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Introduction

Le miel est un produit naturel qui a accompagné Homme depuis la plus haute antiquité.

Cet élixir précieux est élaboré par les abeilles de l’espèce Apis mellifera à partir du nectar des

fleurs aussi bien que du miellat. Le miel est une solution hautement concentrée en sucre, et qui

renferme aussi une large gamme de composés nutritionnels (vitamines et oligo-éléments) et

d’antioxydants tels que les polyphénols, les flavonoïdes, et les caroténoïdes (Azeredo et al.,

2003).

Au-delà d’être un aliment simple avec une valeur énergétique très élevée, il est

facilement assimilable, plusieurs vertus sont attribuées aux miels, et il a été employé dans

l'ethnomédecine depuis les premiers humains, jusqu’aux temps les plus récents, dans le

traitement des brulures, des troubles gastro-intestinaux, de l’asthme, des blessures infectées et

des ulcères de peau (Al-Mamary et al., 2002 ; Lobreau-Callen et al., 1999).

Face au problème posé par les résistances des microorganismes aux antibiotiques

classiques, un besoin impérieux de renouvellement constant des principes actifs est soulevé et

une recherche vers de nouvelles molécules subsistantes est lancée (Mwambete, 2009).

Ces molécules doivent posséder diverses autres propriétés chimiques et utiliser de

nouveaux mécanismes d’action contre ces microbes pathogènes (Mada et al., 2013).

Plusieurs études se sont intéressées aux vertus thérapeutiques de certains produits

naturels, et qui ne présentent pas généralement des effets secondaires, dont le miel compte parmi

ces produits les plus convoités, en raison de ses propriétés inhibitrices et thérapeutiques

(Baltrusaityte et al., 2007; Badawyet al., 2004).

L’aspect thérapeutique du miel est souvent attribué à ses propriétés antioxydantes et anti-

microbiennes (Kucuk et al, 2005), qui résulte de la présence d’un éventail de molécules

bioactives dont les poly-phénols, les caroténoïdes et certaines vitamines et également les

enzymes (lysozymes) et les substances volatiles et aromatiques (Bendahouet Hasnat, 2002).

La composition du miel dépend essentiellement des sources florales et certains facteurs

externes comme les facteurs environnementaux et les méthodes de traitement (Terrab et al.,
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2003), dans ce contexte s’inscrit l’objectif de cette étude qu’est l’évaluation de l’activité

antibactérienne et antioxydante des six échantillons du miel naturel, récoltés dans différentes

région de la willaya de Tizi Ouzou vis-à-vis deux souches bactériennes Staphylococcus aureus et

Escherichia coli

Ce travail est scindé en deux parties, la première concerne l’étude théorique, elle traite les

données bibliographiques sur le miel et leur différentes molécules bioactives, alors que la

seconde est une étude pratique incluant matériel et méthodes et l’analyse interprétations des

résultats obtenus. On termine par un conclusion générale.
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I-Le miel

Le miel est connu par l’homme depuis la nuit des temps. Utiliser dans la momification des

pharaons et considérer comme source de vie chez les Egyptiens, il avait une importance majors

dans l’alimentation et la pharmacopée pour soigner les brulures et morsures de serpent ou plaies en

Afrique.

Plusieurs définitions existent sur le miel, mais la définition légale donnée par le Codex

Alimentarus (Norme adoptée en 1981, Révisions en 1987 et 2001) est : « Le miel est la substance

naturelle sucrée, produite par les abeilles Apis mellifera à partir du nectar de plantes ou à partir de

sécrétions provenant de parties vivantes de plantes, ou à partir d'excrétions d'insectes butineurs,

laissées sur les parties vivantes de plantes, que les abeilles butinent, transforment en les combinant

avec des substances spécifiques qu'elles sécrètent elles-mêmes, déposent, déshydratent,

emmagasinent et laissent affiner et mûrir dans les rayons de la ruche.

Il est également considérer comme un mélange complexe de composition éminemment variable

suivant l’origine du produit et les plantes butinées par les abeilles (Bogdanov, 1995).

L’origine du miel, est important vis-à-vis de l’évaluation de sa qualité par les

consommateurs. Son origine botanique influence sur ses caractéristiques organoleptiques ainsi que

son origine géographique (Baroni et al., 2008).Il existe deux grandes variétés de miel selon

l'origine sécrétoire, soit à partir du nectar ou à partir du miellat recueilli sur les plantes. (Meda,

2005).

 Le miel du nectar

Le nectar, appelé aussi miel de fleur, est un suc ou une solution sucrée, sécrétée par une

glande  spéciale appelée nectaire, dont sa production dépend de l’âge, de la taille et de la position

de la fleur, de l’humidité relative de l’air, de la durée de floraison, du sexe des fleurs, de l’espèce

et enfin du milieu environnant (Meda, 2005 ; Sanz et al., 2005).

Le nectar est composé essentiellement de sucres mais contient aussi d’autres composants

tels que le chlorure de sodium, l’acide chlorhydrique…etc. (Ohad et al., 2008).

 Le miel du miellat

Le miellat est formé à partir d’excrétions d’insectes (pucerons, cochenilles) qui ont sucé la

sève des plantes, dont les abeilles butineuses récoltent en léchant ce liquide brillant, visqueux qui



Synthèse bibliographique                                                                                Généralité s sur le miel

4

se trouve sur les feuilles des plantes en général, les aiguilles des conifères ou d’autres organes

végétaux (Bogdanov, 1995).

La composition du miellat en minéraux s'étend de 0,1% à 1,0% dont le taux le plus élevé

est ce lui du potassium, suivi par le calcium, le magnésium, le sodium, le soufre et le  phosphore.

Les oligoéléments incluent le fer, cuivre, zinc et manganèse (Lachman et al., 2007). Cette teneur

qui lui confère une conductivité électrolytique plus élevée par rapport au miel de nectar.

Les miels monoflauraux, provient principalement d’une seule fleur, ont des caractéristiques

sensorielles physique et chimique spécifique (Bogdanov, 1995).

I-1 Composition du miel

Le miel est une produit qui est constitué d’environ 200 substances, sa composition varie

selon les différent types de plantes, du climat, des états environnementaux et de la contribution des

apiculteurs (Kûçûket al., 2005). Le miel se compose des glucides (environ  79%), l'eau (environ

17%), et d’autres composants  (environ 4%), qui incluent des minéraux, vitamines, acides

organiques, protéines, acides aminés, alcaloïdes, phénols et d'autres (Ohad et al., 2008).

Le miel est non seulement un aliment mais on peut le considérer comme un médicament

car il possède maintes propriétés biologiques (nutritionnelles, antibactériennes, antioxydantes et

thérapeutiques). Ces propriétés sont dues essentiellement à sa composition qui est variable en

fonction des plantes butinées, des condition climatiques et environnementales (Lobreau-Callen et

al., 1999).La composition du miel peut varier d’un miel à un autre mais en générale elle est stable

pour un miel donné(Annexe IX).

 Eau

Le miel est un produit semi-liquide, l'eau représente approximativement 15-18%  (Fallico

et al., 2004). La teneur en eau influence sur la qualité et la conservation du miel. Les teneurs

élevées en eau sont généralement causés par la récolte précoce et/ou le climat humide et sont à

l’origine de la fermentation des miels (Meda,2005).

La détérioration microbiologique peut avoir lieu lorsque la teneur en eau dépasser 21% par

la masse à l’exception du miel de trèfle et de bruyère la valeur ne doit pas être plus de 23%

(Isengard et Schultheib, 2003).

 Sucre
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Le miel contient environ 80 à 85% de glucides, dont essentiellement le fructose (38,5%) et

le glucose (31,3%). D'autres sucres, existent dans le miel comme le maltose (7 ,2%), le sucrose

(1,5%) et une série d'oligosaccharides (4,2%) (Meda, 2005 ; Shin et Ustunol, 2005). La

composition du miel en hydrate de carbone dépond de la source floral, un nombre d’entre eux tels

que le fructose, le glucose, le sucrose, le contenu de maltose, et les rapports de glucose/eau ont été

suggérés pour la caractérisation floral ( Shin et Ustunol , 2005).

 Acides organiques

Le miel contient plusieurs acides organiques, avec  une teneur allant de 0,17 à 1,17%, ce

qui donne au produit un pH bas de l’ordre de 3,9.Ces acides sont représentés le plus souvent par

l’acide gluconique, l'acide acétique, l'acide butyrique, l'acide citrique, l'acide formique, l'acide

lactique, l'acide malique, l'acide pyroglutamique et l'acide succinique. (Shin et Ustunol, 2005).

Les acides organiques peuvent être utilisées comme indicateurs de détérioration à cause du

stockage, vieillissement ou même mesurer pureté et authenticité ainsi que la caractérisation des

différents miels. Ils sont également considérer comme responsable de la flaveur du miel (Suarez-

Luque et al., 2002)

 Matières azotées

Les substances azotées du miel sont en très faible quantité de l’ordre de 0,26%, dont

représentées par des acides  aminés libres et des protéines telles que les peptones, les albumines,

les globulines et les  nucléoprotéines. Parmi les acides aminés libres, l’acide glutamique, l’alanine,

la glycine et la leucine sont pratiquement présents dans tous les miels, le tryptophane y est très

souvent absent, alors que les autres  acides amines différents d’un miel à un autre (Meda, 2005 ;

Bogdanov et al., 2004).

La proline est la plus important acide aminé du miel et sa teneur  donne des informations

sur la maturité du miel et peut servir pour l'authentification du miel et détecter des falsifications et

l‘adultération (Meda et al., 2005 ; Bogdanov et al., 2004 ; Paradkar et Irudayaraj, 2001).

Plusieurs enzymes sont présentes dans le miel à savoir la diastase, l’invertase (glucosydase

d'alpha), l’oxydase de glucose, la catalase et la phosphatase, dont l’origine le plus souvent est les

sécrétions  salivaires des abeilles ou issues  du pollen. (Persano Oddo et al., 1999).

