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Introduction

Introduction

Les effets secondaires des médicaments constituent aujourd’hui 1’une des plus grave
menaces pesant sur la sant¢ mondiale, I’lhomme n’aura peut étre pas accés un jour a des
médicaments, il faudra pouvoir continuer a se soigner quand méme. Il est intéressant de
savoir tous les produits naturels qui possedent des thérapies, parmi eux le miel qui est un
produit dont les vertus sont tres intéressantes.

Le miel au cceur de nombreuses croyances et religions a réussi a traverser toutes les
civilisations, il est employé¢ depuis des millénaires dans 1’alimentation, en cosmétiques
mais egalement en médecine pour ses extraordinaires vertus thérapeutiques, les livres
saints comme la Bible et le Coran ne manquent pas de louer ses vertus (Hoyet, 2005).

Le miel est un élixir précieux qui est élaboré par les abeilles de I’espéce Apis mellifera a
partir du nectar des fleurs aussi bien que du miellat. Il est ce que ’homme n’est jamais
parvenu a fabriquer parfaitement lui-méme.

Le miel est une solution hautement concentré en sucres, hotamment en glucose et en
fructose, il contient de 1’eau et renferme aussi une large gamme de composés mineurs
(protéine, enzymes, acides aminés, acides organiques, polyphénols et flavonoides....), il est
utilisé  depuis toujours pour ses propriétés essentiellement antioxydantes et
antimicrobiennes. Hippocrate (400 avant J-C.) considérait le miel comme un remede idéal
et il le recommandait dans le traitement des plaies (Hoyet, 2005).

L’usage du miel en médecine refait surface a travers le monde d’ou la création de
’apithérapie, pratiquée depuis des décennies sous une forme simple et naturelle, utilisant
du miel pour son effet cicatrisant, anti-cancer et anti-ulcere et ceci grace aux propriétés
physico-chimiques et biologiques du miel (Meda et al., 2005).

Ce travail vise justement a renforcer ces études par 1’'usage qui fait du miel concernant
ses activités antioxydantes, antimicrobiennes mais aussi de 1’associer a différents miels
surtout par la coloration. L’étude perspective s’articulera autour de trois parties :

Une premiére partie portera sur les connaissances bibliographiques sur le miel ou ses
différentes propriétés seront abordées.

La seconde partie sera baser sur le matériel d’étude et des méthodes analytiques
utilisées pour les analyses physyico-chimiques et les activités antioxydantes,
antibactériennes ainsi que les analyses polliniques seront évoquées.

La troisiéme partie sera consacrée a la présentation des résultats obtenus avec leur

discussion.
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

Au cours des derniéres années, les apiculteurs et les scientifiques ont découvert la vie
sociale des abeilles qui est trés évoluée. Elles produisent le miel connu de tous. Leur role
dans notre environnement est trés important vu qu’elles interviennent activement dans le
processus qui permet aux plantes de se reproduire.

I-1 Abeille

L’abeille fait partie de la grande classe des insectes et plus précisément de I’ordre des
Hymeénopteres. L’espéce la plus connu est 1 'Apis mellifera, c'est-a-dire 1’abeille a miel, elle
vie en famille ou colonies d’environ 20 000 & 50 000 individus, comprenant une reine,
plusieurs milliers de faux bourdons (au printemps) et des ouvriéres (Jean-Prost et Le
Conte, 2005).

I1-1-1 Fabrication du miel

Pour se reproduire, les fleurs ont besoin d’étre polonisées, elles doivent recevoir sur leur
pistil (élément femelle) le pollen produit par les étamines (¢lément mal) d’autres fleurs.
Cette pollinisation se fait principalement par ’intermédiaire des abeilles qui déplacent le

pollen en se promenant de fleur en fleur.

Les fleurs ont donc besoin des abeilles pour se reproduire. Pour les attirer elles
produisent une substance sucrée : le nectar, 1’abeille aspire ce nectar et le stocke dans le
jabot pour le rapporter a la ruche. Les abeilles butinent également le miellat, cette
substance se présente sous formes de gouttelettes sucrées fixées sur les feuilles des
végétaux. Le miellat est fabriqué par de petits animaux comme les pucerons. Ces derniers
se nourrissent de la séve et rejettent ce qu’ils ont en trop sous la forme de ces petites
gouttelettes. De retour a la ruche I’abeille mélange le nectar et le miellat a sa salive puis
malaxe le tout. Elle passe ensuite ce mélange dans le jabot d’une autre abeille et ainsi de
suite (Persano Oddo et al., 1999). Au fur et a mesure qu’il passe d’abeille en abeille, ce
mélange s’enrichit, se transforme, se concentre pour devenir du miel (Hoyet, 2005;
Ouchemoukh, 2012).

1-2 Généralité sur le miel
1-2-1 Définition

Le miel est une substance naturelle sucrée élaborée par les abeilles mélliferique, il est

obtenu a partir du nectar des fleurs ou de certaines sécrétions provenant de la séve des
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plantes ou se trouvant sur elles, que les abeilles butinent, transforment, combinent, avec
des matiéres spécifiques propres, emmagasinent et laissent murir dans les rayons de la
ruche (Codex Alimentarius, 2001).

1-2-2 Origines

Le miel est élaboré par les abeilles & partir des sucres produits par des végétaux, soit

sous forme de nectar, soit sous forme de miellat (Liu et al., 2013).
I-2-2-1 Miel de nectar

Le nectar s’agit d’une solution aqueuse plus ou moins concentrée fabriquée par les
tissus glandulaires ou nectaires de la fleur. C’est un mélange chimique complexe constitué
de sucres environ 90 %, les plus courants étant le saccharose, glucose et le fructose (Hoyet,
2005). Les proportions de ces sucres varient d’une plante a une autre et influent sur la
qualité du miel. Les butineuses récoltent ce nectar en y ajoutant leur salive chargée d’une

enzyme, ’invertase qui entame la transformation du saccharose en fructose et en glucose

(Ouchemoukh, 2012).

Le nectar contient d’autres substances telles que 1’eau, les protéines, les acides aminés,
les phénols, les alcools, les pigments et les vitamines, tous ses éléments vont donner au

miel sa couleur et ses ardmes (Hoyet, 2005).
I-2-2-2 Miel de miellat

Le miellat s’agit d’un liquide sucré excrété par plusieurs espéces d’insectes parasites
vivant sur la plante, tels que les pucerons, des cochenilles ou des autres hémipteres (Jean-
Prost et Le Conte, 2005). Ces insectes munissent d’un appareil buccal piqueur suceur,
perforent les tissus de la plante jusqu’aux faisceaux dans lesquels circule la seve élaboré,
composée de glucides, de substances azotées, de sels minéraux, d’acides et de vitamines.
Celle-ci passe dans 1’estomac et subit dans le tube digestif des transformations qui en font
un miellat rejeté par I’anus. Les butineuses recueillent le miellat par 1échage et remplissent

progressivement leur jabot. Ce dernier plein, elles regagnent la ruche (Hoyet, 2005).
1-2-3 Type de miel

Il existe deux catégories de miel : les miels monofloraux et les miels polyfloraux.
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Le miel provenant d’une fleur ou d’une plante est dite monoflorale, lorsque le
pourcentage des grains de pollen de cette plante ou fleur est supérieur a 45 %
(Ouchemoukh, 2012).

Selon Fallico et al. (2004), les miels monofloraux sont mieux appréciés pour leur saveur
et arome fortement caractéristiques. La détermination de 1’origine botanique est basée sur

plusieurs méthodes, la plus fiable étant 1’analyse pollinique (Popek, 2002).

Les miels polyfloraux, comme leur nom I’indique, sont issus de plusieurs especes
végetales différentes, ils sont donc, en régle générale, désignés soit par leur origine
géographique, soit par un type de paysage floral (Desmouliére et Bonté, 2013).

L’origine florale d’un miel est importante car elle détermine les propriétés

organoleptiques de celui-ci (couleur, gout, texture).
I-2-4 Composition chimique

Le miel est I’'unique produit sucrant naturel, sa composition chimique est relativement
bien connue malgré sa complexité. Les miels sont principalement composés de sucre mais
également d’autres constituants tels que : les protéines, les sels minéraux, les vitamines, et
autres substances phyto-chimiques (Al et al., 2009; Ferreira et al., 2009). Certaines de ces
substances sont dérivées des plantes, d’autres sont dues a la maturité du miel et d’autres
encore sont additionnées par 1’abeille (Anklam, 1998). La composition du miel est
étroitement associée a son origine botanique, qui est liée essentiellement au secteur

géographique du sol (Baroni et al., 2009).
1-2-4-1 Eau

Le miel contient de I'eau avec un pourcentage optimum de 17 a 18 % (Fallico et al.,
2004). Un miel de qualité contient une humidité qui ne dépasse pas 18 %, une teneur en
eau plus importante affecterait la conservation du miel avec un risque de fermentation.
L’humidité du miel est étroitement liée aux conditions climatiques et a son degré de
maturité (Baroni et al., 2009).

1-2-4-2 Glucides

Des glucides ou sucres, présents en grande quantité : 70 a 80 % (Ouchemoukh et al.,

2007). Les sucres simples représentent la plus grande partie de la composition du miel
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avec une prédominance pour le fructose et le glucose (Abramovic et al., 2008; Baroni et
al., 2009). Une petite quantité de disaccharides (principalement saccharose et maltose) et
des oligosaccharides sont également présent (Abramovic et al., 2008).

I-2-4-3 Acides organiques

Tous les miels sont acides. Ils contiennent des acides organiques libres ou combinés
sous forme de lactone. Cette acidité se situe entre 10 et 60 méq / kg. C’est I’acide
gluconique, issu de la transformation enzymatique du glucose qui prédomine dans le miel
(Missio da silva et al., 2016). Mais une vingtaine d’acides organiques tels que les acides
Pyruvique, malique, citrique, succiniques et fumarique y sont également représentés
(Anklam, 1998).

I-2-4-4 Acides aminés et protéines

IIs sont présents en faible quantité dans le miel 0,2 %, ils sont issus de deux sources,
I’une animale (abeilles) et I’autre végétales (pollen) (Anklam, 1998). I s’agit
essentiellement de peptones, d’albumines, de globulines et de nucléoprotéines. On trouve
également entre 50 a 80 % d’acides aminés et dont la proline est la plus abondante
(Ouchemoukh et al., 2007).

1-2-4-5 Enzymes

Elles proviennent soit des nectars, soit des sécrétions salivaires de 1’abeille. Les plus
connues sont la gluco-invertase qui est responsable de I’hydrolyse des disaccharides, et les
amylases alpha et béta qui permettent la dégradation de 1’amidon. D’autres enzymes
existent également dans le miel telles que la catalase, la phosphatase et la glucose oxydase
(Persano Oddo et al., 1999).

1-2-4-6 Vitamines

Le miel ne contient que tres peu de vitamines, essentiellement des vitamines du groupe
B prévenant des grains de pollen en suspension. De la vitamine C (acide ascorbique) y est
également presente (Missio da silva et al., 2016).

I-2-4-7 Lipides

Ils sont en faible quantités, issu du nectar. lls sont représentés par des glycérides et des

acides gras (acide palmitique, oléique et linoléique) (Ouchemoukh, 2012).
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1-2-4-8 Sels minéraux

Leur taux est compris entre 0,1 et 1 %. Les miels foncés en contiennent d’avantage que
les miels clairs. On retrouve principalement du potassium, sodium, calcium, magnésium,

manganeése, le zinc et le fer (Baroni et al., 2009).
1-2-4-9 Pollen

Le pollen, élément male des plantes a fleurs, se présente sous forme de grains
microscopiques contenus dans les anthéres des étamines. Chaque grain de pollen renferme
des glucides, protides, acides aminés, I’eau, des lipides et des sels minéraux. Il comporte

également des pigments et des vitamines.

L’identification des grains de pollen repose sur leur examen microscopique. Couleur,
forme, taille, pores et aspérités différencient la plupart d’entre eux (Jean-Prost et Le Conte,
2005).

1-2-4-10 Constituants divers

A cOté des constituants principaux déja énumérés, le miel contient en trés grands
nombre mais en faibles quantités des substances plus ou moins bien connues tels que les
phénols (flavonoides et acides phénoliques), qui conférent au miel ces propriétés bioactives
(Al et al., 2009).

I-2-5 Propriétés physico-chimiques
I-2-5-1 pH (potentiel d’Hydrogéne)

Le pH du miel est acide ; il oscille entre 3 et 6. Cette acidité est due essentiellement a la
présence des acides organiques, en particulier I’acide gluconique, ainsi que d’ions

inorganiques (Ouchemoukh et al., 2007).

Les miels de nectar possédent le plus souvent des valeurs de pH faibles (3,3 a 4,5)

tandis que les miels de miellat ont un pH éleve (Pesenti et al., 2008).
1-2-5-2 Couleur

La couleur du miel est un parametre de qualité, elle est due a la présence de plusieurs
substances telle que les caroténoide, les flavonoides et les polyphénols (Ribeiro et al.,

2014). De méme que les minéraux et les acides aminés (Amiot et al., 1989).
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Selon Betoncelj et al. (2007), la couleur foncée du miel indique un taux élevé en

polyphénols totaux, et par consequence une forte capacité antioxydante.
I-2-5-3 Indice de réfraction et humidité

Il oscille entre 1,47 et 1,50 pour une teneur en eau de 13 a 18 % a 20 °C. Cette propriété
est d’ailleurs utilisée pour mesurer la teneur en eau d’un miel en se référant a la table de
CHATAWAY. L’humidité sert essentiellement a estimer le degré de maturité du miel et

renseigne également sur les méthodes de sa conservation (Abramovi¢ et al., 2008).
I-2-5-4 Conductivité électrique

La conductivité électrique est I’'un des meilleurs paramétré pour la différenciation entre
les miels de différentes origines florale. Cette mesure dépend de la teneur en minéraux et
de I’acidité du miel; les miels de miellat sont, en général, beaucoup plus minéralisés que
les miels de nectar, donc ont une conductivité plus élevée, car celle-ci est étroitement liée a
la concentration des sels minéraux, des acides organiques et des protéines (Ouchemoukh et
al., 2007).

