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INTRODUCTION

Dans beaucoup de civilisations, le miel a toujours eu une place privilégiée et il représente le
symbole de laviell afait sujet dans de nombreux ouvrages et il est cité dans le coran et la
bible. Son utilisation par I'hnommeremonte aux temps les plus reculés de son histoire et il fait
partie indubitablement desaliments les plus anciens de I'humanité(Rossant et Desmouliere,
2011).

Le miel est élaboré par les abeilles de I’ espece Apis melliferaa partir de substances sucrées
(nectar et/ou midllat) qu'elles prélévent sur divers végétaux. L'apiculteur qui récolte le miel ne
modifie rien en sa composition originelle et doit sefforcer de préserver I'intégrité du produit.
Cela suppose la connaissance, le contréle et la maitrise d'un certain nombre de facteurs
damont (avant la récolte) et daval (extraction et conditionnement des produits)
(Ouchemoukh, 2012).

Le miel est un aliment aromatique et hautement concentré en sucres dont les principaux sont
le fructose et le glucose. Il renferme aussi une large gamme des composés mineurs tels que les
minéraux, les protéines, les vitamines, les acides organiques, les composés phénoliques tels
gue les flavonoides et des ééments figurés (pollens et levures) (Azeredoet al., 2003 ;
Dasilvaet al., 2016).

Le miel n'est pas seulement un aiment sucré mais un produit medicinal car il possede
plusieurs propriétés biologiques (antimicrobiennes, antioxydantes et thérapeutiques)qui sont
dues essentiellement a sacomposition chimique notamment les antioxydants (composés

phénoliques et caroténoides) (Bruneau, 2002).

Cetravail s articule autour de trois grandes parties :

e Danslapremiére partie, les différentes connai ssances bibliographiques serontabordées
sur I’ origine du miel, sa fabrication, ses différents types, sa compositionbiochimique et
ses propriétés physi co-chimiques, organol eptiques et biologiques.

e Dansladeuxieme partie, le matériel d' éude et |es méthodes anal ytiques utilisées pour

lesanalyses polliniques et physico-chimiques; les activités antioxydanteset
activités antibactériennes
e La troiseme partie sera consacrée a la présentation des résultats obtenus et

|eursdiscussions.

|
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|.Généralitéssur le miel

|.1-Définition

Lemiel est |a substance naturelle sucrée produite par |’ abeille Apis mellifera a partir du nectar
de plantes ou a partir d’excrétions d’insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de
plantes que les abellles butinent, transforment en les combinant avec des substances
spécifiques qu’ elles sécrétent elless-mémes, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent
affiner et marir dans les rayons de la ruche (Codexalimentarius,2001).Le miel est la denrée

alimentaire qui pourrait étre fluide, épaisse ou cristallisée (Blanc, 2010).
|.2-Abeilleen Algérie
|.2.1-Définition del’ abeille

L’ abeille est un insecte social appartenant a I’ ordre des hymeénopteres (Ponce et al., 2003).
Les mieux connus et les plus utilisées en apiculture sont dans le genre Apis et font partie de
I’ espece Apis mellifera comportant plusieurs races géographiques qui peuplent actuellement
I’Europe, I’ Afrique, I’ Asie occidentale, I’ Amérigue du nord, I’ Amérique du sud, I’ Australie et
lanouvelle Zélande (Cotte et al., 2004).

Les abeilles vivent pratiqguement dans tous les biotopes fermeés (foréts, oasis) ou ouverts
(plaines, savane) et sous tous les climats a |’ exception des régions polaires(L obreau-callen
etClément,2000).

L’ Abellle se nourrit de miel, de pollen et de nectar. L’ ensemble des abeilles compose une
colonie, cette derniére se compose d’ une reine unique, de nombreuses ouvrieres (femelles), de

faux bourdons (méales) et de couvain (ceufs + larves + nymphes).
|.2.2.- Répartition géographique

L’ élevage des abeilles est répandu dans I’ensemble des zones agro écologiques et s'insere
harmonieusement dans les systemes de productions arboricoles des zones de montagnes, des
oasis et des plaines .Le cheptel apicole algérien est constitué de deux races .

-Apis mellifiraintermissa, dite « Abeille tellienne » ou « abeille noire du tell » dont I'aire de
distribution se confond avec I'atlas tellien(Cotteet al., 2004).A.m.intermissaest une race
d’ abeilles melliferes assez grosse.Son exosquelette est d'un noir brillant. Les colonies

essalment beaucoup, parfois 7 fois en une saison.
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Elles sont d’ une extraordinaire vitalité et, assez nerveuses, ont un caractére défensif prononcé.
Par ailleurs, elles propolisentbeaucoup .L’ abellle tellienne est |a race dominante en Algérie ou
elle se présente sous la forme de plusieurs variétés adaptées aux divers biotopes (Banget al.,
2003).

-Apis mdllifirasaharienss, encore appelée « abeille saharienne » implantée au sud-ouest de
I’Algérie « Béchar, Ain safra » de couleur noire, productive, prolifique, résistante aux
maladies et aux prédateurs. Elle vit dans des conditions climatiques extrémes, avec des
températures allant de -8°C a 50°C. Les colonies sont peu populeuses. Elles peuvent survivre
al’état naturel hors des oasis dans des cavités rocheuses. A.m.sahariensisest plus petite que
A.m.intermissa. Elle essaime rarement. Par ailleurs, la colonie propolisepeu et n’'est pas trés
défensive(Terrabet al., 2002).

[.3- Origine

Les abeilles produisent le miel a partir du nectar recueilli dans les fleurs au niveau de petites
glandes végétales nommeées nectaires ou a partir du miellat recueilli sur les plantes (Sanz et
al., 2005).

® Mid du nectar

Le nectar est produit par des glandes nectariferes. Il s agit d’une exsudation sucrée plus ou
moins visgqueuse qui contient environ 90 % de sucres, les plus courants sont le saccharose. Le
nectar contient également desacides organiques, des protéines, notamment des enzymes, des
acides aminés libres et des composes inorganiques.Certains nectars peuvent avoir des
composes huileux, des alcaloides ou des substances bactéricides. Chagque espéce végétale
fournit un nectar aux caractéristiques propres qui conféerent au miel sa saveur et son parfum
(Bontéet Desmouliére, 2013).

Selon Nair (2014), les miels de nectar de fleur peuvent étre divisés en deux groupes :
Miels monofloraux

Les miels mono floraux possedent un type de pollen d'une espéce végétale dominante (pollen

>45) et des pollens pas fréquent d’autre plantes(Nair, 2014).

v
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Mies multi floraux

Les miels polyfloraux sont des miels qui possedent des pollens de plusieurs espéces végétales

maisils n’ont pas un pollen dominant(Nair, 2014).

e Miel du mielat

Lemiellat est produit par divers insectes piqueurs —suceurs (pucerons principalement) a partir
de la seve des végétaux (Sanz et al. 2005). Le miedllat est un liquide épais et visqueux
constitué par les excréments liquides des homopteres (psylles,cochenilles et surtout pucerons).
Il est plus dense gque le nectar, plus riche en azote, en acides organiques, en minéraux et en
sucres complexes. 1l est récolté par les abeilles en complément ou en remplacement du nectar
et produit un miel plutét sombre, moins humide que le miel de nectar (Bonté et Desmouliere,
2013).