 Matières minérales (cendres)

La composition minérale est liée à l’origine géographique et botanique, dont la teneur

moyenne est d’environ 0,1%. (Baroniet al., 2008 ; Bogdanov et al., 2004). Cette teneur est
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représenté en moitié par le potassium, mais également des sels de calcium, de sodium, de

magnésium, de cuivre, de manganèse, de chlore ainsi qu’une trentaine d’oligo-éléments comme

l’aluminium, l’argent, le baryum, le béryllium, le brome, le calcium, le césium, le chrome, le

cuivre, le fer, le lithium, le magnésium, le manganèse, le molybdène, le nickel, l’or, le palladium,

le phosphore, le silicium, le sodium, le soufre, le titane, le vanadium, le zinc (Annexe XII )(Meda,

2005).

Il existe un rapport direct entre la conductivité électrique et la teneur en matières minérales

du miel créant un rapport linéaire il est possible de mesurer le taux de la matière minérale en

mesurant la conductivité (Bogdanov et al., 2004).

 Hydroxyméthylfurfural (HMF)

Hydroxyméthylfurfural est issu du fait de la déshydratation du l’hexose et de la réaction de

Maillard (voir figure2).Il est considéré comme l’un des deux critères importants de la qualité du

miel avec la couleur (Bulut et Kilic, 2009), et utilisé comme indicateur pour les détériorations

dues au stockage ou à la chaleur (Castro-Vazquez et al.,2009 ; Bogdanov et al., 2004).

La concentration maximal de HMF autorisé est de 40 mg/kg, et jusqu'à 80 mg/kg dans les

pays tropical (Bulut et Kilic, 2009 ; Zappala et al., 2005 ;Fallico et al., 2004).

 Autres constituants

Le miel à l’ origine peut contenir d’autres matières étrangères (pollen, morceaux de cire,

levures, des quantités variables de sucre-tolérant et des cristaux de l'hydrate de dextrose), qui

doivent être enlevées avant sa commercialisation (Wang et al., 2004).

Plus de 300 composés volatils, viennent du nectar des fleurs, ont été identifié comme

composantes aromatique de miel, y compris des acides, des alcools, des cétones, des aldéhydes,

des terpènes et des esters (Castro-Vázquezet al., 2009).

O O CHOHOH2CHOH2C CH2OH

HO

HO H

H

HH

+  3H2O

GLUCOSE HMF +            EAU

Figure n° 1 : Mécanisme de la transformation des sucres en HMF.
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Le miel renferme entre 100 à 5000 grains de pollen par gramme de miel, dont chaque miel

peut ainsi être déterminé précisément par sa composition pollinique qui est un outil très utilisé

dans la répression des fraudes (Jean-Prost, 2005).

Le miel est relativement pauvre en vitamines. On peut trouver des vitamines du groupe B

apportées par les grains de pollen en suspension dans le miel. Les vitamines A et D y sont

virtuellement absentes et la vitamine C est présente en traces (Jean-Prost, 2005 ; Meda, 2005).

Les lipides du miel sont représentés par les stérols, les triglycérides et les acides gras.

I-2 Propriétés du miel

I-2.1 Valeur nutritionnelle

Le miel est un aliment simple, très assimilable, de valeur  calorique importante soit

302Kcal pour 100g. Il est recommandé par les nutritionnistes au petit déjeuner où l’apport

principal de calorie devrait être des glucides simple a fin de stimuler l'appétit (Biri, 2003 ; Esti et

al., 1996).

A son action dynamogénique et stimulante du cœur très remarquable, le miel favorise

l'assimilation du calcium et la rétention du magnésium par l'organisme, qui sont deux minéraux

essentiels au bon fonctionnement de notre organisme. En fin, le miel, grâce à ses nombreux

enzymes, tout en ayant un pouvoir sucrant supérieur à celui du saccharose, possède une action

nettement moins nocive que celui-ci dans la genèse des caries dentaires (Meda, 2005).Il facilite la

rétention du Ca, active l’ossification et la sortie des dents.

I-2.2 Propriétés thérapeutiques

Le miel est très employé, depuis l’histoire, à des fins thérapeutiques (Kûçûk et al., 2005).

Il est considéré comme un médicament pour ces propriétés préventives et même curatives à l’égard

des maladies humaines et animales, vu son pouvoir d’entretenir, de restaurer, de corriger et même

de modifier certains fonctions organiques (Jean-Prost, 2005).

Les études ont prouvés son efficacité pour les traitements de diverses maladies gastro-

intestinales telles que les ulcères gastriques et la dysenterie. Il permet une cicatrisation plus rapide

des tissus et stimule leurs régénérations en favorisant et facilitant l’épithélialisation de la plaie.

(Jean-Prost, 2005 ; Meda, 2005).

Plusieurs travaux ont montrés que le miel stimule les capacités du système immunitaire en

multipliant les lymphocytes B et T et en activant les neutrophiles (Meda, 2005).Il peut traiter aussi

l’insomnie, les maux de gorge certains infections cardiaque, et augmente la teneur du sang en

hémoglobuline ainsi la vigueur musculaire.
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En usage externe, le miel active la guérison des brulures, des infections rhinopharyngées,

neuropsychique (Jean-Prost, 2005).

a. Activité antioxydante du miel

Le miel est un aliments très riches en antioxydant naturel tel que les caroténoïdes, les

polyphénols, et certaines vitamines et oligominéraux, et aussi un système antioxydant enzymatique

(Ouchemoukh et al., 2007). Ces antioxydants peuvent se deviser en deux :

 Les substances enzymatiques: la catalase, l’oxydase de glucose et la peroxydase

 Les substances non-enzymatiques : l’acide ascorbiques, l’α-tocophérol, les  caroténoïdes,

les acides aminés, les protéines, les acides organiques, les Produits de réaction Maillard et plus de

150  composés poly phénoliques, y compris des flavonoïdes, acides phénoliques, catéchine,  et

dérivés acides cinnamiques(Aires et al, 2009).

b. Activité antibactérienne du miel

Ketel(1892) semble être le premier à rapporté l'activité antibactérienne du miel suivit par  Sackett

qui, a également montre, que son pouvoir antibactérien dépend  d’une concentration (dilution)

limitée de miel.

Une étude plus intensive réalisée par Dold et al.,(1937), ont présenté le terme « inhibine » pour

désigner la dilution limitée de miel, responsable de l'activité antibactérienne. Cette activité est

explique le plus souvent par un ensemble de substances et propriétés de miel (Molan, 1992), dont :

 Acidité : Le pH très bas permet de ralentir ou d’empêcher la croissance de beaucoup

d'espèces de bactéries, mais cette acidité peut être neutralisée avec les dilutions avec les solutions

des liquides corporels.

 Osmolarité : La teneur élevée en sucre du miel rend l'eau indisponible pour les micro-

organismes d’où aucune bactérie ou mycète ne peut se développer en miel entièrement mûri. Le

miel dilué devient, tresproliférable par plusieurs d'espèces.

 Peroxyde d'hydrogène : L'enzyme d'oxydase de glucose produit du peroxyde d'hydrogène

qui est généralement le facteur antibactérien principal en miel.  Cette enzyme devient inactivée en

chauffant le miel, ou en exposant à la lumière prolongée.

 Autres composants - les miels de quelques sources florales contiennent de diverses

substances antibactériennes, vraisemblablement produites par certaines espèces des plantes, qui

dans certains cas peuvent expliquer une grande partie de l'activité antibactérienne du miel

(Hyungjae et al., 2008 ; Iurlina et Fritz, 2005 ; Molan, 1992).
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Une activité antimicrobienne additionnelle pourrait être attribuée aux composés

(protéiques) produits par les bactéries indigènes dans les estomacs d'abeille avant la maturation de

miel (Hyungjae et al, 2008).

I-3 Données économiques

En Algérie la production selon le président de la Fédération nationale des associations

d’apiculteurs, Mr Lakehal Mahmoud la production atteindra les 100,000 tonnes à l’horizon 2015 à

la faveur du programme de proximité de développement rural intégré (PPDRI), pour 2010 elle est

estimée à 40,000 tonnes (DSA, 2011).

Selon Ouchemoukh et al., (2007), Bejaia est parmi les producteur important du miel en

Algérie, avec la production locale est estimé à 85tonnes en 2003; pour l’année 2008/2009  les

estimations  données par la direction de l’agriculture de Wilaya de Béjaia  est de 123 000 Kg, elles

sont données selon les différents secteurs dans le tableau suivant:

Tableau I Taux de production du miel des différentes communes et subdivisions de la

Wilaya de Bejaia (Direction de l’Agriculture de Wilaya de Bejaia, 2011).

Communes

Subdivisions

Wilaya

Production d'essaims Production du miel

Nombre de

colonies mises

Nombre de

colonies

Production (Nbr)

Nombre de

colonies mises

Miel (kg)

Adekar 200 226 2411 7996,8

Sidi- Aich 260 185 2794 9797,76

Seddouk 1990 1180 3960 17501,8

Akbou 316 1200 2053 9390,39

Tazmalt 0 340 260 10494
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II- Molécules bioactives

Un antioxydant est une substance qui peut retarder ou inhiber l’oxydation d’un substrat

(Pincemail et al., 1998),réagissant rapidement avec les radicaux libres, molécules possédant un ou

plusieurs électron libres qui  les rend très réactive(Berthet et Costesec, 2006 ) tel que les espèces

oxygénés réactives (1O2, O2
,HO•, H2O2, NO•), les peroxydes lipidiques ,־• les ions métalliques(Cu,

Fe) et certaines enzymes (Lipoxygénase, peroxydase) (Berset, 1999). Plusieurs études ont

montrés qu’une augmentation de la consommation de fruit et légume est un bon moyen de se

protéger contre le stress oxydatif. L’effet préventif de ces aliments résulte de la présence d’un

éventail de molécules, dont les polyphénols, les caroténoïdes, certaines vitamines et oligo-

éléments qui s’opposent à l’action néfaste de ces radicaux libres (Knert et al., 2002).