I-2-5-5 Teneur en proline

Ouchemoukh et al. (2007), ont rapporté que la proline est un bon indicateur de
falsification, cet acide aminé est également considéré comme un critéere de maturité du

miel, étant donné qu’il est additionné par les abeilles a la fin de son élaboration.
I-2-5-6 Teneur en HMF (Hydroxymeéthylfurfural)

L’HMF est une substance issue de la transformation du fructose en milieu acide, est
présent dans les miels anciens ou ayant subi un surchauffage (Bath et Singh, 1999). Il peut
donc constituer un marqueur de sa conservation. L’analyse de la quantité de HMF est donc

une excellente méthode pour apprécier la qualité du miel (Gonnet, 1963).
I-2-5-7 Pouvoir rotatoire

Tous les sucres dévient la lumiere polarisée. Certains a droite comme le D-glucose et le
saccharose, d’autre a gauche comme le D (-) fructose et en raison de leur composition en
sucres, tous les miels de nectar possédent un pouvoir rotatoire négatif « lévogyres» alors
que c’est I’inverse pour les miellats qui sont « dextrogyres » C’est un excellent moyen

pour les différencier (Nanda et al., 2003).
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I-2-6 Propriétés biologiques du miel

I-2-6-1 Propriété cicatrisante

Le miel est connu depuis des siécles, comme étant un produit favorisant la cicatrisation
des plaies (Hoyet, 2005).

Par sa viscosité et au contact d’une plaie, le miel réalise une barriere protectrice et
contribue a maintenir un milieu humide du fait de sa teneur en eau, I’humidité permet une
restauration plus rapide des cellules épithéliales. Et le recouvrement par une nouvelle
couche de la peau. De plus, du fait de son hyper-osmolarité au niveau des plaies
conséquente a la forte teneur en sucre, crée un appauvrissement de I’eau disponible pour

les germes et bactéries mettant un péril leur survie (Werner et lacourreye, 2011).

Le miel est considéré comme 1’agent potentiel d’acidification efficace des plaies du fait
de son pH acide. Le pH acide du miel permet un apport supplémentaire en oxygene, ce qui

va favoriser I’activité fibroblastique en optimisant leur prolifération.

Lors de la dégradation du glucose du miel en présence d’eau et d’oxygene par la
glucose oxydase, il y’a formation d’acide gluconique et d’eau oxygéné (H,O,). Ce H,0,
est communément utilisé dans la prise en charge des plaies pour ses propriétés
antiseptiques. En effet, au contact du sang et des tissus, elle se décompose en eau et en
oxygene (H,0, = H,O + O,) créant ainsi une « microeffervescence » et un nettoyage
mécanique de la plaie (détersion), de plus I’eau oxygéné favorise I’angiogenése et la
prolifération des fibroblastes et des cellules épithéliales qui participeront a la réparation

tissulaire (Couquet et al., 2013).
I-2-6-2 Propriété antibactérienne

Le miel est bien connu pour son activité antibactérienne, Les chercheurs ont montré que
c'est I’action combinée de propriétés physiques et chimiques qui confére au miel son

activité antibactérienne (Hoyet, 2005).

L’effet osmotique : Le miel est une solution hypertonique saturée en monosaccharides
tels que le glucose et le fructose. Par effet osmotique, les molécules de sucres vont
donc interagir avec les molécules d’eau, laissant ainsi trés peu d’eau disponible pour la

survie des bactéries. Cette déshydratation provoque également la lyse de la membrane des
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bactéries, aboutissant a 1’inhibition de leur croissance puis a leur mort (Couquet et al.,

2013).

L’acidité : Le pH du miel est acide. Cette acidité est principalement due a sa teneur en
acide gluconique et en gluconolactone (forme cyclique de 1’acide gluconique) ce qui inhibe
le développement de nombreux microorganismes pathogenes. De ce fait, il renforce les

propriétés antibactériennes du miel (Cortopassi-Laurino et Gelli, 1991).

Peroxyde d’hydrogéne : il est formé sous 1’action de la glucose oxydase qui est secrété
par les glandes hypopharyngiennes de 1’abeille. Il empéche le développement des bactéries
au sein du miel riche en eau, il posséde la capacité de dégrader I’ADN bactérien. En outre
le bioxyde d’hydrogéne peut étre éliminé par la catalase, antagoniste de la glucose oxydase
(Cortopassi-Laurino et Gelli, 1991).

Les inhibines non peroxydes : sont des substances antibactériennes avec différentes
origines chimiques, leur roles est tres important car elles sont dans une large mesure
insensibles a la chaleur, a la lumiére et a la durée de stockage. Elles sont nombreuses telles
que les lysozymes, les flavonoides et les dérivés phénoliques (Liu et al., 2013). Couquet et
al. (2013), ont affirmé la présence de methylglyoxal (MGO) et la défensine-1, facteurs

antibactériens retrouvés dans le miel.
I-2-6-3 Propriété anti-inflammatoire

Lorsque une agression infectieuse se produit dans 1’organisme, aussitot une réaction de

défense se met en place c’est I’inflammation (Hoyet, 2005).

La prolifération des lymphocytes T et B dans le sang ainsi que 1’activation des
phagocytes est stimulé par le miel a des concentrations de 0,1 %. A une concentration de 1
% le miel peut stimuler les monocytes a secréter des cytokines (TNFa, IL-1 et IL-6) qui
activent la réponse immunitaire contre 1’infection (Tonks et al., 2001). Par ailleurs,
I’inflammation au sein d’une plaie peut générer des radicaux libres hautement réactifs, et
ce en grande quantité. Ces radicaux donnent parfois lieu a des réactions en chaine

susceptibles d’engendrer des altérations au niveau de I’ADN, des protéeines et des lipides.

Les polyphénols contenant dans le miel joueront le role d’antioxydants. Parmi eux on
trouve les acides phénoliques mais surtout des flavonoides qui outre leurs propriétés anti

inflammatoire, présentant une forte activité antiradicalaire (Hoyet, 2005).
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I-2-6-4 Propriété antioxydante

Dix mille fois par jour, chacune des cellules est attaquée par des composés oxygénés
réactifs : les radicaux libres, dangereux pour les cellules. A terme, ces agressions peuvent
provoquer le déclenchement d’un infarctus du myocarde (crise cardiaque) ou d’un cancer,
la cataracte, des maladies du systeme nerveux, diabéte, vieillissement accéléré (Mouhoubi-
Tafinine et al., 2016). Ces radicaux étant présents pratiquement partout, il est impossible
de les eviter, méme le corps en produit. Ils entrent dans 1’organisme par les aliments, 1’air,
la fumée de cigarette, la pollution et méme les médicaments. L’homme est donc exposé a

ce que ’on appelle un « stress d’oxydation ».

Les radicaux libres sont constitués d’un électron dit «libre» (Mouhoubi-Tafinine et al.,
2016). lls prennent donc 1’électron libre d’autres molécules, c’est ce qu’on appelle
I’oxydation, et les transforment a leur tour en radicaux libres. C’est a ce moment la
qu’interviennent les antioxydants, ils empéchent 1’oxydation des cellules en neutralisant les
radicaux libres, évitant ainsi que les membranes cellulaires soient détruites et que les
enzymes soient endommageées et par conséquent inefficaces. lls permettent aux cellules de
garder leur intégrité, de préserver leurs génes et donc de vivre sans dangerosité pour elle-
méme et les tissus alentours. Les antioxydants sont donc des régulateurs du taux de pro-

oxydants dans 1’organisme (Ouchemoukh, 2012).

L’activité antioxydante est la capacité et le potentiel du miel pour réduire les réactions
oxydatives dans les systemes de production alimentaire et la santé humaine. Le miel est
connu pour étre riche en antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques, notamment la
glucose-oxydase, la catalase, ’acide ascorbique, les acides organiques, les acides aminés,
les protéines, les flavonoides (chrysine, quercetine et kaempférol), et les acides
phénoliques (caféique, coumarique et ferulique) (Meda et al., 2005; Ouchemoukh, 2012).

Selon al-Mamary et al. (2002), Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces
des radicaux pyroxyles a cause de leur structure contenant un anneau aromatique et un
groupe hydroxyle. L’action des composés phénoliques est peut étre liée a leur capacité de

réduire et de chélater 1’ion ferrique qui catalyse la peroxydation des lipides.

10
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11-1 Echantillonnage

Six échantillons de miel sont récoltés dans différentes régions de Bejaia et un autre
échantillon provient de la wilaya de Tizi Ouzou (Tableau I), ces derniers ne sont soumis a
aucun traitement thermique ou a aucune autre opération susceptible d’altérer leurs
compositions. Ils sont conservés a la température ambiante jusqu’a leur analyse. La figure

01 représente la photographie des échantillons de miel récoltés.

Tableau | : Présentation des échantillons de miel étudiés.

Miels Région Etat Couleur

M1 Bejaia (Beni Ouartilane) Treés cristallisé | Jaune claire
M2 Bejaia (Toudja) Liquide Marron foncé
M3 Bejaia (Amizour) Semi-cristallisé | Brun

M4 Bejaia (Adekar) Liquide Jaune claire
M5 Bejaia (Ait Bimoune) Cristallisé Marron foncé
M6 Bejaia (Kherata) Semi-cristallisé | Jaune claire
M7 Tizi Ouzou Semi-cristallisé | Marron foncé

Figure 01 : Photographie des échantillons de miel.
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11-2 Mélissopalynologie

La source florale des échantillons de miel est déterminée par 1’analyse pollinique. Cette
méthode consiste a séparer les grains de pollen de la matiére qui les entoure afin de
pouvoir observer la morphologie sur une lame microscopique. Selon le Protocol de la
commission internationale de botanique apicole (Louveaux et al., 1978), 3 grammes de
miel sont dissout dans 12 ml d’eau distillée. La solution est centrifugée a 4500 tours / min
pendant 10 minutes. Le surnagent est éliminé et le culot obtenu est rincé a nouveau avec 10
ml d’eau distillée et centrifugé dans les mémes conditions. 100 pl de culot récupéré sont
étalés sur une lame en verre, séchés, puis inclus dans la gélatine fuchinée et recouvert
d’une lamelle. Aprés solidification, I’examen est fait au microscope photonique (Gx40) en
se référant a une banque de données numériques et bibliographiques du CETAM (Centre

d’Etude Technique Apicoles de Moselle, France).
11-3 Analyses physico-chimiques
11-3-1 Humidité et Brix

La détermination de la teneur en eau du miel est basée sur la mesure optique de I’indice

de réfraction, selon la méthode au réfractomeétre rapporté par Bogdanov et al. (1997).

Quelques gouttes de miel liquide sont placées sur la platine du prisme de refractométre
de type ABBE étalonnée préalablement avec de 1’cau distillée. L’indice de réfraction ainsi
que le pourcentage du brix sont lus a travers lI'oculaire au niveau de la ligne horizontale de
partage entre une zone claire et une zone obscure. La détermination de la teneur en eau est
obtenue par correspondance a la table de CHATAWAY (Annexe ).

11-3-2 pH (potentiel d’hydrogéne)

Le pH du miel est déterminé selon la méthode décrite par Bogdanov et al. (1997). Une
quantité de 2,5 g de miel est dissoute dans 25 ml d’eau distillée, aprés avoir homogénéisé
la solution, le pH est lu a I’aide de pH-métre.

11-3-3 Conductivité électrique

La mesure de la conductivité électrique de chaque échantillon du miel est effectuée a
I’aide d’un conductimetre selon la méthode de Bogdanov et al. (1997). La conductivite

électrique est mesurée sur une solution de miel a 20 % de matiére seche. Une masse de

12
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miel équivalente 8 M =5 x 100 / MS (ou MS est la teneur de miel en matiére séche, est
dissoute dans de 1’eau distillée et le volume est ajusté a 25 ml. La cellule de mesure de
conductimétre est introduite dans la solution de miel et la valeur de la conductivité
¢lectrique est déterminée directement a partir de 1’appareil et les résultats sont exprimés

selon cette formule :

CE (mS / cm) = valeur mesurée — A

CE : conductivité électrique.

A : (la valeur mesurée x 0.032) x (T°- 20C®).

T : Température ambiante de la mesure (dans notre cas elle varie entre 16 et 18C°).
0.032 : facteur de correction.

11-3-4 couleur

La détermination de 1’intensité de la couleur du miel s’est faite selon la méthode décrite
par Bath et Singh (1999). Une masse de 1 g de miel est dissout dans 4 ml d’eau distillée.

Apres homogénéisation la densité optique est lue avec spectrophotométre a 450 nm.
11-3-5 Protéine

La méthode utilisée est celle de Bradford (1976). Une solution de miel a 50 % est
préparée en introduisant 1 g de miel dans 1 ml de I’eau distillée. Un volume de 100 pl de
chaque solution de miel est homogeneisé avec 5 ml de réactif de Bradford (annexe XI)
dans un tube a essai. Apres 2 min, le bleu de comassie G250 de couleur vert foncé devient
bleu en se fixant aux groupements NH3+ des protéines en donnant une couleur bleu et

I’absorbance est lue a 595 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage réalisée avec le sérum-albumine bovine (BSA) comme
protéine standard (Figure 01, annexe Il) permet de déterminer la teneur en protéine, les

résultats sont exprimés en mg par 100 g de miel.
11-3-6 Proline

La teneur en proline du miel est déterminée selon la méthode rapportée par Bogdanov et
al. (1997). Des tubes des échantillons contiennent 500 ul de la solution du miel (5 %) dont
1 ml d’acide formique et 1 ml de la ninhydrine (3 %) y sont additionnés. Les tubes
standards comportent 500 pl de la solution de proline. Ces derniers sont transférés au bain

marie a 70 °C pendant 10 min apres 15 min d’agitation et de chauffage a 100 °C. 5 ml de

13
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2-propanol (50 %) y sont ajoutés. Aprés 45 min d’incubation les absorbances sont lues a
510 nm.

Les concentrations en proline sont déterminées selon I’équation suivante :

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

Es : Absorbance de la solution d’échantillon.

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

E2 : quantité prise du miel en Kg.

