau Risque de fermentation en fonction du nombre de levures par
gramme de miel

Moinsde17,1% Aucun risque quel que soit le nombre de levures
Del7,1a18% Aucun risque si le nombre de levures est inférieur 21000
De18,1a19% Aucun risgue si le nombre de levures est inférieur a10
De19,1a20% Aucun risgue si le nombre de levures est inférieur a1l
Plus de 20 % Risgue de fermentation quel que soit le nombre de levures
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1.5. Conductivité électrique

La conductivité éectrique représente la capacité d'un corps a permettre le
passage du courant éectrique. Elle dépend de la teneur en minéraux et de |’ acidité du
miel. Plus dles sont éevées, plus la conductivité correspondante est élevée
(Bogdanov, 2011). Selon leur origine florale, les miels ont une conductivité variable.
D’une maniere générale, les miels de miellat conduisent beaucoup mieux le courant

gue les miels de fleurs (Lobreau-callen et al., 1999).

Du point de vue législatif, la conductivité doit étre supérieure a 800 uS/cm pour
les miels de miellat et de chataignier et inférieure a 800 uS/cm pour la majorité des

autres miels (Décret n°2003-587 du 30 juin 2003).

1.6. Pouvoir rotatoire

Les glucides comme beaucoup de molécules organiques possedent des carbones
« asymeétriques ». En solution, ces molécules ont la propriété de dévier la lumiere
polarisée, fréguemment déviée a gauche dans la plupart des échantillons ou, plus
rarement, a droite. Certains a droite comme le glucose et le saccharose, d'autres a
gauche (Fructose) et en raison de leur composition en sucres, tous les miels de nectar
possedent un pouvoir rotatoire lévogyre aors que c'est I’inverse pour les miels de
miellats qui sont dextrogyres. Effet, le pouvoir rotatoire est un excellent moyen pour
les différencier (Bogdanov, 2011).

1.7. Couleur

La coloration est une caractéristique physique importante des miels car elle est
en rapport avec leur origine florale ainsi qu’ avec leur composition. La couleur du miel
peut présenter une coloration d une trés grande variabilité qui peut aller d'une teinte
presque incolore ou blanche au brun sombre. Plus le miel est clair, moins il est riche
en minéraux et inversement. Le chauffage, le vieillissement ains que la lumiere

provoquent une intensification de la coloration du miel (Lequet, 2010 ; Oudjet 2012).

Les caroténoides, les composes phénoliques, les minéraux et les acides aminés

(tyrosine, tryptophane) sont responsables de la couleur du miel (Lequet, 2010).
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1.8. Hygroscopie

Le miel a tendance a absorber I"humidité de I'air. En effet, le fructose a un

grand pouvoir hygroscopique. Ainsi, un miel contenant 18 % d’ eau peut contenir au

bout de trois mois 55% s'il est exposé a une atmosphere humide (Islaet al., 2011).

Le tableau 4 illustre |es normes de certains paramétres physico-chimiques du miel.

Tableau 4: Normes pour certains paramétres physico-chimiques du miel selon le Codex

Alimentaire (2001) et le Journa Officiel des communautés européennes (2002).

Par amétres

Teneur en eau

Glucose et fructose

Saccharose

Sucres réducteurs

Aciditélibre
Teneur en HMF

Teneur en cendres

Conductivité électrique

Nor mes

Mielsen généra : <20 %

Mielsdefleurs: > 60 %
Miels de miellat ou mélangés avec des mielsde fleurs: > 45 %

Mielsen généra : < 5%

Mielsdefleurs: <65 %
Miels de miellats ou mélangés avec des mielsde fleurs: > 60%

Miels en généra : < 50 meg/kg
Miels en général : <40 mg/kg

Miels de nectar : < 0,6 %
Miels de miellat ou mélangés avec mielsdefleurs: < 1%

Miels de nectar : < 0,8 mS/cm
Mielsde midlat : > 0,8 mS/ cm
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2. Activitésbiologiques du miel

Le miel est non seulement un aliment, mais aussi peut étre considéré comme
un médicament, car il possede maintes propriétés biologiques (nutritionnelles,
antibactériennes, antioxydantes et thérapeutiques). Ces propriétés sont dues
essentiellement & sa composition qui est variable en fonction des plantes butinées, des

conditions climatiques et enviromentales (Lobreau-Callen et al., 1999).

2.1. Activité antioxydante

Les antioxydants jouent un réle important dans le métabolisme humain. Les
réactions biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux
libres initiant des réactions d’ oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les
cellules de notre corps, en les abimant et en accélérant le processus du vieillissement.
Normalement, le corps humain maintient I’équilibre entre les antioxydants et les
radicaux libres en produisant simultanément les deux types de substances dans le
processus métabolique. Le déséquilibre entre ces deux types de composés conduit a
un phénomene appelé stress oxydatif (Goodarzi et Khosravi, 2013). L’initiation des
phénomenes de réactions d oxydations en chaine dans I’organisme humain peut
conduire & des pathologies comme |'athérosclérose, le cancer, maadies cardio-
vasculaires, la cataracte, la dégénérescence musculaire, I’ altération de la cicatrisation
de la plaie et les maladies inflammatoires gastro-intestinales (Aljadi et Kamaruddin,
2004).

Un groupe important de composés phytochimiques; les polyphénolLs
(flavonoides et acides phénoliques) sont impliqués dans I'activité antioxydante du
miel. De nombreux phénols totaux ont été identifiés dansle miel :

v’ Les flavonoides tels que I'apigénine, la pinocembrin, la kaempférol, la
guerceétine, la galangine, lachrysine, I hespéritine et la myricétine.

v Les acides phenoliques tels que les acides caféiques, féruliques, ellagiques,
vanilliques, coumariques, chlorogéniques et  cinnamiques (Gheldof et
Engeseth, 2002 ; Rakha et al., 2008 ; Ouchemoukh, 2012 ; Valianou et al.,
2014).

En plus de polyphénols, d'autres constituants sont connus pour contribuer a I'effet

antioxydant du miel. 1l sagit notamment des vitamines (C et E), des enzymes

21



Propriétés du miel

(catalase, peroxydase et glucose oxydase), des caroténoides et les produits de la
réaction de Maillard (Khan et al., 2007 ; Mandal et al., 2011). De nombreux
composants du miel, en particulier les flavonoides et des acides phénoliques,
contribuent de maniere significative a la capacité anti-oxydante, dont la plupart
fonctionne ensemble pour fournir un effet antioxydant synergique (Moussa et al.,
2012 ; Valianou et al., 2014).

De nombreuses études ont montré que I'activité antioxydante est fortement
corrélée avec lateneur en composés phénoliques, ainsi que le migl foncé a une teneur
plus éevée en composés phénoliques totaux et par conséquent une plus grande
capacité antioxydante (Al-Mamary et al., 2002 ; Aljadi et Kamaruddin 2004 ; Berreta
et al., 2005 ; Hotderna-Kedzia et Kedzia, 2006). La variation de cette activité
antioxydant présente dans le miel est due a la nature quantitative et qualitative des
phénols (Ita, 2011).

La capacité antioxydante du miel dépend de I'origine florale et géographique,
les conditions climatiques et le stockage de miel. La plus grande influence sur
I'activité antioxydante du miel est liée a son origine botanique (Frankel et al, 1998 ;
Al-Mamary et al., 2002; Gheldof et al., 2002a; Berettaet al., 2005).

Les chercheurs ont comparé, dans une étude publiée en Mars 2003, entre la
consommation de 1,5 g/kg du miel et la méme quantité du jus du mais. Ils ont
comparé l'effet de ces deux éléments sur l'activité anti-oxydative. Le contenu
plasmatique en antioxydants phénoliques était nettement supérieur apres
consommation du miel, par rapport au jus du mais (Schramm et al., 2003; Vallianou
et al., 2014).

2.2. Activité antibactérienne

Le miel a des propriétés antibactériennes connues depuis plus d' un siecle.
Quoigu’ utilisé dans de nombreuses cultures depuis des millénaires, son efficacité
avait été constatée sans reconnaissance de ses propriétés antibactériennes. Ceci n’est
pas surprenant puisque ce n'est qu' a partir de la deuxiéme partie du X1X®™ siécle que
la plupart des maladies ont é&é découvertes comme étant le résultat d'infection par
des micro-organismes (Assie, 2004).
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De nombreuses recherches ont été menées sur le miel de Manuka, qui a été
montré comme étant un agent antimicrobien efficace contre plusieurs agents
pathogénes humains, tels que Escherichia coli et Saphyl ococcus aureus (Lusby et al.,
2005 ; Visavadia et al., 2006 ; Sherlock et al., 2010 ; Schneider et al., 2012). D'autres
études ont démontré I'activité antibactérienne du miel contre: E. coli, (Adebolu, 2005;
Voidaou et al., 2011), Mycobacterium (Asadi-Pooya et al., 2003), Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline et les entérocoques résistants a la vancomycine
(Cooper et al., 1999 ; Allen et al., 2000 ; Cooper et al., 2002 ; Jenkins et al., 2012).

Tous les composants antibactériens du miel et ses vertus curatives continuent
de constituer une énigme pour les chercheurs (Bogdanov et Blumer, 2001). Bien que
tous les mécanismes impliqués ne soient pas totalement connus, aujourd’ hui certains

facteurs sont décrits (Kwakman, 2012).

2.2.1 Originedel’activité
2.2.1.1. Osmolarité

Le miel de I'abeille est une solution sucrée concentrée avec une pression
osmotique élevée (Bogdanov et al., 2004) 84% étant un mélange de fructose et de
glucose. La forte teneur en glucides confére au miel des conditions d’ hypotonicité
responsable de la lyse des membranes bactériennes entrainant d’ abord I’inhibition de
la croissance bactérienne avant d’induire leur lyse. De plus, |'eau disponible (18 %)
pour permettre la croissance de la plupart bactéries ou des levures est insuffisante
(Assie, 2004).

En effet, il est connu qu’ une osmolarité importante, induite par une forte teneur
en sucre, présente un effet bactéricide et favorise la cicatrisation (Archer et al., 1990).
D’ aprés Molan (1992), le miel a une basse activité de I’eau (a,) qui varie entre 0,56 a
0,62. Mescle et Zucca (1996) expliquent qu’ une basse a, provoque une diminution
du volume cytoplasmique (plasmolyse) de la cellule et perturbe les fonctions
métaboliques des germes pathogénes et inhibe totalement leur dével oppement.
D’ aprés Bogdanov et Blumer (2001), le miel agit d’ une maniére osmotique et
absorbe I’ eau vitale des microorganismes pathogenes. Ce qui provoque la plasmolyse
cellulaire puis la mort de la cellule microbienne (Theunissen et al., 2001). L’ effet

osmotique joue un réle fondamental dans I’ action antibactérienne du miel, toutefois
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un certain nombre de bactéries n’étant pas inhibée dans des milieux a faibles
coefficient hydrique (Molan, 1992).

2.2.1.2 Effet du pH

Une des caractéristiques du miel est son acidité avec un pH compris entre 3,2
et 4.5 (Bogdanov et al., 2004). Ce pH est suffisant pour inhiber la croissance de la
plupart des pathogénes car la majorité de ces micro-organismes préférent un pH
neutre ou légérement alcalin (Molan, 2001). A titre d’ exemple, la croissance d’E coli
N’ est possible qu'a un pH supérieur a 4,3, celle de Salmonella sp n’est possible gu’'a
un pH supérieur a 4 (Molan, 1999). Le pH du miel non dilué est un facteur
antibactérien significatif. Cependant, s'il est dilué, le pH peut ne plus étre assez bas

pour limiter la prolifération des bactéries.

D'autres études retrouvent la persistance d'une activité antibactérienne marquée
lorsgue le miel est neutralise. Malgré ces observations, ceci ne signifie pas que
I'acidité ne contribue pas a l'activité antibactérienne du miel (Bogdanov et Blumer,
2001 ; Elizabeth et al., 2013).

2.2.1.3 Inhibines

e Inihibines a activité peroxydique

v  Le peroxyde d'hydrogéene: Pendant une période, le peroxyde
d hydrogene (H>O,) a été considéré comme la principale inhibine contenue dans le
miel (Bogdanov et Blumer., 2001), il contribue d une fagcon importante a I’ activité
antibactérienne de la majorité des miels dits: « migls a activité peroxyde ». De
nombreuses études ont été réalisées pour apprécier le rdle du peroxyde d’ hydrogene
dans les effets antibactériens du miel (Brudzynski, 2006). Il sagit d'un trés bon
antiseptique, produit par réaction enzymatique. C’est la glucose-oxydase sécrétée par
les glandes hypopharyngiennes de I’ abeille lors de |a transformation du nectar en miel

gui permet laréaction suivante :
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La production d’eau oxygénée et d’ acide gluconique résulte de I’ oxydation de
I’eau et du glucose, produit continuellement quand le miel est dilué (Allen et al.,
2000).