II-1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques  sont des produits métaboliques secondaires, formés à partir de

quelques acides aminés aromatiques tels que tryptophane, tyrosine, et phénylalanine et des sous-

produits de leur métabolisme Ladaniya (2008).Ils se reconnaissent à la présence d’un ou plusieurs

groupes hydroxyles, attachés à une structure aromatique et souvent liés à des

glucosides(Benbrook et Charles, 2005 ; Richter, 1993).

 Propriétés biologiques des polyphénols

L’effet bénéfique des composés phénoliques est attribué à leur activité antioxydante et à

d’autres propriétés physiologiques (Atmani, 2009).

Les polyphénols s’adhèrent aussi, à la surface de la membrane plasmique et pénètrent à

l’intérieur de la cellule bactérienne, inactivant ainsi certaines enzymes telles que les perméases, qui

sont impliquées dans le transport des substrats (aminoacides et des polysaccharides), ce qui peut

entraîner une modification de la perméabilité cellulaire, induisant la lyse de la cellule bactérienne

(Lojkowska et Holubovsca, 1992 ;Sousa et al., 2006).

D’après Rice-Evans et al.,(1997) les polyphénols sont des agents cardioprotécteurs et

anticancéreux. Ils  ont un effet sur le diabète, les maladies cardiovasculaires et neurologiques (Del

Caro et al., 2004) et possèdent également des activités anti-inflammatoires et anti-thrombotiques,

analgésiques, antibactériennes, antivirales (Babar Ali et al., 2007),anti allergènes et

vasodilatatrices (Falleh et al., 2008). Enfin, ils contribuent à la diminution de l’oxydation du

cholestérol dans les lipoprotéines à basse densité (LDL)(Middleton et al., 2000).

II-2 Flavonoïdes
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Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires, possédant un squelette benzopyrone,

constitué de deux cycles aromatiques (A et B), relier a un autre cycle pyrone (C) dans le cas de

flavones, ou dihydropyrone dans le cas de flavanones (Gattuso et al., 2007). Les flavonoidessont

des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des fonctions phénols libres, éthers ou

glycosides (Milane, 2004).

Les flavonoïdes sont présents dans les feuilles, les fleurs, pollen, et les fruits. Ils sont

retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales. Des remèdes à base de plantes renfermant

des flavonoïdes ont été (et sont) utilisés en médecine traditionnelle de par le monde Di Carlo G,

Mascolo N, lzzo AA, et al,(1999).

Les flavonoïdes sont les plus actifs parmi les antioxydants végétaux alimentaires, ils occupent

une place importante dans le domaine alimentaire, outre la coloration qu’ils confèrent aux denrées

d’origine végétale Ghedira. K, (2005) ; Zhu, (2007).

II- Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques complexes largement répandus dans le régime

alimentaire d’origine végétal obtenus à partir de la condensation des phénols simples

Makkar,(2003).Ils représentent des composés phénoliques secondaires connus essentiellement

pour leur capacité de se lier et de précipiter les protéines et autres macromolécules Hagerman et

al, (1998).

(SwainT , 1979)a divisé les tannins en quatre groupes dont deux groupes principaux :

les tannins hydrolysés ;les tannins condensés (les proanthocyanidines) ;les oxytannins; les beta-

tannins et les prototannins.

Les deux principaux groupes, les tannins hydrolysés et les tannins condensés, sont

largement distribués dans différentes familles de plantes vasculaires.

 Tannins hydrolysés

Ce groupe de tannins est constitué des formes désoxydées des acides phénoliques simples,

comme l’acide gallique et sa forme dimère (gallotannin), l’acide éllagique (ellagitannin),qui

s’agglomère avec le glucose (généralement avec D-glucose)( Bruneton, 1999).

 Tannins condensés

Les tannins condensés (proanthocyanidines) forment le groupe de tannins le plus important

dans plusieurs espèces de plantes vasculaires Swain.T, (1979). Ce sont des oligomères et

polymères de flavan-3-ol (catechines) liés entre eux par des liaisons carbone Bruneton, (1999).

Les tannins condensés les plus communément présents dans les plantes sont les
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procyanidines, qui dérivent de catechines ou d’epicatechines pouvant contenir des estersd’acide

gallique.

II-4 Vitamine C

L’antioxydant hydrosoluble majeur est L- acide ascorbique. Elle est facilement oxydé par l’O2

en milieu neutre ou alcalin (Couplan F, 1998); (Berthet et Costesec, 2006),stable en milieu acide

et très stable lorsqu’elle est séchée. Elle est thermosensible et subit une altération en contact avec

les métaux et la lumière(Couplan, 1998).L’organismehumain incapable de la synthétiser et donc

doit être apportée par l’alimentation Lee et al., (2004).

 Propriétés biologiques de la vitamine C

Cette vitamine joue un rôle important dans la génération de la vitamine E et le glutathion, et

possède aussi une action anti-infectieuse et antitoxique vis-à-vis des poisons chimiques et des

toxines bactériennes. Elle participe dans la prévention des cancers et favorise l’absorption de fer et

de calcium alimentaire( Couplan, 1998), ainsi que la protection contre l’oxydation des lipides

(LDL-cholestérol)( Kitts, 1997).

II-5 Oligo-éléments

Les oligo-élémentsfont partie de la famille des minéraux(l’autre catégorie étant les

macroéléments). Ce sont des éléments minéraux purs, nécessaires à l’organisme, en toute petite

quantité ; c’est pourquoi on les nomme également « éléments traces ». Certains oligo-éléments ne

peuvent être synthétisés par notre organisme, et doivent donc être puisés dans l’alimentation

Ducros et Favier, (2004)

 Propriétés biologiques des oligo-élements

Certains éléments sont doués de plusieurs activités telles que l’activité antibactérienne

(l’argent), anti-inflammatoire et anti-infectieux (l’or), et même antitoxique et hypotenseur (l'iode).

Le brome est un sédatif du système nerveux. Le lithium est un équilibrant psychique. Le sélénium

est un antioxydant, dont l’action est complémentaire de celle de la vitamine E dans l’élimination

des radicaux libres( Couplan, 1998).

L'insuffisance diététique du sélénium est responsable d’une gamme de maladies, en particulier

les myopathies « de muscle blanc » et cardiomyopathies « de cœur de mûre » de plusieurs animaux

de ferme, de même chez les humains, deux maladies sont associées à des niveaux bas de la

consommation diététique (Rice-Evans, 1997).
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Le zinc a un rôle d’antioxydant en intervenant par différents mécanismes. Il joue notamment

un rôle structural d’une enzyme, le superoxyde dismutase, qui intervient dans la lutte contre les

radicaux libres (Gervaise, 2004).
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III-Matériel expérimental

III-1 Echantillonnage

Notre étude est réalisée sur les échantillons de miel, au nombre de six offerts par les

apiculteurs. Ces échantillons ont été récoltés durant le mois de juillet de l’année 2014, d’une

manière aléatoire, dans différents régions de La wilaya de Tizi ouzou (Figure n°2).Ces

échantillons se diffères entre eux par la couleur et aussi par la composition florale de la région de

récole.

L’extraction du miel à partir des cadres de cire, provenant de ruches traditionnelle est

effectuée manuellement (pression).

Figure n°2 : Echantillons de miel

III-2 Extraction des polyphénols

L’extraction des antioxydants du miel étudié est réalisée selon la méthode décrite par (Al-

Farsiet al. (2005), légèrement modifié par Heinonen et al. (1998) en utilisant l’éthanol (80%)

comme solvant d’extraction.

Une prise d’essai du miel (1g) est mise en contact avec 7ml de solvant d’extraction

(éthanol 80%). Après une agitation mécanique durant 60 minutes à l’abri de la lumière, le miel

est filtré, et le filtrats subit deux autre extractions dans la même condition jusqu’à l’obtention

d’une couleur plus au moins transparente. Les filtrats ainsi récupères sont additionnés, et

conservé en congélateur.
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III-3 Dosage des antioxydants

III-3.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénolique totaux des échantillons du miel étudiés est déterminé

selon la méthode décrite par (Wilferd et al., 2006).

Les 500ul d’extrait sont additionnées à (1,5 ml) de réactif de Folin-Ciocalteu (dilue dix

fois), auquel un volume de (1,5 ml) de carbonate de sodium (60g/l) est ajouté après cinq minutes.

Après une incubation de 90mn à l’abri de la lumière, l’absorbance est mesurée à 725 nm.

La concentration en composes phénoliques des extraits, exprimée en mg équivalent

d’acide gallique (E.A.G.)/100g d’échantillon, est déterminée en se référant à la courbe

d’étalonnage obtenue dans les mêmes conditions en utilisant l’acide gallique. (Annexe I).

III-3.2 Dosage des Flavonoïdes

La teneur en flavonoïdes des échantillons du miel étudiés est évaluée selon la méthode

décrite par Ordonez et al. (2006).

Pour 1,5 ml d’extrait sont ajoutées 1,5 ml de chlorure d’aluminium (2%) après une heure

d’incubation à température ambiante l’absorbance est mesurée à 420 nm.

La teneur en flavonoïdes, exprimée en mg d’équivalent de quercétine (EQ)/100g de

l’échantillon, est déterminée en se référant à une courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes

conditions expérimentale avec de la quercétine. (Annexe I).

III-3.3 Dosage des anthocyanines

La teneur en anthocyanine est déterminée selon la méthode décrite par Lako et al.,

(2007), légèrement modifiée en utilisant les tampons de chlorure (pH=1 ; 0,25M)et

d’acétate(pH=4,5 ;0,4M).

Une quantité de miel 2g est mélangée avec 10ml d’eau distillée, l’égerment acidifiée avec

l’acide chlorhydrique (0,1N). Après 15minutes d’agitation, le mélange est filtré, le résidu subit

une deuxième extraction dans les mêmes conditions. Les filtrats additionnés, sont centrifugés à

1500g pendant10minutes.