80 : Facteur de dilution.
11-3-7 Hydroxymethylfurfural (HMF)

La teneur en HMF du miel est déterminée selon la méthode de Bogdanov et al. (1997).
Une masse de 5 g de miel est dissoute dans 25 ml d’cau distillée. 1 ml de solution de carrez
| (solution d’hexacyanoferrate de potassium a 15%) et 1 ml de carrez II (solution d’acétate
de zinc a 30%) sont additionnés avec homogénéisation. Le mélange est transféré dans une
fiole de 50 ml puis le volume est ajusté avec de I’eau distillée. Aprés filtration, les premiers
10 ml du filtrat sont écartés. 5 ml du filtrat obtenu sont introduits dans un premier tube a
essai puis additionné de 5 ml d’eau distillée (tube d’analyse). Dans un deuxiéme tube a
essai (tube de référence), 5 ml de sodium bisulfate a 0,2 % sont ajoutés a 5 ml du filtrat
obtenu. Apres agitation, 1’absorbance de la solution d’analyse est lue contre celle de la
solution de référence a 284 nm et 336 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV. La teneur

en HMF est calculée selon la formule suivante :

HMF (mg / kg) = (Azgs —Aszs) X 149.7 x5/ W

Avgs: Absorbance a 284nm.

Asss . Absorbance a 336 nm.

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

11-3-8 Pouvoir rotatoire
La méthode utilisée est celle de Bogdanov et al. (1997). Elle est basée sur la mesure
directe par un polarimétre (polaser-S) des solutions aqueuses de miel. Une quantité de 12 g

est dissoute dans de 1’eau distillée et un volume de 1 ml de la solution d’hexacyanoferrate

14
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de potassium 15 % (Carrez I) et 1 ml de la solution d’acétate de zinc 30 % (Carrez II) y
sont additionnés. Le volume est ajusté a 100 ml de I’eau distillée. Aprés 24 h, les solutions
sont filtrées. Le filtrat est versé dans le polarimeétre, la valeur affichée sur I’appareil a

température de 20 °C est la valeur du pouvoir rotatoire.
11-4 Dosages phyto-chimiques
11-4-1 Composés phénoliques totaux

La méthode de Naithani et al. (2006) est utilisée pour déterminer la teneur en composés
phénoliques. Cette technique est basée sur la réduction de 1’ion phosphomolybdate du
réactif de folin-ciocalteu par les composés phénoliques contenant dans le miel. 100 pl
d’une solution de miel (0,1 g / ml) sont mélangé avec 100 pl du réactif de folin-ciocalteu
dans un tube a essai. Aprés agitation, 2 ml de la solution de carbonate de sodium (2 %)

sont ajoutés. Apres 30 min d’incubation a I’obscurité, I’absorbance est mesurée a 750 nm.

La teneur du miel en composés phénolique est déterminée par référence a une courbe
d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique (Figure 02, Annexe II). Les résultats sont

exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de miel (mg EAG / 100 g).
11-4-2 Flavonoides

Le dosage des flavonoides est effectué suivant la méthode colorimétrique de chloride
d’aluminium décrite par Al et al. (2009). Elle consiste a mélanger 1 ml de la solution du
miel (0,5 g / ml) dilué avec 4 ml de I’eau distillée, accompagné de 0,3 ml de la solution de
nitrite de sodium (NaNO;, 5 %). Apres 5 min, un volume de 0,3 ml de trichlorure
d’aluminium (AICl3z, 10 %) est ajouté. 6 min plus tard, 2 ml de la solution hydroxyde de
sodium (NaOH, 1M) y sont additionnés. Par la suite I’absorbance du mélange est lue a 510

nm.

La catéchine est utilisée comme standard pour réaliser la courbe d’étalonnage qui a
permis de quantifier les flavonoides (Figure 03, annexe I1). Les résultats sont exprimés en

mg d’équivalent catéchine par 100 g de miel (mg EC / 100 Q).
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11-5 Etude de I’activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante des miels est déterminée selon deux méthodes,
la premiere consiste & estimer le pouvoir antiradicalaire en mesurant le pourcentage de
neutralisation des radicaux libres (DPPH et ABTS) par les extraits de miel et la deuxieme
sert a évaluer le pouvoir réducteur qui mesure la capacité des extraits a réduire les ions

métalliques.
11-5-1 Activités antiradicalaires
11-5-1-1 Activité anti ABTS" (acide 2,2-azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfunique)

L’activité antiradicalaire des différents échantillons de miel est estimée a partir de leurs
capacités a inhiber le radical cationique ABTS" qui est formé par ’oxydation de I’ABTS
incolore avec le persulfate de potassium conduisant a 1’arrachement d’un électron a un
atome d’azote de ’ABTS formant ainsi une solution de couleur bleu-vert (Re et al., 1999).
La présence des donneurs d’électrons réduit le radical ABTS" en un radical ABTS incolore

d’ou la décoloration de la solution et le maximum d’absorbance est a 734 nm.

Le test ABTS est effectué suivant la méthode rapportée par (Re et al., 1999). Un
volume de 0,1 ml de la solution aqueuse de miel (0,025 g / ml) est ajouté a 1 ml de la
solution ABTS (7 mM) (Annexe XI). Apres 7 min d’incubation, I’absorbance est lue a 734
nm. La différence d’absorbance entre la solution d’ABTS en présence et en absence de
I’échantillon reflete le potentiel des composés responsables de cette activité a réduire ce

radical. Le pourcentage de réduction est donné selon la formule suivante:

Activité antiradicalaire (%) = [(Abs. — Abse) / Abs;] x 100

Abs. : Absorbance du contréle (1 ml de solution ABTS + 100 ul d’éthanol).

Abs, : Absorbance de 1’échantillon.
11-5-1-2 Activité anti DPPH (2,2-diphenyl-1-picryldehydrazyl)

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH, Ce dernier est un radical libre stable grace a la délocalisation des électrons libres au
sein de la molécule ce qui empéche la polymérisation et favorise le développement d’une

couleur violette foncée (Figure 02). La présence des agents antioxydants entraine la
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libération d’un proton réduisant ainsi le radical DPPH avec la perte de la couleur violette
et ’apparition d’une couleur jaune pale due a la présence d’un groupement picryl et

I’absorbance est lue a 517 nm (Doukani et al., 2014).

oy sye

N N
I + Antioxydant -OH > | + Antioxydant-O.
N. NH
NO-, NO, NO, NO;
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 02 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Talbi et al., 2015).

L’évaluation de I’activité antiradicalaire via le radical DPPH est réalisée selon la
méthode décrite par (Meda et al., 2005). Un volume de 500 pul de la solution de miel (0.025
g / ml) est mélangé avec 1 ml d’une solution methanolique de DPPH (6. 10> M). Le
mélange est laissé a 1’obscurité pendant 15 min. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm

contre un témoin composé de 1 ml de la solution de DPPH et 500 pl de méthanol.

La diminution de I’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le pourcentage

d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Abs; — Abs.) / Abs;] x 100

Abs; : Absorbance de témoin.

Abs, : Absorbance de I’échantillon (absorbance de la solution de DPPH en présence de
I’échantillon).

11-5-2 Activité réductrice

11-5-2-1 Activité chélatrice de fer (FRAP)

Le test FRAP (Ferric reducing antioxydant power) est I’une des analyses les plus
largement citées pour évaluer la capacité antioxydante. Cette technique est développee
pour mesurer la capacité des échantillons de miel testés a réduire le complexe ferrique
2,4,6-tripyridyl-1,3,5-triazine (TPTZ-Fe **) en forme ferreux (TPTZ-Fe®") de couleur bleu-

violet dont le maximum d’absorbance est a 593 nm (Alvarez-Suarez et al., 2010).

17



Chapitre IT Matériel et Méthodes

Un volume de 500 pl de la solution de miel (2,5 %) est mélangé avec 750 ul de la
solution de FRAP (Annexe Xl), la lecture de 1’absorbance est faite a 593 nm aprés 5 min
d’incubation a 37 °C. Les résultats sont exprimé en mg EAG / 100 g (Figure 03, annexe
.

11-5-2-2 Pouvoir réducteur

En présence de ferricyanure de potassium [KsFe(CN)g], les antioxydants réduisent le
Fe** en Fer ferreux Fe**. La forme réduite donne une couleur verte dont I’intensité est

proportionnelle au pouvoir réducteur (Canadanovic-Brunet et al., 2014).

L’étude du pouvoir réducteur du miel est réalisée selon le Protocol rapporté par Li et
Lin (2010). Un volume de 500 pl de la solution de miel (0,05 g / ml) est additionné de 500
pl du tampon phosphate (PH = 6,6 ; 0,2 M) (Annexe XI) et 500 ul d’hexacyanoferrate de
potassium (KsFe(CN)g) a 1%. Aprés 20 min d’incubation au bain marie a 50 °C, 500 ul de
la solution d’acide trichloroacétique (10 %) sont ajoutés. Ensuite, 500 pl du mélange est
transféré dans un tube a essai et additionné de 800 pul d’eau distillée et 100 pl de la solution
de chlorure ferrique FeCls (0,1 %). L’absorbance est mesurée a 700 nm aprés 10 min. Les
résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g d’extrait (mg EAG /
100 g) (Figure 05, annexe II).

11-6 Etude de I’ Activité antibactérienne

Les échantillons de miel sont examinés pour leurs pouvoir antibactérien in vitro selon
deux techniques 'une est la diffusion en gélose en testant le profil de sensibilit¢ dans un
milieu solide, la seconde est la méthode de micro-dilution en milieu liquide dans le but de
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) comme évoqué par le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), sur 2 souches bactériennes de référence a
Gram négatif : Escherichia coli ATCC 2592 et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, et

une souche a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 25923.
11-6-1 Méthode de diffusion en gélose

Selon la recommandation de CLSI (document M02-A12) L’activité antibactérienne est

réalisée en utilisant la méthode de diffusion sur disques de papier filtre.

Les différentes souches sont repiquées par la méthode des stries, puis incubée a 37 °C

pendant 18 a 24 h afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées, qui servent par la
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suite a préparer I’inoculum en les trempant dans des tubes de solution d’eau physiologique
stérile (0,9 %) afin d’avoir une densité cellulaire initiale d’environ 107 bactéries / ml

voisine a celle de 0,5McFarland.

L’ensemencement des bactéries est effectué sur le milieu Muller-Hinton gélosé

(Annexe XI) dans des boites de pétri par écouvillonnage avec la suspension préparée.

Dans des conditions aseptiques, des disques en papier absorbant de whatman de 6 mm
de diametre stérilisés a I’autoclave (121 °C pendant 15 min) sont déposés fermement a la
surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince, ces derniers sont imprégnés de 20 pl de
chaque solution de miel, le nombre de disque déposés par boite est 3 de fait du
chevauchement des interfaces des zones d’inhibition, I’un est pour le t¢émoin négatif fait de
I’eau distillée stérile et les 2 autres disques pour les échantillons de miel, par la suite les
boites de pétrie sont incubées a 37 °C pendant 24 h, la mesure de diameétre des zones
d’inhibition s’est faite a 1’aide d’une régle. Les manipulations sont répétées 3 fois pour

chaque test.
11-6-2 Technique de micro-dilution en milieu liquide

La détermination de la CMI est effectuée selon la méthode de microdilution sur plaque
recommandée par le CLSI (document M07-A10).

Cing dilution de gradient 2 de chaque solution de miel sont réalisées & partir d’une
solution mere 1 g / 1 ml (Tableau Il) les bactéries sont mises en suspension dans un
bouillon Muller-Hinton apres 18 - 24 h de culture sur un milieu gélosé, chaque puits de la
microplaque recoit 20 ul de chaque série de dilution des différents échantillons et 80 pl de
la suspension. Le témoin négatif comporte de 1’eau distillée stérile et la suspension. Les

CMI sont déterminées apres 24 h d’incubation a 37 °C.
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Tableau Il : Séries de dilution de chaque solution de miel.

Dilution Préparation

1/1 Solution mére (1 g de miel dans 1 ml d’eau distillée stérile)
1/2 500 pl de la solution de miel + 500 ul de I’eau distillée stérile
1/4 250 pl de la solution de miel + 750 ul de I’eau distillée stérile
1/8 125 pl de la solution de miel + 875 pul de I’eau distillée stérile
1/16 63 ul de la solution de miel + 937 pl de I’eau distillée stérile
11-7 Analyse statistique

Le programme Microsoft Office Excel 2007 est utilisé pour calculer les moyennes et les
écarts types des résultats obtenus sachant que ces derniers sont la moyenne de 3 essais a

I’exception de I’humidité et du pouvoir rotatoire (2 essais).

L’¢étude de la variance a un seul critére de classification entre les différents échantillons
de miel est réalisée par le logiciel STATISTICA version 7.1. Les corrélations entre les
différents parameétres étudiés sont calculées avec statistique élémentaire en utilisant la

matrice de corrélation.

Les résultats sont classés par ordre décroissanta > b >c > d >e > f > g. les valeurs
obtenues, portant la méme lettre ne présentent aucune différence du point de vue

statistique.

Grace a ce logiciel, les données collectées sont traités en utilisant une combinaison de
méthodes statistiques. L’approche basée sur I’utilisation de I’analyse en composante

principales (ACP).
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111-1 Analyse pollinique

La mélissopalynologie est une science qui se propose de déterminer I’origine
géographique et botanique du miel, c’est une étude qualitative et quantitative des éléments
figurés présents dans le miel. Selon les recommandations de Louveaux et al. (1978), les
pollens identifiés sont classés selon leur fréquence pollinique dans les catégories
suivantes : pollen dominant (>45 %) ; pollen accompagnement (16 - 45 %) ; pollen

minoritaire (3 - 15 %) ; pollen trés minoritaire (< 3%).

Les résultats des analyses polliniques récapitulés dans le tableau Il révelent que 5 miels
sont des miels polyfloraux (M1, M3, M4, M6 et M7), Ces échantillons renferment des
pollens d’accompagnement dont la famille de Fabaceae est présente dans tous les miels,
ainsi que Bracecaceae dans les miels M1 et M4 ; Rhamnaceae dans le M3 et M7, enfin

Rosaceae et Apiaceae dans la variété 6.