| .4-Compositionchimique

La composition chimique du miel est trés complexe et variable. En effet, elle est influencée
par les nombreuses éapes de transformation de celui-ci et par |’ origine botanique des plantes
butinées ou des miellats récoltés par les abeilles.Certains miels peuvent contenir, en plus des
géments décrits dans le tableau: des pollens, des spores, des levures
osmotol érantes(responsables de la fermentation) et d’autres champignons microscopiques.
Les miels anciens contiennent de I’ hydroxyméthylfurfural (HMF) provenant de la dégradation
desmonosaccharides et tout particulierement le fructose (Rossant, 2011).La composition

moyenne des miels est résumée dans letableau | :

e Glucides
Les glucides constituent la partie la plus importante du miel. Il Sagit en grande partie de
monosaccharides (glucose et fructose). Les autres glucides (maltose, saccharose, turanose),
sont présentés a faible taux. La présence de ces oses simples est le résultat de I'action de
I’enzymeinvertase sur les saccharoses.La présence des autres sucres dépendentdes plantes
butinées (Hoyet,2005).
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e Eau

La teneur en eau est en moyenne de 17 %. Les abeilles ferment avec un opercule les
alvéoles remplies de miel quand la teneur en eau avoisine les 17 %. Certains miels de
bruyéres peuvent contenir jusqu'a 22-25% d'eau (Terrabet al., 2002).

e Acidesorganiques

Lemiel contient aussi des acides. Le plusimportant est I'acide gluconique maisil y aaussi

une vingtaine d'acides organiques, comme les acides acétique, citrique, lactique, malique,

oxalique, butyrique, pyroglutamique et succinique. Les lactones participent également a

I'acidité du miel (Terrabet al., 2002).

e Oligo-éléments
Le miel est un aiment qui apporte de nombreux oligo-éléments qui sontindispensables a la
santé de I'nomme.Suivant leurs origines florales, les miels présentent des concentrations
variables en oligo-ééments. Les miels de différentes saisons etde différentes origines
géographiques se complétent, ainsi une consommation variéetout au long de I'année assure
des apports intéressants en oligo-ééments.Potassium, phosphore, calcium, soufre,
magnésium, manganese, silicium, bore, fer,zinc, cuivre et baryum sont retrouvés en plus ou

moins grande quantité dans le miel (Hoyet,2005).

e Divers

Plusieurs facteurs antibiotiques naturel s sont présentsdans le miel : |e peroxyde d'hydrogene et
les composés phénoliques. Le miel contient également des é éments figurés : grains de pollen,
spores dechampignons, algues microscopiques, levures, etc., dont l'identification sous
lemicroscope permet dobtenir des renseignements sur l'origine florale etgéographique
(analyse pollinique des miels ou mélisso-palynologie).L'étude microscopique du miel permet
de lui attribuer une appellation: miel toutesfleurs, miel de lavande, de chétaignier. Les
pigments colorent et aromatisent les miels. Ce sont principalement lescaroténoides, et les
flavonoides (Hoyet,2005).
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Tableau | :Composition moyenne des miels (L es techniques del'ingénieur, 2000).

Composition  Pourcentage Type de composés Principaux composants
totale
Glucides : Fructose (38%),
Monosaccharides glucose(31%6)
Maltose(7,3%),
75280 % isomaltose,
Oligosaccharides saccharose(1,3 %).
Raffinose.
Eau 15 420 % (moyenne 17 %)
Substances Acides organique Acides gluconique,
diverses (0,1 20,5 %) malei que, succinique
oxalque,
formique,
glutamique
citrique.
Protéines, peptides et acides | Defensine,
aminés proline,
(0,222 %) matiéres azotées.
N B1,B2, B3, B4, BS.
Vitamines
1a5% Enzymes provenant du Amylase,
(Moyenne 3,5%) nectar gluco-invertase,
gluco-oxydase.
Minéraux K,CaNaMg,Fe,Cl,Cu,Zn.
Esters Acétates
Aldéhydes et acétones Formal déhydes,
acétaldéhydes.
Alcool Méthanol et éhanol
Caroténoides et flavonoides | Catéchine,
guercitine ,
B-carotéine.
Acides Gras Acide oléique,
acide linoleique,
acide caprique.
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| .5- Fabrication

L’ abeille ouvriére préléve le nectar ou le miellat avec sa langue, le mélange a sa salive
etl’emmagasine dans son jabot.Le saccharose est transformé en fructose et en glucose par
I'invertase. La maturation du miel se fait par enrichissement en constituants biologiques et
modifications enzymatiques des glucides. Le miel non mdr produit est déposé dans les
alvéoles des cadres de cire en vue de subir la diminution de la teneur en eau par évaporation
(Cotteet al., 2004 ; Jéanne, 2004).

Larécolte du miel est effectuée apres une miellée. Cette derniére débute habituellement vers
la fin du mois de mai pour se terminer en octobre. Cette période de miellée est différente
d'une région a l'autre et dépend des conditions climatiques et saisonniéres (Bruneau,
2002; Schivre, 2006).

Selon la Commission Européenne (2002), trois techniques sont exploitées pour extraire le
migl :

e Par pression : aprés avoir asphyxié les abeilles, les cadres de cires sont pressés. Le
miel obtenun’est pas pur car il contient des particules de propolis, cire, couvain et
pollen.

e Par centrifugation: cette technique est basée sur I|'extraction du miel par
centrifugation descadres de miel désoperculés. Afin d’éliminer les particules de cire
attachées aux rayons, lesfragments de propolis et les bulles d’air, le miel est laissé
décanter durant 3 a5 jours dans unrécipient cylindrique appel € maturateur.

e Par écoulement: les rayons sans couvain sont désoperculés. Le miel s écoule alors

plus ou moins lentement selon latempérature environnante(ouchemoukh ,2012).

|.6- Propriété nutritionnelle

Le miel est une source d’ énergie, il représente un apport énergétique de I’ ordre de 300 kcal
pour 100 g. Les sucres contenus dans le miel sont rapidement assimilés. De plus, il
manifeste un pouvoir sucrant supérieur a celui du saccharose. D’une maniére géné&ale, le
miel est un bon complément pour lutter contre |a fatigue quelque soit son origine : physique,
intellectuelle et post-opératoire. Le miel contient des sels minéraux, du phosphore, du
calcium et du fer, donc il favorise la croissance des os en améiorant la fixation du calcium
sur celle-ci notamment chez les jeunes enfants mais aussi il intervient dans la prévention ou

encore | e traitement de I'anémie (Rossant, 2011).

-
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|.7- Propriétésbiologiques

Le miel est un produit complexe, fruit de I’interaction entre les fleurs butinées, le sol et les
systemes métaboliques liés a la singularité genétique des abeilles. Ce mélange de sucres, de
composés phénoliques, de vitamines, d acides aminés, d' oligoéléments et de molécules
spécifigques peut lui conférer des activités biologiques particulieres(Bontéet Desmouliere,
2013).

|.7.1-Activité antioxydante

Les composés phytochimiques sont responsables de |'activité antioxydante du miel.Les
différents antioxydants présents dans le miel comprennent, les polyphénols, les caroteneset la
vitamine C (Schramet al., 2003).Les composés phénoliques ont de forts effets antioxydants in
vitro et in vivo et peuvent donner de I’ hydrogéne ou des électronsaux radicaux libres(K hanet
al., 2018). Lavitamine C réduit les peroxydes et agit comme un antioxydant important. Cette
activitée diminue les dommages cellulaires causés par les radicaux libres en protégeant les
enzymes antioxydantes et en diminuant le stress oxydatif. Selon Schramm et al. (2003),la

consommation du miel peut augmenter la teneur desantioxydants plasmatiques.
[.7.2 - Propriétés antimicrobiennes

La résistante des microorganismes aux antibiotiques a augmenté l'intérét des chercheurs sur
I"application thérapeutique de miel.L’ activité antibactérienne du miel est tres complexe en
raison de l'implication de plusieurs composés et en raison de la grande variationdans les
concentrations des composés (Pauluset al.,2012). Il existe plusieurs facteurs antibactériens

sont :Le peroxyde d'hydrogéene et le faible pH.
» Osmolarité

L’osmolarité est la conséquence de la forte teneur en sucre du miel. Ce dernier agit en
provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ ont plus alors suffissmment d’ eau pour
survivre. De plus, le mid étant une solution sursaturée, |I'eau disponible pour permettre la

croissance de la plupart bactéries ou des levures est insuffisante (Assie, 2004).
» pH acide

Le pH du miel est relativement acide, variant entre 3,5 et 4,5. Ce pH semble étre efficace pour
ralentir ou éviter la croissance de nombreuses especes de bactéries pathogenes. Le pH acide

du midl renforce I’ activité antibactérienne de celui-ci (Assie, 2004).