L’ acide gluconique formé accroit I’ acidité du miel et lerend ainsi peu favorable
au développement de colonies bactériennes. Lors de I'application du miel, la
libération de peroxyde d’'hydrogene sopére d’'une facon lente et prolongée (Molan,
1992). De cefait, la catalase n’ est que faiblement activée et ne peut donc pas détruire
I’ activité antibactérienne du miel produite par le peroxyde d’ hydrogene. Ce peroxyde
d’ hydrogene a donc un meilleur potentiel antibactérien quand il est libéré par le miel

gue lorsqu’il est utilisé seul dans une préparation antiseptique (Assie, 2004).

e Inhibineaactivité non peroxydique

La découverte de miels dont I'activité antibactérienne persistait suite a une
exposition a la chaleur, a la lumiére ou a une incubation en présence de catalase a
conduit a I'introduction du concept de facteurs « non-peroxyde » et d activité
antibactérienne non peroxyde (Bogdanov, 1997 ; Wahdan, 1998). Contrairement a
I’activité peroxyde, I'activité non peroxyde requiert aucune dilution et est donc

efficace de fagon immédiate.

D’apres Bogdanov et Blumer. 2001, la maeure partie de I'activité
antibactérienne du miel non-peroxyde provient de I’abeille et  une partie mineure est

originaire delasource du miel (nectar ou miellat).

Le réle des inhibines non-peroxydes est tres important, car elles sont dans une
large mesure insensibles ala chaleur, alalumiére et aladurée de stockage (Bogdanov
et Blumer, 2001). Molan (2002) a affirmé la présence de plusieurs substances non-
peroxydes dans le miel en faibles quantités et qu'elles contribuent significativement a

I’ activité antimicrobienne. Les facteurs « non peroxydes » sont nombreux tels que le
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méthylglyoxal, la bee-defensin 1, des flavonoides et autres composes polyphénoliques
(Wahdan, 1998 ; Estevinhol et al., 2008).

v' Leméthylglyoxal (MGO) : Une activité antibactérienne non peroxyde
trés importante est mise en évidence pour la premiére fois dans un type de miel
particulier : le miel de Manuka (Leptospermum scorpium). Le Manuka est un petit
arbuste de 3 a 5 metres de hauteur qui appartient a la famille des myrtacées ; cette
famille est originaire d’Australie mais le Manuka est présent essentiellement en
Nouvelle-Zéande (Adams et al., 2008).

Pendant le stockage du miel, le MGO est formé par conversion non
enzymatiqgue de dihydroxyacétone (DHA) présent a des concentrations

particulierement élevées dans le nectar (Kwakman et al., 2012).

v' Composés phénoliques et flavonaoides : Les composés phénoliques et
les flavonoides sont des molécules dotées de propriétés antibactériennes trouvées dans

les plantes mais aussi dans le miel (Cushine et Lamb, 2005)

Ces composés du miel ont fait I’ objet de plusieurs éudes ou ils sont identifiés
et leurs activités antibactériennes évaluées (Estevinhol et al., 2008 ; Weston et al.,
2000), le thymol du thym (phénol connu pour ses propriété antiseptiques) (Botelha et
al., 2007), ou encore la pinocembrine (flavonoide identifié récemment dans une
douzaine de miels). L’ activité antibacterienne de la pinocembrine est caractérisée vis-
avis de Saphyloccocus aureus. Elle a été récemment détectée dans le miel de
tournesol (Botelhaet al., 2007).

D’ autres composés ayant une activité antibactérienne ont été identifiés dans le
miel mais ils sont cependant en quantité trop faible pour contribuer de maniére
significative a cette activité. Toutefois, des miels comme le miel de sarrasin, riche en
composes phénoliques (Van der Berg et al., 2008), présente généralement une activité
antibactérienne non peroxyde supérieure a celle de nombreux miels (Descottes ,
2009 ;Van der Berg et al., 2008).

v’ La défensine-1: Elle est présente dans tous les miels a treés faible
dose, de I’ ordre de 2 a 3 nanogrammes par gramme de miel. Elle est semblable aux 3
défensines 1 d'origine humaine : molécule de nature peptidique et a propriétés
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cationiques qui joue le réle d antimicrobien par agrégation et destruction de la cellule
hoéte, se comportant comme un véritable antibiotique peptidique (Kwakman et al.,
2010).

La défensine-1 est une protéine fabriquée par les glandes hypopharyngiennes
des abellles. Elle est présente dans tous les migls atrés faible dose. Chez I'homme, les
défensines constituent une famille de peptides antimicrobiens naturels largement
impliqués dans I'immunité. Elle est semblable aux défensines d’ origine humaine qui
congtituent une famille de peptides cationiques antimicrobiens, sont des petits
peptides, de masse moléculaire variant de 35 a 6 kDa, qui joue le réle
d’ antimicrobien par agrégation et destruction de la cellule héte. lIs possédent un large
spectre d’ activité antimicrobienne (Bactéries Gram+, Gram-, champignons et virus
enveloppés) (Couquet et al., 2013).

2.2.2. Spectreantibactérien desmiels

Un grand nombre d’ éudes explorant |’ activité antibactérienne du miel sur plus
de 70 especes in vitro on été publié depuis une trentaine d’ années (Molan, 1992 ;
Blair, 2009).

Dans une étude sur le spectre antimicrobien du miel, Efem et al., 1992 ont
isolé a partir d abces, de plaies infectées, de cellulites, différents pathogénes causant
des infections chirurgicales. IIs ont testé le pouvoir inhibiteur du miel sur des cultures
de ces pathogenes. Selon leurs résultats, le miel inhibe la croissance de la plupart des
bactéries en cause dans les plaies chirurgicales. Les especes les plus sensibles ont été
Streptococcus pyogenes, Saphylococcus aureus et Escherichia coli. Les autres
espéces telles que Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Proteus species, Clostridium welchii et Clostridium tetani sont également sensibles au

miel.

Une autre étude prospective réalisée al’ hépital de Calabar au Nigériaretrouve
un taux de plaies infectées de 13 % apres opération. Les germes les plus fréquemment
en cause étant S. aureus, E. coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae. Le miel sest
montré capable d'inhiber ces organismes y compris Pseudomonas aeruginosa malgré
qu'il n'ait pas été inhibé in vitro. Le miel est ains utilisé de fagon routiniére dans la
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prise en charge des plaies infectées post-opératoires du centre hospitalier universitaire
de Calabar (Efem et al., 1992).

2.2.3. Variationsdel’activité antibactérienne

Il existe une variation importante de I’ activité antibactérienne selon le type du
miel. En effet, certains miels voient leur efficacité accrue en raison de la présence
d’un composant phytochimique particulier (exemple : le methylglyoxa des miels de
Leptospermum australiens et néo-zélandais) (Adams et al., 2008 ; Mavric et al., 2008)
d’une grande quantité de composeés phénoliques et flavonoides (miel de sarrasin), ou
encore d un taux éleve de glucose oxydase ( Van den Berg et al., 2008).

Les traitements éventuels et e mode de conservation du miel doivent également
étre pris en compte. En effet, si un miel est choisi pour son activité antibactérienne
peroxyde, il faut s'assurer gu’il n’ait pas été pasteurisé et qu’il ait été conservé al’ abri
de la chaleur et de la lumiere pour éviter la dégradation de la glucose oxydase
(Dimins et al., 2006).

2.3. Propriétésthérapeutiques

Depuis des millénaires dga, le miel a été utilise dans la médecine populaire
dans de nombreux domaines, Aristote le recommandait pour soulager divers maux
(Bogdanov et Blumer, 2001 ; Paulus et al., 2012).

Le miel est non seulement une substance sucrée savoureuse, mais également
comme une partie de la médecine traditionnelle. 1l a été rapporté qu'il est efficace
contre les désordres intestinaux et la guérison des blessures (Gomez-Cravaca et al.,
2006).

Les propriétés cicatrisantes du miel tiennent a ses caractéristiques physiques,
chimiques et enzymatiques. Le miel par sa saturation en sucres entretient une pression
entraine une résorption de I’ cedeme péri Iésionnel et un appel local aux macrophages
qui favorisent le nettoyage des plaies. Il 'y a en plus une augmentation secondaire des
fibroblastes protecteurs producteurs de collagene qui favoriserait la bonne
cicatrisation (Attipou et al., 1998).
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Matériel e¢ méthodes

1. Echantillonsde midls

Vingt échantillons de miels sont récoltés dans différentes régions geographiques

d’Algérie. La magjorité de ces échantillons provient de la wilaya de Begjaia (tableau 5). Quatre

de ces échantillons (M1, M15, M16 et M18) sont collectés auprés des apiculteurs, un

échantillon (M6) provient du commerce et le reste des échantillons provient des apiculteurs

amateurs.

Tableau5 : Echantillons de miels analyseés (région, état, couleur).

Echantillonsde miel | Origines géographique | Etat couleur
M1 Begjaia (Barbacha) Cristallisé Jaune
M2 Begaia (Barbacha) Liquide Marron foncé
M3 Begaia (Boukhhiama) Cristallisé Marron
M4 Begjaia (Tazboudjt) Semi-Cristallisé | Marron foncé
M5 Begaa (Izoumam) Cristallisé Jaune
M6 Begaa (Tighremt) liquide Marron foncé
M7 Begaia (Aboudaw) Liquide Marron foncé
M8 Bejaia (Boukhlifa) Cristallisé blanc
M9 Begaa (Toudja) Cristallisé Marron
M10 Begaia (Amizour) Cristalisé Marron foncé
M11 Bejaia (Oued-Des) Cristallisé Marron
M12 Tizi-Ouzou Cristallise blanc
M13 Tizi-Ouzou Liquide Marron foncé
M14 Jijel Cristallisé Marron
M15 Blida Liquide blanc
M16 Chlef Liquide Jaune
M17 Séif Cristallisé Marron foncé
M18 El-Bayadh Cristallisé Marron
M19 Mila Cristallise Jaune
M20 Tizi-Ouzou Liquide Marron
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2. Analyses physico-chimiques
2. 1 Humidité

La teneur en eau du miel est la valeur déterminée par mesure optique de I’indice de
réfraction en se référant a une table standard a 20°C, selon la méthode rapportée par

Bogdanov et al. (1999).Une quantité de miel est introduite dans un bécher qui est placé dans

une étuve a 60°C afin de dissoudre les cristaux de sucres.

Apres homogénéisation, une quantité de miel est étalée pour couvrir la surface du
prisme du réfractometre Abbe, préalablement éaonné avec de I’eau distillée. L’indice de
réfraction ainsi que le brix sont lus apres quel ques secondes. La teneur en eau est obtenue par
correspondance alatable de CHATWAY (Annexe 1).

2.2 pH

Le pH est déterminé selon la méthode décrite par Bogdanov et al. (1999).Une quantité
de 2,5 g de miel est dissoute dans 25 ml d’ eau distillée et e pH est [u avec e pH-métre.

2.3 Conductivité éectrique

La conductivité électrique est déterminée selon la méthode décrite par Bogdanov et
al.(1997). Elle se fait dans une solution de miel & 20 % de matiere seche. Une quantité de miel
est pesee telle que M = (5 x 100) / MS (ou MS est la teneur en matiere seche de miel) puis
dissoute dans 25 ml de I’eau digtillé de tres faible conductivité (3,64 uS/cm). La cellule de
mesure du conductimetre est introduite dans la solution de miel. La vaeur de la conductivité

électrique est lue sur | appareil et les résultats sont exprimés comme suit :

CE (milli-Siemens/cm) = valeur mesurée—A
CE : conductivité électrique
A : (lavaleur mesuré x 0,032) x (T°-20°)
T° : Température ambiante de la mesure (dans notre cas elle varie entre 16 et 18°C)

0,032 : facteur de correction
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2.4 Hydroxyméthylfurfural (HMF)

Le taux en HMF est déterminé par la méthode de Bogdanov et al. (1997). Une masse
de 5 g de mid est dissoute dans 25 ml d’eau distillé. 2 ml de solution de carrez | (solution
d’ hexacyanoferrate |1 de potassium a 15%) et de Carrez 11 (solution d’ acétate de zinc a 30 %)

y sont additionnées.

Le mélange est transféré dans une fiole de 50 ml puis le volume est gusté avec de
I’eau distillée. Quelques minutes apres, le mélange est filtré avec du papier filtre Whatman et
les 10 ml du premier filtrat sont écartés. Ensuite, 5 ml du filtrat sont introduits a chaque tube a
essai, 5 ml de bisulfate de sodium sont additionnés a la solution de référence et 5 ml d'eau
distillée sont gjoutés a la solution d’ échantillon. Aprés homogénéisation |’ absorbance de la
solution d’ échantillon est lue contre celle de référence & 284 nm et a 336 nm. La teneur en
HMF est calculée selon laformule suivante :

[HMF](mg/kg)= (Ags-Aszs) X 149, 7 X 5 /W
A absorbance a 284 nm
Ass6: absorbance 2336 nm
W : masse en grammes de |’ échantillon de miel
149,7 = (126 x 1000x1000) / 16830 x 10 x 5 = constante
126 = poids moléculaire de HMF
16830 = absorptivité molaire £ de HMF & une absorbance de 284 nm
1000 = conversion de g en mg
10 = conversion de 5 450 ml
1000 = conversion de g de miel en kg

5 = poids nominal théorique de I’ échantillon
2.5 Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est déterminé selon la méthode de Bogdanov et al. (1997).C’ est
une méthode simple, basée sur la mesure directe par un polarimetre de solution aqueuse du
miel claire et filtré. Une masse de 12 g de miel est dissoute dans de I’ eau distillée.Un volume

de 3 ml de la solution d" hexacyanoferrate de potassium (15%) et 3 ml de la solution d’ acétate
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de zinc (30%) y sont gjoutés. Le volume est gjusté a 100 ml avec de |’ eau distillé et aprés 24h
les solutions sont filtrées. Lefiltrat est verse dans le polarimétre (Polaser-Sl) ayant un tube de
10 cm de longueur. Lavaleur affichée sur I’ appareil al’ échelle de la solution de saccharose et

atempérature de 20 °C donne lavaleur du pouvoir rotatoire.
2.6 Couleur

La couleur des miels est déterminée selon la méthode quantification spectroscopique
décrite par Bath et Singh (1999). Une quantité de miel (5g) est dissoute dans 20 ml de |’ eau
distillée. Apres homogénéisation, |’ absorbance est lue a 420 nm.