L’analyse pollinique montre aussi ’existence de 2 miels monofloraux dont le pollen
dominant de Fabaceae est trouvé dans le M2 et Asteraceae dans le M5. Ouchemoukh et al.
(2007) et Makhloufi et al. (2010) ont aussi montré 1’existence des miels monofloraux dans
le nord algérien. En outre Chefour et al. (2009) ont démontré que les familles les plus
répondus sont Asteraceae, Rosaceae et Apiaceae dans certains miels algériens.

Autres études ont révélé I’existence de plusieurs autres grains de pollen qui sont absent
dans les miels analysés comme Hypoestes qui est présent dans les miels du I’Ethiopie

rapporté par Belay et al. (2015) ce qui confirme I’origine géographique et botanique.

La famille botanique de Fabaceae est présente dans tous les miels analysés, cela

confirme la richesse de la région en cette famille de plantes.

La richesse du miel en pollen dépend essentiellement des conditions climatiques, du
rapport plante-abeille, de la disponibilité et le diametre du pollen, de la force de la colonie
d’abeilles, de la localisation de la ruche, de la saison et du mode d’extraction du miel

(Makhloufi et al., 2010).
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111-2 Analyses physico-chimiques
111-2-1 Humidité

L’humidité du miel est 'une des données les plus importantes a connaitre car elle
détermine sa qualité d’aprés sa cristallisation et sa fermentation (Moniruzzaman et al.,

2014). Un miel de bonne qualité doit avoir un taux d’humidité faible.

La teneur en eau des échantillons de miel analysés varie de 12,44 £ 0,24 (M7) a 19,96 +
0,16 (M5) ce qui correspond respectivement a des indices de réfraction de 1,5058 a 1,4866.
Ces valeurs obtenues sont inférieurs a la limite maximale fixée par le codex Alimentaire
(2001), a savoir 20 %, au-dessus de seuil, le miel risque de se fermenter rapidement ou de
mal cristalliser. Cela indique que les échantillons de miel analysés sont révélés d’un bon

stockage, d’une bonne maturation et d’un tres faible risque de fermentation.

Les humidités obtenues sont en accord avec la gamme des résultats rapportés par Habib
et al. (2014) (13,63 a 20,60), Makhloufi et al. (2010) (13,9 a 20,2). Et Moniruzzaman et al.
(2013) (11,59 a 19,06).

D’apres Fallico et al. (2004), un miel de qualité contient une humidité qui ne dépasse
pas 18 %. Tous les miels analysés présentent un faible risque de fermentation, a
I’exception le M5 qui dépasse 1égerement 18 %, cet échantillon peut donc se fermenter car

c¢’est un miel monofloral, provient d’une région froide (Ait Bimoune) a I’humidité la plus

élevée (19,96).

Pour le miel polyfloral (M7) d’origine Tizi Ouzou, présente une humidité la plus faible
12,44 + 0,24, et differe significativement de celle des autres miels. Ce dernier assure sa
capacité a résister a la fermentation quel que soit le nombre de levure présentes dans le

miel assurant ainsi sa meilleure qualité pour une longue durée de stockage.

L’analyse de la variance des miels démontre une différence significative (p < 0,05)
entre les échantillons M2, M3, M4, M5 et M7, cependant le M1 et M6 n’enregistrent

aucune différence significative.

Les variations d’humidité des miels analysés peuvent étre due a I’origine florale (la
teneur en eau de nectar et/ou de miellat), a la force des colonies d’abeilles, a 1a méthode de

récolte et aux conditions environnementales (Ouchemoukh, 2012).
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111-2-2 Brix

Le brix est I’'un des paramétres physico-chimique du miel, il est calculé dans le but

d’estimer le taux des glucides que les miels possedent.

Les valeurs de la matiere séche des miels étudiés sont comprises entre 78,42 (M5) et
93,4 (M6) avec une moyenne de 83,87 + 0,56. Ces valeurs sont dans la fourchette fixee par
le Codex Alimentarius (2001), cela confirme la pureté des échantillons de miel analysés.
Ces résultats concordent avec les valeurs obtenues par Habib et al. (2014) (79 a 84,10 %),

et distincts de ceux rapportés par Moniruzzaman et al. (2013) (55,33 a 64,93).

La faible teneur en matiere séche des miels étudiés peut étre due a la conversion des
sucres en acides inorganiques ou la conversion du glucose en acides gluconiques

(Moniruzzaman et al., 2013).
111-2-3 pH

Le pH des échantillons de miel analysés varie de 3,46 £ 0,03 (M6) a 4,80 £ 0,16 (M7).
Ces valeurs sont similaires avec celles de la recommandation du Codex Alimentarius

(2001). Ce qui confirme le caractére acide de ces miels.

Les résultats obtenus sont conformes avec ceux représentés par Belay et al. (2013) qui
ont signalé que les miels issus de nectar ont un pH compris entre 3,5 et 4,5, par contre ceux

provenant de miellat sont compris entre 5 et 5,5.

La plupart des miels analysés sont acides (pH < 4,5), excepté le miel (M7) dont le pH

est de 4,80, cet échantillon peut étre un mélange de miel de nectar et de miellat.

Les valeurs de pH obtenus sont en accord avec les pH des miels algériens rapportés par
Ouchemoukh et al. (2007) (3,49 - 4,43), elles sont également similaire a celles rapportées
pour d’autres échantillons de miels provenant de I’Inde (3,70 - 4 ,40) et de Maroc (3,69 -
4,67) obtenus par Saxena et al, (2010) et Bettar et al. (2015), respectivement. Cela

confirme que I’acidité n’est pas 1ié a 1’origine géographique.

Les miels étudiés présentent une différence significative, ils sont classés selon 1’ordre

décroissant suivant : M7 > M1 > M5 > M3 = M2 > M4 = M6.
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La variation de pH est due a la flore butinée, a la sécrétion salivaire de 1’abeille et aux
processus enzymatiques et fermentatifs pendant la transformation de la matiere premiere
(Doukani et al., 2014).

111-2-4 Conductivité électrique

Les miels conduisent ’électricité car ils renferment les molécules ionisables, cette
propriété représente un bon critére pour la détermination de 1’origine botanique du miel
que ¢a soit issu du nectar ou de miellat. Les miels de nectar doivent avoir des valeurs
inferieurs a 0,8 mS / cm, des valeurs plus élevées sont genéralement associés aux miels de
miellat et les valeurs médianes correspondent a des mélanges de deux origines (Doukani et
al., 2014). Cependant, la conductivité électrique seule ne suffit pas a une appellation
florale.

La conductivité électrique des miels analysés oscillent entre 0,26 £ 0 mS / cm (M6) a
0,99 £ 0,04 mS / cm (M2). Tous les échantillons mesurés ont une conductivité électrique
au-dessous de la limite préconisée (0,8 mS / cm), ce qui suggére que les miels sont
probablement issus du nectar, excepté le M2 qui est peut étre a I’ origine d’un mélange de

nectar et de miellat vu que sa conductivité électrique dépasse lIégerement 0,8 mS / cm.

Ces resultats sont proches de ceux obtenus par Ouchemoukh (2012) (0,21 4 0,89 mS /
cm), différent de ceux obtenus par Habib et al. (2014) (0,15 a 0,69 mS / cm) et Lazarevié¢
etal. (2012) (0,16 a 0,64 mS / cm).

Le miel monofloral de fabaceae (M2) est le meilleur conducteur du courant électrique

comparativement a d’autres variétés de miel.

Les échantillons présentent une différence hautement significative (p < 0,01) dans leur

conductivités, lls sont classés comme suit: M2>M3>M 7 > M5 > M4 > M1 > M6.

Les différentes conductivités électriques des miels étudiés peuvent s’expliquer par la
variabilité de 1’origine botanique et de la composition chimique (teneur en minéraux,

protéines et autres substances ionisables) de ces miels (Ouchemoukh, 2012).
111-2-5 Couleur

La couleur est une caractéristique sensorielle primordiale des miels qui détermine le

choix du consommateur, ils ont tendance a choisir les miels foncés et non pas les miels
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clairs, cette caractéristique dépend de 1’origine de produit. D’apreés les ouvrages, les miels
de couleur sombre possedent des propriétés biologiques plus importantes que les miels de

couleur claire (Amiot et al., 1989).

La couleur des miels étudiés varie du jaune claire au marron foncé. Les résultats
obtenus pour ce parameétre enregistrent une coloration allant de 0,42 + 0,05 (M6) & 1,70 £
0,06 (M5) avec une moyenne de 1,05 £ 0,05. Ces derniers sont dans I’intervalle des valeurs

rapportées par Serem et Bester (2012) (0,320 a 2,160) pour des miels d’Afrique du sud.

Ces variations significatives peuvent étre expliquées par la différence de 1’origine
botanique, la teneur en minéraux, ainsi qu’a d’autres substances telles que les caroténoides,
polyphénols et les flavonoides qui sont également connus pour leurs propriétés
antioxydantes.

Les miels M2, M3 et M7 qui ne présentent aucune différence significative, possédent
une couleur sombre ceci peut étre interprété comme un indice fort de la présence des
pigments et a la diversité florale des régions (M3 et M7) et méme la richesse en
composition chimique. Les miels polyfloraux (M6 et M4) de couleur jaune claire ne
présentent aucune différence significative, ceci peut étre expliqgué que ces miels
appartiennent aux régions pauvre en végétation riche en pigments, cela confirme que la

couleur est étroitement liée a 1’ origine botanique.

Ouchemoukh et al. (2007) ont signalé que la couleur est liée a la teneur en polyphénols
de miel, en minéraux ainsi que les acides, plus un miel est de couleur foncé, plus il est

riche en ces composés.

Cette couleur change généralement avec le temps de conservation. Ce changement peut
étre due au contact avec des métaux et I’exposition soit a des températures élevées ou a la
lumiére d’ou le déroulement des réactions d’oxydations (Moniruzzaman et al., 2013;
Doukani et al., 2014).

111-2-6-Protéine

Le dosage des protéines de miel est un caractere qui ne figure pas dans les normes

internationales. Cependant, leur richesse donne une valeur nutritionnelle aux miels.

Les échantillons de miel analysés présentent des teneurs en protéine allant de 18,28
(M6) a 44,97 (M3) mg EBSA / 100 g avec une moyenne de 27,84 + 1,58 mg EBSA /100 g.
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Ces valeurs sont dans la fourchette fixée par Alvarez-Suarez et al. (2010) sur les miels de
Cuba (12 - 92,3 mg EBSA / 100 g), cet intervalle de valeurs est distinct de celui rapporté
par Chefour et al. (2009) (220 — 960 mg / 100 g) sur les miels algériens.

Le miel (M3) polyfloral provenant d’Amizour est le plus riche en protéine, ce qui peut
étre expliqué par la richesse du miel en pollen qui lui confere une valeur nutritionnelle
élevée, cette teneur différe significativement de celle des autres miels. Le M2, M3 et M5
sont significativement distincts, exception est faite pour les échantillons polyfloraux M6 et

M4 de couleur jaune claire qui possédent des teneurs en protéines similaire.

Ces différences observées peuvent étre référées a 1’origine botanique, au type de pollen,
la présence des enzymes introduites par les abeilles a partir du nectar pendant le processus
de maturation du miel (Alvarez-Suarez et al., 2010; Habib et al., 2014).

Il a été démontré que la richesse en protéine essentiellement en peptones, albumines,

globulines et nucléoprotéines provenaient de la plante et/ou de I’abeille (Amri et al., 2007).
111-2-7 Proline

La proline est I’acide aminé libre le plus abondant dans le miel, il est ajouté
essentiellement par 1’abeille ouvriere, durant la conversion du nectar et/ou du miellat en
miel. Il tire son origine du pollen que I’abeille butine (Ouchemoukh et al., 2007). La
détermination de la teneur en proline donne des informations sur la maturité du miel et

peut servir & detecter des falsifications (Amri et al., 2007).

Les concentrations en proline dans des différents miels analyses sont comprises entre
270,08 (M2) a 545,71 (M6) avec une moyenne de 363,56 + 23,09 mg / kg, ces valeurs sont
au-dessus de la valeur recommandée par Bogdanov et al. (1997) (180 mg / kg), limite
minimale pour les miels authentiques. Ce qui affirme que ces miels sont mirs et ils ne sont

pas adultéres.

La variété 6 présente le taux de proline le plus élevé 545,71 mg / kg qui différe
significativement de celles des autres variétés. Il n’existe pas de différence significative
dans la concentration en proline entre les 3 miels de Bejaia (Ait Bimoune M5, Amizour
M3 et Adekar M4) et celui de Tizi Ouzou (M7).

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Kropf et al. (2010) sur

guelques miel de Slovénie (265 a 552 mg / kg), proches de ceux rapportés par
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Ouchemoukh et al. (2007) sur les miels algériens (202 a 680 mg / kg) et différent de ceux
obtenus par Meda et al. (2005) sur les miels de Burkina Faso (437,8 a 2169,4 mg / kg),

ceci peut étre due a la différence de I’origine botanique et a la force de la colonie d’abeille.
111-2-8 HMF

HMF est un composé chimique issu de la dégradation du fructose qui apparait lors du
vieillissement ou du chauffage des miels, critere important utilisé comme parametre de
fraicheur, d’autant que I’HMF est absent dans les miels frais, mais sa teneur augmente au

cours du stockage en fonction du pH et la température (Bath et Singh, 1999).

L’analyse spectrométrique des échantillons de miel révele des teneurs en HMF qui sont
situées entre 10,03 + 2,75 (M3) et 78,59 + 2,56 mg / kg (M7) avec une moyenne de 22,81

+ 1,37 mg/kg. L’échantillon M5 n’a pas été testé pour cause d’une quantité insuffisante.

Les résultats obtenus pour ce parametre montrent que les échantillons M1, M2, M3, M4
et M6 sont des miels frais vu que leur teneur en HMF sont conformes a la norme exigée

par le Codex Alimentarius (2001), qui est de 40 mg / kg.

Le M7 présente une valeur en HMF supérieur a la norme, ceci pourrait s’expliquer par
une détérioration due au stockage dans des mauvaises conditions ou a la chaleur. Les
résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Habib et al. (2014) (0,17 - 79,26
mg / kg) et Bettar et al. (2015) (0,75 a 85,48 mg / kg) et distincts de ceux obtenus par Bath
et singh (1999) (12,33 a 44,5 mg / kg).