Deux tubes à essai, contenant chacun1mld’extrait, sont ajoute 8ml de tampon (pH=1,0)

pour le premier et 8ml tampon (pH=4,5) pour le deuxième tube, et l’absorbance est mesurée à

510nm et à700nm pour chacun.
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Les teneurs en anthocyanines, exprimées en mg d’équivalent cynanidines-3-glucoside

par100g de produite, sont calculées selon la formule suivante :

Avec :

Abs: absorbance à 510nm. L: Trajet optique cm.

FD: Facteur de dilution. P: Masse de l’échantillon (mg).

V: Volume final de l’extrait (ml).

MM: Poids moléculaire de cynanidines-3-glucoside(449.2g/mol).

Ɛ : Coefficient d’absorbance molaire de la cynanidines-3-glucoside (26900) M-. cm-.

III-3.4 Dosage des caroténoïdes

La teneur en caroténoïdes des échantillons du miel étudies étudié est déterminée selon la

méthode décrite par Zamora et al. (2005), qui consiste à extraire les caroténoïdes, à l’abri de la

lumière, en homogénéisant 5g du miel avec 30ml d’un mélange de solvants (hexane, acétone,

méthanol, toluène : 10 : 7 : 6 : 7) pendant 15 minutes.

Deux millilitres d’une solution de KOH (1M) sont additionnés au mélange qui sera gardé

à l’abri de la lumière pendant 16 heures. Ensuite, sont ajoutés respectivement, 30 ml d’hexane et

après une minute, 30 ml d’une solution de sulfate de sodium (1%).Le mélange est laissé à

décanter, à l’abri de la lumière, pendant une heure et la phase supérieure qui représente l’extrait

caroténoïde est récupérée.

L’absorbance des extraits est mesurée à 450 nm et la concentration en caroténoïdes est

estimée en se référant à la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant le β-carotène (Annexe I).

III-3.5 Dosage de l’acide ascorbique (vitamine C)

La teneur en acide ascorbique des échantillons du miel étudiés est déterminée selon la

méthode de Klein et Perry (1982), légèrement modifiée où le solvant d’extraction l’acide

métaphosphorique (1%) est remplacé par l’acide oxalique (0,4%).
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Une quantité de miel (5g) est mélangée avec 25ml de solvant d’extraction, et l’ensemble

est laissé sous agitation pendant 15 mn à l’abri de la lumière et d’air. Après, le mélange est filtré

sur verre fritté N° 4, l’extraction est refaite pour le retentât dans les mêmes conditions, les deux

filtrats sont alors additionnés et centrifugés à 16000g pendant 20 mn à 4°C.

Pour 500µl de filtrat, sont ajoutés 2,5ml du réactif 2.6 dichlorophenol-indophénol

(DCPIP), qui permet d’oxyder la vitamine C en milieu acide. La solution de DCPIP, de couleur

bleue, devient rose après réduction (Ball, 1997) et l’absorbance est mesuré à 515 nm.

La teneur en vitamine C, exprimée en mg/100g, est déterminée en se référant à une

courbe d’étalonnage obtenue dans les mêmes conditions avec de l’acide L-ascorbique (Annexe

I).

III-4 Détermination de l’activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante des échantillons du miel étudiés est déterminée selon deux

méthodes. La première est l’estimation du pouvoir réducteur qui mesure la capacité des extraits à

réduire les ions métalliques (fer ferrique en fer ferreux).La deuxième évalue le pouvoir anti-

radicalaire en mesurant le pourcentage de neutralisation d’un radical (DPPH*et ABTS*+) par les

antioxydants présents dans l’échantillon du miel.

III-4.1 Pouvoir réducteur

III-4.1.1 Réduction de chlorure ferrique

La réduction de chlorure ferrique (FeCl3) des échantillons du miel étudiés est déterminée

selon la méthode décrite par (Lim et al., 2006).

Pour 1ml d’extrait sont ajouté 1ml de tampon phosphate (0,2M ; pH =6,6) et 2,5ml de

Ferrocyanure de potassium (1%). Après incubation à 50°C pendant 30 mn dans un bain marié,

1,5 ml d’acide trichloracétique (10%) sont ajoutés, et le mélange est centrifugé à 3000 g pendant

20min.

En suite, 1,5ml du surnageant sont additionnés de 1,5ml d’eau distillé et 0,5 ml de

Chlorure ferrique(0,1), l’absorbance est mesurée à700 nm après10mn.

Des courbes d’étalonnage ont été établies avec des standards (l’acide ascorbique et la

BHA) dans la même condition opératoire que les échantillons (Annexe II).
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III-4.2 Neutralisation des radicaux libres

III-4.2.1 Inhibition du radicale DPPH*

Le pouvoir anti-radicalaire, par la neutralisation du radical DPPH*, des échantillons du

miel étudiés est évalué selon la méthode décrite par Brand-Williams et al., (1995), légèrement

modifiée par Lim et al., (2006).

Pour 500 µl d’extrait, 2 ml de DPPH sont ajoutées. Après une incubation de

30minutesàl’abri de la lumière, l’absorbance est mesurée à 515nm.

L’évaluation de l’inhibition du radical DPPH* par rapport à la concentration de standard

(la quercétine) est réalisée dans les mêmes conditions. (Annexe II).

Le pouvoir anti-radicalaire vis-à-vis le DPPH* est exprimé en pourcentage d’inhibition

du radical, selon la formule suivante :

D’où :

Abs Témoin : Absorbance du témoin après 30 minutes à 517 nm.

Abs Extrait : Absorbance de l’extrait après 30 minutes à 517 nm.

III-4.2.2 Inhibition du radicale ABTS*+

Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS*+ par les échantillons du miel étudiés est

évalué selon la méthode décrite par Reet al.,(1998), qui consiste à additionner 2ml de la solution

d’ABTS*+(A734nm=0,700±0,020) à 20µl de l’extrait.

La lecture de l’absorbance est mesurée, à partir de la première minute pendant 6 minutes,

à734nm.

L’évaluation d’inhibition du radical ABTS*+ Par rapport aux concentrations des

standards (Acide gallique et quercétine) est réalisée dans les même conditions (III).
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D’où :

Abs Contrôle : Absorbance du témoin

Abs Extrait : Absorbance de l’extrait

III-5 Etude de l’activité antibactérienne

Pour évaluer l’activité antibactérienne des échantillons de miel étudiée, on procède à la

technique des disques en papier vis-à-vis des deux souches bactériennes (Escherichia coli,

Staphylococcus aureus). Ces dernières sont à l’origine d’une collection du laboratoire de

microbiologie appliqué de l’université Abderrahmane Mira de Bejaia. Ces souches sont

repiquées quotidiennement dans des bouillons nutritifs pour des utilisations ultérieures.

Le choix des souches bactériennes a été effectué sur la base de la recherche

bibliographique sur leurs fréquences élevées a contaminées les denrées alimentaires et de leur

pathogénicité.

III-5.1 Evaluation de l’activité antibactérienne (antibiogramme)

L’activité antibactérienne des échantillons du miel étudiés est déterminée selon la méthode

décrite par Baydar et al., (2004). Ce test est effectué par  la méthode de diffusion de disque ou

les disques sont imbibés de chaque échantillon.

Des suspensions bactériennes d’une densité optique de 0,5 Mc Ferland (105UFC/ml) ont

été préparées à partir d’une culture pure et jeune (âgée de 18 heures).

Une dilution de 10-5 a été préparée à partir des souches mères de 105UFC/ml obtenus

après standardisation, et un volume 1ml de chaque souche a été ensemencé par inondation dans

les boites de pétri coulées de milieu gélosé Muller Hinton à une épaisseur de 4mm. L’excès est

récupéré à l’aide d’une micropipette, et les boites sont mises à sécher pendant 15 minutes.
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Des disques en papier wattman, (5 mm de diamètre) stériles sont imprégnés avec un

volume de 20µl de chaque échantillon et les disques témoins sont imprégnés dans l’eau distillée

représentent les témoins négatifs. A l’aide d’une pince les disques sont déposés à la surface d’un

milieu ensemencés (étalée) par une suspension microbienne d’une densité optique de 0,5 Mc

Ferland.

Les boites de Pétri sont mises au réfrigérateur à 4 °C pendant trois heures pour une pré-

diffusion (Bansemir et al.,2006).

Après 18 à 24 heures d’incubation, le diamètre de chaque zone d’inhibition est mesuré en

mm et noté. Les mesures peuvent être prises avec une règle sur le fond de la boite sans enlever le

couvercle. Les échantillons de miel inhibent le développement microbien. Plus la zone

d’inhibition est grande, plus le germe est sensible.

III-5.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La concentration minimale inhibitrice CMI est définie comme étant la plus faible

concentration inhibant toute croissance bactérienne après 18 à 24 heures d’incubation (Caque,

2004). La CMI des extraits des miels des souches cibles est déterminée par la méthode de

diffusion de disque

Sur des boites contenant le milieu gélosé Muller-Hinton sur une épaisseur de 4 mm , on

procède à l’ensemencement en surface par inondation de 1ml de l’inoculum à raison de

105UFC/ml et l’excès est récupérer à l’aide d'une micropipette et rejeté dans un bac d'eau de

javel, et les boites sont mises à sécher pendant 15 minutes.

Les disques d’antibiogrammes dont le diamètre est de 5 mm sont imprégnés dans de

dilutions (7,5g/ml et de 5g/ml et 2,5g/ml), avec un volume de 20µl de chaque extrait de miel et

les disques témoins sont imprégnés dans l’eau distillée. A aide d’une pince les disques sont

disposés à la surface d’un milieu ensemencés (étalée) par une suspension bacterienne d’une

densité optique de 0,5 Mc Ferland.

Les boites de pétri sont mises au réfrigérateur à 4 °C pendant trois heures pour une pré-

diffusion (Bansemir et al.,2006).