2.7 Proline

La teneur en proline du miel est déterminée selon la méthode rapportée par Bogdanov
et al. (1999). Les solutions utilisées sont de I’ acide formique a 100%, une sol utionéthanolique
de ninhydrine a 3%, une solution agueuse de proline a 0,032 mg/ml, une solution aqueuse de
propanol-2 a 50% et les différentes solutions de miel & 0,05 g/ml. Le protocole expérimental

utilisé est résumée dans le tableau (6).

Tableau 6 : Protocole pour dosage de la proline.

Solution Solutiondu | Solution de

d échantillo blanc standard
Solution de miel 85m| - -
Eau distillé - 0,5ml -
Solution de proline (0,8mg/25ml) - - 0,5ml
Acide formique Iml 1ml 1ml
Solution de la ninhydrine Iml Iml 1ml
Agitation 15min 15min 15min
Bain marie a100°C 15min 15min 15min
Transfert au bain mariea 70°C 10min 10min 10min
Solution aqueuse de propanol -2 5ml 5ml 5ml
Temps d’incubation 45min 45min 45min
Absorbance 510nm 510nm 510nm

32



Matériel et méthodes

Une moyenne de trois mesures est effectuée par échantillon de miel et 1a concentration

en proline est déterminée selon I’ équation suivante :

Proline (mg/kg) = Es/Ea x E1/E, x 80
Es: absorbance de la solution d’ échantillon
Ea: absorbance de la solution standard de la proline
E; : mg en proline pris pour la solution standard
E, : kg de miel pesé
2.8 Dosage des protéines

Les protéines sont dosees d’ apres la méthode de Bradford (1976). Elle est basée sur un
dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du bleu de Coomassie a 595 nm
lorsgue ce dernier se fixe sur les protéines et se lie aux groupements aromatiques présents
dans la solution. Le changement d’ absorbance est proportionnel a la quantité de colorant lié,
indiquant ainsi la concentration en protéines dans I’ échantillon.

Dans une série de tube a essal, il yaintroduction de 0,1 ml d’'une solution du miel a
50 % et 5 ml de réactif de Bradford. 2 min aprés, |’ absorbance est déterminée a 595 nm au

spectrophotometre contre un blanc dans le quel |’ extrait est remplacé par de I’ eau distillé.

La teneur en proténes est obtenue a I’aide d’ une courbe d’ éalonnage en utilisant la

BSA (Albumine Sérum bovine, 1mg/ml) comme standard (annexe 2, figure 2).
3. Antioxydants et activités antioxydantes

3.1 Antioxydants

3.1.1 Dosage des composés phénoligues totaux

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de Folin —Ciocalteu. Le mélange
d’ acide phosphotungstique (H3sPW1,040) et d’ acide phosphomolybdique (HsPMO1204) de ce
réactif est réduit, lors de I’ oxydation des phénols, en un méange d’' oxyde bleue de tungsténe
(W3gOy3) et de molybdéne (MogO,3). La coloration bleu produite est proportionnelle au taux

de composeés phénoliques présents dans la solution (Ribérau-Gayon et al., 1982).
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La teneur en composés phénoliques est évaluée selon la méthode décrite par
Naithaniet al., (2006). Un volume de 200 ul de la solution de miel (0,1 g/ml) est additionné
de 200 pl de réactif de Folin — Ciocalteu (50%) et de 4 ml de carbonate de sodium (2 %).
Apres 30 min a I'obscurité, I’absorbance est lue & 750 nm et les taux en composés
phénoliques sont déterminées en se référent a la courbe d’ étalonnage réalisée avec de I’ acide
gdlique. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’ acide gallique par 100 g de miel (mg
EAG/100 g) (annexe 2, figure 1).

3.1.2 Flavonoides

Lateneur en flavonoides est estimée selon laméthode décrite par Al et al. (2009). 1
ml de la solution de miel (0,5g/ml) est mélangé avec 300 ul de nitrite de sodium (5%). 5min
aprés, un volume équivalent de chlorure d’aluminium (10%) est additionné et apres 6 min, 2
ml de soude (1M) y sont gjoutés. L’ absorbance est lue a 510 nm. Les résultats sont exprimés

en mg équivalent quercétine par 100 g de miel (mg EQ/100 g) (annexe 2, figure 5).
3.1.3 Ortho-diphénols

La teneur en orthodiphénol est estimée selon la méthode décrite par Brahmi et al.
(2012); 750 pl de la solution de miel a 5% sont additionnés de 1250 pl de molybdate de
sodium (5%). Aprés 15 min a |’ obscurité,|” absorbance est lue a 370 nm et les teneurs en ces
composes sont exprimés en mg équivalent d’ acide galligue par 100g de miel (mg EAG/100g)
(y=981x).

3.2 Activités antioxydantes
3.2.1 Activités anti-radicalaire
3.2.1.1 Par le DPPH

La molécule de DPPH (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est définie comme radical libre
stable par la vertu de la délocalisation de I'éectron disponible qui provogue la couleur
violette profonde, caractérisée par une absorption. Il réagit avec des groupements amine, les
phénols et les acides. Quand la solution de DPPH est mélangée a celle d’ une substance qui
peut donner un atome d hydrogene ou un électron, alors ceci provoque la forme réduite
(DPPH,) avec la perte de la couleur violette et I’ apparition d’ une couleur jaune pale due a la
présence de groupement picryl et I’ absorbance est lue 2517 nm (Gulcin et al. ,2003).
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La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits du miel via le DPPH est
effectuée par la méthode décrite par Meda et al. (2005). Un volume de 0,5 ml de la solution
de miel (0,025 g/ml) est mélangé avec 1 ml de la solution de DPPH (6102 mM). Le
meélange est laissé a I’ obscurité pendant 15 min avant de lire I’absorbance. La différence
d’ absorbance entre la solution de DPPH en présence et en absence de I’ échantillon refléte le

potentiel des composés responsabl es de cette activité aréduire ce radical.
L e pourcentage de réduction est donné selon laformule suivante :
Activité anti radicalaire (%) = (Abs, - Abs./Abs,) x 100

Abs, : absorbance du blanc

Abs. : absorbance de |’ échantillon

3.2.1.2Par 'ABTS"

La méthode est basée sur la capacité des composés a réduire le radical cation ABTS',

acide 2-2-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le radical est formé par I’ oxydation
de I’ABTS incolore avec différents composés, comme le peroxyde d’ hydrogene (H,O,) ou le
persulfate de potassium (Re et al.1999). Le composé a tester est gjouté au radical préformé et

I’ absorbance résiduelle du radical ABTS est lue & 734 nm (Schlesier et al., 2002).

L’ activité scavenging du radical ABTS" des extraits des miels est déterminée selon la

méthode rapportée par Re et al. (1999). Un volume de 0,5 ml de la solution de miel (0,025
g/ml) est mélangé avec 1 ml de ml a solution d’ ABTS (7 mM). L’ absorbance du mélange est
lue aprés 7 min a 734 nm. Ladifférence d absorbance entre la solution d' ABTS en présence et
en absence de I’ échantillon refléte le potentiel des composés responsables de cette activité a
réduire ceradical. Le pourcentage de réduction est donné selon laformule suivante :

Activitéantiradicalaire (%) = (Abs, - Abs./Abs,) x 100

Abs, : absorbance du blanc

Abs. : absorbance de |’ échantillon
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3.2.2 Pouvoir réducteur

Le test de pouvoir réducteur repose sur la réduction du chlorure ferrique (FeCls) en
chlorure ferreux (FeCl,) en présence d’'un agent chromogene, le ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)e] et en milieu acidifié par |’ acide trichloracétique. La forme réduite donne une

couleur verte dont I’ intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur (Gulcin et al., 2005).

L’ étude du pouvoir réducteur du miel est réalisée selon la méthode décrite par Beretta
et al. (2005). 0,5 ml de mid (0,05g/ml) est mélangé avec 0,5 ml de tampon phosphate (0,2 M,
pH 6 ,6) et 0,5 ml de ferricyanure de potassium (1%). L’ ensemble est incubé au bain marie a
50 °C durant 20 min. 0,5 ml de trichloracétique (10%) sont gjoutés au mélange afin d arréter
laréaction. Dans un tube, il y aaddition de 0,5 ml du mélange, 0,8 ml d’eau distillée et 0,1 ml
de chlorure ferrique (0,1%).Les résultats sont exprimés en mg équivaent d acide gallique par
100g de miel (mg EAG/100g) (annexe 2, figure 3).

3.2.3 Test de FRAP (ferric reducing antioxydant power)

Le test FRAP ou ferric reducing antioxydant power est basé sur la réduction d' un
complexe ferrique  tripyridyletriazine ferrique (TPTZ-Fe**) en sa forme ferreux (TPTZ-Fe*")
par un antioxydant a faible pH. La solution de TPTZ a une couleur bleu intense dont le

maximum d’ absorbance est de 593 nm.

Un volume de 0,5 ml de la solution de miel (0,025 g/ml) est mélangé avec 0,75 ml de
la solution de FRAP [25 ml de tampon acétate de sodium (300 mM, pH 3,6) ; 25 ml TPTZ
(10 mM) dissout dans du HCI (40 mM) ; 2,5 ml de la solution de chlorure de fer (FeCls, 6
H,0) (20mM)]. Aprés 5 min, I’absorbance est lue a 593 nm (Makcimovic et al., 2005). La
concentration des composés réducteurs présents dans I’ extrait est exprimé en mg EAG/100 g

(annexe 2, figue 4).
3.2.4 Pouvoir chélateur du fer (Ferrozine)

La capacité chélatrice des miels est déterminé en suivant I’inhibition de la formation
du complexe Fe,"-ferrozine aprés leur incubation avec le fer divalent. Les molécules de
ferrozine forment des complexes avec le Fe™ donnant une coloration violet foncé. Cependant,
en présence d autres agents chélateurs, la formation de ces complexes est atténuée donc
I’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).
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Le pouvoir chélateur du fer est déterminé suivant la méthode de Dastmalchi et al. (2008)
avec quelques modifications. Un volume de 0,5 ml de la solution de miel (0,5g/ml) est
additionné de 1,5 ml d’eau distillée et 0,1ml de déchlorure de fer (2mM). Apres 5 min, 0,2 ml
de la solution de ferrozine (2,5 mM) sont goutés au méange réactionnel. Aprés 10 min
d’incubation, I’ absorbance est réalisée & 562 nm. L’ effet séquestrant des échantillons de miel
vis-a-vis du fer est exprimé en pourcentage selon |’ équation suivante :

% dechélation du fer = [(Abs-Abs.) /Abs] x 100

Abs, : Absorbance de témoin.

Abs. : Absorbance de I’ échantillon.
3.2.5 Réduction de molybdate

La capacité antioxydante en utilisant le phosphomolybdate est basée sur I’ oxydation
de molybdate-1VV (Mo,y) en molybdate-V (Moy), ce qui engendre laformation d’un complexe
(phosphate / MoV) de couleur verte, dans un milieu acide, dont I’ intensité est proportionnelle

alaconcentration en antioxydant (Prieto et al., 1999).

Un volume de 0,1 ml de la solution de miel (0,002g/ml) est mélangé avec 1 ml du
réactif de phosphomolybdate. Le mélange est placé dans le bain marie & 90°C pendant 90
min. L’ absorbance est lue a 695 nm etles résultats sont exprimés en mg équivalent d acide
galique par 100g de miel (mg EAG/100g) (annexe 2, figure 6).

4. Activité anti bactérienne

L’ activité antibactérienne des échantillons de miel est testée sur deux souches
bactériennes (staphyl ococcus aureus ATCC 25923, Gram™ ; E .coli ATCC 25922, Gram). Ces
souches sont sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogénes et leurs résistances

naturelles aux antibiotiques.

L’ activité antibactérienne est étudiée selon la méthode de diffusion a travers des puits
(Meda et al., 2005). Les différentes souches bactériennes sont repiquées par la méthode des
stries, puis incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’ obtenir une culture jeune et des
colonies isolées qui ont servi par la suite a préparer I’inoculum en les trempant dans des tubes
de solution d'eau distillée stérile afin d’avoir une densité cellulaire initiale d environ 10’
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CFU/ml. Par la suite, cette suspension microbienne est ensemencée par éalement sur des

boites de Pétri contenant la gélose Muller-Hinton.