Les miels polyfloraux M1, M3 et M6 ne présentent aucune différence significative dans
leur teneur en HMF.

Le pH, la source florale, la température, le temps du chauffage et les conditions du
stockage sont des facteurs influencant le taux d’HMF (Habib et al., 2014). D’apres
Ouchemoukh (2012), la formation d’HMF est d’autant plus rapide que les miels sont plus
acides. Une telle relation est obtenue dans cette étude entre la teneur en HMF et le pH avec

une corrélation tres hautement significative (r = 0,80).
111-2-9 Pouvoir rotatoire

En raison de la fraction de masse élevée en fructose, le miel de nectar tourne 1’angle de

lumiere polarisée vers la gauche (Iévogyre), d’une part; d’autre part, en raison de la
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fraction de masse plus élevée d’oligosaccharide, le miel de miellat tourne 1’angle de
lumiere polarisée vers la droite (dextrogyre). La mesure de la rotation optique est employée

pour distinguer le miel de nectar et le miel de miellat (Lazarevic¢ et al., 2012).

Le pouvoir rotatoire est testé sur tous les échantillons appart le M1 et le M5 a cause
d’une quantité insuffisante. Tous les miels analysés sont lévogyres, les résultats du pouvoir
rotatoire des échantillons varient de -8,07 + 0,05 (M4) a -3,81 = 0,05 (M3) (tableau V) ce

qui suggére que ces miels sont issus de nectar.

Le miel de Tizi Ouzou (M7) possede un pouvoir rotatoire lévogyre, differe de celui
rapporté par Ouchemoukh (2012) sur un miel de la méme région. Le miel d’Adekar est

aussi tres lévogyre par rapport aux autres miels.

Tableau IV : Pouvoir rotatoire des miels analysés.

Echantillons Pouvoir rotatoire

M1 /

M2 -5,84+0,14
M3 -3,81 £ 0,05
M4 -8,07 £ 0,05
M5 /

M6 -6,37 £ 0,01
M7 -4,85 + 0,10

111-3 Analyses phyto-chimiques
111-3-1 Composés phénoliques totaux

Les polyphénols sont un groupe important de composés déterminant I’aspect et les

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

Les résultats obtenus montrent que la concentration en polyphénols enregistrée dans les
miels analysés varient considérablement de 54,94 + 2,86 (M4) a 146,23 + 3,59 mg d’EAG
/ 100 g de miel (M5) avec une moyenne de 103,51 + 4,90. Ces résultats sont proches de
ceux rapportés par Al-Mamary et al. (2002) sur les miels de Yémen (56,32 - 246,21 mg
EAG / 100 g), différent de ceux obtenus par Perna et al. (2013) (10,65-15,05 mg EAG /
100 g) et Doukani et al. (2014) (166,11 a 427,14 mg EAG / 100 g).
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Généralement la concentration en composés phénoliques des miels clairs est inférieur a
celle des miels foncés (Berreta et al., 2005). En effet, ceci est constaté dans la présente
étude, les valeurs les plus faibles sont enregistrées dans les miels clairs (M1, M4 et M6) et
les plus fortes concentrations de polyphénols sont établies pour les miels sombres (M2,
M3, M5 et M7). Les deux échantillons M2 et M7 ne présentent aucune différence

significative mais aussi M2 et M3.

La teneur en phénols totaux des miels polyfloraux varient de 54,94 a 128,92 mg EAG /
100 g de miel avec une moyenne de 91,58 + 5,84 mg EAG / 100 g. Ces valeurs se
distinguent de celles de Meda et al. (2005) (32,59 a 93,66 mg EAG / 100 g). Les deux
miels monofloraux étudiés ont un taux en polyphénols de 120,42 (M2, Fabaceae) et
146,23 mg EAG / 100 g de miel (M5, Asteraceae). Ces teneurs sont différentes de celles
d’Alvarez-Suarez et al. (2010) (213,9 a 595,8 mg EAG / kg).

Les miels multifloraux (M1, M3, M4, M6 et M7) présentent des teneurs en polyphénols
différentes malgré leur contenance en pollen d’accompagnement de Fabaceae (22 %, 31
%, 25 %, 22 % et 23 % respectivement). Ceci peut étre expliqué par la quantité et la qualité

des pollens mineurs existants. Ces miels polyfloraux montrent une différence significative.

Les résultats obtenus soulignent des teneurs trés variables en composés phénoliques
totaux des miels suivant leur origine, qui se traduisent par des différences marquées de leur
couleur. Cette composition dépend de la source végétale, de la zone géographique et méme

des facteurs saisonniére et environnementaux (Bath et Singh, 1999; Habib et al., 2014).
111-3-2 Flavonoides

Les flavonoides sont des composés a faible poids moléculaires responsable de 1’aréme
et du potentiel antioxydant du miel (Mouniruzzaman et al., 2014).

Le taux de flavonoides des miels analysés indique un intervalle allant de 10,79 + 2,07
(M1) a 60,05 + 3,55 mg EC / 100 g (M5) avec une moyenne de 31,64 + 2,15 mg EC /100g.
Ces résultats obtenus sont distincts de ceux d’Escuredo et al. (2013) (4,3 49,6 mg EC / 100
g), et Mouhoubi-Tafinine et al. (2016) (2,07 a 10,15 mg/ 100 g).

L’échantillon du miel d’Ait Bimoune (M5) est le plus riche en flavonoides, il présente
une teneur qui différe significativement de celle des autres miels, tandis que 1’échantillon

de Beni Ourtilane (M1) enregistre la valeur la plus faible.
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Les échantillons de miel qui ont enregistré des teneurs élevées en polyphénols totaux
ont montré également des teneurs élevées en flavonoides totaux. Ceci est normal car ces

derniers sont des derivés des polyphénols.
I11-4 Etude de ’activité antioxydante
111-4-1 Activité antiradicalaire par ABTS

Activité antiradicalaire par ABTS est une méthode permettant d’évaluer la capacité des
composés antioxydants a inhiber le radical cationique ABTS™ et le réduire en sa forme
neutre ABTS (Isla et al., 2011).

L’activité antiradicalaire des différents échantillons de miels analysés est comprise
entre 16,90 (M4) et 90,23 % (M2). Ces résultats sont distincts de ceux obtenus par Isla et
al. (2011) et Bueno-Costa et al. (2016) 40 a 80 % et 8,24 a 111,48 %, respectivement.

Les miels analyseés montrent une moyenne de 40,91 + 6,50 % qui est différente de celle
trouvée par Perna et al. (2013) (59,17 + 1,69 %) des miels italiens. Cette différence est due
probablement a la diversification végétale entre 1’ Algérie et I’Italie donc une composition

chimique différente.

L’échantillon du miel d’Adekar (M4) présente la plus faible activité antiradicalaire
(16,90 + 3,98 %), ceci est probablement due a sa teneur faible en composé phénolique,
Néanmoins le miel monofleur (Fabaceae, M2) indique la plus forte capacité antioxydante
(90,23 £ 1,09 %) qui distingue significativement par rapport aux autres miels, témoignant

de ce fait du contraire concernant sa teneur en composés antioxydants.

La variation de I’activité antioxydante est due a la quantité des composés phénoliques
présents dans le miel. En outre Al-Mamary et al. (2002) ont signalé que la plus grande

influence sur I’activité antioxydante du miel est accordée a son origine botanique.
111-4-2 Activité antiradicalaire par DPPH

L’activité antiradicalaire est déterminée par la diminution de 1’absorbance d’une
solution alcoolique de DPPH a 517 nm, qui est due a sa réduction a une forme non
radicalaire  DPPH-H par les antioxydants donneurs d’hydrogénes présents dans
I’échantillon (Doukani et al., 2014).
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Le pourcentage d’inhibition des échantillons de miels analysés varient entre 18,93 (M1)
et 82,55 % (M2). Cet intervalle de valeurs est différent de celui signalé par Doukani et al.
(2014) (3,42 - 22,06 %). Les miels polyfloraux analysés enregistrent une moyenne de
4551 + 1,14 %, cette derniére est différente de celle trouvée par Ouchemoukh (2012)
(25,33 + 18,5 %).

L’échantillon du miel monfleur M2 révéle une intéressante activité antioxydante (82,55
%) qui différe significativement en comparaison avec d’autres miels, ceci est probablement
dd a la contenance de la plus grande quantité de composés accepteurs de radicaux libres et
le plus grand potentiel antioxydant. Par contre un faible pourcentage d’inhibition

caractérise le miel multifleur M1 (18,93 %).

Selon Beretta et al. (2005), Le potentiel antioxydant du miel est proportionnel avec la
teneur en polyphénols présents, ce qui peut expliquer que le piégeage des radicaux élevés
peut étre d a son contenu en composés phénoliques. Ils ont aussi constaté plusieurs
composés contribuant a la capacité antioxydante des miels tels que les acides aminés, acide
ascorbique, acides organiques et les enzymes (Bath et Singh, 1999). Par ailleurs la quantité
de ces composés varie largement en fonction de 1’origine florale et géographique du miel

(Doukani et al., 2014).
111-4-3 Activité chélatrice de fer

Est un test simple employé couramment pour déterminer la capacité antioxydante du
miel. Le principe consiste a la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique en fer

ferreux (Fe**/ Fe?") (Moniruzzaman et al., 2013).

Les résultats obtenus montrent que la capacité de réduire le fer varie considérablement
entre les échantillons analyseés et oscille entre 22,79 + 4,23 (M6) et 193,56 + 5,26 mg EAG
/ 100 g (M5) avec une moyenne de 86,84 + 7,03. Ces valeurs sont incluses dans I’intervalle
rapporté par Doukani et al. (2014) (8,3-240 mg EAA /100 g).

Le miel M5 présente la capacité réductrice la plus importante 193,56 mg EAG / 100 g
qui se distingue significativement par rapport a celles des autres miels, ce qui indique sa
grande réduction du fer ferrique en fer ferreux et son puissant potentiel antioxydant, ceci
est probablement due a sa teneur élevée en composés phénoliques. Le miel M6 indigue la

plus faible activité 22,79 mg EAG / 100 g, il est significativement différent par rapport aux
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autres €chantillons, témoignant ainsi sa faible capacité antioxydante d’ou la confirmation

de la non richesse en phénols pour ce miel.

Les miels M2, M3 et M7 présentent une faible capacité réductrice malgré leur teneur
¢levée en composés phénoliques et n’enregistrent pas de différences significatives entre
eux. Cette faible capacité antioxydante est probablement due a leurs compositions

chimiques essentiellement en leur teneur en proline.

Bien que la plupart des activités antioxydantes proviennent de différents composés
phénoliques, 1’activité antioxydante n’est pas toujours en corrélation avec la présence de
grandes quantités de ces composés 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 non enzymatiques (caroténoides, acides

aminés, protéines, acides organiques et composés phénoliques).
111-4-4 Pouvoir réducteur

Tous les échantillons analysés ont la capacité de réduire le fer ferrique (Fe**) en Fer
ferreux (Fez+). L’analyse des résultats enregistre un pouvoir réducteur allant de 36,14 +
0,88 (M1) a 47,74 + 4,40 mg EAG / 100 g (M7) avec une moyenne de 40,68 + 2,36 mg
EAG /100 g.

Les miels M3 et M5 ont la méme capacité réductrice (p < 0,05) : 40,92 et 39,18,
respectivement, et ceci peut étre expliqué par leur teneur semblables en polyphénols.

Les échantillons M1, M2, M3, M4 et M5 ne révélent aucune différence significative
dans leur capacité a réduire le fer.

La capacité réductrice élevée pour le miel de Kheratta (M6) n’est pas due qu’a sa teneur
élevée en composés phénoliques totaux, cette forte activité revient probablement a sa

richesse en proline.

Les résultats obtenus dans cette présente étude sont distincts de ceux rapportés par
Canadanovic-Brunet et al. (2014) (39,06 a 120 mg EAG / 100 g).
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I11-5 Etude de P’activité antibactérienne
111-5-1 Test de sensibilité en milieu solide

I’évaluation in vitro de 1’activité antibactérienne est basée sur la mesure des diamétres
en (mm) des zones d’inhibition selon le degré de sensibilité des germes utilisés aux miels,
en se référant a 1’échelle de 1’estimation de 1’activité antimicrobienne donnée par Ponce et
al. (2003), a savoir des souches extrémement sensibles, trés sensibles, sensibles et
résistantes (Tableau Il, annexe XIII).

Les résultats de I’activité antibactérienne montrent que les 3 souches bactériennes sont
affectées par les différents miels (Tableau I, Annexe XIII). Ces diamétres varient de 15,67
+ 5,51 (M3) a 27,00 £ 3,00 mm (M7) pour S. aureus, de 10,33 = 1,15 (M6) a 12,67 + 2,08
mm (M1) pour K. pneumoniae et de 0,00 (M3 et M7) a 10,67 + 1,53 mm (M1) pour E.
coli. Ces résultats sont différents de ceux mesurés par Voidarou et al. (2011) sur S. aureus
(0,9 212,88 mm).

La comparaison des moyennes démontre que la souche S. aureus (22,29 mm) est la plus
sensible a I’effet des échantillons de miels analysés, K. pneumoniae (11,76 mm) est
moyennement sensible tandis que E. coli (6,52 mm) est faiblement sensible et parfois
résistante (M3, M7). Ceci peut étre expliqué par les différents mécanismes de résistance
des bactéries en relation avec la morphologie et la structure des parois des cellules
bactériennes puisque les échantillons possédent un effet inhibiteur sur la bactérie Gram+ et
moindre sur les bactéries Gram- d’une part et de la composition de miel lui-méme d’autre

part.

Les miels M5 et M7 riches en polyphénols totaux montrent une forte activité
antibactérienne, ils ne présentent aucune différence significative pour S. aureus et K.
Pneumoniae, par contre le Miel (M1) qui est pauvre en flavonoides posséde un grand
diamétre d’inhibition mais le M3 dont la teneur élevée en polyphénols révele une faible
capacité inhibitrice. Ceci montre que les composés phénoliques et les flavonoides ne sont

pas les seuls facteurs principaux du processus antibactérien des miels.