.
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» Peroxyded’ hydrogene

La glucose oxydase convertit le glucose en peroxyde d'hydrogéne et en acide gluconique dans
des conditions aérobies. La fonction présumée de H,O, est la prévention de I'atération du
miel non mar lorsque la concentration en glucide n'a pas encore atteint des niveaux capables

d'empécher la croissance microbienne (Banget al., 2003).

» Défensine-1
La défensine -1 est une protéine fabriquée par les glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires des abeilles. Elle est retrouvée dans le miel et la gelée royale. Les défensines
constituent une famille de peptides cationiques antimicrobiens. Ce sont de petits peptides, de
masse moléculaire variant de 3,5 a 6 kDaqui possedent un large spectre d activité
antimicrobienne (bactéries Gram positif et Gram négatif, champignons, virus enveloppés)
(Jonardet al., 2006).

» Meéthylglyoxal (M GO)

Le MGO est une substance naturelle a pouvoir bactéricide, présente dans tous les
alimentsriches en glucides et elle est I'un des composants dicarbonylés découlant de la
réactionde Maillard. Le MGO est retrouvé en particulier dans le mied de Manuka.La
concentration en MGO est plus ou moins forte selon I’ origine géographique et florale du miel
(Sultanbawaet al.,2015).

|.7.3-Activités anti-inflammatoire et cicatrisante

L'inflammation est une réponse non spécifique des tissus de mammiferes a une variété
d'agents hostiles. Il existe de nombreux médiateurs de |'inflammation (cytokines et de |'oxyde
nitrique). En effet, les flavonoides, tels que ceux retrouvés dans de nombreuses plantes et le
miel, présentent divers effets cytoprotecteurs(Kassimet al., 2010).Mis a part le fait que le
miel peut éiminer les bactéries qui causent I'inflammation, une diminution de I'inflammation
des plaies aprés I'application de la gaze de miel peut étre le résultat des propriétés anti-
inflammatoires directes de celui-ci (Yaghoobiet al., 2013).Le miel favorise également la
cicatrisation grace a ses effets anti-inflammatoires. La quantité d'exsudats de la plaie est due
au processus inflammatoire local autour de la plaie. Par conséquent, |'action anti-
inflammatoire du miel réduit I'ecdéme et les exsudats, ce qui peut ensuite amdiorer la
cicatrisation.

.
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Cet effet réduit également la douleur causée par la pression sur les terminaisons nerveuses et
réduit la quantité de prostaglandine produite dans le processus inflammatoire. Le miel stimule
également |'angiogenése, la granulation et |'épithélialisation, ce qui accélére le processus de

guérison( Nagaiet al.,2002 ).

Certains composés comme les prostaglandines et I'oxyde nitrique sont des acteurs majeurs
dans le processus de I'inflammation. L'acidification des plaies peut améliorer la cicatrisation
en raison du faible pH du miel. Le pH bas du midl peut améliorer I'évacuation de I'oxygene de
I'némoglobine dans les capillaires. Il peut également supprimer |'activité de la protéase dans
les plaies a cause du pH non neutre qui n'est pas favorable a leurs activités.L'augmentation de
I'activité des protéases dans les plaies peut ralentir ou arréter la cicatrisation en détruisant les
facteurs de croissance et les fibres protéiques et la fibronectine dans les plaies, ce qui est
nécessaire pour |'activation des fibroblastes et |a migration des cellules épithéliales(Ponceet
al., 2003). L'activité anti-inflammatoire du miel peut éliminer cet obstacle a la guérison.
L'activité antibactérienne du miel agit en supprimant les bactéries infectieuses stimulant la

réponse inflammatoire.
|.7.4- Activitéantivirale

L’ application de miel éait efficace dans la prise en charge de la douleur et d'autres signes et
symptémes de lésions récidivantes de I'herpés génital et labial.Son utilisation en plus de
I'acyclovir systémique chez des patients atteints de zona avec un systeme immunitaire affaibli
ont été signalé pour prévenir |'infection bactérienne secondaire de la peau ainsi que d'accél érer
la guérison des | ésions herpétiques.Un aspect positif est |'absence d'effets indésirables chez les
patients traités au miel (Yaghoobiet al.,2013).
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[I-Matériel et Méthode

Letravail réalisé au niveau du laboratoire biophysique al’ université d’ Abderrahmane Mira de
Bgaaa pour but I'éude de la valeur nutritionnelle, des activités antioxidantes et
antimicrobiennes de 10 échantillons de miel récoltés dans quelques wilayasde I’ Algérie.

[1.1-Echantillonsde midl

Dix échantillons de mielsprovenant de différentes wilayas d’ Algérie sont récoltés aupres des

apiculteurs de ces régions(Tableau 11).

Tableau Il : Echantillons de miel étudiés.

Echantillon Région derécolte
M1 .
Tiziouzou
M2
M3 Boumerdes
M4 M édea
M5 Ain Defla
M6
M7 El-bayadh
M8 M ostaganem
M9 Naama
M 10 Tlemcen

I1.2-Analyses polliniques

L’ analyse pollinique est une méthode qui consiste a déterminer I’ origine botanique et de
séparer les grains de pollen de la matiére qui les entoure afin de pouvoir en observer la
morphologie sur une lamelle microscopique.

Un volume de 3 g de miel est dissout dans 12ml d’eau distillée puis versédans des tubes a
centrifugation.Ces derniers sont placés dans une centrifugeuse pendant 10 mina 4500

tours/min. Le surnageant est retiré avec précaution en laissant 1cm du culot.
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Un volume de 10ml de I’ eau distillée est gjouté au culot et centrifugé une deuxieme fois dans
lesmémes conditions. Un volume de 100 pl de culot récupéré est étalé sur une lame et séché
sur uneplaque chauffante. La lecture est faite sous microscope optique (Gx10, Gx40) apres
avoirfixer les lamelles avec vernis a ongle (Louveaux et al., 1978). L’identification des
grains de pollen est effectuée grace aux banques de données numériques et bibliographiques
du CETAM (Centre d' Etudes Techniques Apicoles de Moselle, France).

I1.3-Analyses physico-chimiques
11.3.1- Protéines

Les teneurs en protéines sont déterminées par la méthode de Bradford. Un volume de 0,1 ml
de solution de miel (0,5 g/ml) et 5 ml du réactif de Bradford sont mis dans un tube a essai.
Apres 2 min, I’ absorbance est lue au spectrophotomeétre a 595 nm. La teneur en proténes des
échantillons est obtenue en se référant a la courbe d’ étalonnage. Les résultats sont exprimés
en mg équivalent de sérum- albumine bovine par 100 g de miel (mg EBSA/100 g) (Azeredo
et al.,2003).