4 puits équidistants sont creusés avec un embout dans chacune des boites. Une
guantité de 100 pl de chague concentration des différents échantillons de miel dilué avec de
I’eau distillée (75%, 50%,33%, 25% m/v) est placée dans chague puit de méme boite de
pétri.les boites sont ensuite placées a 4 °C pendant 2 heures pour faciliter 1a diffusion puis
incubées 4 37 °C.

Apres 24 heures d'incubation, les diamétres des zones d’'inhibition (identifiées par
I’ absence de turbidité due au non croissance des bactéries) sont mesurés. Un gradient de
concentration de I’ échantillon de miel se forme par diffusion a partir du puits et la croissance
du germe est inhibée a une distance du puit liée entre autres aux facteurs a la sensibilité du
germe. Plus la zone d'inhibition est grande, plus la souche bactérienne étudiée est sensible.

Cetest est effectué atrois reprises avec chague échantillon de miel et avec les deux souches.

5. Analyses statistique

Les paramétres de la statistique descriptive (moyenne et écarts types) sont calculés a
I’aide du programme Microsoft Excel 2007. La magorité des données obtenues sont la
moyenne de 3 essais a |'exception de pH, de I'HMF et I'activité réductrice FRAP (2
essais).Lelogiciel STATISTICA 5.5 est utilisé pour réaliser I’ analyse de la variance a un seul
critére de classification (AVUC) entre les différents échantillons de miel. Les corréations
entre les parametres étudiées sont cal cul ées avec statistique é émentaire en utilisant la matrice
de corréation. Les résultats sont classés par ordre décroissant a b>c,>d>e> f> g> h>i>j. Les
valeurs obtenues, pourtant la méme lettre, ne présentent aucune différence du point de vue

statistique et les barres vertical es représentent |es écarts types.
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Résultats et discussion
1. Analyses physico-chimiques
1.1 Humidité

La teneur en eau est un facteur hautement important qui permet I’ estimation du degré
de maturité des miels et peut renseigner sur sa stabilité contre la fermentation (Terrab et al.,
2003 ; De Rodriguez et al., 2004) donc elle conditionne la conservation du produit. Selon
Nombre et al. (2010), I"humidité est |a caractéristique la plus importante du miel car elle est
étroitement liée asaqualité, sa viscosité, sacristallisation, safermentation et a sa saveur.

L"humidité des échantillons de miels testés varient de 13,7 (M16) a 18,33% (M9)
(figure 2) avec une moyenne de 16,66%, ce qui correspond a des indices de réfraction de

1,5028 et 1,4912, respectivement. Ces résultats indiquent que ces miels sont mars.

Les valeurs d’ humidité obtenues sont inférieures a 20 %, la limite autorisée par
I”union européenne (2002) et le codex alimentaire (2001). Tous les échantillons analysés sont
< 18 %. Le risgue de fermentation est tres faible pour les miels qui contiennent moins de 18
% (Carvaho et al., 2009).

Les échantillons de miels provenant de Jijel (M9) et de Toudja (M4) présentent un
taux d’humidité élevé et ne présentent pas de différence significative entre eux. Cependant,
les échantillons de Chlef (M16) et Mila (M19) montrent la plus faible teneur en eau avec une
moyenne de 14,92+0,25%, ceci est probablement di a larégion de récolte de ces deux miels.
Des teneurs en eau similaires sont observés pour les échantillons de miels suivants: M1, M3,
M20 et M6 ; M18, M17, M12, M11, M10 et M8 ; M2, M5 et M15.

Les humidités obtenues dans cette présente éude sont similaires a celles rapportés par
Terrab et al. (2003), Ouchemoukh et al. (2007), Benaziza-Bouchema et Schweitzer, (2010) et
Makhloufi et al. (2010).

L’ humidité du miel varie largement en fonction de I’ origine florale, du climat et de la
teneur en eau du nectar et/ou du miellat (Nandaet al., 2003).
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1.2 pH

Le pH des miels analysés oscille de 3,58 (M4) a 4,40 (M20) avec une différence
significative entre les deux valeurs (p< 0,05) (Figure 3). Ces valeurs sont similaires a celles
rapportées par Malika et al. (2005) sur les miels Marocains (3,80 - 4,50), Ouchemoukh et al.
(2007) sur les miels Algériens (3,49 - 4,43) et Algarni et al. (2012) sur les miels de |’ Arabie
Saoudite (3,03 - 4,73). Ces résultats démontrent que le caractére acide n’est paslié al’ origine
geographique.

Le miel est naturellement acide quelque soit son origine géographique (Ouchemoukh,
2012). Par ailleurs, le pH est utilise pour la différenciation entre le miel du miellat (pH éevé)
et celui desfleurs (pH bas), ce parametre est doté d’ une grande importante lors de I’ extraction
et du stockage du miel, comme il influence sur sa texture, sa stabilité et sa durée de vie
(Terrab et al., 2002 ; Algarani et al., 2012).

Les miels suivant n’enregistrent pas de différence significative dans le pH : M4 et
M5 ; M7, M17 et M18 ainsl que M16 et M20.

1.4 Pouvoir rotatoire:

Les miels de nectars possedent un pouvoir négatif |évogyre alors que c’'est I'inverse
pour les miels de miellat qui sont dextrogyres. Donc le pouvoir rotatoire est un excellent

moyen différencier les deux types de miels (Bogdanov, 2011).

Tous les miels analysés sont |évogyres sauf le miel M6 qui est dextrogyre (4,89). Les
résultats du pouvoir rotatoire des autres miels analysés varient de -3,42 (M13) a-8,09 (M4).
Ces résultats sont largement supérieurs a ceux obtenus par Ouchemoukh (2012).

Tableau 7 : Pouvoir rotatoire des miels analysés.

Echantillons de miel Pouvoir rotatoire Echantillons de miels Pouvoir rotatoire
M1 —6,26 + 0,07 M1l -3,58+ 0,09
M2 —6,78 £ 0,09 M12 -4,28 + 0,09
M3 —-3,98+ 0,01 M13 -3,42 + 0,02
M4 —8,09 + 0,08 M14 -5,73+ 0,08
M5 —4,53+ 0,05 M15 -7,31+0,11
M6 4,89 = 0,08 M16 -5,19+ 0,03
M7 —4,32+0,11 M18 -7,69+ 0,03
M10 —3,78 £ 0,07 M20 -5,78 £ 0,08
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1.3 Conductivité éectrique

La conductivité électrique des miels étudiés oscillent entre 0,36+0 (M15) a2,92+0,07
mS/cm (M6). Les échantillons de miels M4 et M6 présentent une conductivité éectrique

élevée et distinctes significativement des autres miels (p< 0,05).

La conductivité éectriqgue des miels collectés de la wilaya de Bejaia est trés
importante par rapport a celle obtenue dans d’ autres wilayas, avec une moyenne de 1,37 et

0,77 mS/cm respectivement (Figure 4).

Les échantillons de miels M8, M9, M12, M15, M16, M17, M18 et M20 présentent |a
plus faible conductivité éectrique. Ce sont probablement issus du miel du nectar car leurs
valeurs sont inférieures a 0,8 mS/cm. Le reste des échantillons ont des valeurs supérieures a
0,8ms/cm. La conductivité éectrique dépend de la teneur en éléments minéraux et de I’ acidité
du miel. Plus ces deux paramétres sont importante, plus la conductivité correspondante est

élevée Benaziza-Bouchema, et Schweitzer, (2010).

Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux obtenus par Khalil et al. (2012) sur les
miels de la Malaisie [0,413-0,806] et Benaziza-Bouchema, et Schweitzer (2010) sur les miels
d Algérie (0,21-0,76).
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Figure 4: Conductivité électrique des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne * écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.
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1.5 Couleur
La couleur est 1a propriété physique immeédiatement apercue par e consommateur.

La couleur des miels analysés enregistrent des densités optiques alant de 0,24 (M12) a 1,37
(M4) (Figure5). Cet intervale est différent de celui obtenu par Serem et bester, (2012) sur
les miels de I’Afriqgue du sud (0,32 - 2,16). La densité optique du miel M4 différe
significativement de celle des autres échantillons. Des densités optiques similaires (p<0,05)
sont enregistrées pour les miels suivants: M10 et M17 ; M2, M7 et M13 ; M18 et M20 ; M12
et M15; M5 et M6.

Plusieurs facteurs influencent la couleur : teneurs en minéraux, en caroténoides, en

phénols totaux, en flavonoides et en produits des réactions de Maillard (Miotto, 2010).

Selon | apparence, la couleur varie du blanc au marron fonce et elle est proportionnelle
a la valeur de la densité optique enregistrée. La variabilité de la couleur est due a la
composition chimique du miel (teneurs en minéraux, phénols totaux,...). En effet, plus un

miel est fonce, plus son taux en cendres est important.
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Figure 5 : couleur des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des
différences significatives.
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1.6 Hydroxyméthylfurfural (HMF)

L’ hydroxyméthylfurfural est un composé chimique issu de la dégradation du fructose
et le mie brut ne contient pratiquement ce produit. Cependant, sa teneur augmente au cours

du stockage en fonction du pH et du chauffage prolongé des miels (Khalil et al., 2012).

La teneur en HMF varie de 1,72 (M18) a 33,61 mg/kg (M20) pour les miels d El
Biadh et Tizi Ouzou, respectivement (Figure 6). Ces résultats son en accord avec la limite
fixée par I’union européenne et sont de bonne qualité. Cet intervalle est différent de ceux
obtenus par, Muli et al. (2007), Tandlich et al. (2011) et Djossou et al. (2013) sur les miels
de Cotonou, Sud Afrique et Kenya respectivement.

Le miel de Tizi-Ouzou enregistre la valeur la plus élevée en HMF, qui differe
significativement de celle des autres échantillons. Cependant celui de Oued-das (M11) vient
en deuxiéme position avec une valeur de 24,40 mg /kg qui differe significativement (p <0.05)

des autres miels.

Le taux d HMF pour le miel du commerce M6 est de 14,15 mg/kg, cette teneur est
dans la fourchette publiée par Djossou et al., (2013) sur les miels commerciaux de Cotonou

(17,06 - 41,96 mg/kg). La majorité des échantillons présentent un taux d HMF inférieure a 10
mg/kg.

Les miels M3 et M4; M6, M5, M9, M15 et M19 n’enregistrent pas de différence

significative dans leur teneur en HMF.
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Figure 6 : HMF des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.
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Figure 7 : Protéines des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne * écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.
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1.7 Protéines

Les miels analysés présentent des teneurs en protéines qui oscillent de 9,71 + 0,52
(M20) a 151,25+ 0,39 mg EBSA/100 g (M17) avec une moyenne de 74,39+ 34,31 mg
EBSA/100 g (figure7). Cet intervalle differe de celui rapporté par Alvarez-Suarez et al.
(2010) et Khalil et al. (2012) sur lesmielsdel’ Italie et de Malaisie, respectivement.

La majorité des résultats obtenus présentent une différence significative a |’ exception
des échantillons suivants: M1 et M2, M15 et M16, M5 et M12. Les miels de Barbacha M1

et M2, récoltés dans la méme région, possedent des teneurs en protéines similaires.

La concentration des protéines dans le miel varie en fonction de leurs origines
botanique et géographique et du temps du stockage (Khalil et al., 2012), ceci expligue bien
les différences des teneurs en protéines des miels analysés. Le taux en protéine dans le miel
peut étre attribuée a la présence des enzymes introduites par les abeilles a partir du nectar
pendant e processus de maturation du miel et aux grains de pollen (Alvarez-Suarez et al.,
(2010).

1.8 Proline

La proline est I'acide aminé le plus abondant dans le miel, utilis¢ comme un standard
pour quantifier la teneur en acides aminés (Alisi et al., 2012). 1l est gjouté essentiellement par
I’abeille ouvriere lors de la conversion du nectar et/ou miellat en miel. 1l tire son origine du
pollen que I’ abeille butine (Truzzi et al., 2014 ; Ouchemoukh, 2012). Et sa proportion est un
facteur de maturité et un indice d’ adultération du miel (Djossou et al., 2013).

La teneur en proline des échantillons du miel est comprise entre 496,12 (M15) a
2846,76 mg/kg (M20) avec une moyenne de 1278,61+46,70 mg/kg (Figure8). Les différences
observeées entre les échantillons des miels analysés peuvent étre attribuées a la force de la
colonie d'abeille. L’ensemble des échantillons ont des valeurs en proline supérieures a 180
mg/kg, indiguant que ces miels sont murs et authentiques.

Selon lafigure les résultats obtenus sont classés par ordre décroissant :

M20>M4>M2=M10=-M14>M6>M7=M17>M 13=-M9>M 19>M 8=M 13>M5>M 11>M 12=M 16
=M18>M15.
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Les échantillons de miel : M20, M4, M10, M14 et M2 présentent des valeurs élevés en
proline. Ces vaeurs sont supérieures a celles obtenues par Muli et al., 2007 sur les miel
Kenya et Djossou et al. (2013) sur les miels commerciaux de Cotonou, par contre elles sont

similaire acelles obtenues par Meda et al. (2005) sur les miels de Burkina faso.
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Figure 8 : prolines des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne * écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.
2. Antioxydants et activités antioxydantes

2.1. Antioxydants
2.1.1. Polyphénols totaux

La teneur en polyphénols est estimée par une méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu malgré son interférence avec les composés non phénoliques comme : |es protéines,
les acides aminés, |’ acide ascorbique et quelques sucres. Cependant, elle reste la méthode la
plus utilisée pour la détermination de la concentration des polyphénols totaux (Ouchemoukh,
2012).