D’autres parameétres interviennent dans D’activité antibactérienne tels que le pH,
I’acidité, le peroxyde d’hydrogene ainsi que le contenant important en enzyme (Cortopassi-
Laurino et Gelli, 1991).
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S.aureus

Figure 03 : Effets de quelques miels sur les 3 souches bactériennes.

L’analyse statistique montre I’existence d’une corrélation significative entre les
diamétres de zones d’inhibition (K. Pneumoniae) et la couleur (r = 0,46) (Figure 01,
annexe VIII).

L’activité antioxydante testée par le test FRAP montre également une corrélation

significative (r = 0,50) avec les diamétres d’inhibition d’E. Coli. (Figure 02, annexe VIII).
111-5-2 Détermination de la CMI

La CMI est la concentration la plus basse d’un agent antimicrobien qui empéche la
croissance visible d’un microorganisme aprés incubation durant la nuit (Al-habsi et

Niranjan, 2012).

Les valeurs de la CMI (tableau VII) des échantillons de miel vis-a-vis E. Coli sont
comprises dans deux intervalles (250 < CMI < 500) pour M4 et M6, (125 < CMI < 250)
pour M1 et M5 par contre M2, M3 et M7 ont une CMI supérieure a 1000 mg / ml. Cette
variation est peut étre due a la différence dans la composition des composés actifs du miel.
Ces résultats sont différents de ceux rapportés par Chauhan et al. (2010) (0,625 a 5,00 mg /

ml contre E. Coli).

Tous les miels présentent une CMI inférieur & 63 mg / ml pour S. aureus a 1’exception
de M4 dont la CMI est dans I’intervalle (500 < CMI < 1000), ce qui montre a nouveau que
S. aureus est la souche la plus sensible a I’effet du miel. Ces valeurs sont différentes de

celles de Bueno-Costa et al. (2016) (10 - 300 mg / ml contre S. aureus).

Les CMI obtenus avec K .pneumoniae sont dans I’intervalle (500 < CMI < 1000) pour
M4, M6 et M7, (250 < CMI < 500) pour M3, (125 < CMI < 250) pour M5 et (63 < CMI <
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125) pour M1, par contre la CMI de M2 est supérieure a 1000 mg / ml, ce qui indique que

K. pneumoniae a une sensibilité intermediaire.

a une haute concentration en sucres, a de basses valeurs de pH et a I’accumulation de

bioxyde d’hydrogéne.

Tableau V11 : Résultats des microplaques des miels analysés.

Cortopassi-Laurino et Geli (1991), Suggérent que cette activité du miel est associée

Souches CMI mg/mi

Miels M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Escherichia coli 125<CMI<250 | CMI>1000 | CMI>1000 250<CMI<S500 | 125<CMI<250 | 250<CMI<500 | CMI>1000
ATCC25922
Staphylococcus CMI<63 CMI<63 CMI<63 500<CMI=<1000 | CMI<63 CMI<63 CMI<63
aureus
ATCC259224
Klebsiella 63<CMI<125 | CMI>1000 | 250<CMI<500 | 500<CMI<1000 | 125<CMI<250 | 500<CMI<1000 | 500<CMI<1000
pneumoniae
ATCC700603

111-6 Corrélations

I11-6-1 Corrélations parametres physico-chimiques et propriétés antioxydantes

L’analyse statistique des résultats de la présente étude indique I’existence d’une

corrélation trés hautement significative (p < 0,001) entre la conductivité électrique et
’activité antioxydante r = 0,82 avec I’ABTS ; r = 0,78 avec le DPPH (Figure 01 et 02

respectivement, annexe IlI).

Le taux en protéine des miels étudiés manifeste une corrélation tres hautement

significative avec la couleur (r = 0,74), (Figure 03, annexe Il1) cette valeur est différente de
celle d’Ouchemoukh (2012) (r = 0,64).

De méme qu’une corrélation hautement significative (r = 0,64) est également constatée

entre la couleur et la conductivité électrique (Figure 01, annexe 1V). Selon Kaskoniene et

al. (2010), les miels foncés conduisent mieux le courant électrique que les miels clairs. Ce

coefficient de corrélation est proche de celui trouvé par Ouchemoukh (2012) (r = 0,57).
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La proline manifeste une corrélation significative avec le pouvoir réducteur (r = 0,53),
(Figure 02, annexe 1V) cela est confirmé par les études de Meda et al. (2005) qui ont
rapporté ’existence d’une meilleur corrélation entre 1’activité antioxydante et la teneur en

proline & un coefficient de corrélation r = 0,75, distinct de celui de la présente étude.
111-6-2 Corrélations couleurs, antioxydants et activités antioxydantes

Une tres forte corrélation (p < 0,001) est établie entre la couleur des différents miels
étudiés et les composés phénoliques (r = 0,94), les flavonoides (r = 0,85) (Figure 01 et 02
respectivement, annexe V), ces résultats sont en accord a certain travaux des auteurs dont
Alvarez-Suarez et al. (2010) et Ouchemoukh (2012) qui ont rapportés 1’existence de
corrélation trés hautement significative entre la couleur, les polyphénols et les flavonoides
(r=0,95;0,97 etr=0,74 ; 0,81, respectivement).

La couleur des miels montre une corrélation significative avec 1’activité antiradicalaire
en utilisant ’ABTS (r = 0,49) (Figure 03, annexe V), cette corrélation est différente de
celle trouvée par Ouchemoukh (2012) r = 0,68 a p < 0,001.

De nombreuse études ont montré que 1’activité antioxydante est fortement corrélée avec
la teneur en composés phénoliques ainsi que 1’activité antioxydante des miels foncés est
plus élevées que celle des miels clairs (Al-Mamary et al., 2002; Beretta et al., 2005). Et les

résultats de la présente étude les confirment bien.
111-6-3 Corrélations antioxydants et activités antioxydantes

L’analyse de la matrice de corrélation révele des relations significative et hautement

significative entre les antioxydants et le potentiel antioxydant.

La teneur en flavonoides signale une corrélation hautement significative avec ’activité
antiradicalaire (Test d’ABTS) dont le coefficient de corrélation r = 0,55 (Figure 01, annexe
VII). Ce résultat est différent de celui rapporté par Perna et al. (2013) (r = 0,71).

De méme que des corrélations observées a p < 0,05 sont signalés entre les composés
phénoliques et le test d’ABTS (r = 0,52) ainsi que les flavonoides et 1’activité antioxydante
(r = 0,49 test avec DPPH) (Figure 01 et 02, annexe VI et VII, respectivement). Ceci est en
accord avec les résultats de Perna et al. (2013) entre les flavonoides et le DPPH (r = 0,45),
et distinct a la valeur de corrélation obtenue par Alvarez-Suarez et al. (2010) entre les

polyphénols et I’activité antioxydante (r = 0,96).
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Le taux en polyphénols manifeste une corrélation trés hautement significative avec les
flavonoides (r = 0,78) (Figure 02, annexe V1). Ce coefficient est différent de celui de Perna
et al. (2013) (r = 0,36), et Al et al. (2009) (r = 0,84).

111-7 Analyse en composante principale

Afin d’obtenir une meilleur représentation des différents échantillons I’analyse de la

composante principale (ACP) est réalisee.

L’analyse de I’ACP permet de réduire la complexité des résultats relatifs aux caracteres
physico-chimiques des différents échantillons de miels. Le tracé des poids factoriels des
relations simultanées entre les differentes propriétés étudiées (Figure 04) montre
I’existence de 3 groupes, le premier est corrélé possédant Humidité, pouvoir rotatoire,
FRAP et les zones d’inhibition d‘E. coli. La matrice de corrélation a confirmé la
corrélation significative entre FRAP et les diamétres d’inhibition d’E. coli, en outre,
protéines, Flavonoides, Polyphénols, couleur, les zones d’inhibition de K. Pneumoniae,
conductivité électrique, ABTS, DPPH et Ph forment un groupe tres li¢. L’analyse
statistique a révélé I’existence d’une corrélation trés hautement significative entre couleur,
phénols et flavonoides et significative entre couleur et les diamétres d’inhibition de K.
pneumoniae, mais aussi entre couleur et ABTS, enfin les parameétres ; pouvoir réducteur,
proline, Brix et les diamétres d’inhibition de S. aureus sont également lié, le traitement
statistique a confirmé aussi la corrélation significative entre le pouvoir réducteur et la

proline, de méme Meda et al. (2005) a signalé une corrélation entre ces deux derniers.

Poids factoriels, Fact. 1 vs. Fact. 2
Rotation : Sans rot.
Extraction : Compos. principales
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Figure 04 : Représentation du plan factoriel de I’analyse en composante principale.
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Tableau I11 : Spectre pollinique et pourcentage de pollens des miels analysés.
Echantillons | Pollen dominant Pollen d’accompagnement Pollens minoritaires Pollens trés minoritaires | Origine
(> 45 %) (16 - 45 %) (3-15 %) (<3 %) botanique
M1 Absence Bracecaceae 24 Apiaceae 12, Rhamnaceae | Asteraceae 2, Polyfloral
Fabaceae 22 12, Poaceae 7, Autres 6, Chenopodiaceae 2,
Rasaceae 4, Cistaceae 4, Liliaceae 1, Ericaceae 1
Lamiaceae 3
M2 Fabaceae 61 Absence Rosaceae 15, Asteraceae Rhamnaceae 2, Fagaceae | Monofloral
10, Chenopodiaceae 5 2, Myrtaceae (Eucaliptus)
1, Ericaceae 1, Lamiaceae
1, Tiliaceae 1, Autres 1
M3 Absence Fabaceae 31, Rhamnaceae 18 | Asteraceae 13, Ericaceae | Chenopodiaceae 1 Polyfloral
11, Rosaceae 8, Lamiaceae
6, Bracecaceae 5,
Apiaceae 4, Autres 3
M4 Absence Bracecaceae 31, Fabaceae 25 | Apiaceae 10, Cistaceae 10, | Tiliaceae 2, Lamiaceae 2, | Polyfloral
Rosaceae 8, Autres 5, Cistaceae 1, Rutaceae
Poaceae 3, Rhamnaceae 3 | (Citrus) 1, Ericaceae 1,
Myrtaceae (Eucaliptus)l
M5 Asteraceae 50 Fabaceae 23 Myrtaceae 7, Apiaceae 6, | Rhamnaceae 2 Monofloral
Lamiaceae 5, Rosaceae 4,
Autres 3
M6 Absence Rosaceae 25, Fabaceae 22, Rhamnaceae 8, Tiliaceae Liliaceae 2, Lamiaceae 2, | Polyfloral
Apiaceae 21 7, Bracecaceae 7, Autres 3 | Asteraceae 2, Cyperus 1,
Fagaceae 1
M7 Absence Rhamnaceae 28, Fabaceae 23 | Rosaceae 11, Mimosaceae | Liliaceae 2, Tiliaceae 2, Polyfloral
(Acacia) 10, Autres 6, Myrtaceae 2, Bracecaceae
Ericaceae 4, Lamiaceae 3, | 2, Chenopodiacea 1,
Asteraceae 3 Fagaceae 1, Apiaceae 1,
Liliaceae 1
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Tableau V : Résultats des analyses physico-chimiques des miels étudiés.

Miels Humidité pH Brix CE Couleur Protéine Proline HMF
(%) (%) (mS/cm) (mg EBSA/ (ma/kg) (ma/kg)
100g)
M1 Polyfloral | 15,46+0,62" | 4,13+0,1° 82,85+0,55° | 0,31+0,00' 0,86+0,07" 23,13+2,22° | 307,20+23,08™ | 10,43+2,29°
M2 Monofloral | 18,16+0,76" | 3,84+0,01° 80,40+0,6" 0,99+0,04° 1,34+0,03° 27,80+1,42° | 270,08+2,56° | 32,19+0,54°
M3 Polyfloral | 16,52+0,88° | 3,94+0,02° 81,85+0,85° | 0,78+0,01° 1,32+0,08" 44,97+4,19* | 345,60+16,64% | 10,03+2,75°
M4 Polyfloral | 13,73+0,79° | 3,50+0,02° 84,60+0,9° 0,43+0,01° 0,49+0,03° 20,01+0,17% | 366,51+22,94% | 17,81+0,15°
M5 Monofloral | 19,96+0,16% | 3,67+0,04° 78,42+0,18° | 0,52+0,00° 1,70+0,06° 38,58+0,65° | 340,05+19,59% /
M6 Polyfloral | 15,32+0,00" | 3,46%0,03° 93,40+0,7° 0,26+0,00° 0,42+0,05° 18,28+1,72° | 545,71+75,88* | 10,63+1,28°
M7 Polyfolral | 12,44+0,24° | 4,8+0,16° 85,55+0,15° | 0,63+0,02° 1,24+0,04° 22,08+0,66° | 370,35+1,96° | 78,59+2,56°
Tableau VI : Teneur en antioxydants et activités antioxydantes des miels analysés.
Miels Phénols Flavonoides ABTS DPPH FRAP Pouvoir Pouvoir
(mg (mg EC/100 g) (%) (%) (mg EAG/100 réducteur rotatoire
EAG/100 g) ) (mg EAG /100 g)
M1 Polyfloral 93,55+13,03° | 10,79+2,07° 19,47+3,37" 18,93+0,47" 103,81+10,56° | 36,14+0,88° /
M2 Monofloral | 120,42+1,47°" | 46,63+1,96" 90,23+1,09° 82,55+0,27° 55,15+9,04° 36,51+3,33" -5,84+0,14°
M3 Polyfloral 111,84+3,76' | 31,83+2,76' 40,33+4,82* | 57,09+1,15° 54,56+2,48° 40,92+0,98° -3,81+0,05°
M4 Polyfloral 54,94+2,86° | 22,30+1,24° 16,90+3,98° 39,64+3,47° 129,32+8,71° | 38,17+2,90° -8,07+0,05°
M5 Monofloral | 146,23+3,59° | 60,05+3,55° 37,3615,47% 43,93+5,39° 193,5645,26° | 39,18+0,09" /
M6 Polyfloral 68,64+8,58° | 16,11+1,72° 31,55+17,18* | 54,21+0,23° 22,79+4,23° 46,07+3,94° -6,37+0,01°
M7 Polyfloral 128,92+0,98° | 33,75+1,77' 50,56+9,56° 57,71+0,40° 48,66+8,91° 47,74+4,40° -4,85+0,10°

Chaque valeur représente la moyenne + écart type (n=3).