Après 18 à 24 heures d’incubation, le diamètre de chaque zone d’inhibition est mesuré en

mm et noté. Les mesures peuvent être prises avec une règle sur le fond de la boite sans enlever le
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couvercle. Les échantillons de miel inhibent le développement microbien. Plus la zone

d’inhibition est grande, plus le germe est sensible

III-6 Etude statistique

Une étude statistique des résultats obtenus est effectuée dans le but de la mise en évidence des

différences significatives entre les résultats de chaque échantillon à l’aide du logiciel

STATISTICA (comparaison post Hoc, test LSD). Pour l’analyse de la variance a un seul critère

de classification (ANOVA), dont le degré de signification des donnés est pris à la probabilité de

P< 0,05.
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Figure n°3 : Teneur moyenne en polyphénols totaux des miels étudiés

IV-Résultats et discussion

IV-1 Dosage des antioxydants

IV-1.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de différents types de miel est effectué

selon la méthode de Folin Ciocalteu. Les composés phénoliques réduisent le réactif de Folin-

Ciocalteu [mélange de l’acide phosphotungstique (H3PW12O40), et d’acide phosphomolybdique

(H3PMO12O40)], en donnant une coloration bleue proportionnelle au taux de composés

phénoliques présents dans le milieu réactionnel (Ribérau-Gayon, 1968 ;Lapornik et al., 2005).

Les résultats de dosage des polyphénols des échantillons de miels étudies, exprimée en

milligramme d’équivalents d’acide gallique par 100g d’échantillon (mg E.A.G/100g) en se

référant à la courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes conditions, sont représentées dans la

figure n° 3.

Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.
e>d>c>b>a: représentent les différences significatives (p<0,05)

Les résultats de cette figure(3), montrent que la teneur en composés phénoliques des

miels étudiés varie de 64,91(E11) à 93,59(E21) mg d’E.A.G/100g d’échantillons. Le miel (E21)

est considéré le plus riche en polyphénols, suivie respectivement par les miels de E20(92,65),

E10(85,37), E9(73,01), E12(67,88) et de E11(64,91).
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L’étude statistique montre l’existence d’une différence significative (p<0,05) entre les

teneurs en polyphénols totaux des six échantillons du miel étudiés. Cependant, les échantillons

du miel (E20) et (E21) ne présentent aucune différence significative.

Les résultats de la présente étude sont très proches de celles en effet, de la bibliographie.

Mouhoubi (2007), a rapporté des teneurs comprises entre 65,76 et 130,96 mg EAG/100g.

Tandis que AL-Mamary et al. (2002) ont trouvés des taux en composés phénoliques de miel

variant de 56,32 à 246,21 mg EAG/100g.

Certains auteurs, par contre, rapportent des valeurs plus importantes que ceux de la

présente étude. Ces valeurs sont oscillent de 64 à 1304mg GAE/100 g pour les miels Algériens

(Ouchemoukh et al.,2007), et de 64 à 1304 mg GAE/100 pour les miels de Slovènes

(Bertoncelj et al., 2007) .

Les miels foncés présentent des teneurs élevées en composés phénoliques (Blasa et al.,

2006). En effet, ceci est constaté dans la présente étude. Le miel (E21) qui est le plus sombre

contient la plus forte concentration en composé phénolique, alors que le miel (E11) ayant une

couleur plus claire, renferme la quantité la plus faible.

Des études récentes ont montré que la concentration et le type de substances phénoliques

dépendent de l’origine florale du miel ; ils sont les principaux facteurs responsables pour les

activités biologiques de miel (Al-Mamary et al.,2002 ; Wei et Zhirong.,2003).

La détermination de la teneur en composés phénoliques totaux est également considérée

comme une méthode prometteuse d'étudier les origines florales du miel. Il est recueilli à partir de

l’origine botanique et géographique qui affecte la concentration en composés phénoliques, la

distribution de pollen et l’activité antioxydante du miel (Alvarez-Suarez et al., 2009).

D’après Anklam(1998), la variation de la teneur en polyphénols pourrait être due à

l’origine géographique du miel et climatique spécifique et la flore végétales de la région.

Les techniques et les analyses expérimentales influent sur les résultats des teneurs en

composée phénoliques des échantillons (Zalibera.,2008),comme la teneur de quelques

composées phénoliques peut augmenter sous l’effet de l’intensité du rayonnement UV,

l’infection par des microbes pathogènes et les parasites, et aussi les variations des températures

(Naczk et Shahidi., 2006).
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Figure n°4: Teneur moyenne en flavonoïdes des miels étudiés

II-1.2 Flavonoïdes

La teneur en flavonoïdes des extraits du miel est déterminée par une méthode

colorimétrique basée sur la formation de complexe flavonoïdes-métaux, tel que l’aluminium

apporté sous forme de chlorure (AlCl3), qui forme un complexe jaunâtre avec les atomes

d’oxygènes présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoïdes (Ribereau-Gayon.,1986).

Les résultats de la teneur en flavonoïdes des miels étudies, exprimées en mg d’équivalent

de quercétine (E.Q/100g) en se référant à la courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes

conditions, sont représentées dans la figure n°4.

Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.
d>cd˃bc>ab>a : représentent les différences significatives (p<0,05).

Les résultats de la figure 4, montrent que la teneur en flavonoïdes des miels étudiés varie

de 27,86 à 40,28mg d’EQ /100g. L’échantillon de miel (E20) est considéré le plus riche, suivie

respectivement par les miels de E21(37,35), E9 (34,87), E10(32,15) et E11(29,81). Le miel

(E12) est considère le plus pauvre en flavonoïdes avec une teneur d’environ de 27,86mg/EQ.

L’étude statistique montre l’existence d’une différence significative (p<0,05) entre les

teneurs en flavonoïdes des six échantillons du miel étudiés, à l’exception des échantillons (E11,

E12) qui ne présentent aucune différence significative entre eux.

Socha et al.,(2009), rapportent des teneurs en en flavonoïdes oscillent de 6,9 à

28,5mgd’E.Q/100g de miel. Ces concentrations sont inférieures à celles de la présente étude, ceci
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Figure n°5 : Teneur moyenne en anthocyanine des miels étudiés.

peut être due à plusieurs facteurs tels que; l’origine florale, la situation géographiques aussi bien

que par le climat (Sladana et al.,2011;Lianda et al.,2012).

La quantité et le type de flavonoïdes du miel varient selon la source forale. Les miels les

plus foncés, comme ceux issus du tournesol et du sarrasin, contiennent des quantités de

flavonoïdes supérieure aux miels plus pales (Medic et al.,2004).

II-1.3 Les anthocyanines

Les anthocyanes ou les pigments des fleurs et des fruits, sont déterminés selon la méthode

de pH différentielle  basant sur le fait que la structure des anthocyanes subit une transformation

réversible lors d’un changement de pH et qui se manifeste par des spectres d’absorption

différents( Giusti etWrolstad,2001).

Les teneurs en anthocyanines, des miels étudiés, obtenues exprimées en mg d’équivalent

cyanidines-3-glucoside par 100 g de l’échantillon, sont représentées dans la figure n°5.

Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.
c>b˃a: représentent les différences significatives (p<0,05).

D’après les résultats de la présente étude, les teneurs en anthocyanines des différents

miels étudiés varient de 0,57 à 3,73 µg d’équivalent cynanidines-3-glucoside/100g.
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Figure n°6 : Teneur moyenne en caroténoïdes des miels étudiés

Le miel E12 (3,73µg) est considéré comme le plus riche suivie respectivement par les

échantillons E10 (3 ,45), E11(2,30), E21(2,18), E20(2,06) et E9(0,57).L’échantillon du miel E9

est considéré comme le plus pauvre en anthocyanines.

L’étude statistique montre l’existence d’une différence significative (p<0,05) entre les

teneurs en anthocyanines des échantillons du miel étudiés. Cependant aucune différence

significative entre les teneurs en anthocyanines des miels E11, E20, E21, et de même pour les

échantillons E10, E12 entre eux.

Les anthocyanines sont des composés très sensibles, et plusieurs facteurs (la température

élevée, le pH, la lumière, la structure et la concentration des anthocyanines) peuvent les

déstabiliser (Laleh et al., 2006).

II-1.4 Caroténoïdes

Les caroténoïdes contiennent dans leurs structures plusieurs doubles liaisons conjuguées,

qui sont responsables de l’absorption de la lumière par excitation des liaisons (Rodriguez-

Amaya,2001).

Les  résultats  du  dosage  des  caroténoïdes  obtenus,  exprimé  en μg  d’équivalent de

β-carotène/100 g en se référant à la courbe d’étalonnages réalisée dans les mêmes conditions,

sont représentées dans la figure n°6.

Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.
c>bc˃ab>a : représentent les différences significatives (p<0.05).
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Les résultats de la présente étude, montre que la teneur en caroténoïde des miels étudiés

varie de 153,99 à 207,22 µg d’E.β.C/100 g de miel, dont les miels E21, E12 sont considérés les

plus riches, suivie respectivement par les échantillons du miel E10 (193,91µg), E20 (188,21µg)

et E9 (174,90µg). L’échantillon E11 (153,99µg) est considéré le plus pauvre en caroténoïdes.

L’étude statistique montre l’existence d’une différence significative (p<0,05) entre les

teneurs en anthocyanines des échantillons du miel étudiés.  Cependant, pas de différence

significative enregistrée entre les couples d’échantillons (E10, E20) et (E12, E21).

D’après Ferreira et al. (2009), la teneur en caroténoïde du miel est de l’ordre 932 ± 1

µg/100g.

Les teneurs en caroténoïdes rapportés par Aires et al., (2009) 93 à 950 µg/100g du miel.

Les teneurs de la présente étude sont différentes de celle rapportées par la bibliographie, et ceci

peuvent être attribuées à plusieurs facteurs dont les méthodes d’extraction et d’analyse, l’origine

géographique (taux d’ensoleillement), la source florale, le caractère génétique, le degré de

maturité et les conditions de stockage (Alvarez-Suarez et al.,2010).