La teneur en composés phénoliques oscille de 21,65+1,08 pour le miel de Tizi-Ouzou
(M12) a 68,55+2,84 mg EAG/100g pour le miel de Tighremt (M6) (figure 9). Ces résultats
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sont distincts de ceux rapportés par Al-Mammary et al. (2002) sur les miels de Y emen (56,32
— 246,21 mg EAG/100g) et Ouchemoukh et al. (2007) (64 — 1304 mg EAG/100g).

Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux rapportés par Ertirk et al. (2014) pour 9

échantillons de miels récoltés en Turquie (5,8 — 39,6 mg EAG/100 g) et Maurya et al. (2014)
sur les miels provenant d’ Inde (4,48 — 48,22 mg EAG/100g).

Ces variations en composes phénoliques s expliquent par |’ origine botanique et/ou

géographique du migl (Ouchemoukh, 2012).

Généralement le contenu des miels clairs en composeés phénoliques est inférieur a celui
des miels foncés (Berreta et al. 2005). En effet, ceci est constaté dans la présente étude. Les
concentrations les plus élevées sont enregistrées pour les miels de couleur foncée (M2, M4,
M7, M9, M10, M13 et M17) et ne présentent aucune différence significative entre eux, tandis
gue les miels clairs présentent des concentrations plus faibles a savoir M12 et M15; M8 et
M16 avec une moyenne de 22 ,00+1,28 et 25,18+ 1,61 mg EAA/100g respectivement. Les
échantillons M1, M2 ; M12, M13 et M20 récoltés de la méme région (Barbacha et Tizi-Ouzou

respectivement) ne possedent pas la méme teneur en polyphénols (p<0,05).

En dépit que les échantillons M1, M3, M11 et M18 ne sont pas de la méme région, ils

contiennent la méme concentration en pol yphénols.

Les résultats obtenus soulignent des teneurs tres variables en composés phénoliques
totaux des miels suivant leur origine, qui se traduisent par des différences marquées de leur
couleur. Meda et al. (2005) ont montré que les acides phénoliques (acide caféque,
coumarique, ferrulique et ellagique) sont al’ origine de I’ activité antixoydante.

Khalil et al. (2012) ont rapporté que la majeure partie des phénols du miel dépend de
la source végétale (proprolis, nectar ou le pollen) et que les substances phénoliques sont
responsables de la coloration du miel ; un miel foncé contient une quantité importante en
composés phénoliques. Meda et al. (2005) ont noté que les miels de miellats ont un taux plus
élevé en ces composés par rapport aux autres miels.
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Figure 9 : Teneurs en polyphénols totaux des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne * écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.
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différences significatives.
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2.1.2. Ortho-diphénols

La figure (10) montre les différentes concentrations en ortho-diphénols des différents
échantillons de miels étudiés.

Le taux en ortho-diphénols pour les échantillons de miels analysés varie de 0.11 pour
le miel Blida (M15) a 0,84 mg EAA pour le miel de Tazeboujt (M4). Ce dernier présente la
teneur la plus élevée en ortho-diphénols et montre une différence significative par rapport aux

autres échantillons des miels analysés (p<0,05).

Généralement, le contenu des miels clairs en composés phénoliques est inférieure a
celui des miels foncés (Berreta et al., 2005). En effet, ceci est constaté dans la présente étude.
Les miels M4, M10, M13, M20 et M17 qui sont les plus sombres contiennent la plus forte
concentration en ortho-diphénols; les échantillons M15, M12, M8 et M16 ayant une coul eur

plus claire renferme la quantité la plus faible en ces substances.
Lateneur en ortho-diphénols des miels analysés par ordre décroissant est comme suit :

M4 >M13 > M20=M10 > M17 > M6 > M14 > M9 > M2 > M18= M7 > M3 =M5> M11 >
M1>M19= M8 > M12 = M15= M16.

Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Amiot et al. (1989) sur les composés
phénoliques des miels récoltés en France (1,2 29,1 mg EAA/100 g). Les données disponibles
sur lateneur en ortho-diphénols sont limitées.

2.1.3. Flavonoides

Le taux des flavonoides des différents miels analysés est compris entre 12,57+ 0,95
(M15) et 51,13+1,24 (M11) mg EQ/100 g (figurell). Ces résultats sont différents de ceux
obtenus par Meda et al. (2005), Liberato et al. (2011) et Khalil et al. (2012) (0,30 a 35,74 mg
EQ/100 g, 1,7 28,35 mg EQ/100g, de 2,7 a 5,4 mg EQ/100 g et de 4,8 a 22.8 mg EQ/100 g,
respectivement). ls sont inférieurs & ceux observés pour les échantillons de miels analysés
dans cette présente étude.

L’ échantillon du miel d Amizour est le plus riche en flavonoides, il présente une
teneur qui differe significativement de celle des autres miels. L’ échantillon du miel de Blida

présente le taux le plus faible en ces composeés. La présente étude confirme les résultats
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obtenus par Ouchemoukh (2012) qui a constaté que les miels de Blida sont les moins riches

en flavonoides.

Ouchemoukh (2012) a identifié dans les miels polyfloraux d’Algérie 16 flavonoides
qui appartiennent a quartes classes différentes : flavones (galangine, apignénine, chyrsine et
lutéoline), flavonols, flavonones (isosakuranetine, pinobanksine, pinocembrine) et isoflavones
( génisteine et diadzene), ces derniers sont a I’origine de I'activité antixoydante du miel
(Medaet al., 2005).
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Figure 11 : Teneurs en flavonoides des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.
2.2. Activités antioxydantes

Le potentiel antioxydant des miels peut ére mesuré a travers plusieurs tests in vitro.
Cependant, une seule méhode n'est pas recommandée pour I'évauation de I’activité
antioxydante des différents miels a cause de la complexité de leur composition. Par
conséquent, la capacité antioxydante des miels naturels devrait étre en associant plusieurs
tests pour obtenir des résultats probants (Ouchemoukh, 2012). La capacité antioxydante des
miels Algériens est estimée par six méthodes : activités antiradicalaires en utilisant le radical
DPPH et I' ABTS™, les pouvoirs réducteur et chéateur du fer, le FRAP ainsi que la réduction

de molybdate.

51



Résultats et discussion

2.2.1. Activité scavenging du radical DPPH

L’ activité antiradicalaire consiste a mettre le radical DPPH en présence de molécules
dites « antioxydants » afin de mesurer leur capacité a réduire ce radical (Molyneux, 2004). La

méthode est rapide et commode a mettre en ceuvre.

L’ activité antiradicalaire des différents miels éudiés varie de 32,60+0,78 (M7) a
70,55+0,27 % (M20) avec une moyenne de 43,81+ 1,25 % (figurel2). La moyenne de
I’ activité antiradicalaire enregistrée est largement supérieure a celle obtenue par Ouchemoukh
(2012) et Habib et al. (2013). Cependant, elle est inférieure a celle obtenus par Maurya et al.
(2014).

L’analyse statistigue montre clairement que I’ échantillon du mied M20 présente le
pouvoir antiradicalaire le plus significativement élevé (70,55 %). Ceci est probablement di a
sa richesse en proline et en orthodiphénols. Par ailleurs M6 et M13 possedent le méme
potentiel antioxydant (p<0,05) : 60,37+0.47 et 56,85+0.65 % respectivement.

Les miels M1 et M2; M12, M13 et M20 récoltés dans les méme régions a savoir
Bejaia et Tizi-Ouzou, ne possedent pas |la méme activité antiradicalaire. En outre, M15 et M7
montrent un potentiel antioxydant similaire (p<0,05) malgré la différence de type de

production (industrielle ou artisanale).

Alis et al. (2013) ont rapporté que la propriété scavenging des radicaux libres par le
miel pourrait ére due a l'acide ascorbique, aux acides aminés libres et aux composes
phénolique totaux. En effet, Selon Sonmez et al. (2005) I'acide ascorbique fonctionne en tant
gue le plus important piégeur de radicaux, protége les acides gras insaturés de la membrane
cellulaire et agit directement al’intérieur des cellules en protégeant ainsi |la membrane contre

les dommages oxydatifs.

Les études de Beretta et al. (2005) et Van Der Berg et al. (2008) ont rapporté que de
grandes disparités dans I’activité antioxydante peuvent étre rencontrées selon les miels.
Néanmoins, les miels d’une méme origine florale quelque soit leur origine géographique,
présentent un pouvoir antioxydant quasi-similaire. Le type de production (artisanale ou
industrielle), les manipulations et le stockage ne semblent pas affecter, ou seulement de fagon

mineure les capacités antioxydantes du miel.
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Les résultats de I’ activité antiradicalaire obtenus se concordent avec ceux de Khalil et
a. (2012). Ces derniers ont montré que I’ activité antiradicalaire dépend de la nature des
composés phénoliques disponibles. Contrairement aux résultats indiqués par Moniruzzaman
et al. (2013) pour certains miels récoltés en Malaisie, I’ activité scavenging des radicaux libres

par les miels testés dans cette présente étude semble la plus élevée.

80 -

a0
© o
| I |
H o
(@]
—
(@]

Activité antiradicalaire avec le
DPPH (%)
N
o
0
—a

H
0
>0
0
H
>0

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

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

Echantillons

Figure 12: Activités antiradicalaires avec le DPPH des miels analysés

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives

2.2.2. Activité antiradicalaire contre leradical ABTS

L’ activité antiradicalaire par I'ABTS des différents miels étudiés varie de 49,73+0,99
(M12) 491,83+1,27% (M 13) (figure 13). Les échantillons de miels M6 et M13 présentent
une activité antiradicalaire élevée et elle se distingue significativement (p<0,05) par rapport
aux autres échantillons. Ce potentiel antioxydant important est di probablement a leur teneur
élevée en composés phénoliques et flavonoides. Les échantillons M 16 (51,64 %), M15 (52,56
%), M12 (49,73 %) et M8 (52,97 %) présentent statistiqguement le plus faible potentiel
antioxydant par rapport aux autres échantillons, ceci est peut ére di a leur composition
chimique, essentiellement en leur teneur en flavonoides, composés phénoliques totaux et en

proline.

Al-Mamary et al. (2002) attribuent ces différences aux origines botaniques, a la
présence de maints agents antioxydants tels que les flavonoides, les acides phénoliques et les
vitamines C et E.
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La maorité des résultats obtenus présentent une différence significative dans leur
activité antiradicalaire avec I'ABTS, exception faite pour: M2 et M9; M4, M7, M17 et
M19; M8, M12, M15 et M16 qui sont similaires. Cette similarité dans leur activité
antiradicalaire est due probablement a la méme teneur en: composés phénoliques totaux et
flavonoides pour M2 et M9 ; flavonoides pour M4, M7, M17 et M19 ; composés phénoliques
totaux, flavonoides et en proline pour les miels M8, M12, M15 et M 16.

Ces résultats sont largement supérieurs a ceux rapporté¢ par Wilczynska. (2010) (2-
31.51%) concernant 34 échantillons des miels récoltés en Pologne. Cette variation dans leur
potentiel antioxydant peut étre expliquée par |’ origine botanique des miels testés ou par leurs
teneurs en composeés phénoliques, confirmant ainsi que la plus grande influence sur I'activité
antioxydante du miel est accordée a son origine botanique (Al-Mamary et al., 2002). En outre
Aljadi et Kamaruddin (2004) ont montré que la variation de I’ activité antixoydante est due a
laqualité et ala quantité des composés phénoliques présents dans le midl.

L’ efficacité antioxydante in vitro de nombreux polyphénols est essentiellement due a
lafacilité avec laguelle un atome d' hydrogéne est transféré de la fonction hydroxyle du cycle

aromatique au radical libre.
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Figure 13 : Activités antiradicalares avec I’ABTS des miels analysés

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives
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2.2.3. Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur met en évidence la capacité d une molécule a réduire un
oxydant en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier |’ activité antioxydante de
I’ échantillon testé (Kicuk et al., 2007).

L’ analyse des résultats dévoile que le pouvoir réducteur se différencie d’une région a
une autre et varie de 13,11+0,11 pour |'échantillon de Blida (M15) a 52,46+1,82 mg
EAG/100g pour I'échantillon de Barbacha (figureld). L’'étude statistigue montre des
différences significatives (p<0,05) entre les échantillons analysés dans leur capacité

réductrice.

La capacité réductrice élevée pour le miel de Boukhiama (M3) n’est pas due qu'a sa
teneur en composes phénoliques totaux et flavonoides. Cette activité élevée revient
probablement a d’ autres molécules non analysees tels que les acides organiques et |’acide
ascorbique ce dernier représente un pouvoir réducteur élevé selon Ferreira et al. (2009) et
Khalil et al. (2012).

Les miels de Barbacha (M2) et Tighremt (M6) sont les échantillons réducteurs du fer
les plus puissants avec une moyenne de 52,26+ 1,25 mg EAG/100g, ceci pourrait é&re di a
leur teneur élevée en composés phénoliques totaux, flavonoide et en proline. En revanche elle
est faible pour M15 et M 16 ayant un faible potentiel réducteur.