11.3.2-Proline

Le dosage de cet acide aminé est réalisé en se basant sur I’action de la ninhydrine surla
proline en milieu acide. Une couleur rose apparait dont le maximum d’ absorbanceest a 510
nm. Un volume de 1ml d’acide formique et 1ml de ninhydrine (3%) sont additionnés a 2
tubes: le premier contient 500ul d’échantillon de miel a (5%) ; le deuxiéme renferme 500ul de
la solution de proline. Apres 15 min d agitation et de chauffage des solutions préparées
al00°C, ils sont transférés dans un bain marie a 70°C pendant 10 min. Un volume de 5 ml de
2-propanol a50% sont gjoutés et la lecture des absorbance est faite a 510 nm apres 45 min
d’incubation al’ obscurité(Bogdanov et al.,1997). Le dosage de la proline se fait par rapport a
une solution standard qui a subi le méme protocole expérimental et les concentrations sont

calculées sdon laformule suivante :

Proline (mg/kg)=(EsSEa)* (EL/E2)*80

Es: Absorbance del’échantillon demiel.  Ea: Absorbance de la solution standard de la proline.

E1 : mg de proline pour la solution standard.E2 : Quantité de miel.80 : Facteur de dilution.
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11.3.3-Hydroxyméthylfurfural

Les teneurs en Hydroxymeéthylfurfural(HMF) sont déterminées par la méthode Bogdanov et
al. (1997). Une quantité de 5 g de miel est dissoute dans 25 ml d eau distillée. Un volume de
1 ml d hexacyanoferrate |l de potassium (solution de Carrez | a 15 %) et 1 ml d’ acétate de
zinc (solution de Carrez 1l a 30 %) y sont gjoutés.Puis, le volume est gjusté avec de I'eau
distilléedans une fiole de 50 mlensuiteles premiers 10 ml sont éiminée.La solution est filtrée
avec du papier wattman. Le volumebml du filtrat est mélangé avec 5ml de la solution de
sodium bisulfate (0,2 %) et le méme volume du filtrat est mélangé avec 5ml d eau
distillée.Apreshomogénéisation |’ absorbance est lue a 284 nm et 336 nm et la teneur en HMF
est donnée par |’ égquation :

HMF (mglkg) = (A284 — A336) x 149, 7 x 5/w

Aogs: absorbance a 284nm. Az absorbance a 336 nm. 149,7 : constante.W';

masse en gramme de |” échantillon de miel. 5 : poids nominal théorigue de I’ échantillon.
I1.4- Dosagedes antioxydants et activité antioxydante

11.4.1- Dosage des antioxydants
11.4.1.1- Composeés phénoliques totaux

La teneur polyphénols est déterminée par spectrophotométrie selon la méhode de Folin-
Cioclateu(Naithani et  al.,2006). Ce réactif de couleur jaune est constitué d'un
mélanged’ acide phosphotungstique et d’ acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols
sontoxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur
bleueconstitué d’'oxyde de tungstene et de molybdéne. L’intensité de la couleur est
proportionnelleaux taux des composés phénoliques oxydeés (Da Silva, 20016). Un volume de
100ul de la solution de miel (0,1 g/ml) est mélangé avec 100 ul de ce réactif et 2 ml de la
solution de carbonate de sodium (Na,COs, 2 %). Apres 30 min dincubation a I’ obscurité,
I"absorbance est lue a 750 nm. Une courbe d'éaonnage est préparée en utilisant |'acide
gallique comme standard, les résultats sont exprimés en mg équivalent d acide gallique par
100 gramme de miel (mgEAG / 100 g).
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11.4.1.2- Flavonoides

Le principe est basé sur la formation d’ un complexe entre I’ atome d’ oxygenedes flavonoides
et le chlorure d’auminium qui donne une coloration jaunétre. La teneur en flavonoides est
estimée selon la méthode décrite par Al et al. (2009). Un volume de 1ml de la solution de
miel est mélangeé avec 4 ml d’eau distillée et avec 300 ul de la solution de nitrite de sodium
(NaNO, 5 %). Apres 5 minutes, 300 pl de trichlorure d’auminium (AICl;, 10 %) sont
additionnés suivie par I’gout de 2 ml de la solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, 1M) 6
minutes plus tard. L’ absorbance du mélange est lue a 510 nm. Les résultats sont exprimés en
mg équivaent de quercitinepar 100 g de miel (mg EC/ 100 g).

11.4.2- Etude de |’ activité antioxydante

11.4.2.1- Test de DPPH (2,2-diphényl-1 picrylhydrazyl)

Le test de DPPH permet d'évaluer in vitro la capacité antioxydante des miels a piéger le
radical DPPH. En effet, en présence des composeés anti-radicalaires, ce radical libre ayant une
couleur violette est réduit en diphényle picrylhydrazine qui est de couleur jaune (M olyneux,
2004).L’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le miel (Gilcin et al., 2003).

Un volume de 0,5 ml de la solution de miel (0,025 g/ml) est gjouté a 1 ml de solution de
DPPH suivi d une homogénéisation au vortex. Le mélange est laissé a |’ obscurité pendant 15
min avant de lire I'absorbance a 517 nm (M edaet al.,2005). Le pourcentage de réduction est

donné selon formule suivante :

Pour centage d'inhibition = ((Absc-Abse)/Absc)* 100

Absc: absorbance du contréle (0,5 ml de méthanol+ 1 ml de DPPH).Abse: absorbance de I’ échantillon.

11.4.2.2- Test ABTS

Le test est basé sur la capacité des antioxydants a stabiliser le radical cationique ABTS'(2,2-
azinobis-3-ethyl benzothiazoline-6-sul phonate) de coloration bleu-verte en le transformant en
ABTS'incolore, par piégeage d’ un proton (Re et al., 1999).Ce protocol econsiste & mélanger
100ul (2,5%) de la solution de miel avec 1 ml de la solution d’ABTS,7 min plus tard la
lecture est réalisée a 734 nm etle pourcentage d’inhibition des radicaux est calculé selon la

formule suivante :
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Pour centage d’inhibition = [(Absc-Abse)/Absc]* 100

Absc: Absorbance du contrdle (1ml d’ ABTS+ 0,5ml d’ éthanol).Abse: Absorbance du I’ échantillon.

11.4.2.3- FRAP

Letest de FRAP est utilisé dans le but de déterminer 'activité antioxydante des miels selon le
protocole décrit par Alvarez-Suarez et al.(2010). La solution de FRAP est un mélange de
3 composés : I’ acétate de sodium (300 mM), TPTZ (10 mM) dissout dans 40 mM d' HCI et
FeCl3 (20 mM). Un volume de 500 pl de la solution de miel est mélangé avec 750 pl deréactif
du FRAP. Aprées homogénéisation et incubation pendant 5 min a 37°C, la lecture
desabsorbances est faite a 593 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d'acide
gallique par 100 gde miel. Ce test consiste & réduire le complexe ferrique (Fe**-TPTZ) en sa
forme ferreu (Fe**-TPTZ) et par conséquent, une couleur bleue-violette se forme avec un
maximum d’ absorbance a 593 nm (Beretta et al., 2005).

[1.4.2.4- Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un paramétre efficace pour I'identification de |’ activité
antioxydante des miels. |l se détecte par la formation d’une couleur verte suite ala réduction
de Fe*en fer ferreux Fe’*par les antioxydants en présence d’ hexanoferrate de potassium
(Ouchemoukh, 2012).