La littérature rapporte que le miel possède une teneur faible en caroténoïdes

(Gonnet,1982).Ceci est confirmé par les résultats de cette étude sur six les échantillons de miels.

L'extraction lente des caroténoïdes ainsi que l'exposition à la lumière, à l'oxygène, aux

températures élevées et aux métaux pro-oxydants, tels que le fer ou le cuivre, provoque des

pertes de caroténoïde pendant le procédé d'extraction (DeQuiro,2006).

La saponification provoque des pertes, particulières des caroténoïdes plus polaires tels

que la lutéine, la violaxanthine et la neoxanthine (Niizu,2004).

De nombreux facteurs affectent la composition des caroténoïdes tels que les différences

environnementales (Martinez et al.,2007 ; Dutta, 2005 ; Mercadante,2003)

II-1.5 Acide ascorbique

Le DCPIP permet l’oxydation de la vitamine C en milieu acide, qui est coloré sous sa

forme oxydé en bleu et devient rose après réduction de cette molécule (Ball,1997). Selon la

réaction suivante :
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Acide ascorbique + 2,6-DCPIP                     A.déhydroascorbique + DCPIP  réduit

Les teneurs en acide ascorbique obtenus, exprimé en mg d’équivalent d’acide

ascorbique(E.A.Asc/100g) de miel en se référant à la courbe d’étalonnage réalisée dans les

mêmes conditions, sont représentées dans la figure n°7.

Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.

d> c˃ b>a : représentent les différences significatives (p<0,05).

Les résultats de la présente étude, montre que les teneurs en vitamine C du miel étudiés

sont de l’ordre de 123,57 à 137,67mg d’E.A Ascorbique/100g de miel. L’échantillon du miel

de(E11) est considéré comme le plus pauvre en acide ascorbique.

L’étude statistique montre l’existence d’une différence significative (p<0,05) entre les

teneurs en acide ascorbique des six échantillons étudiés.  Cependant, pas de différence

significative entre les couples d’échantillons (E10, E11) et (E20, E9).

Selon Ferreira et al.,(2009), la teneur en vitamine C retrouvé dans le miel est d’environ

de14, 001mg/100gd’échantillon.
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Figure n°7: Teneur moyenne en acide ascorbique des miels étudiés
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IV.2 Evaluation des activités antioxydantes

L’activité antioxydante des différents échantillons de miels étudiés est évaluée selon deux

principes. Le premier, regroupe le test de la réduction de chlorure ferrique, qui mesure la

capacité antioxydante ou le pouvoir réducteur. Le deuxième, inclut les tests scavenger vis-à-vis

le radicale DPPH*et le radical cationique ABTS*+, qui mesurent le pouvoir anti-radicalaire des

différentes substances présentes dans les extraits.

IV-2.1 Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur mesure la capacité qu’à un antioxydant présent dans un extrait à

donner un électron qui peut servir comme indicateur du potentiel de l’activité antioxydante. Le

Pouvoir réducteur peut être évalué par plusieurs tests à savoir la réduction de chlorure ferrique

(Sousa et al.,2008; Sahreen et al.,2010).

IV-2.1.1 Réduction du chlorure ferrique (FeCl3)

Le pouvoir réducteur est l’aptitude des antioxydants présents dans l’extrait à réduire le fer

ferrique du complexe ferricyanure (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) dans un milieu acidifié par le

TCA. La forme réduite de ce complexe donne une couleur verte qui est proportionnelle au

pouvoir réducteur de l’extrait (Odabasoglu et al.,2004).

Les résultats de l’évaluation du pouvoir réducteur des échantillons des miels étudiés, sont

représentés dans la figure n°8.
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Figure n°8: Pouvoire réducteur en Fecl3 des echantillons étudiés

Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.
e> d˃ c>b>a : représentent les différences significatives (p<0,05).

D’après les résultats de la présente étude, pour une concentration de 0,1mg/ml, le pouvoir

réducteur des échantillons des miels étudiés varie de 53,95% à 76,48%. Le miel (E20) présent le

meilleur pouvoir réducteur avec un taux de réduction d’environ de 76 ,48% suivi respectivement

par les échantillons du miel E21 (73,07%) et E9 (68,74%) et E12 (59,51%) et E11 (57,95%) et

de E10 (53,95%), équivalant à ceux de BHA (0,08mg/ml), et de d’acide Ascorbique (0,06mg/ml)

(Annexe II).

La majorité des échantillons enregistrent une différence significative (p<0,05). Cependant

aucune différence significative n’existe ent les échantillons E 11 et E12.

L’analyse statistique montre également, l’existence d’une bonne corrélation entre le

pourcentage de réduction de Fecl3 avec les teneurs ; en composés phénoliques (r=0.596), en

flavonoïdes (r=0,874) et avec les teneurs en anthocyanines (r=0,596) (AnnexeIII).

La variation de l’activité antioxydante des échantillons est attribuée aux origines

botaniques, à la présence de maints agents antioxydants tels que les flavonoïdes, les acides

phénoliques, les vitamines C et E, qui possèdent des effets antioxydants variés (Al-Mamary et

al., 2002 ;küçük et al., 2007).
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Beretta et al. (2005) et Blasa et al.(2007) ont montré que la variation de l’activité

antioxydante est due à la qualité et à la quantité des composés phénoliques responsables de cette

activité.

L’activité antioxydante peut être affectée par de nombreux facteurs. La structure des

composés phénoliques en particulier les degrés et la position des groupements hydroxyles sur le

noyau aromatique de la molécule (Balasandram et al.,2005 ; Scherer et gody,2009)

Le type de solvant et sa polarité sont des aspects clé dans la mesure de la capacité

antioxydante (çam et al.,2009).

II-2.2 Pouvoir anti-radicalaire

II-2.2.1 Pouvoir anti-radicalaire DPPH*

Le DPPH* (2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl) est caractérisé par une couleur violette .En

Présence d’un donneur d’hydrogène, le DPPH*est réduit en sa forme non radicalaire de couleur

jaune pâle (forme d’hydrazine) .Ce passage de la première forme à la deuxième, est accompagné

d’une diminution de l’absorbance qui peut s’exprimer par le pourcentage de réduction du DPPH*

(Lee et al.,1986).

Le radical DPPH* est l’un des substrats les plus utilisés généralement pour l’évaluation

rapide et directe de l’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la

simplicité de l’analyse (Bozin et al.,2008).

L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de l’absorbance d’une solution

alcoolique de DPPH* à 515 nm, qui est du à sa réduction à une forme non radicalaire DPPH-H

par les antioxydants donneurs d’hydrogènes présents dans l’échantillon (Maisuthisakul et

al.,2007;DaSilva et al.,2008).

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH*, par les échantillons des miels étudiés, est

représenté dans la figure n°9.
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Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.

e> d˃ c>bc>b>a : représentent les différences significatives (p<0,05).

D’après les résultats obtenus, le pouvoir anti-radicalaire des échantillons de miel étudié

vis-à-vis le radical DPPH* varié de 11,77% (E11) à 48,25% (E21) pour une concentration

0,1mg/ml, dont le miel (E21) présent le meilleur pouvoir anti-radicalaire avec un taux

d’inhibition d’environ 48,25 %, équivalent à ceux de la quercétine (0,03mg/ml) (AnnexeII).

L’échantillon du miel (E11) est considéré comme le plus faible avec un taux d’inhibition

de l’ordre de 11,77% équivalent à celui de la quercétine (0,007mg/ml) (AnnexeII).

Les études de Socha et al.,(2009),ont rapportés un pourcentage d’inhibition de

l’échantillon de miel l’ordre de 27, 2% .

L’analyse statistique montre également, l’existence d’une bonne corrélation entre le

pourcentage d’inhibition de radical DPPH*avec, les teneurs en composés phénoliques(r=0,830),

en flavonoïdes(r=0,826) et avec les teneurs en caroténoïdes (r=0,589) (Annexe IV).

Selon des auteurs, les conditions expérimentales y compris la température, le temps de

réaction, et l’échantillon/concentrations radicales, peuvent affecter les résultats de manière

significative (Hogan et al., 2009 ; Lobo, 2009).
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Figure n°9: Pouvoir anti-radicalaire vis- à- vis DPPH* des miels étudiés.
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Selon Guerrini et al.(2009),l’activité anti-radicalaire du miel pourrait être due aux

teneurs en vitamine C, caroténoïdes, et aux composées phénoliques ; et également à l’effet

synergique des flavonoïdes et du β-tocophérol.

L’activité anti-radicalaire dépend de la structure des antioxydants, du degré de

polymérisation et des groupements hydroxyles des polyphénols et des flavonoïdes (Heim et al.,

2002 et Caillet et al., 2006).

IV-2.2.2 Pouvoir anti-radicalaire ABTS*+

En réagissant avec le persulfate de potassium (k2 S2O8), l’ABTS*+ [acide2, 2’-azino-bis

(3ethylbenz-thiazoline-6-sulphanique)] forme le radical ABTS*+, de couleur bleue à verte,

l’ajout d’antioxydant va réduire ce radical et provoquer la décoloration du mélange. Le dosage

est réalisé par spectrophotométrie à 734 nm, cette mesure est proportionnelle à la concentration

en antioxydants (Rolland,2004;Samaniago-Sánchez et al.,2007).

Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS*+, par les extraits de miel étudiés, est

représenté dans la figure n°10.

Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.
d˃ c>b>a : représentent les différences significatives (p<0,05).
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D’après les résultats obtenus dans la présente étude, pour une concentration 0,1mg/ml, le

pouvoir anti-radicalaire des échantillons de miel étudié vis-à-vis le radical ABTS*+ varié de

21,86% (E9) à 58,08% (E20), don l’échantillon E20 présent le meilleur pouvoir anti-radicalaire

avec un taux d’inhibition d’environ 58,08%, équivalent à celui de l’acide gallique (1,84 mg/ml)

et de la quercétine (1,79 mg/ml)(AnnexeII).Le miel de (E9) est considéré comme le plus faible

avec un taux d’inhibition de 21,86 %.