Les miels M13, M10, M9 et M1 n'ont révélée aucune différence significative dans leur
activité réductrice (p<0,05), ceci pourrait étre expliqué par leur teneur semblable en
polyphénols et flavonoides.

Les résultats de la présente éude montrent que le pouvoir réducteur est proportionnel
alateneur en composes phénoliques des miels étudiés.

Le pouvoir réducteur des différents miels testés sont classés par ordre décroissant
comme sulit :

M2=M6>M3>M1=M9=M 10=M 13>M 14=M4>M 17>M11>M 7=M 12=M 18=M 20>M 5=M 19>
M15=M16>M8.

Al-Mamary et al. (2002), montre que |’ activité antioxydante est variable d'un miel a
autre selon la source botanique, la présence de différents composés antioxydants et selon leur
teneur en ces composés. Ainsi les composés phénoliques présents dans le miel sont des

piégeurs efficaces des radicaux libres.
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Selon Kuguk et a., 2007

le pouvoir réducteur du miel est di a la somme des activités

réductrices partielles de ses composés réducteurs
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Figure 14 : Pouvoir réducteur des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.
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Figure 15 : Testes de FRAP des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne * écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives
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24. Testede FRAP

L’ activité antioxydante des échantillons de miels est évaluée aussi par le test de FRAP,
un simple test, rapide et reproductible. L’ avantage de ce test est que les antioxydants non
enzymatiques (glutathion, acide ascorbique, apha tocophérol et le B caroténe) peuvent étre
guantifié (Blasaet al., 2006).

Les résultats obtenus illustrés par la figure (15) montrent que la capacité de réduire le
fer varie considérablement entre les échantillons analysés et oscille entre 2,15+ 0,28 (M15) et
68,03 +0,06 mg EAG/100g (M2). Les miels M2, M20 et M13 présentent la capacité
réductrice la plus importante & réduire le fer ferrique Fe*™ en fer ferreux Fe' se distinguent
significativement par rapport aux autres échantillons. Par contre, les miels M15, M12 et M8
exhibent la capacité réductrice la plus faible malgré leur teneur élevée en composés
phénoliques et ne présentent pas de différences significatives entre eux (p<0,05). Ce faible
potentiel antioxydant est probablement di a leur composition chimique essentiellement en
leur teneur en flavonoides et proline. Par ailleurs, une activité antioxydante similaire est
observée avec les échantillons M6, M13 et M14 malgré leur provenance de différentes
régions de la récolte, ceci pourrait é&re da al’origine florae de ces différents miels. Ces
résultats obtenus sont distincts de ceux rapportés par Chua et al. (2013) sur les miels récoltés
en Mdaisie (52,386 a 82,529 mg ET/100 g).

Le potentiel antioxydant élevé des miels de Barbacha (M2) et Tizi-Ouzou (M 13, M20)
est du probablement a leur teneur élevée en composés phénoliques en flavonoides et en

proline.

La capacité antioxydante est fondée sur la neutralisation des radicaux libres par le don
d’un atome d’ hydrogene (Gordon, 1990).

Beretta et al., (2005) ont signalé que le potentiel antioxydant est directement
proportionnel avec la quantité des composeés phénoliques et des flavonoides présents dans le
miel. Des résultats similaires obtonue sont rapportés par d'autres études (Aljadi et
Kamaruddin, 2004 ; Blasa et al., 2006 ; Bertoncelj et al., 2007) qui ont montré une corrélation
significative entre la teneur des composés phénoliques totaux et lateneur de Fe** formés en
présence des antioxydants de miels. Par ailleurs, selon Balasundram et al. (2006), le pouvoir
antioxydant est influencé par plusieurs facteurs dans |la molécule antioxydante. La structure, le
nombre de groupement hydroxyles attachés au noyau phénolique et le nombre de noyaux

aromatiques jouent un réle crucial dans |’ activité antioxydante.

57



Résultats et discussion

Bien que la plupart des activités antioxydantes proviennent de différents composés
phénoliques, |'activité antioxydante n'est pas toujours en corrélation avec la présence de
grandes quantités de ces composes phénoliques (Bravo, 1998 ; Cai et al., 2004) et selon Al et
al. (2009) et Ferreira et al. (2009), les antioxydants présents dans le miel peuvent étre
enzymatiques (catalase, glucose oxydase) ou hon enzymatiques (caroténoides, acides aminés,

protéinés, acides organiques et composés phénoliques).
2.5 Pouvoir chélateur du fer (Ferrozine)

Les résultats illustrés dans la figure (16) montrent que le pouvoir chélateur du fer est
compris entre 15,02+3,90 % (M 1) et 64,00+ 0,34 % (M6).

Les miels M6, M15 et M19 présentent le meilleur pouvoir chélateur qui différe
significativement de celui des autres miels. En revanche, M1 et M4 possédent la plus faible
capacité chélatrice et ne montre aucune différence significative entre eux (p<0,05). Les miels
M13 et M2; M7, M10, M11 et M16; M12 et M17; M8 et M9 ; M14 et M5; M1 et M4
possedent la méme capacité chéatrice du fer du point de vue statistique (p<0,05).

La capacité chélatrice du fer des différents échantillons de miels analysés présentent une

différence significative. Ils sont classés par ordre décroissant comme suiit :

M6>M15>M19>M2=M3>M 7=M10=M11=M 16>M20>M 18>M 17=M 12>M 9=M 8>M5=M 14
>M3>M1=M4 (p<0,05).

Les composés phénoliques contribuent de maniere significative a la capacité
antioxydante du miel (Gheldof et al., 2002).

Des études sur les miels de Nigeria ont rapporté une faible capacité chélatrice avec un
pourcentage <10 %. (Geckil et al., 2005 ; Ita, 2011).

Les miels analysés possédent un pouvoir chélateur de fer tout en capturant I'ion
ferreux avant qu'il soit complexé avec la ferrozine. Les différents pouvoirs chélateurs des
miels reflétent la nature complexe des chéateurs qui y sont présents, ayant des affinités

différentes pour le fer, en compétition avec la ferrozine (Ouchemoukh, 2012).

Elmastas et al., (2006) montrent que la capacité chélatrice est trés importante du fait
gu'ele réduit la concentration de métaux de transitions catalyseurs de la peroxydation

lipidique.
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Figure 16 : Pouvoir chélateur du fer des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne * écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des

différences significatives.

2.6. Réduction de molybdate

Les résultats obtenus révelent que I’ activité antioxydante des miels analysés varient de
825,34+ 10,31 (M6) et 1364,11+3,44 mg EAG/100g (M20) (figure). L’ échantillon du miel
M 20 présente la capacité antioxydante par le phosphomolybdate la plus élevée, tandis que le
miel M6 (Tighremt) est I’échantillon qui possede la plus faible capacité a réduire le
molybdate et différe significativement par rapport aux autres échantillons (P<0,05).

L’ analyse statistique de la variance ne révéle aucune différence observée entre les
échantillons de miels M3, M7, M8 et M17 ; M1let M13; M2, M9, M15 et M18; M4, M5,
M14 et M19; M10 et M16 (p<0,05). Aljadi et al. (2004) ont montré que la variation de
I’ activité antioxydante est due a la qualité et la quantité des composés phénoliques présents
dansle miel.

De nombreux composants du miel semblent contribuer a ses capacités antioxydantes.
Ains il a é&é mis en évidence que les composés phénoliques et les flavonoides du miel
participent de facon significative & son pouvoir antioxydant, maisils ne sont pas les seuls a en
étre responsables (Al-Mammary et al., 2002 ; Blasa et al., 2006 ; Hegazi et al., 2009). Des

molécules comme les caroténoides, des acides organiques, des enzymes des peptides et
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probablement d autres composés mineurs semblent contribuer également a son pouvoir
antioxydant (Hegazi et al., 2009).

1600 -
1400 - b b b b
1200 | =
1000 - I = h I h -
800 - =

600 -

Activité antioxydante au
phosphomolybdate (mg EAG/ 100 g)

400 -

200 -

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

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

Echantillons

Figure 17 : Activité antioxydante au phosphomolybdate des miels analysés.

Chaque valeur représente la moyenne * écart type. Les valeurs portant des lettres différentes présentent des
différences significatives

3. Activité antibactérienne:

L’ activité antibactérienne est réalisée sur six échantillons de miels ayant de meilleures

activités antioxydante par rapport aux autres échantillons.

Tous les tests ont été effectués en minimum trois fois, avec des solutions de
différentes concentrations (75 %, 50 %, 33 % et 25 % m/v).

Le diamétre de zone d'inhibition obtenue permet d’ évaluer I’ activité antibactérienne du
miel (Figure 22).

Les résultats de I'activité antibactérienne montrent que les deux souches sont
affectées par les différents miels et le diametre d’inhibition varie de 10,82 418,27 mm pour la
plus faible concentration des miels (25 % m/v) et de 13,05 a 31,23 mm pour la plus forte

concentration des miels (75 % m /v).

Tous les échantillons de midls ont montré une activité antibactérienne sur les souches
bactérienne ciblée. Ces dernieres on montré une sensibilité maximale a une concentration de
75 % des miels testés.
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Lafigure (20) montre I’ action antibactérienne des différents types de miels sur E. Cali.
L’inhibition est marquée principa ement dans les trois premiéres concentrations (75%, 50% et
33%) pour les échantillons M 13, M6 et M4, En revanche, lesmiels M17, M18 et M2 exercent

un effet inhibiteur qu’ avec les deux premieres concentrations (75 % et 50 %).

D’ apres la figure(18), I’ activité inhibitrice des différentes sortes de miels sur Saureus
est importante pour les quatre concentrations et les zones d'inhibitions varient de 13,05 a
31,23 mm; 11,35 a 26,91 mm; 12,42 a 20,13mm et de 10,82 a 18,27mm pour les
concentrations 75, 50, 33 et 25%, respectivement.

La zone d’inhibition augmente avec |I’augmentation de la concentration des miels et

elle diminue avec des dilutions successives.

La comparaison des moyennes démontre que I’inhibition est variable d’ une bactérie a
une autre pour I’ensemble des miels analysés. L’ analyse statistique a mis en évidence une
grande fluctuation des mesures a 75 % (figure 19 et 21). Les miels M18 et M13 sont les
échantillons les plus efficaces et enregistrent une différence significative par rapport aux
autres miels sur Saureus et E.coli, respectivement. Alors que le miel M17 est I’ échantillon
qui posséde I'activité la plus faible qui differe significativement par rapport aux autres
échantillons (p<0,05).

La réaction d oxydation enzymatique du glucose et les propriétés physiques du miel
sont considérés comme étant les facteurs majeurs de I’ activité antibactérienne (Al-Habsi et
Niranjan, 2012). D’ autres paramétres interviennent dans I’ activité antibactérienne tels que le
pH, I'acidité, les protéines, le peroxyde d'hydrogene est considéré comme la principae
inhibine du miel (Mandel et Mendel, 2011) , la deffensinel, MGO ainsi que les composants
physico-chimiques tel que les acide phénols et les flavonoides, qui sont généralement en
faible quantité, sont des inibines non peroxyde (lusby et al., 2002 ; Escuredo et al., 2012) .

L’ étude fait ressortir que le miel M 18 avec les plus grands diamétres d’ inhibition est
le moins riche en composés phénoliques par rapport aux autres cing échantillons testés. En
revanche M2, M4 et M17 qui sont les plus riches en ces composes, ont les plus petits
diameétres d’inhibition. Ceci signifie que les composés phénoliques interviennent faiblement
dans le processus antibactérien des miels. Une étude de I’ activité antibactérienne d’ extrait
d’ acides phénolique et de flavonoides de miel devrait permettre de mieux évalué I’ activité

antibactérienne des phénols du miel (Aljadi et Kamaruddine, 2004).
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Uneinhibition similaire est observée pour lesmiels M13 et M6 avec S. aureus, M18 et

M4 avec E. cali.

Saphylococcus aureus est la souche la plus sensible avec les échantillons de midls
M13, M6, M18, M2 et M4. En revanche, E. coli est révélé plus sensible avec I’ échantillon
M17. L’ effet du miel sur lacroissance de ces deux bactéries varie en fonction du type de miel,

caconcentration ainsi que sur I’ espéce bactérienne.

Il apparait que le S. aureus (gram positive) est la bactérie la plus sensible par
comparaison avec E. coli (gram négative) ; ceci peut ére attribué a la différence de la
structure entre les bactéries Gram positives et |es bactéries Gram néegatives. La paroi cellulaire
des bactéries gram positives est constituée par une seule couche alors que la paroi cellulaire
des Gram négatives a une structure multicouche liée par une membrane cellulaire externe
(Baentineet al., 1999).

Ces résultats concordent avec les travaux de Salwa et Maher. (2014) qui ont testé
|’ effet antibactérien des miels de Y émen sur les bactéries a Gram+ et Gram-. Les résultats ont

indiqué que S. aureus est la plus sensible qu' E. Cali.