Les valeurs portant la méme lettre ne sont pas différente significativement.
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Conclusion

L’ Algérie possede une diversité végétale trés importante et des conditions climatiques
favorables a la production du miel. Cette étude a permis d’évaluer les critéres de qualité de
7 échantillons de miel algériens dont la majorité provient de la wilaya de Bejaia, le travail
est mené en vue de connaitre I’origine botanique, les propriétés physico-chimiques et les

activités antioxydantes et antibactériennes ainsi que leurs corrélations avec la couleur.

L’analyse pollinique, utilisée pour déterminer 1’origine botanique des miels analysés a
montré la prédominance de 2 espéces monoflorales (M2 et M5). Le reste des échantillons

sont des miels polyfloraux, sans prédominance pollinique.

Concernant 1’étude physico-chimique des miels analysés, certains parameétres
renseignent sur 1’origine botanique dont le pH, la conductivité électrique et le pouvoir
rotatoire, la plupart de ces miels sont élaborés a partir de nectar a 1’exception de M2 qui
pourrait étre un mélange de nectar et de miellat. Les résultats obtenus montrent que les
miels analysés sont conformes aux normes du Codex Alimentarius indiquant 1’authenticité
de ces échantillons, a savoir I’humidité ne dépasse pas les 20 % et la teneur en proline est
supérieure a 180 mg / kg. D’aprés la teneur en HMF, les échantillons de miel sont mdrs et
authentiques, excepté le M7 qui dépasse la norme exigée par Codex Alimentarius (40 mg /
kg) ce qui peut étre expliqué par le stockage dans des mauvaises conditions de ce dernier.

Les valeurs de la couleur enregistrées augmentent avec la richesse du miel en antioxydants.

Concernant I’estimation du potentiel antioxydant, les miels étudiés sont caractérisé€s par
une activité antioxydante qui est confirmée a travers 4 tests, a savoir DPPH, ABTS, FRAP
et le pouvoir réducteur. D’aprés les résultats de I’activité antibactérienne, toutes les

souches bactériennes testées sont sensibles a I’action inhibitrice des miels analysés.

Le traitement statistique a révélé 1’existence de corrélation significative entre couleur et
’activité antiradicalaire évaluée par la méthode d’ABTS, de méme qu’une corrélation a p

< 0,05 est observée entre couleur et les diamétres d’inhibition de K. pneumoniae.
Afin de compléter cette étude, les recommandations suivantes sont proposees :

» ldentifier les antioxydants du miel par des techniques plus performentales (HPLC).
» Réaliser des études de combinaison entre les miels et autres produit naturels tel que
I’huile d’olive afin d’augmenter leurs effets thérapeutiques.

» Etudier d’autres propriétés des miels algériens (antimicrobiennes, thérapeutiques..).
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Annexe 1

Table de CHATAWAY

Indice de réfraction | Teneur en eau (%) | Indice de réfraction | Teneur en eau (%)
a20°C a20°C

1,5044 13,0 1,4885 19,2
1,5038 13,2 1,4880 19,4
1,5033 13,4 1,4875 19,6
1,5028 13,6 1,4870 19,8
1,5023 13,8 1,4865 20,0
1,5018 14,0 1,4860 20,2
1,5012 14,2 1,4855 20,4
1,5007 14,4 1,4850 20,6
1,5002 14,6 1,4845 20,8
1,4997 14,8 1,4840 21,0
1,4992 15,0 1,4835 21,2
1,4987 15,2 1,4830 21,4
1,4982 15,4 1,4825 21,6
1,4976 15,6 1,4820 21,8
1,4971 15,8 1,4815 22,0
1,4966 16,0 1,4810 22,2
1,4961 16,2 1,4805 22,4
1,4956 16,4 1,4800 22,6
1,4951 16,6 1,4795 22,8
1,4946 16,8 1,4790 23,0
1,4940 17,0 1,4785 23,2
1,4935 17,2 1,4780 23,4
1,4930 17,4 1,4775 23,6
1,4925 17,6 1,4770 23,8
1,4920 17,8 1,4765 24,0
1,4915 18,0 1,4760 24,2
1,4910 18,2 1,4755 24,4
1,4905 18,4 1,4750 24,6
1,4900 18,6 1,4745 24,8
1,4895 18,8 1,4740 25,0
1,4890 19,0
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Courbes d’étalonnages
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Annexe 111

Correélations parameétres physico-chimiques et activités antioxydantes

CE vs. ABTS
ABTS =-4,158 + 80,349 * CE

Corrélation : r =,81857
100

S1av

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 11

CE

2. 95% de confiance]
Figure 01 : Corrélation entre la conductivité électrique et ABTS (p < 0,001).

CE \s. DPPH
DPPH =17,620+ 58,756 * CE
Corrélation : r =,78291

0,2 0,3 04 05 0,6 0,7 0,8 0,9 10 11

CE

|\<\ 95% de confiancel
Figure 02 : Corrélation entre conductivité électrique et DPPH (p < 0,001).

Couleur vs. protiene
protiene = 11,027 + 15,972 * Couleur
Corrélation : r =,74453
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Figure 03 : Corrélation entre couleur et protéine (p < 0,001).



Annexe 111




Couleur

Annexe IV

CE vs. Couleur
Couleur =,39637 + 1,1695 * CE
Corrélation : r =,63898
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Figure 01 : Corrélation entre conductivité électrique et couleur (p < 0,01).
proline vs. Pouvred
Pouvred = 29,841 + ,02979 * proline
Corrélation : r =,52661
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Figure 02 : Corrélation entre proline et pouvoir réducteur a (p < 0,05).
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Corrélations couleurs, antioxydants et activités antioxydantes

Couleur vs. Phenol
Phenol = 34,586 + 65,489 * Couleur
Corrélation: r =,94124
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Figure 01 : Corrélation entre couleur et composés phénoliques (p < 0,001).
Couleur vs. Flavonoide
Flavonoide = -,6784 + 30,710 * Couleur
Corrélation : r =,84535
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Figure 02 : Corrélation entre couleur et flavonoides (p < 0,001).
Couleur vs. ABTS
ABTS = 13,412+ 26,133 * Couleur
Corrélation : r =,48727
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Figure 03 : Corrélation entre couleur et ABTS (p < 0,05).
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Annexe VI

Correélation antioxydants et activités antioxydantes

Phenol vs. ABTS
ABTS =-,9083 + ,40406 * Phenol
Corrélation : r =,52419
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Figure 01 : Corrélation entre phénols et ABTS (p < 0,05).

Phenol vs. Flavonoide
Flavonoide = -10,39 + ,40608 * Phenol
Corrélation: r =,77774
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Figure 02 : Corrélation entre phénols et flavonoides (p < 0,001).
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Flavonoide vs. ABTS
ABTS =15,089 + ,81622 * Flavonoide

Corrélation : r =,55287
100

0 10 20 30 40 50 60 70

Flavonoide | o _95% de confiance

Figure 01 : Corrélation entre flavonoides et ABTS (p < 0,01).

Flavonoide vs. DPPH
DPPH = 33,093 + ,55266 * Flavonoide
Corrélation : r =,48961

0 10 20 30 40 50 60 70

Flavonoide [~ 95% de confiance

Figure 02 : Corrélation entre flavonoides et DPPH (p < 0,05).



Annexe VIII

E coli

Correélation couleur, activite antioxydante et activité antibactérienne

Couleur vs. Kebsseilla
Kebsseilla = 9,9600 + 1,7122 * Couleur
Corrélation : r =,45848
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Couleur | ~=. 95% de confiance

Figure 01 : Corrélation entre couleur et les zones d’inhibitions de K. pneumoniae.

FRAP \s. E coli
E coli = 3,0547 + ,04010 * FRAP
Corrélation : r =,49597

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

FRAP | o 95% de confiance

Figure 02 : Corrélation entre FRAP et les zones d’inhibition d’E.coli.



Annexe IX

Corrélations significatives marquées a p < 0,05 ; p < 0,01 et p < 0,001 des miels analysés

Corrélations (Statistica)
Caorrélations signiﬁcatives marquées a p < ,05000
N=21 (Obsewations & VM ignorées)
Variable Humidité| pH [Brix (%) [CE (ms/cm)|Couleur [Protéine [Proline | HMF [Phénols |Flavonoides [ABTS |DPPH|FRAP [Pouvredu |Pouv rota
Humidité | 1.000 -0.44  -0,59 0,31 0,59 061 -028 -0.61 0,49 067 033 020 04 047 0,48
pH 0447 1,000 -013 0,25 0,35 0,03 -0,29 0.80 0,48 0,000 0,22 0,03 -027 0,35 0,23
Brix (%) -0.59) -0.13 1,00 056  -0.78 0,64 085 0,14 -0,63 0,67 -0,29 -0,03 -0,62 0,58 -0.51
CE (msfcm) 031 025 056 1,00 0,64 0500 053 0,32 0,54 060 082 0,73 -0,20 -0.16 0,15
Couleur 059 035 -0.78 0,64 1,00 074  -058 0M 0,94 085 049 032 033 014 0,55
Protéine 061 -0,03 -0.64 0,50 0,74 1,000 -0,38 -0.35 0,59 058 017 0,16 0,26 -0.20 0,45
Praline 023 -0,2% 085 058  -0.58 -0.38 1,00/ -0,09 -0.43 0,38 -0.29 -0,04 -0,35 0,53 -0.35
HMF 061 0.80) 0,14 0,32 0,11 035 -0,09 1,00 0,24 0,04 039 037 -043 0.47 -0.32
Phénols 049 048 -053 0,54 0,94 059 043 0,24 1,00 078 052 031 023 0,02 0,58
Flavonoides 067 -0,00 -067 0,60 0,85 058 -033 0.04 0,78 1.000 055 049 043 -0.12 0,23
ABTS 033 022 029 0,82 0,49 017 -0.29 0.39 0,52 055 1,000 085 -0,35 -0.08 0.7
DPPH 020 003 -0,03 0,78 0,32 016 -004 037 0,31 049 0085 1,00 -0.48 0,18 -0,49
FRAP 044 -0.21|  -0.62 -0.20 0,33 026 -035 -043 0,23 043 -035 -043 1,00 -0.47 0,50
Pouy redu 047 0,35 0,58 016 014 0,200 053 047 0,02 0,12 0,06 018 -047 1,00 -0.25
Pouy rota 048 023 -0.51 0,15 0,55 045 -035 -0,32 0,58 0,23 017 -049 0,50 0,25 1,00
Corrélations (Statistica)
Corrélations significatives marquées a p < ,01000
MN=21 (Observations a VM ignorées)
Variable Humidité | pH [Brix (%) [CE [msf/cm)[Couleur [Protéine [Proline | HMF [Phénols [Flavonoides [ABTS [DPPH|FRAP [Pouv redu [Pouv rota
Humidité | 1.000 -0.44 -0.59 0,31 0,59 061 -028 -0.61 0,49 067 033 020 044 047 0,48
pH 044 1,000 -013 0.25 0,35 0,03 -0.29 0.80 048 0,000 022 003 027 0,35 0,23
Brix (%) 0,59 -0.13 1,00 056 0,78 0,64 085 0,14 -0,63 0,67 0,29 -0,03 -0,62 0,58 -0,51
CE {ms/cm) 031 025 -0.56 1,00 0,64 0,50 -053 0,32 0,54 0,60 0062 078 -0,20 -0.16 0,15
Couleur 059 0,35 -0.78 0,64 1,00 0,74 -058 0,11 0,94 085 049 032 0,33 -0.14 0,55
Protéine 061 0,03 -0564 0,50 0,74 1.000  -0.38 -0.35 0,59 058 017 016 0,26 -0.20 045
Proline 028 0,29 085 058 -0,58 -0.38 1,000 -0,09 -0.43 0,38 -0.29 -0,04 -0,35 0,53 -0.35
HMF 061 0,80 014 0,32 0.1 0,35 -0,09 1.00 0,24 0,04 039 037 -043 047 -0,32
Phénols 049 048 053 0,54 0,94 059 043 0,24 1.00 0.7 052 031 023 0,02 0,58
Flavonoides 067 0,00 -067 0,60 0,85 058 -03d 0.04 0,78 1.000 055 049 043 -0.12 0,23
ABTS 033 022 -0.29 0,82 0.49 047 -0,29) 0,39 0,52 0,55 1,00 0,85 -0,35 -0,08 017
DPPH 020 0,03 -0,03 0,78 0,32 016 -0,04| 037 0,31 0.4% 0465 1,00 -0.49 0,18 -0,49
FRAP 044 -0.27  -0.62 -0.20 0,33 026 -035] -0.43 0,23 043 -0.35 -049 1.00 -0.47 0,50
Pouy redu 047 035 058 016 -014 0,200 053 047 0,02 0,12 -0,06 018 -047 1.00 -0.25
Pouv rota 048 023 -051 0,15 0,55 045 -035 032 0,58 0,23 017 -0.49 050 -0.25 1,00
Corrélations (Statistica)
Corrélations significatives marquées a p < ,00100
N=21 (Observations a VM ignorées)
Variable Humidité| pH [Brix (%) CE (ms/cm)|Couleur |[Protéine [Proline | HMF |Phénals |Flavonoides |ABTS |DPPH|FRAP|Pouv redu |Pouvrota
Humidité | 1.001 044 -0,59 0,31 0,59 061 -028 -061 049 067 033 020 044 047 043
pH 044/ 1,000 -013 0,25 0,35 0,03 0,29 0,80 043 0,000 022 003 -0.27 0,35 0,23
Brix (%) -0,59 0,13 1,00 -0.56 -0,78 -0,64 0,85 0,14 -0,63 -0,67 0,23 -0,03 -0,62 0,58 -0,51
CE (msfcm) 031 025 -056 1,00 0,64 050 -058 032 0,54 060 082 073 -020 -0,16 0,15
Couleur 059 035 078 0,64 1,00 074 058 0N 0,94 085 049 032 033 -0,14 0,55
Protéine 061 -0,03 -0.64 0,50 0,74 1,000 -0.38 -0.35 0,59 058 017 016 0.26 -0,20 0.45
Praline -0,28) 0,29 0,85 -0.58 -0.56 -0,38 1,000 -0,09 043 0,36 -0,29 -0,04 -035 0,53 0,35
HMF 0,61/ 0,80 0,14 0,32 0,11 0,35 0,09 1.00 0,24 004 039 037 043 047 -0,32
Phenals 049 048 -0,63 0,54 0,94 059 -043 0.4 1,00 073 052 031 023 0,02 0,58
Flavonoides 067 0,00 -0.67 0,60 0,85 05 -038 0,04 0,78 1,000 055 049 043 0,12 0,23
ABTS 033 022 -029 0,82 0,49 017 -0.29 039 0,52 055 1,00 085 0,35 -0,08 017
DPPH 020 0,03 -0,03 0,78 0,32 016  -0,04/ 037 0,31 049 085 1,00 -049 0,13 049
FRAP 044 027 -062 -0,20 0,33 026 035 043 0,23 043 0,35 -049 1,00 0,47 0,50
Pouy redu 047 035 0,58 -0,16 -0,14 -0.20 053 047 0,02 012 0,08 018 -047 1,00 0,25
Pouv rota 043 023 -0 -0.15 0,55 045 -035 -032 0,53 023 -017 -049 050 -0,25 1,00