L’analyse statistique montre également, l’existence d’une bonne corrélation entre le

pourcentage d’inhibition du radical cationique ABTS*+avec les teneurs ; en composés

phénoliques(r=0,590), en acide ascorbiques (r=0,535) et en caroténoïdes(r=0,620) (Annexe V).

Plusieurs étude ont montré que l’activité anti-radicalaire est très influencée par le solvant

d’extraction (Floegel et al.,2011).

II.3 Evaluation de l’activité antibactérienne

L’évaluation de l’activité antibactérienne des échantillons du miel testés est effectuée

selon la méthode de diffusion en milieu gélosé à partir des disques (Celiktas,2007), sur les deux

souches bactériennes étudiées.

Cette technique est intensivement employée pour étudier l’activité antibactérienne des

substances naturelles. Elle est basée sur l’utilisation des disques comme réservoirs contenant la

solution des substances à examiner (Gulçin et al., 2004).

Les résultats de la présente étude, montrent que les deux souches ne sont pas affectées par

les dilutions de différents miels étudiés à des concentrations de 2,5 g/ml et 5 g/ml et 7,5 g/ ml

mais elles sont affectées par les miels pures. Les valeurs exprimant les diamètres des zones

d’inhibition, exprimée en millimètre aux tours des disques, sont présentées dans les figures n°11.
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Les valeurs représentent la moyenne (n≥3)
Les barres verticales représentent les écart-types.

d> cd>bc>ab>a : représentent les différences significatives (p<0,05).
c>b>a : représentent les différences significatives (p<0,05).

Les zones d’inhibition mesurées pour la souche Staphylococcus aureus varient de 7,66 à

12,33 mm. L’effet inhibiteur le plus prononcé est obtenu avec l’échantillon du miel (E12) avec

un diamètre d’ordre de 12,33 mm, suivie respectivement par les échantillons du miel de

E21(10,66), E20(10,33), E11 (8 ,66). Les échantillons (E10, E9) possèdent l’effet inhibiteur le

plus faible vis-à-vis cette souche avec un diamètre d’environ de 7,66mm (Annexe VIII ).

La majorité des échantillons enregistrent une différence significative (p<0,05). Cependant

aucune différence significative n’est enregistrée entre les échantillons de miel (E9, E10, E11), et

entre le couple d’échantillon (E20, E21).

L’analyse statistique montre également, l’existence d’une bonne corrélation entre les

diamètres des zones d’inhibition avec les teneurs ; en caroténoïdes(r=0.618), en acide

ascorbiques (r=0.887) (AnnexeVI).
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Figure n°11: Activité antibactérienne des échantillons étudiés vis-à-vis
de deux souches bactériennes.

E coli S aureus
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Pour la souche Escherichia coli, les zones d’inhibition mesurées varient de 7,33 à

10,66mm. L’effet inhibiteur le plus prononcé est obtenu avec l’échantillon du miel (E21) avec un

diamètre de 10,66 mm, suivie respectivement par les échantillons du miel de (E20, E9), (E10) et

(E11).L’échantillon du miel (E11) présente la zone d’inhibition la plus faible avec un diamètre

de l’ordre de 7,33mm (Annexe VIII ).

L’étude statistique montre l’existence d’une différence hautement significative (p˂0,05)

entre les zones d’inhibitions des six échantillons miels étudiés. Cependant Il n’y a pas de

différence significative entre les échantillons (E 20, E9).

L’analyse statistique montre également, l’existence d’une bonne corrélation entre le

diamètre des zones d'inhibition avec les teneurs en composés phénoliques(r=0,813), en

flavonoïdes (r=0,790) et en caroténoïdes (r=0,564). (Annexe X ).

les résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité : résistant : D˂8 mm,

intermédiaire :15 mm ≥ D ≥ 8 mm et sensible : D>15 mm, où D : diamètre des zones d’inhibition

(Bansemir et al., 2006).

Le diamètre des zones d’inhibition obtenues sont semblable à ceux rapportées par Bonté

F et Desmoliére A.(2013) et qui sont comprises entre 7,77 à 11,66 mm pour E coli et 9,17 à

12,71mm pour S aureus.

Les diamètre des zones d’inhibition obtenues sont  inferieur à celles rapportées par

Mostefa et al., (2010), et qui sont comprises entre 0 à 24 mm.

Le miel naturel a deux types d’effets sur les bactéries à Gram- (E. coli) : un effet

bactéricide sur les zones les plus proches des disques imprégnés de miel et un effet

bactériostatique sur les zones relativement loin des disques. Dans le premier cas, la croissance

est inhibée définitivement puisque les microbes sont tués, alors que dans le deuxième cas, un

tapis bactérien réapparait après l’inhibition puisque les microbes ne sont pas tués. Mostefa et

al., (2010),

Donadieu , (1978) a montré que tous les miels ont des propriétés communes, mais

chaque miel mono floral, se caractérise par des propriétés thérapeutiques propres à lui. Donadieu
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, (2006 ; 1981). D’autres facteurs influent également sur la composition et la nature du miel et

ses particularités tels que :

- l’âge de l’abeille (le miel de l'abeille jeune est particulièrement clair et moins concentré

par apport à celui de l’abeille la plus âgée) ;

- la nature des fleurs de nutrition de l’abeille et l‘origine florale de l’alimentation Verdan

.(2002) ;et Biri. (1999)

- le climat de l’environnement, la saison de l'élevage de l’abeille et de la production de miel ;

- le mode d’extraction de miel ;

- la durée et les conditions de conservation, telles que la température et la lumière qui

conditionnent l'activité des enzymes de miel et leur efficacité. Caillas, (1974).

D'après Kerkvliet (1996), l'effet antimicrobien du miel peut partiellement être expliqué

par son contenu important en enzyme, le glucose oxydase, qui active la transformation du

glucose en acide gluconique et en peroxyde d'hydrogène.. L'enzyme reste active tous le temps de

la transformation du nectar en miel. Dans le miel mûr, l'enzyme n'est plus active mais reste

intacte. Si le miel est dilué avec un peu d'humidité, l'enzyme est réactivée. Cette idée a été

annoncée depuis plus de 14 siècles sur "boire du miel dilué".

Ces résultats montrent clairement que le miel est doté d’un large spectre d’activité

inhibitrice sur les souches bactériennes à Gram+ et à Gram-, Cet effet inhibiteur a été constaté

pour la plupart des échantillons testés avec une certaine variabilité d’un échantillon à un autre et

d’une souche à une autre.

D’après jimoh et al., (2010), les bactéries à Gram(-) sont moins sensibles que les

bactéries Gram(+) à cause de la composition chimique de la paroi des bactéries à gram(-) qui

présente des structures spéciales: les LPS (lipopolysaccharides), ne permettent pas la pénétration

des molécules.
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les substances antimicrobiennes agissent à différents niveaux de la cellule allant de la

membrane cytoplasmique, aux fonction respiratoires et aux matériels génétique et enzymatique

(Cowan,1999).

En effet, plusieurs études menées dans le cadre de la surveillance sanitaire des denrées

alimentaires, ont montré que les bactéries : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, sont parmi

les principaux agents pathogènes responsables d’intoxications alimentaires (Vaillant et

al.,2003 ;El Marnissi et al.,2012).
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Conclusion

La santé humaine est mise en danger par de nombreuses maladies causées par le stress

oxydatif, et des microorganismes ce qui a mené à la recherche de produits naturels riches en

antioxydants et antimicrobienne réduisant ainsi les risque liés à ces maladies.

Parmi les aliments bénéfiques à l’organisme, le miel qui est non seulement une source

d’apport nutritif mais également présent un effet protecteur contre les maladies.

Le présent travail est consacré à étudier la composition anti oxydante et anti bactérienne

de quelques échantillons de miel récolté dans la région de Tizi Ouzou , et ceci afin de mieux

valoriser cet aliments nutritionnel et thérapeutique. L’analyse des résultats a permis de tirer les

conclusions suivantes :

La composition en antioxydants des différents échantillons du miel étudiés varie d’un

miel à un autre.

Le taux des composés phénoliques des échantillons du miel étudiés varie de 64,91mg à

93,59 mg d’EAG/100g, et la plus grande teneur en polyphénols est retrouvé dans le miel (E21).

La teneur en flavonoïdes des échantillons du miel étudiésvarie de 27,86 mg à

40,2mgd’E.Q./100g, dont le miel (E20) est considérée le plus riche en flavonoïdes.

La teneur en anthocyanine des miels étudiés varie de 0,57µg à 3,73 µg/100g d’équivalent

deCyanidine-3-glucoside /100g, et l’échantillon (E12) est considéré le plus en anthocyannine.

La teneur en caroténoïdes des mielsétudiés varie de 153,99 µg à 207,22 µg d’E.β.C

/100g de produit, dont les miels(E12, E20) sont considérés le plus riche en caroténoïdes.

Concernant l’acide ascorbique, la teneur la plus élevée est retrouvée dans le miel (E12)

avec une teneur de 137,67 mg d’E.A.Asc/100g.

L’évaluation des activités anti oxydantes et anti radicalaire montre la présence de taux

d’activité qui différents d’un échantillon a un autre.

L’analyse statistique montre, l’existence d’une bonne corrélation entre le pourcentage de

réduction de Fecl3 avec les teneurs en composés phénoliques(r=0,596), en flavonoïdes(r=0,874),

en anthocyanines (r=0,596).
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L’analyse statistique montre également, l’existence d’une bonne corrélation entre le

pourcentage de pouvoir anti-radicalaire DPPH* avec les teneurs en composés phénoliques

(r=0,830), en flavonoïdes (r=0,826), en caroténoïdes (r=0,589).