Le protocole est effectué selon la méthode rapportée par Li et Lin (2010).Un volume de
500ul de la solution de miel (5%) est mélangé avec 500 ul de tampon phosphate (0,2 M, pH
6,6) et 500 pul de potassium hexanocyanoferrate (1 %). Apres incubation pendant 20 min au
bain marie a 50°C, 500 pl de trichloroacétate (TCA, 10 %) sont ajoutés au mélange. Un
volume de 500 pl est prélevé de ce mélange et dilué dans 800 pl d’eau distillée puis 100 pl de
chlorure ferrique (0,1 %) y sont additionnés. Apres 10 min, |’ absorbance est lue a 700 nm.
Les résultats sont exprimés en mg équivaent d acide gallique par 100 g de miel en se référant

alacourbe d’ éaonnage de |’ acide gallique.

I1.5- Activité antibactérienne

L’ activité antibactérienne des échantillons de miel estétudiépar deux méthodes :laméthode de
diffusion sur gélose (milieu solide)et la méhode de macrodilution(milieu liquide) pour la
détermination de laCMI.
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Pour celatrois souches bactériennes de références sont utilisées a cette fin (Tableau I11). Le
choix des souches est fait en fonction de leurs pathogénicités et leurs résistances naturelles

aux antibiotiques.

I1.5.1- Souches bactériennestestées
Afin de vérifier lapureté des trois souches bactériennes, deux études ont été faite :
» Une éude macroscopique (forme, aspect morphologique).

» Une éude microscopique (coloration de Gram).

Tableau I11: Différentes souches bactériennes utilisées.
Groupe bactériennes Souches testées Forme
Gram - Escherichia coli, ATCC25922 Coccobacilles en amas
Saphylococcus aureus FRI 56 Cocci en chainettes
Gram + : _
Saphylococcus aureusL GA S251 Cocci en chainettes

La suspension bactérienne pure stockée a 4°C est ramené a une température ambiante.Une
petite quantité de cette suspension est goutée a un bouillon nutritif Muller-Hinton.La
solution préparée est ensuite incubée al’ éuve a 37 °C pendant 6 heures pour E. Coli et 24

heures pour les autres souches bactériennes utilisées jusqu’al’ obtention d’ un trouble.

11.5.2- Méthode de diffusion sur gélose

La méhode de diffusion sur gélose est réalisée selon Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015).Apres avoir préparé la gélose Muller—Hinton et coulé les boites de
pétri, une culture de 18 heures est préparée afin d obtenirdes bactéries jeunes a partir de
I’ enrichissement précédant qui consiste a tremper un écouvillon stérile dans la suspension
bactérienne.L’exces de liquide est rejeté en tournant I’écouvillon sur la paroi interne du
tube.Apres, la suspension bactérienne est étalée en strie sur toute la surface de la gélose puis
incubée a 37 °C al’ étuve pendant 18 heures.

A partir de ces cultures bactériennes, I’'inoculum est préparé en goutant quelques colonies de
bactéries a une solution de I’ eau physiologique stérile (NaCl,0,9%) afind’ obtenir une densité
cellulaire initiale d’environ 10° CFU/ml qui correspond a une absorbance entre (0,08-0,1)

danslalangueur d'onde de 620nm.
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On procede aprés a I’ ensemencement de I’inoculum préparé a I’aide d’un écouvillon. Dans
chague boite, des disques en papier absorbant de wattman de 6 mm de diamétre sont
déposés.Un disque pour le contrble négatif qui recoit 50 ul deau distillée et
deuxautresdisques pour 50ul de la solution du miel qui recoivent deux concentrations
différentes 100% et 50%.Le contrdle positif est fait avec des disques d’ antibiotiques (chaque
souche recoit des antibiotiques spécifiques).Ce test est effectué a trois reprises avec chaque
échantillon de miel avec les trois souches.Les boites de pétri sont incubées a 4 °C pendant 2
heures pour faciliter la diffusion.Ensuiteréincubées a 37 °C pendant 18 a 24h.La présence

d'une zone d’inhibition est observée et mesurée al’ aide d’ une régle.

11.5.3- Technique de macro-dilution en milieu liquide
Les CMI sont déterminées par la méthode décrite par Patton et al.(2006).
La macrodilution permet d obtenir une Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)qui est la
plus petite concentration pour laguelle les bactéries ne s accroissent pas.Cing dilutions a 3
essais sont préparées dans des éppendorfs pour chaque échantillon du miel a partir d’ une
solution mére de concentration 1g/1ml (tableau V).

Tableaul V : Différentes dilutions pour chague échantillon du miel.

Dilution Préparation Concentration

11 Solution mére (2g de miel dans 2ml de bouillon nutritif stérile) 1000mg/ml

1/2 500ul de la solution mére + 500pl de bouillon nutritif stérile 500mg/ml
14 250! de la solution mére + 750ul de bouillon nutritif stérile 250mg/ml
1/8 125pl de la solution mére + 875pl de bouillon nutritif stérile 125mg/ml

1/16 62,50l dela solution mere + 937,5ul de bouillon nutritif stérile 62,5mg/ml

L’inoculum est préparé a partir de la culture de 18 heuresen agjoutant quelques colonies
bactériennes au bouillon de Muller-Hinton & uneturbidité de 10°CFU.Une dilution de 1/10
(1ml de I'inoculum +9ml de Muller Hinton) est faite pour avoir une turbidité de 10°CFU.Un
volume de 10 pl de la suspension bactérienneest inoculé dans 1 ml de chaque dilution de
miel. Dans un tube a essai I’inoculation de 1ml de bouillon nutritif avec 10ul de la suspension
bactérienne a servi de control. Les CMI ont été déterminées a lafois par un examen visuel et

par un dosage spectrophotométriquea 620 nm.
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Examen visud

Les CMI des miels testés sont évaluées par I’ observation al’ ceil nu et ellessont obtenues dans
des intervalles qui sont déterminés par I'inversion de résultat entre deux doses voisines :

absence d’un trouble suivie de présence d’ un trouble (présence de |a croissance bactérienne).

Bio-essaispectrophotométrique

La densité optique est déterminéea 620 nm avant l'incubation a (To). Les cultures sont
incubées pendant 24 h dans |'obscurité a 37°C avec agitation constante pour empécher
I'adhérence et I'agglutination. Apres 24 h d’incubation, les densités optiques sontde nouveau
déterminées (T,4) et enregistrées. La densité optique pour chague dilution a (To)est soustraite
de la densité optique pour chague dilution a (T,4). Le pourcentage d’inhibition est déterminé

en utilisant laformule:

Pour centage d’inhibition =1 - (DO test/DO contréle) x 100

[1.6-Analyse statistique
Tous les résultats obtenus sont la moyenne de 3 essais.Le programme Microsoft office Excel
2007est utilisé pour calculer les moyennes, les écartypeset les coefficients de corrélation.
Une analyse de la variance a un seul facteur de classification (AVUC) suivie du test LSD
Ficher est appliquée al’aide du logiciel STATISTICA 7.1 afin de mettre en évidence les
différences significatives entre les échantillons de miels pour chague parametre étudié. Les
corrélations entre les différents parametres anal ysés sont cal cul ées avec la statistique
élémentaire en utilisant la matrice de corréation. Les résultats obtenus sont classes par ordre
décroissant (a>b>c>d>e>f>g>h>i) et les valeurs obtenues pourtant |a méme lettre ne
présentent aucune différence du point de vue statistique. En outre, | analyse en composantes
principales (ACP) est réalisée afin de mieux interpréter les données sur un espace réduit et
pour mieuxvisualiser les corrél ations existant entre les différents paramétres.