Annexe X

Corrélations significatives marquées a p < 0,05 ; p < 0,01 et p < 0,001 des miels analysés

Corélations (Statistica)
Corrélations significatives marquées 3 p < ,05000
WN=21 (Obsemations a VM ignorées)
Variable pH [CE (ms/cm)|Couleur [Proline [Phénols |Flavonoides |ABTS [DPPH|FRAP | Pouv redu |E.Cali [S.aure [K Pneum
pH [ 1.00 0,25 03  -029 0,48 -0,000 022 003 -027 03 -055 021 0,35
CE (msfcm) | 025 1,00 064 058 0,54 0,60 082 078 -0,20 0,16 -0,35 -0.35 0,25
Couleur 0,35 0,64 1,000 -0,58 0,94 085 045 032 033 014 -017 -0.22 0,46
Proline -0,29 0,58 0,58 1,00 -0.43 0,38 -029 -0,04 035 053 011 037 -0.41
Phénols 0,48 0,54 0.94  -043 1.00 076 052 031 023 002 017 0,04 0.42
Flavonoides | -0,00 0,60 0gs  -0.38 0,78 1,000 055 049 043 012 002 -0.2 0,22
ABTS 0,22 0,82 049 029 0,52 0,55 1.00 085 -0.35 0,08 011 0086 0.20
DPPH 0,03 0,78 032  -0,04 0,31 0,49/ 085 1,00 -0.49 018 -0,33 -0.00 0,02
FRAP 027 -0.20 033 -035 0,23 043 035 -049 1,00 -047 050/ -0,26 0,08
Pouv redu 0,35 016 014 043 0,02 012 -008 018 -047 1,000 -055 026 0.1
E.Cali -0,55 03 017 -0 017 0,02 -011 -0,33 050 -0.55 1,000 0,09 -0.01
S.aure 0.1 03 022 037 004 0,21 006 -0,00 -0,26 026 009 1,00 0,06
K.Pneum 0.35 0.25 046/ 041 042 022 020 002 008 011 0,01/ 0.06 1.00
Corrélations (Statistica)
Corrélations significatives marquées a p < ,01000
N=21 (Observations 4 VM ignorées)
Variable pH |CE (ms/cm)|Couleur |[Proline |Phénols |Flavonoides |ABTS |DPPH|FRAP |Pouvredu |E.Coli |S.aure |K Pneum
pH [ 1.00 0,25 0,35 -0,29 0,43 -0,000 022 003 -027 035 -05 0.1 0,35
CE (ms/cm) | 0,25 1,00 064  -058 0,54 0,600 082 0,78 -0,20 0,16 -0,35 -0,3% 0,25
Couleur 0,35 0,64 1,000 -058 0,94 085 049 032 033 0,14 017 -0,22 0,46
Proline -0.29 058 -0,58 1,00 -0.43 -0.38) 029 004 -0,35 0,53 011 037 -0.41
Phénols 048 0,54 094 043 1.00 078 052 031 023 002 -017 004 042
Flavonoides | -0,00 0,60 085 -0.38 0,78 1,000 055 049 043 0120 0,02 -0 0,22
ABTS 0,22 0,82 048 029 0,52 055 100 085 -035 0,08 011 0,06 0,20
DFPH 0,03 0,78 0,32 -0,04 0,31 049 0385 1,00 049 018 -033 -0,00 0,02
FRAP -0.27 -0.20 033 -0,3% 0,23 043 -035 -043 1,00 047 050 -0,26 0,08
Pouv redu 0,35 016 014 0,53 0,02 012 0,08 018 -047 1,000 0,55 0,26 0,11
E.Coli -0.55 03 017 0 0.7 0,02 -011 -0,33 050 0,55 1,000 0,09 -0,01
S.aure 0,21 038 022 0371 0,04 -0.21) 0,06 -0,00 -0.26 0,26/ 0,09 1,00 0,06
K.Pneum 0,35 0,25 046 -0.41 0,42 022 020 0,02 0,08 0,11 -0,01 0,06 1,00
Corrélations (Statistica)
Corrélations significatives marquées a p < ,00100
M=21 (Observations a VM ignorées)
Variable pH [CE (ms/cm)|Couleur |Proline [Phénols |Flavonoides |ABTS [DPPH|FRAP |Pouv redu |E.Coli [S.aure [K Pneum
pH L 1.00 0,25 0,35 -0,29 0,43 0,000 022 0,03 -0.27 035 -0,55 0, 0,35
CE (msfecm) | 0,25 1,00 064 -0,58 0,54 060 082 0,78 -0,20 0,160 035 0,35 0.25
Couleur 0,35 0,64 1,000 -0,58 0,94 085 049 032 033 014 017 0,22 0.46
Proline -0,29 -0,58 0,58 100 043 0,358 -029 -0,04 -035 053 -0.11 037 -0.41
Phénols 048 0,54 094 -043 1,00 078 052 031 023 0,02 017 -0,04 0.42
Flavonoides | -0,00 0,60 0.85 -0,38 0,73 1,000 055 049 043 012 002 0.2 0,22
ABTS 0,22 0,52 049 -0,29 0,52 0,55 1,00 085 -0,35 0,080 011 0,06 0,20
DPPH 0,03 0,78 032 -0,04 0,31 049 0385 1,00 -049 018 -0,33 -0,00 0,02
FRAP -0.27 -0,20 033 -0,35 0,23 043 -035 -04% 100 -047 050 -0.26 0,08
Pouv redu 0,35 016/ -014) 0,53 0,02 012 -008 018 -047 1,000 055 0,26 -0,11
E.Cali -0.55 035 017 O 017 0,02 -011 033 050 0,55 1,000 0,08 -0,01
S.aure 0,21 035 022 031 -0,04 021 006 -0,00 -026 026 0,09 1,00 0,06
K Pneum 0,35 0,25 046 -0.41 0,42 022 020 002 0083 0,11 0,01 0,06 1,00




Annexe X1

Protocol de préparation des réactifs et solutions utilisées dans les analyses du miel

Solution / Réactif

Préparation

Réactif de Bradford

50 mg de Bleu de commassie brillant G-250.
25 ml d’Ethanol.

50 ml d’Acide phosphorique (H3PO4) a 85 %.
500 ml d’Eau distillée.

Solution d’ABTS concentrée (7mM)

0,018 gd’ABTS + 0,0033 g de Potassium
persulfate(K2S208) + 5 ml d’eau distillée.

Solution de FRAP

(300 mM de tampon acétate de sodium, Ph= 3,6)

TPTZ (10 mM dans 40 mM d’HCL) et 20 mM de
la solution de chlorure de fer (FeCI3, 6H20) sont
mélangés avec un rapport de 10/1/1 (v / v/ v).

Tampon phosphate (Ph=6,6)

Solution acide [2,84 g/ 100 ml d’H20 de sodium
d’hydrogene orthophosphate (H2NaO4P, 2H20)]
+ Solution base [2,40 g/ 100 ml d’H20 de
Phosphate dissodique (Na2HPO4, 12 H20)].

Gélose a base de Muller-Hinton

19 g de la gélose est dissoute dans 500 ml d’eau
distillée chauffee et mélangée pendant 20 min sur
une plaque agitatrice) riche en extrait de viande,
amidon et I’agar. La MH a une meilleur diffusion
et beaucoup plus rapide comparant a la gélose

nutritive.




Annexe XI1

Activité antibactérienne
Test de pureté (coloration de Gram)
-Une goutte d’eau est déposée sur une lame.
-Prélévement d’une colonie bactérienne et la déposer sur la goutte.
-Etalement de la colonie sur toute la surface de la lame.
-Sechage au-dessus du bec benzéne.
-L’ajout de violet de gentiane (2min).
-L’ajout de lugol (2% 45 s).
-Décoloration pendent 30 s avec 1’éthanol 96°.
-L’ajout de la fuchsine (2min).
-Rincage.
-Séchage.

-Observation a I’immersion (Gx100).

Résultats de test de pureté (Gx100)

E. coli, petite cocobacille S. aureus, Cocci K. pneumoniae, Cocobacille

Gram- Gram+ Gram-



Annexe X111

Tableau | : Mesure des zones d’inhibition vis a vis des 3 souches bactériennes.

Echantillons | Escherichia | Degré de | Staphylococcus | Degré de | Klebsiella Degré de

coli sensibilité | aureus sensibilité | pneuminiae | sensibilité

ATCC: ATCC : 25923 ATCC:

25922 700603
M1 10,674_-1,53b 23,33+2,52° +++ 12,67+2,08° +
M2 9,00+1° 21,67+1,53° Do 12,33+1,53° +
M3 0,00+0,00° - 15,67J_r5,51b ++ 12,00+1,00° +
M4 8,00+1¢ 20+3,61° Do 10,33+2,08° +
M5 10,3343,21° 21,33i3,51b +++ 12,33+1,53° +
M6 7,67J_r0,58d - 27+3,61° +++ 10,33+1,15° +
M7 0,00+0,0° - 27+3,00° +++ 12,33+2,08° +
FC 0,00+0,00 - 30,33+£1,53 +++ 23,00+1,73 +++
NA 24,3313,79 +++ 9,00+1,00 + 0,00+£0,00 -
VA 0,00+0,00 - 18,33+0,58 ++ 20,33+1,15 +++
Intervalle [0,00-10,67] [0,00-27,00] [0,00-12,67]
des zones
d’inhibition

Tableau Il : L’échelle de I'estimation de I'activité antimicrobienne.

Activité antimicrobienne

Degré de sensibilité

Le diameétre de la zone d’inhibition

Extrémement sensible +4++ Plus de 20mm
Trés sensibles ++ 15mm a 19mm
Sensibles + 8 mm a 14mm

Non sensibles

Moins de 8 mm

Figure 01 : Résultats de la microdilution sur plaque.




Résumé

La présente étude est menée dans le but de caractériser les parametres physico-chimiques, la palynologie,
’activité antibactérienne vis-a-vis S.aureus, K.pneumoniae et E.coli ainsi que les activités antioxydantes en vue
de déterminer une corrélation de 1’activité antiradicalaire et couleur du miel. Suite aux analyses polliniques, 28,6
% des miels analysés sont monofloraux. La majorité des miels respectent les normes de codex pour I’humidité
qui oscille entre12,44 et 19,96 %. Le pH et la conductivité électrique avec des moyennes de 3,91et 0,56 ms / cm
respectivement. La couleur montre une richesse des miels en antioxydants. Les miels ne sont pas falsifiés suite
aux résultats de la teneur en proline mais ils sont 1évogyres d’aprés les résultats de I’activité optique. Le taux
moyen d’HMF est de 22,81 mg / kg, sauf le miel M7 qui dépasse la norme autorisée. L’étude de I’activité phyto-
chimique montre I’existence d’une variabilité de la teneur en composés phénoliques et en flavonoides au sein des
échantillons d’ou les miels analysés présentent des activités antioxydantes variables avec les différentes
méthodes. Ces variations sont dues essentiellement a 1’origine florale et géographique. Des corrélations positives
sont observées entre la couleur, les antioxydants et I’activité antiradicalaire. Les 3 souches sont affectées par les
différents miels suite aux résultats de test de sensibilité dans un milieu solide et dans un milieu liquide, avec une
légére résistance d’E.coli. Ces résultats confirment la bonne qualité thérapeutique du miel et sa richesse en
antioxydants.

Mots clés: miel, caractéristiques physico-chimiques, couleur, activité antiradicalaire, activité antibactérienne,
analyse pollinique.

summary

The present study is carried out with the aim of characterizing the physicochemical parameters, palynology,
antibacterial activity against S. aureus, K.pneumoniae and E. coli as well as antioxidant activities in order to
determine a correlation of the anti-free radical activity and the color of the honey. Following the pollen analyzes,
28.6 % of the honeys analyzed are monofloral. The majority of honey meets the standards of codex for moisture
that oscillates between 12, 44 and 19.96 %. PH and electrical conductivity with averages of 3.91 and 0.56 ms /
cm respectively. The color shows a richness of honeys in antioxidants. Honeys are not falsified as a result of the
proline content but are levorotatory from the results of optical activity. The average level of HMF is 22.81 mg /
kg, except for honey M7 which exceeds the permitted standard. The study of phytochemical activity shows the
variability in the content of phenolic compounds and flavonoids in the samples from which the honeys analyzed
exhibit antioxidant activities that vary with the different methods. These variations are due mainly to the floral
and geographical origin. Positive correlations are observed between color, antioxidants and antiradical activity.
The three strains are affected by the various honey following the sensitivity test results in a solid medium and in
a liquid medium, with a slight resistance of E.coli. These results confirm the good therapeutic quality of honey
and its richness in antioxidants.

Key words: honey, physicochemical characteristics, color, antiradical activity, antibacterial activity, pollen
analysis.
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