L’analyse statistique révèle de bonne corrélation entre le pourcentage de pouvoir anti-

radicalaire ABTS*+ avec les teneurs en composés phénoliques (r=0,590), en acide ascorbiques

(r=0,535), en caroténoïdes(r=0,620).

L’activité antibactérienne de l’échantillon de miel (E21) est la plus importante vis-à-vis

de la souche Escherichia coli utilisée. Par contre L’activité antibactérienne de l’échantillon de

miel (E12) est la plus importante parrapport aux autres échantillons de miel sur la souche

Staphylococcus aureus.

L’évaluation de l’activité antibactérienne par la détermination des CMI montre que les

souches testées sont résistantes à l’extrait du miel avec des concentrations (7,5 ; 5 ; 2,5mg/ml).

La valeur médicinale du miel comme antibiotique naturel est de plus en plus démontrée

scientifiquement, ce qui constitue l’importance de son utilisation en médecine et dans le secteur

de l’industrie pharmaceutique et cosmétique.

Et en termes de perspectives, et afin de compléter la présente étude, il serait intéressant :

 Identifier les antioxydants du miel par des techniques plus performantes tel que l’HPLC.

 D’approfondir l’étude de l’activité antibactérienne sur d’autres espèces bactériennes

pathogène.

 Elargir l’échantillonnage sur l’ensemble de territoire   Algérien.

 Effectuer des analyses polliniques pour savoir l’origine botanique du miel.

 Etude des activités biologiques et thérapeutiques des autres produits de la ruche (venin,

gelé royale, cire, propolis et pollen).
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Annexe I : Courbes d’étalonnages utilisées pour le dosage des antioxydants

1. Courbe d'étalonnage pour le dosage des
polyphénols totaux en fonction l’acide gallique

2. Courbe d’étalonnage pour le dosage
des flavonoïdes en fonction la Quercétine

3. Courbe d’étalonnage pour le dosage des
caroténoïdes en fonction la β-carotène

4. Courbe d'étalonnage pour le dosage de la
vitamine C en fonction l'acide ascorbique
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Annexe II : Courbes d’étalonnages utilisées pour la détermination de l’activité
antioxydants

2-Pourcentage d'inhibition de DPPH* en

fonction de la concentration en quercétine

1-Pourcentage de réduction de Fecl3 en fonction de
la concentration en acide ascorbique et BHA

4- % d'inhibition de ABTS*+ en fonction de la

concentration en quercétine

3- % d’inhibition de ABTS*+ en fonction de la
concentration en A.gallique
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Annexe III: Corrélation entre le pourcentage de réduction du Fecl3 avec, les teneurs

en antioxydants.

1- les Polyphénols du miel étudié. 2- les Flavonoïdes du miel étudié.

5- les Anthocyanines du miel étudié.
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Annexe IV : Corrélation entre le pourcentage d’inhibition du radical DPPH* avec les teneurs

en antioxydants.

1- les Polyphénols du miel étudié. 2- les Flavonoïdes du miel étudié

3- les Caroténoïdes du miel étudié.
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Annexe V : Corrélation entre le pourcentage d’inhibition du radical ABTS*+avec

les teneurs en antioxydants

1- les Caroténoïdes du miel étudié. 2- l’acide ascorbique du miel étudié.

3- les Polyphénols du miel étudié
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Annexe VI : Corrélation entre le diamètre de la zone d’inhibition des extraits de

miels vis-à-vis Staphylococcus aureus

1- les Caroténoïdes du miel étudié. 2- l’acide ascorbique du miel étudié.
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Annexe VII : Corrélation entre le diamètre de la zone d’inhibition des extraits

de miels vis-à-vis Escherichia coli

1- Flavonoïdes du miel étudié 2- Polyphénols du miel étudié.

Caroténoïdes du miel étudié
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échantillon

Gram-
Gram+

Escherichia coli Staohylococcus aureus

E9 9,66mm±0,57 7,66mm±0,57

E10 9mm±1
7,66mm±0,57

E11 7,33mm±0,57 8,66mm±0,57

E12 8,33mm±0,57 12,33mm ±0,57

E20 9,33mm ±0,57 10,33mm ±0,57

E21 10,66mm±0,57 10,66mm ±0,57

Annexe VIII: La mesure des zones d’inhibitions (mm)
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Solution Réactifs

Solution de carbonate de sodium
NaCO3(60g/l)

6g de NaCO3

100 ml d’eau distillée

Folin ciocalteu (dilue dix fois) 10 ml dans 100 ml d’eau distillée

Chlorure d’aluminium AlCl3 (2%) 3,61 g de (AlCl3,6H2O) dans 100 ml d’eau
distillée

Tompon chlorure (pΗ=1 ; 0,25M 1,863 g de KCldans 100 ml d’eau distillée
2,19 mld’HCl dans 100 ml d’eau distillée

Tompon acétate (pΗ=4,5 ; 0,4M) 2,28 ml acide acetique dans 100 ml d’eau
distillée
3,28 g Acetate de sodium dans 100 ml d’eau
distillée

Acide chlorhydrique (0.1N) 0,891ml dans 100 ml d’eau distillée

Sel de potassium KOH(1M) 5,6 g dans 100 ml d’eau distillée

Sulfate de sodium(1%) 1 g dans 100 ml d’eau distillée

Acide oxalique(0,4%) 1 g dans 100 ml d’eau distillée

DCPIP 49 mg de DCPIP dans 100ml d’eau distillée

Chlorure ferrique(FeCl3 ,6H2O) 0,16g dans 100 ml d’eau distillée

Tompon phosphate (0,2 M ; pΗ=6,6) 2,83 g de Na2HPO4 dans 100 ml d’eau
distillée
2,38 g de NaH2PO4 dans 100 ml d’eau
distillée

Ferrocyanore de potasium(1%) 1g dans 100 ml d’eau distillée

Acide trichloracetiqueTCA(10%) 10g dans 100 ml d’eau distillée

DPPH*(0,06mg/ml) 0,325mg dans100ml de méthanol

ABTS*+ Persulfate de K+45Mm ABTS dans
l’eau(0,6mM)

Annexe IX : Préparation de différentes solutions utilisées.
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Bouillon nutritive

Peptone 10 g

Extrait de viande 5 g

Chlorure de sodium 5 g

pH 7,2

Gélose mueller Hinton

Extrait de viande 2 g

Hydrolysat acide de caséine 17,5 g

Amidone 1,5 g

Agar 10 g

pH 7,4

Gélose nutritive

Peptone 10 g

Extrait de viande 5 g

Chlorure de sodium 5 g

Agar 20g/l

pH 7

Annexe X : Composition (pour un litre) des milieux de culture utilisés
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Repiquage série de dilutions

1ml         1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

Souche mère 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6

(BN) 9ml  l’eau physiologie

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6

Mesure de
l’absorbance

E.coli :600nm

S.aureus :620nm

Dénombrement sur milieu solide (gélose nutritive)

Incubation à 37°C pendant 18-24h

La concentration recherchée pour le teste
d’antibiogramme est de 105UFC/ml

Annexe XI: Schéma de la standardisation des souches bactériennes.
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Photo 1 : Effet de miel sur S.aureus Photo 2 : Effet de miel sur E. Coli

Annexe XII : Résultats de l’activité antibactérienne
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Les constituants

Minéraux

Quantité en

mg/kg

Les constituants

minéraux

Quantité en mg/kg

potassium 200-1500 Manganèse 0 ,2-10

Sodium 16-170 Chrome 0,1-0,3

Calcium 40-300 Cobalt 0,01-0,5

magnésium 7-130 Nickel 0,3-1,3

Fer 0,3-40 Aluminium 3-60

Zinc 0,5-20 Cuivre 0,2-6,0

plomb < 0,02 − 0,8 Cadmium < 0,005 − 0,15

Annexe XIII : Les différents constituants du miel (Louveaux, 1959)

Annexe XIV : Sels minéraux et oligoéléments du miel (Morse et al.,1980).



Résumé

Le miel est un composé biologique très complexe, d’une très grande diversité, lui

conférant une multitude de propriétés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan

thérapeutique. Une grande partie de l’intérêt des recherches actuelles porte sur l’étude de

molécules antioxydantes d’origine naturelle.L’objectif de notre travail vise à étudier les

activités antioxydantes et antimicrobienne de quelques miel récoltés dans différentes régions

de Tizi Ouzou .Les résultats des dosages montrent l’existence des différences d’un échantillon

de miel à l’autre, et ceci soit pour la teneur en polyphénol totaux soit par les autres

antioxydants tel que : les flavonoïdes, anthocyanines,Caroténoïdes et vitamine C.

L’étude montre l’existence de corrélation entre les teneurs en anti oxydants et les activités

estimées par la neutralisation des radicaux DPPH* et ABTS+*, et par la réduction de Fecl3.

Les résultats obtenus montrent clairement l'impact du miel naturel sur la sensibilité

microbienne. Cet effet inhibiteur a été constaté pour les six échantillons testés,  sur  les deux

souches à savoir Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

Mots clés : miel, composés phénolique, activité antioxydantes, activité antibactérienne, Tizi

Ouzou

Summary

Honey is a complex biological compound of great diversity, giving it numerous
properties, both nutritionally as therapeutically. maney of the current researchs interest
focuses on the study of antioxidant molecules of natural origin.
The aim of our work is to study the antioxidant and antimicrobial activities of some honey
harvested in different regions of Tizi Ouzou. Photochemical results show the existence of
differences bet ween honey samples to another, and this is for the content of total polyphenol
or by other antioxidants such as flavonoids, anthocyanins, carotenoids and vitamin C.

The study shows the existence of correlation between the antioxidants concentrations and
activities estimated by the neutralization of radical DPPH* and ABTS + *, and by reduction of
FeCl3.
The results show clearlythe impact of natural honey on microbial sensitivity. This inhibitory
effect was found for the six samples tested on two strains namely Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.

Key words: Honey, phenolic compounds, antioxydant activity, antibacterienne activity.
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