Les CMI de chague échantillon de miel sont déterminé avec le logiciel STATISTICA
7.1 a partir de tracé Log (Concentration %, p/v) en fonction de pourcentage d’inhibition par
I’gjustement logarithmique de la courbe dose-réponse dont I’équation d gustement est:
Pour centage d’inhibition=a log10 (concentration % )+bdonta est |e coefficient directeur de
régression de pourcentage d’inhibition en concentration.
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[11.1- Analyses polliniques

Les analyses polliniques sont un moyen d indentification de |’ origine botanique des miels.
Elles reposent sur I’identification et la quantification des pollens observés sous microscope
optigue en les comparant a une banque de pollens (M akhloufiet al., 2015).

Les pollens identifiés sont classés selon leurs fréquences: pollen prédominant (>45%),
pollens secondaires (16-45%), pollens mineurs importants (3-15%) et pollens mineurs
d’ occurrence (1-3%)(Ouchemoukh et al., 2007).

Six échantillons sont des miels polyfloraux (M2, M3, M4, M6, M8etM10) dépourvus de
pollens dominants et renferment des pollens d’ accompagnement dont Fabaceae est présente
dans tous les miels a I’exception M04 en plus des Rosaceae, Rhamnaceae, Brassicaceae,

Asteraceaeavec des pourcentages différents.

Quatre autres échantillons sont des miels monofloraux (M1, M5, M7, M9) dont les pollens
dominants sont:Apiaceae (M01, MO7),Myrtaceae (MO05) et Fabaceae (M09).Tous les
échantillons analysés présentent des pollens d’ accompagnements, des pollens minoritaires et
tres minoritaires dont les familles végétales les plus fortement représentées sont : Liliaceae,
Rosaceae, Cystaceae, Poaceae,Myrtaceae, Asteraceae, Brassicaceae et autres. Ceci reflete la

diversité florale des régions ou les miels ont été récoltés(Tableau 1).

Les résultats obtenus sont similaires a ceux rapportés par Patrignan et al. (2018). Ceci

indique que |'origine botanique du miel est liée a son origine géographique.
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Tableau V : Spectres polliniques et pourcentages des pollens des miels anal yses.

eae:z 0,
Monoflorale Apiaceaeb2 % E?gtz::eael% /00/0 Myrtaceae3 % Ericaceael %
Tiliaceae10% Brassicaceaell1% Poaceae? %
Polyflorale Absence Fabaceae?24% Asteraceae26% Cystaceael10% Rosaceaeb % Lamiac eaezo o
Apiaceae3% Echium3% Autre3% ?
0, 0,
Polyflorale Absence Fabaceae30 % Rhamnaceae38 % Eg:‘lcﬁz gsi);agacge?/fﬁ & Absence
Polyflorale Absence Brassicaceae35 % Rosaceae20 % Lamiaceae8 % /Liliaceaed % Absence
Autre 16 % Poaceaed % /Myrtaceaed %
Apiaceae? %
Brassicaceae 10 % Fagaceaed % Rhamnaceae? %
Asteraceaed % Rosaceae’% Echium2 %
0, 0,
Monoflorale Myrtaceae50% Fabaceael16% Ericacesel %
Lamiaceael %
Malvaceael %
Fabaceae23 % Brassiceael5 % Cyperus4 %
Polyflorale Absence Lamiceael3 % Rosaceaell % Liliaceaed % Absence
Fagaceae21 % Apiaceae? %
Apiaceaebl % Fabaceae29 % Brassiceaeb % o
Monoflorale Rosaceae3 % Myrtaceae2 %
Polvflorale Absence Fabaceaed0 % Lamiaceael5 % Rosaceael3 % Absence
y Brassicaceae20 % Cystaceael2 %
Brassicaceael0 % Cystaceae10%
0,
Monoflorale Fabaceae50 % Rosaceae30 % Absence Absence
Myrtaceae36 % Rhamnaceae23
Fabaceae20 % o
Polyflorale Absence Rosaceael6 % Autre5 % Absence
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[11.2- Parametres physico-chimique

L es résultats obtenus pour les paramétres physico-chimiques, les teneurs en antioxydants ainsi que les activités antioxydantes sont résumes dans

|e tableau ci-dessous.
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Tableau VI : Résultats des anal yses physi co-chimiques, teneurs en antioxydants etles activités antioxydantes des miels étudiés.

Analyses physico-chimiques Teneurs en antioxydants et activité antioxydante
E Origine Protéine Proline HMF CPT Flav DPPH ABTS PR FRAP
Botanique | (mg EBSA/100g) (mg/kg) (mg/kg) (mg EAG/100g) (mg EQ/100g) (%) (%) (mg EAG/100g) (mg EAG/100g)
M1 [ 78,13+1,75" 791,25+8,75¢ 54,64+0,45° | 82,14+054° | 10,51+0,44° | 9,76+0,07° | 19,65+0,22° | 5890+0,62° | 30,03+2,03
©
M5 5 74,78+0,73° 661,25+3,75° 3555+0,67 | 132,47+0,36* | 13,84+0,13° | 17,06:0,22° | 48,81+0,22% | 98,47+0,45* | 30,42+0,55°
M7 g 119,24+933% | 1096,17+11,25° | 32,93+0,75% | 111,87+0,54° | 14,28+0,04° | 28,61+0,15* | 38,55+0,54° | 64,54+0,08° | 55,40+0,40°
M9 = 54,66+0,44" 501,25+1,25° 73,05:0,15% | 6333+0,40° | 6,16+0,13° | 373+015' | 22,250,409 | 53,91+0,109 | 21,99+0,70°
M2 78,86+1,90" 957,50+5° 4304+0,67° | 115,63+0,36° | 11,14+0,32° | 10,73:0,45° | 22,14+0,11% | 7525+0,41° | 40,18+0,16°
e - 98,98+0,15° 1570+5% 58,91+0,82° | 103,45+0,40° | 23,69+1,01% | 872+0,52' | 29,37+0,43° | 62,69+0,10? | 36,98+0,08°
o) , ,
M4 5 62,82¢0,15° | 671,25¢11,25° | 1310007 | 5044+032" | 4,46:044" | 417:t00' | 17,52¢046" | 4316:0,07" | 29,31+0,11°
M6 "(_5; 46,21+0,73° 513,75+1,25% 22,98+1,27" | 11581+055° | 3,77+025 | 537+045" | 14,69+1,30° | 39,64+0,28' | 13,94+0,16'
M8 o 89,50+2,34° 615,00+2,5' 50,07+0,22¢ | 74,80+0,38" | 862+0,06° | 12,59+0,37° | 17,17+0,11" | 64,84+0,34° | 41,04+0,39"
M10 56,71+1,02' 598,12+29,38' 4,64+030' | 6369+0,35° | 547+032° | 7,60+0,15° | 810+0,16" | 56,14+1,31" | 29,77+0,05"

CPT : compsés phénoliques totaux.Flav : flavonoides.

PR : pouvoir réducteur.

.
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111.2.1-Protéines

Les miels contiennent environ 0.5 % de protéines essentiellement représentées par des
enzymes et des acides aminés(K ropt, 2010).

Le tableau Il montre les teneurs en protéines en mgEBSA/100 g de miel de différents
échantillons du miel analysés. Les teneurs en protéines varient entre 46,21+0,73a
119,24+9,33mg EBSA/100g avec une moyenne de 75,98mg EBSA/ 100g. Ces résultats sont
inclus dans I'intervalle obtenus par Ouchemoukh et al. (2012) (45,26 a 251,27 mg
EBSA/100g) pour les miels Algériens.