Moussa et al. (2012) ont montré que S. aureus est la plus sensible aux miels Algériens
mais avec un une sensibilité extrémement éevée par rapport a celle obtenue par la présente
étude.
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Figure 18 : Effet inhibiteur des différents types de miels sur la croissance de S. aureus
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Figure 19: Effet inhibiteur des différents types de miels sur la croissance de Saureus a 75%

Les valeurs portant des lettres différentes présentent des différences significatives.
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Figure 20 : Effet inhibiteur de différents types de miels sur la croissance d’ E. Coli
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Figure 21 : Effet inhibiteur des différents types de miels sur lacroissance d’ E.coli & 75%

Les valeurs portant des lettres différentes présentent des différences significatives
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Figure 22 : Activité antibactérienne des mielsvis avis S. aureus
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4. Corréations couleur, antioxydants et activités antioxydantes.

L’analyse dtatistique des résultats de la présente étude indique |’existence d'une
corrélation trés hautement significative entre les teneurs en composeés phénoliques totaux et en
flavonoides (r=0,67). En outre, les composés phénoliques et les flavonoides sont en relation
positive avec les ortho-diphénols (r=0,81) (p<0,001) (figure 23).

Les résultats obtenus concernant les composés phénoliques totaux et flavonoides sont
en accord avec ceux obtenus par Al et al. (2009) avec un coefficient de corrélation de 0,83.

Le taux des polyphénols totaux, des flavonoides, des orthodiphénols et la conductivité
électriques manifestent des corrélations trés hautement significative avec la couleur (r=0,92 ;
r=0,88 ; r=0,88 ; r=0,72, respectivement) (figure 24). En effet, les échantillons des miels M4,
M6, M10, M13 et M17 ont les couleurs les plus foncées et les teneurs les plus élevées en
polyphénols, flavonoides et ortho-diphénols par rapport aux autres miels analysés. Les miels
de Blida (M15) et de Tizi-Ouzou (M12) présentant une couleur claire sont les moins riches en

antioxydants, proténes et proline.

D’apres Taormina et al. (2001), la couleur d'un miel refléte en partie la quantité de

caroténoides et de flavonoides qu’il contient.

Plusieurs études ont démontré |’ existence de corréations entre les antioxydants et les
activités antioxydantes. Les matrices de corréations montrent les coefficients de corrélations
obtenus et révelent I’ existence de corréations treés hautement significatives entre les composés
phénoliques des différents miels éudiés et leur pouvoir réducteur, le FRAP et I'activité
antiradicalaire en utilisant I'ABTS et le DPPH avec des coefficients 0,70 ; 0,78 et 0,75,
respectivement (figure 25). En revanche, aucune corrélation manifestée entre les polyphénols
totaux et laméthode de réduction de molybdate et de chélation du fer.

Une corrélation hautement significative est observée entre les flavonoides et les
activités antiradacalaires en utilisant I’ABTS et le DPPH, FRAP avec des coefficients de
corrélationsde 0,51 ; 0,52 ; 0,46, respectivement (figure 25).

En revanche, les flavonoides semblent contribuer de maniére inverse avec la méthode

de chélation du fer qui présente un coefficient de corrélation significatif (p<0,05 ; r=-0,37).

Il nN"existe pas de corrélation entre les flavonoides, la réduction de molybdate et

pouvoir chéateur du fer.
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Les résultats de corrélation entre les teneurs en ortho-diphénols et les activités
antiradacalaires en utilisant I’ABTS, le DPPH, FRAP et le pouvoir réducteur avec des
coefficients sont illustrées dans la figure (figure 25). Une corréation tres hautement
significative est constatée entre les otho-diphénols et le FRAP et les activités antiradicalaire
par 'ABTS ainsi que le DPPH (r = 0,60, r = 0,73, r = 0,82 respectivement). Par ailleurs, une
corrélation significative est obtenue entre les ortho-diphénols et le pouvoir réducteur (r =
0.43).

En effet, les teneurs en antioxydants des échantillons de mielsde Barbacha (M2),
Tighremt (M6), Tizi-Ouzou (M13) et Tazeboujt (M4) sont les plus élevées et possedent

également les meilleures activités antioxydantes.

En généra, les miels présentant les capacités antioxydantes les plus importantes sont

les miels les plus sombres et opaques (Tomczak, 2010).

Une corrélation trés hautement significative est constatée entre la couleur et les
activités antiradicalaire avec I'ABTS (r = 0,70) et le DPPH (r = 0, 69), le pouvoir réducteur (r
=0,56), le FRAP (r = 0,67) (figure 26).

De nombreuses études ont montré que I’ activité antioxydante est fortement corrélée
avec la teneur en composeés phénoliques ainsi que |’ activité antioxydante des miels foncés est
plus élevée que celle des miels clairs (Al-Mamary et al., 2002 ; Aljadi et Kmaruddin, 2004 ;
Berretaet al., 2005 ; Holdrena— Kedzia and Kedzia, 2006 et Wilczynska, 2010).
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Conclusion générale

L’ Algérie possede une diversité végétale tres importante et des conditions climatiques
favorables a la production du miel. Cette étude est élaborée afin de cerner les critéres de
qualité de 20 échantillons de miels récoltés dans différentes wilayas a gériennes, en se basant
sur le dosage de différents antioxydants, les propriétés physico-chimiques et les activités

antioxydantes et antibactériennes.

L"humidité des échantillons de miels analysés fluctue entre 13,73 a 18,33 %. Le pH
est acide, oscille entre 3,58 a 4,40. La conductivité électrique est comprise entre 0,36 a 2,92
mS/cm. La plupart de ces miels sont élaborés a partir du miellat et/ou du nectar a I’ exception
des miels M8, M9, M12, M15, M16, M17, M18 et M19 qui ont une conductivité électrique
inférieure a 0,8 mS/cm. Par conséquent, ces derniers sont élaborés a partir du nectar. Le
pouvoir rotatoire a permis de déduire que tous les miels analyseés sont |évogyres a I’ exception
du miel M6 qui est dextrogyre (+4,49) qui pourrait é&tre un miel de miellat. Lateneur en HMF
enregistre des valeurs alant de 1,72 a 33,61 mg/kg. Les teneurs en protéines et en proline
varient de 9,71 a 151,25 mg EBSA/100g et de 496,12 a 2846,76 mg/kg, respectivement.

Les résultats physico-chimiques obtenus ont permis de déduire que tous les miels
analysés s accordent avec les normes établis par le Codex Alimentarius. Chacun des
parametres analysés contribue a une indication précise sur la qualité du miel. Aing, ils
peuvent étre classés en trois groupes; ceux qui déterminent la maturité (teneur en eau et
proline), I’ origine florale (conductivité électrique, pH et le pouvoir rotatoire) et la fraicheur
(HMF).

La teneur en antioxydants varie significativement entre les échantillons de miels
analysés. La teneur en polyphénoles totaux fluctuent entre 21,65 a 68,55 mg EAG/100 g ; le
taux en flavonoides oscille de 12,57 a 51,13 mg EQ/100 g; la concentration en
orthodiphénols est comprise entre 0,11 40, 84 mg EAG/ 100g. Les miels M6, M4 et M10 les
plus riches en ces substances présentent la couleur la plus sombre; les miels M15, M12
présentant une couleur claire sont les moins riches en antioxydants. Le potentiel antioxydant
des miels analysés est confirmé a travers six tests. L’activité antioxydante dépend de la
composition des échantillons de miels et différe d’ un échantillon a un autre. Elle enregistre
des valeurs de 32,60 a 70,55% et de 49,73 a 91,83 % pour les activités antiradicalaires a
savoir le DPPH et I'ABTS, respectivement ; de 13,11 a 52,46 % et 15,02 a 64,00 % pour les
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pouvoirs réducteur et chélateur du fer. En plus elle est de 2,16 a 68,03 % et 825,34 a 1364,11
mg EAG/100g pour letest de FRAP et de réduction de molybdate, respectivement.

D’ aprés lesrésultats de I’ évaluation de |’ activité antibactérienne :

+ Les deux souches bactériennes testées sont sensibles a I'action inhibitrice des miels
analyseés, avec des différences d’ un miel aun autre et d’ une souche a une autre.

+ Staphylococcus aureus est la bactérie la plus sensible par comparaison avec Escherichia
coli ; ceci peut ére attribué a la différence de la structure entre les bactéries Gram
positives et |es bactéries Gram négatives.

+ L’effet antibactérien du miel peut étre attribué a plusieurs facteurs présents dans le miel
tels que: I'osmolarité, le pH, le peroxyde d hydrogéne et les composés phénoliques,
MGO et les protéines (Couquet et al., 2013).

L'éude de I'activité antioxydante des échantillons des miels Algériens par
I’ évaluation de leur potentiel antioxydant et antibactérien ainsi que la quantification de leurs
composeés phénoliques a confirmé les propriétés puissantes que possedent le miel a piéger les
radicaux libres et inhiber la croissance bactérienne. Suivant les résultats obtenus
expé&rimentalement, les miels de la wilaya de Bejaia présentent de bonnes qualités
thérapeutiques par rapport a ceux des autres wilayas.

Compte tenu de son trés grand champ d application, a la fois préventif et curatif,
antiseptique et antibiotique et de sa grande efficacité dans de nombreuses indications, de sa
facilité de mise en ceuvre, de sa parfaite innocuité et de |’absence d effets secondaires,
I"utilisation du miel représente une possibilité thérapeutique de premier plan qui ne demande

gu’ a étre mieux connue.
A lalumiére des résultats obtenus, différentes perspectives de recherches sont évoqués :

+ Effectuer des analyses physico-chimiques sur une large gamme d’ échantillons de miels du
pays afin de dégager des normes pour les miels spécifiques de I’ Algérie ;

+ Etablir des spectres polliniques des miels algériens et identifier d’ autres composants par
HPLC;

+ Approfondir I'éude de I'activité antibactérienne sur une large gamme de bactéries
pathogénes ainsi que sur les souches résistantes ;

+ Initier destests de traitement de plaies dans |es centres de santé humaine et animale.
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Annexel: Tablede CHATAWAY

Indicede Teneur en |Indicede Teneur en |Indicede Teneur en
réfraction eau (%) réfraction eau (%) réfraction eau (%)
(20°c) (20°c) (20°c)

1.5044 13.0 1.4935 17.2 1.4835 21.2
1.5038 13.2 1.4930 17.4 1.4830 21.4
1.5033 13.4 1.4925 17.6 1.4825 21.6
1.5028 13.6 1.4920 17.8 1.4820 21.8
1.5023 13.8 1.4915 18.0 1.4815 220
1.5018 14.0 1.4910 18.2 1.4810 22.2
1.5012 14.2 1.4905 18,4 1.4805 224
1.5007 14.4 1.4900 18.6 1.4800 22.6
1.5002 14.6 1.4895 18.8 1,4795 22.8
1.4997 14.8 1.4890 19.0 1.4790 23.0
1.4992 15.0 1.4885 19.2 1.4785 23.2
1.4987 15,2 1.4880 194 1.4780 234
1.4982 15.4 1.4875 19.6 1.4775 23.6
1.4976 15.6 1.4870 19.8 1.4770 23.8
1.4971 15.8 1.4865 20.0 1.4765 24.0
1.4966 16.0 1.4860 20.2 1.4760 24.2
1.4961 16.2 1.4855 20.4 1.4755 244
1.4956 16.4 1.4850 20.6 1.4750 24.6
1.4951 16.6 1.4845 20.8 1.4745 24.8
1.4946 16.8 1.4840 21.0 1.4740 25.0

1.4940 17.0
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Annexe 2 : courbes d’ étalonnages
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Figure 2 : Courbe d' étalonnage des polyphénols. Figure 1 : Courbe d' étalonnage des protéines.
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Figure 3 : Courbe d’ étalonnage des flavonoides. Figure 7:Courbe d’ étalonnage du molybdate.




Annexes

Annexe 3 : Matrices de corréation

STAT.
ELEHENT

Corrélations significatives margquées & p < 05000
H=32 (Suppression des observ. & VH)

HUMEDI|COULEU|C_ELEC|P_ROTA FROLIN|FROTEL FLAVON|O_DIFH| FERQOZI|R_HOLY|F_RED
TE R TR TO HHF E HE CET oI IH FRAP HE BD CT

Variable BRIX | PH
.97 L18 | —.87 0 —-,34  -.36 L6 07 0 —.35 ) .37 —.40 | —.31 - 43 | - 49 - 37 - 29 .41 -,29 | — 45
BRIX .97 1,00 J19 | — 87 | -, 43 | - 43 Bl - DR | — 42 | — 42 | — 48 | - 39  -.49 | — 54 | — 41 | - 34 .44 | - 25 | — 49
PH .18 .19 1,00 | -.05 .19 .02 .28 0 -.31  -.14 | -.00 ,25 -8 -,0% .03 .19 L 37 L5300 —.04 .18
HUMEDITE | —. 87  -.87  —,05 1,00 .40 .37 -.81 -.00 .36 .36 47 .33 .40 .37 .38 L34 | - 37 .42 .38
COULEUE | —.34 | —. 43 .19 .40 01,00 .72 —.38 .02 .79 .74 L9z L 1) BEl .70 LBF | =05 -.21 .56

C_ELECTR | —. 36  —.43 .0z .37 L7220 1.00 0 - 45 .26 LB2 .40 81 L5851 B2 L71 -r .55 L0444 LB2
P_ROTATO 46 .51 .28 -.B1 ) -3 | — 461,00 -.24 - 51 -39 - 45 —.33 .29 | - 24 - 02 - 36 LB2 o —22 ) - 682

HMF | —.07 | —. 06 -, 31 -, 00 .02 L26 | —,24 1,00 L0917 | —-.01 11 -,02 - 058 -.25 | —.34 | —.08 oo L1z
PROLINE | —. 35 - 42 | - 14 .36 .79 LB2 0 —.51 .09 1,00 .61 .75 .79 V72 LS8 .44 .64 —.33 -27 .49
PROTEINE | —. 27 —.42  -—.00 .36 .74 L4000 -39 -.17 L6100 1,00 L6 .70 .72 .52 .71 Lb2 | =28 .18 .48

CPT | —.40 | —.48 .25 L47 .9z .81 —.45  -,01 .75 .68 1,00 LB7 .81 .76 .75 .78 .03 -.18 .70
FLAVONOI | —.31 -.3% - 08 .33 .68 V51 —.33 J11 .79 .70 JBF 1,00 a1 J52 .51 J46 | =37 - 19 .29
O DIPHIN | —. 43 -—.49 - 0% 40 aa 62 —,29 -.02 .72 72 a1 21 1.00 az 73 60 —-.18 -.17 43

DPPH | —. 49 | - 54 03 37 69 71 -.24 -,0% Bl 52 76 52 g2 | 1.00 71 B4 | - 06 - 38 te

ABTS | —. 37 | — 41 19 a8 70 62 | —.02 - 25 .44 71 75 51 73 71 1.00 58 07 -1z 36

FRAF | —. 29 - 38 .37 .34 L67 L85 —.3p - 34 L6d -r .78 .46 60 L6d LS8 1,00 —02 -.15 LB2
FEROZINE .41 44 LB3 0 —.37 ) .08 .04 LB2  —-.08 ) —-.33 ) -.26 L03 0 —.37 -,18 | .06 L07 0 —-.02 1,00 -.26 | —.03
R_MOLYBD | —.29 -—.25 -, 04 A2 —021 ) - 44 =22 oo .27 .18 | —-.18  -.19 -,17 | —-.38 | —-.12 -, 15  -—.Zp 1,00 - 06
F_REDUCT | —. 45 - 49 .18 ] .56 LB2 | - 62 .12 .49 48 .70 .29 43 J58 .36 .62 | —-.03 -.06 | 1.00

Figure: Corrélation significative marquées ap 0,05

STAT Corrélations significatives marquées & p ¢ . 01000
ELEMENT. [H=32 {Suppression des cbserv. a VH

HUMEDI|COULEU|C_ELEC|P_ROTA| FROLINFROTEI FLAVON|O_DIFH
Variable TE R TR TO HHF E HE CET oI IN

BRI | PH
a7 .18 —.87 - 34 | —-.36 .46 | -.07 - 35 -,37 -.40 -, 31 - 43 | - 43 -, 37 -, 29 41 | - 29 - 45§
BRIX | .07 1.00 | .19 - 87 - 43 —. 43 .51 | —,06 -, 42 —.42 - 40 -39 - 49 - 54 | — 41 - 36 | 44 - 25 - 49

PH| .18 .19 1,00 -.05 .19 02 | 28 -,31 -,14 -, 00 .25 -.08  -.05 .03 .19 .37 .53 | -, 04 18
HUMEDITE | -.67 -.67 -,05 1,00 .40 | .37 -,51 | —-.00 .36 .36 .47 .33 .40 | .37 .38 .34  —.37 | .42 38
COULEUR | -.34 -.43 .19 | .40 1,00 .72 | -, 36 .02 .79 | .74 .92 .68 .6& .63 | .70 | .67  —-,05 -, 21 G6
C ELECIR | -.36 -.43 .02 .37 .72 | 1,00 -.45 | .26 .62 .40 .61 .51 .62 | .71 | .62 | .55 .04 | — 44 62
F_ROTATO | .46 .51 .28  —.51  —. 36 | —.45 1.00 -.24 - 51 -.39 - 45 - 33 - 29 | - 24 -.02 -.36 .52 | -.22 -.b2
HMF | -.07 -.06 —.31 | -.00 .02 | .26 —.24 1. . . . . . . . . . . .
PROLINE | -.35 -.42 -—.14 | .35 .79 | .62 | —-.51 | .09 1.00 | &1 .75 .79 .72 | .56 | .44 | .64 | —.33 | — 27 .49
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PROTEINE | -.37 -.42 -—.00 .36 .74 L4000 -39 - 17 LB1 | 1.00 .68 .70 L2 J52 .71 JBZ2 =25 .18 .48
CPT | —-.40 -.43 .25 .47 .92 L8110 —.45 - 01 .75 L 6B 1,00 J67 J81 .76 .75 .78 .03 —.18 70

FLAVONOI | -.31 -.3% -—.08 L33 L J51) -.33 .11 .79 .70 LB7 1,00 .81 .52 J51 JdE | =37 | -.19 .29
O DIPHIN | -.43 -.49  -.0% .40 L LB2 | —,29 | -, 02 L72 .72 . B1 JB1 1,00 .82 .73 LBO0 | —18 ) -, 17 43
DPEH | -.4% -.54 .03 .37 .69 L7l —-.24 | -, 05 =1 =y .76 .52 LB2 1,00 .71 L6406 | -, 38 =t
ABTS | -.37 -.41 .19 .38 .70 LB2 | -, 02 | -.25 L44 .71 .75 L5l .73 711,00 .58 L07 ) -.12 .36
FRAP | -.29 .36 .37 L34 LEB7 JEE L —36 ) -, 34 T - .78 46 .60 L6d JeB 1,00 02 -, 15 L2
FEROZINE .41 44 LB3 | —-37 | .08 .04 JE2 —.08 0 -, 33 2% L03 0 —.3% | —-.18 | - 06 07 —02 1,00 —-.26  —.03
R _MOLYED | -.29 -.25 .04 L4221 ) - 44 ) - 22 oo - 27 .18 -,18 -.19  -.17 | -.38  -.12 .15 -, 26 | 1,00 -, 06
P_REDUCT | -.45 -.49 .18 ag .56 62 | - 62 .12 49 4 .70 29 43 58 36 62 | -, 03 | -, 06 1,00

Corrélations =significatives marquées & p ¢ 00100
N=32 {Suppres=zion de=s oh=serv & VH)

STAT.
ELEMENT .

HUMEDI|COULEU|C_ELEC|E_ROTA| PROLIN|FROTEI FLAVON|O_DIFH
VYariable ERIX FH TE R TR TO HHF ) HE CET 0T IN DFFH | ABTS | FRAP

.97 | .18 -.B7 -.34 -,36 .46 -, 07 -,35 —,37 - 40  -,31 | -, 43 -.49 -,37 -,29 41 —,29 - 45
ERIZ | . 1,00 .19 | —. 87 | —.43  —.43 | .51 | —. 06 -—.42  -—.42 | — 48 | -39 | —.49 | —.54 | - 41 - 36 44 | — 25 | — 49

PH | . .19 1,00 -05 | .1% .0z | .28 -,31 -.14 -.00 .25 | -, 08 -, 05 .03 .19 .37 .53 | -.04 .18
HUMEDITE | —. -.87 | -,05 | 1.00 .40 .37 | -8l -.00 .36 .36 .47 .33 | .40 .37 | .38 .34 —.37 | .42 | .38
COULEUR | -. -.43 | 19| .40 1,00 .72z -3 .02 .79 .74 .92 .88 | .88 .69 | .70 &7 —.05  -.21 | .Gk
C_ELECIR | -. .43 | L0z | a7 | .72 1,00 —.45 .26 .62 | .40 .81 .51 | .62 | .71 | .62 .55 .04 | — 44 | 62
P_ROTATO | . Bl .28 | —-,51 | —. 36  -.45 1,00 -, 24 -.51 | -39 - 45| -33 | - 29 -.24 | -, 02 -.36 .52 | -.22 -.E2
HHE | -. .06 | -,31 | - 00 .02 .26 —.24 1, . . . . . . . . . . .
PROLINE | -. 42 | —14 | .36 .79 62 | —.81 .09 1,00 .6l .75 | .79 | .72 | .56 | .44 64  — 33 | — 27 | .49
FROTEINE | -. - 42 | -00 | .36 .74 40 -39 -.17 61  1l.00 | .68 | .70 | .72 | .82 | .71 .62 —,25 | 18 | .48
CET | -. -.48 | .25 .47 | .92 | 81| -, 45 -.01 .75 | .6&  1.00 .67 | .81 | .76 | .75 .78 | .03 | -.16 .70
FLAVONOT | -. -39 | -,0% | .33 .es 51| —.33 11 .73 .70 .67  1.00 | .81 | .52 | .81 46  —,37 | -,19 | .29
O_DIPHIN | -.43 -.49 -.05 .40 | .88 | .62 -.29 -.02 .72 | .72 | .8l | .81 | 1,00 .82z | .73 .60 -, 18  -—.17 .43
DFEH | -.49 -.54 .03 .37 | .69 | .71 -, 24 -0 5% .52 .7& | .&2 .82 1.00 .71 &4  -—.06 - 38 .58
ABTS | -.37 -.41 .13 .38 | .70 | 62 -,02  -,25 .44 .71 .75 | .81 73| .71 1,00 .&8 | .07 | -.12 36
FRAF | -.29 -.36 .37 .34 | .7 | .55 - 36 -.34 64 62 .78 | .46 60| 64| BB Ll.00 -.02 | - 15 &2
FEROZINE | .41 .44 .53 -.37  -.05 | .04 .52 -.08 -,33 -.25 .03 | -.37 -.,18 -,06 07 -.02 1,00 -.26 -.03
R MOLYED | -.29 -.25 -.04 .42 | -.21 | -44 -22 00 -.27 18 - 18  -.19 - 17 - 38 -.12 -.15 - 26 1.00 -0
P_REDUCT | —. 45 -.49 .18 .38 | .56 .62
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Figure: Corré ion s‘igni'fica'tive'mar'quéé ép 0,4001'
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Résumé

Le présent travail est une contribution al’ évaluation de quel ques propriétés physico-chimiques
(humidité, pH, conductivité électrique, couleur et teneur en protéines, proline et en HMF), des taux en
antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides et orthodiphénols) et des activités antioxydantes (Les
pouvoirs réducteur et chélateur du fer, activités antiradicalaires avec le DPPH et I’ ABTS, le test de
FRAP et la réduction de molybdate) de 20 échantillons des miels Algériens. En outre, I’ activité
antibactérienne est testée avec 6 miels, vis-a-vis staphylococcus aureus et Echershia coli. Tous les
miels analysés sont conformes alalégislation. L humidité et la proline oscillent entre 13,73 418,33 %
et 496,12 a 2846,76 mg/kg respectivement, la teneur en HMF varie de 1,72 a 33,61 mg/kg. Les
analyses de la proline et d' HMF prouvent leur authenticité. La teneur en polyphénoles totaux fluctue
entre 21,65 a4 68,55 mg EAG/100 g. les miels analysés possedent des activités antioxydantes variables.
Le pourcentage du pouvoir chélateur du fer varie de 15 & 64%. Ces variations sont dues a I’ origine
botanique des échantillons de miels anayses. De nombreuses corréations sont observées entre la
couleur, les antioxydants et les activités antioxydantes. En effet |es échantillons de miels M6, M13 ont
les couleurs les plus foncées et les teneurs les plus éevée en polyphénoliques totaux. Par conséquent,
ils présentent des activités antioxydantes importantes. L’étude de I'activité antioxydante des
échantillons de miels Algériens par |’ évaluation de leur potentiel antioxydant et antibactérien ainsi que
la quantification de leurs composés phénoliques a confirmé les propriétés puissantes que possedent le
miel apiéger les radicaux libres et inhiber la croissance bactérienne.

Mots clés: Miel, propriétés physico-chimiques, composés phénoliques, activité antioxydante et
antibactérienne.

Abstract

This work is a contribution to the evaluation of some physico-chemical properties (moisture,
pH, eectrical conductivity, color and protein content, proline and HMF), rates of antioxidants (tota
phenolic content , flavonoids and ortho-diphénols) and antioxidant activities ( the reducing power and
iron chelator , radical scavenging activity with DPPH and ABTS, the test of FRAP and the reduction
of molybdate ) of 20 samples of honey Algerians. In addition, the antibacterial activity was tested with
6 honeys, against Echershia coli and Saphylococcus aureus . All the honeys analyzed are in
conformity with the legidation. Moisture and proline range from 13,73 to 18,33 % and 496,12 to
2846,76 mg / kg respectively, the HMF content varies from 1,72 to 33,61 mg / kg. Analysis of proline
and HMF prove their authenticity. The content of total polyphenols fluctuates between 21, 65 to 68, 55
mg g EAG/100. Honeys analyzed variables have antioxidant activities. The percentage of iron
chelating power ranges from 15 to 64%. These variations are due to the botanical origin of honey
samples analyzed. Many correlations were observed between color, antioxidants and antioxidant
activities. Indeed honey samples M6, M13 have the darker colors and the highest of total phenolic
content. Therefore, they have significant antioxidant activity. The study of the antioxidant activity of
honey samples Algerians by assessing their antioxidant and antibacterial and quantification of
phenolic compounds confirmed their powerful properties that have honey to scavenge free radicals and
inhibit bacterial growth potential.

Keywords: Honey, physicochemical properties, phenolic compounds, antioxidant and antibacterial
activity.
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