L’ échantillon M7 possede la teneur la plus élevée en protéines avec une concentration de
119,24 mgeEBSA/ 100g, les échantillonsM1, M2 et M5; M9 et M10ne présente pas une
différence significative respectivement. Par ailleurs, les échantillonsM3, M4 et M8 sont
significativement différents.

Les échantillons du miels étudiées ont une teneur moyenne en protéines par comparaison aux
teneurs rapportées par Y Uicel et Sultanoglu. (2013) (0.13 a4 0.58 mg EBSA/ 100g) et a ceux de
Kropf et al. (2010) (156 a 516 mg EBSA/ 100g) sur les miels.Cette différence peut
s expliquer par la source des protéines, qui proviennent de grains de pollens, du nectar et de
sécrétions de | abeille ouvriére. Ces facteurs dépendent aussi de I’ origine florale du miel et de
laforce de colonies d abeilles.

111.2.2- Proline

Laproline du miel provient des abeilles et du nectar des plantes.Cet acide aminé est gjouté par
I"abeille ouvriére durant la conversion du nectar en miel. La détermination de la teneur en
proline donne des informations sur la maturité du miel et peut servir a détecter des
fasifications. On considére qu'un miel est arrivé a maturité lorsque sa teneur en proline est
supérieure al83 mg/kg. Des valeurs plus basses indiquent un manque de maturité ou une
falsification (Merahet al., 2010).

Les concentrations de la proline sont comprises entre 1570 a 501,25 mg/ kg. Tous les miels
analysés possedent des valeurs au dessus de celle recommandée par Bogdanov et al.(1997)

(180 mg/kg), ce qui indique que les échantillons analysés sont mars et authentiques.

L’ échantillon M3 récolté a Boumerdes possede la teneur la plus élevée en proling(1570 mg/
kg).Les miels M4 et M5 ne présentent pas de différence significative, ains les miels

M8,M10et M6,M9 dans la concentration de cet acide aminé. Les résultats trouvés sont
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similaires a ceux données par Ouchemoukhet al. (2007) sur les miels Algériens, Khalil et
al. (2012) sur les miels d’'Espagne et Mbogninget al.(2011) sur les miels de Turkie. Etant
donné que la proline provient majoritairement des sécrétions salivaires des abellles, la

variation de lateneur de cet acide aminé peut étre attribuée alaforce et al’ &ge des abeilles.

I11.2.3-Hydroxyméthylfurfurale

L'HMF dérive de la déshydratation des sucres, sa concentration augmente dans le temps et
sous |’effet de la température. 1l refléte donc le degré de vieillissement et le niveau de
chauffage du miel.Naturellement présent dans tous les miels alarécolte al’ état de trace (1 a
3mg/ kg), cette valeur augmente avec le chauffage et le vieillissement du miel (Fallico et al.,
2004 ; Khalil et al., 2010 ; Makhloufi et al., 2010).

Lateneur en HMF du miel varie entre 4,64et 73,05mg/kg avec une moyenne de 38,89mg/kg.
Cet intervalle est différent de celui obtenu par Perna et al.(2010) (0,003 et 1,2mg /kg).

La norme du Codex Alimentarius (2001) et celle des Directives européennes 2001/110/ CE

(Conseil del’Union européenne, 2001) ont fixées I’HMF a une teneur maximale de 40 mg/kg.

La teneur en HMF des miels testés enregistrent une différence hautement significative.Les
miels M4, M5, M6, M7et M10 possedent une teneur en HMF inférieure a 40mg/ Kg ce qui
indique que ces miel sont frais et de bonne qualité, qui peut étre due aux bonnes conditions de
stockage.

La concentration des miels M1, M2, M3, M8 et M9 sont supérieures a 40 mg/kg ceci pourrait
étre expliquée par certains facteurs notamment |’ origine géographique (climat chaud) et les
conditions de stockages.

[11.3- Antioxydant et activités antioxydantes

111.3.1- Antioxydants

111.3.1.1- Teneur en composés phénoliques totaux

Les composés phénoliques sont les composants principaux responsables de I'activité
antioxydantes du miel (Bueno-Costa et al.,2016).

Les taux des composés phénoliques totaux des différents miels analysés varient entre 50,44¢t
132,47mg d' EAG/100g de miel (tableau V1)
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Les résultats obtenus sont différents de ceux obtenus par Siliciet al. (2010) (0,24-141,83
mg/100 g)sur les miels Turquie, Doukaniet al. (2014) (166,11 a 427,14 mg EAG/100g) sur
les miels Algériens.

Lemiel M5 est le plus riche en composes phénoliques totaux (132,47 mgEAG/100g).Tous les
échantillons de miel présentent une différence significative sauf pour les miels M2 et M6 qui
enregistrent la  méme  teneur en phénol totaux(115,63et 115,81mg
EAG/100g,respectivement),ainsi pour les miels M9 et M 10.

Les différents résultats obtenus peuvent sexpliquer par la variabilités des origines
géographiques et florales des miels récoltés (Nagaiet al. 2002;Rodriguez Flores et al.,2015).

111.3.1.2- Teneur en flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques responsables du potentiel antioxydant du miel
a de faible poids moléculaire (Moniruzzamanet al.,2014). Le taux des flavonoides des
différents miels analysés est compris entre 3,77 et 23,69mg EQ/100gavec une moyenne de
10,19mg EQ/100g. Ces résultats sont supérieursde ceux obtenus par M ouhoubi-Tafinine et
al.(2016) qui ont rapporté des teneurs alant de 2,07 a 10,15 mg EQ/100g pour les miels de
Bgaia et similaires a ceux rapporter par Boussaid(2014) (9,58 a 22,45mgEQ/100g) sur les
miels tunisiens.

Le miel MO3 est le plus riche en flavonoides ; les miels MO1 et M02, MO5 et M0O7, M04 et
MO6 et M09 et M10 ne montrent aucune différence significative respectivement. Le miel

M O06possede un taux faible en ces composés.

I11.4- Activitésantioxydantes

I11.4.1- Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur présente la capacité du miel aréduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux
(Fe™"). Elle est en relation avec la teneur du miel en différents composés phénoliques
(Ouchemoukh, 2012).

Le pouvoir réducteur des échantillons donne des valeurs compriseentre39,64€et98,47mg EAG
/100gavec une moyenne de 61.75 mg EAG /100g.

Lemiel M5 ala plus forte activité antioxydante avec une valeur de 98,47 mg EAG/100g, ceci
pourrait sexpliquer par sa forte teneur en composés phénoliques totaux avec une valeur
de132,47 mg EAG/100g.Les échantillons M7 et M8 ne montrent aucune différence
significative. Par ailleurs, les autres échantillons sont significativement différents et ils sont
classés comme suit : M2> M3> M 1> M10> M9> M4> M6.

[11.4.2- Test de FRAP
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C’ est une méthode utilisée pour déterminer et estimer la capacité antioxydante du miel.

le principe consiste a une réduction du fer ferrique en fer ferreux et ceci est possible par la
présence ou non des composants du miel capable d’inhiber ce radical libre (M oniruzzamanet
al., 2013).

Les résultats dans le tableau VI, montrent une capacité de réduction qui varie entre 13,94et
55,40mg EAAG/100gavec une moyenne de 32,90mg EAAG/100g.

La capacitéantioxydante des miels M2, M8, M1, M4, M5 et M10 n’est pas significativement

différente.

111.4.3- DPPH

C’est un test qui est couramment utilisé pour évaluer le potentiel antioxydant des molécules
biologiques, notamment ceux du miel.

Les résultats des différents miels étudiés varient de 4,17a28,61% avec une moyenne de 10,83
%.Ces resultats sont proches a ceux obtenues par Doukaniet al.(2014) (3 a 22%), et inferieur
aceux obtenus par M oniruzzamanet al. (2014) (36 a 76 %).

L’ analyse statistique montre que I’ échantillon du miel M7présente le pouvoir antiradicalaire
le plus significativement éleve (28,61%).Les miels M4 et M9 ne présententaucune différence
significative dans leur pouvoir antiradicalaire.Les échantillons restants sont significativement
différent et sont classés comme suit : M5>ME>M2>M1>M3>M10>M6.

[11.4.4- ABTS

L’ activité antiradicalaire par I’ ABTS est une autre méthode permettant d’ évaluer |a capacité

des composés antioxydants ainhiber le radical cationique ABTS et leréduire en

saforme neutre ABTS (Alvarez-Suarez et al., 2010).

Le pourcentage d'inhibition des échantillons analysés varie entre 8 (M10) et 49% (M5)avec
une moyenne de 23,82%.Ces résultats sont similairesa ceux obtenus par Quintero et al.
(2016)(10.4 a 58.25 %).Ces résultats sont aussi compris dans |’intervalle obtenu par
Wilczynska (2014)(6 a 79%).

Les échantillons de miel présentent une différence significative (p<0,5) sauf pour les
échantillons M2, M9, M4 et M8. Cette différence est due a I’ origine florale des miels et le

type de composé antioxydant présent.

[11.5- Activité antibactérienne
111.5.1- Méthode de diffusion en gélose
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L’ évauation de I’ activité antibactérienne de 10 échantillons de miel est basée sur la
mesure des halos d’inhibition en (mm) de deux concentrations des différents échantillons de
miel (50 et 100%). Ces mesures permettent de déterminer I’ activité antimicrobienne du miel

in vitro.

Les résultats de test de I’ activité antibactérienne des 10 échantillons de miel sont regroupés
danslesfigures 1 et 2.
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Figurel : Histogramme des zones d' inhibition des échantillons de miel vis-& vis

Escherichia coli, Saphylococcus aureus FRI et Staphylococcus aureus LGA a 100%.
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Figure2: Histogramme des zones d’ inhibition des échantillons de midl vis-a-vis

Escherichia coli, Saphylococcus aureus FRIet Staphylococcus aureus LGA a 50%.

Le diametre des zones d'inhibition varie en fonction du miel utilisé et de la souche
bactérienne considérée.L e diamétre de zone d'inhibition pour E. colioscille entre 9 mm (M1)
et 20 mm(M9 et M10) pour la concentration de 100 % et de 7 mm (M5) jusqu’a 12 mm (M9)
a50 %.

A 100 %, les miels M3, M4 et M6 ne présentent aucune différence significative avec
des zones d’inhibitions de 19 (M3) et 8.Pour les deux échantillons M4 et M6, Les miels M2 et
M5 récolté a Tiziouzou et Ain defla ne présente aucune différence significative.Les
échantillons M7 et M1 sont ains significativement différents par rapport aux autres

échantillons du miel concernant |e diameétre de zone d’ inhibition.

A 50 %, I’échantillon M9 récolté aNaama présente la zone d’inhibition la plus élevé. Les
autres échantillons de miel ne sont pas significativement différents.Ces zones d’inhibition
sont classées par ordre décroissant : M3=M6(10,3 mm) >M4=M8 (9,3)> M2 (8,7) >M7 (7,7)>
M5 (7). Le miel M 10 ne présente aucune activité antibactérienne contre la souche E. coli.

Le diamétre des zones d'inhibition obtenue est inclu dans I'intervalle trouvé par Merah et
al. (2010) (00 et 24 mm) pour E.coli et il est supérieurs a celui rapporté par Bonté et
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Desmoliére, (2013) (7,66 a 11,66 mm).Le diamétre de |’ antibiotique céfoxitine trouvé par
I"antibiogramme (13.5 mm) est inclue dans les zones d’inhibition trouvé pour E. coli. Par
contre,|” antibiotique amykacine posséde une zone supérieure anos échantillons de miel.

En outre, pour |a souche bactérienne Saphyl ococcus aureus FRI, tous les échantillons du miel
ne présentent aucun effet antibactérien sauf pour les miels M4 e M8 qui sont
significativement différents, M8 marque une zone d’inhibition de 11 mm a 100% et 7 mm a

50%, I’ échantillon M4 présente une zone de 7mm seulement a 100%.

Le diamétre des zones d'inhibition obtenue pourSaphylococcus aureus LGAvarie entre
7,33(M7) a 11 mm (M8) & 100% et de 7 (M10) a 9 mm (M8) a 50 %.Les échantillons M2,
M3, M4 et M7 ne présentent aucune zone d'inhibition.A 100% tous |es échantillons du miel
sont significativement différents, les miels M1 et M7 marquent des zones d’inhibition
seulement a 100%.Les diametres des zones d’inhibition sont dans I'intervalle obtenus par
Voidarouet al. (2014)(0,9 a 12,88 mm).Ces diametres sont inférieurs aux antibiotiques
utilisés : acide fusidique (21 mm), céfoxitine (22 mm) et ciprofloxacine (28 mm).

E. coli présente une sensibilité élevée en comparant aStaphylococcus aureus FRI et
Saphylococcus aureus LGA. Les zones d'inhibition de tous les échantillons de miel sont

inférieures a ceux des antibiotiques.

L’ effet antibactérien du miel peut étre expliqué par sa composition en agents antibactériens.

[11.5.2-Activité antibactérienne sur milieu liquide

L’ examen visuel est la détermination des CMI des différents échantillons de miel,estimées a
I'eeil Nue par le principe de la présence ou non d'un trouble.

Les limites antibactériennes dans |a méthode spectrophotométrique sont rapportées comme
des concentrations minimales inhibitrices, exprimé comme CMI, (concentration minimale
pour laguelle le résultat est la non inhibition de la croissance bactérienne), CMlsg
(concentration pour laguelle le résultat est I’inhibition de 50 % de la croissance bactérienne
appelée aussi la réponse médiane) et CMlygo (concentration minimale pour laquelle le
résultat est I’inhibition de 100 % de |la croissance bactérienne)(TableauV I, VIII et IX).

TableauVII :Résultats de CMI pour E. coli.

Echantillon |- = — E. cali
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Examen visuel Bio-essaispectrophotométrique
CMI (%) CMI (%) CMlso (%) CMI 100 (%)
M1 x 25 % 2CMI>12,5 % 20,73+0,27° | 41,07+1,45° 81,51+7,50°
M5 S 100 %=CMI>50 % 10,96+0,460° |  38,90+0% 75,86£0°
M7 5 100 %=CMI>50 % 14,30+1,64° | 31,45+2,52°® |  69,19+1,60°
M9 = 100 %=CMI>50 % 18,06+0,24° | 37,16+0,01" 77,62+0°
M2 50 %=CMI>25 % 11,05+2,39° | 31,23+2,87%° | 89,88+4,27™
M3 < 100 %=CMI>50 % 9,88+1.2° 37,99+3.6™ | 153,31+214°
M4 § 100 %=>CMI>50 % 21,37+0° 39,81+0 76,45+1,02°
M6 = 100 %>CMI>50 % 13,59+0,18" | 28,84+0,67% 61,20+1,65°
M8 « 100 %=CMI>50 % 10,48+0,42° | 25,52+0,89° 63,11+1,46°
M10 100 %=CMI>50 % 35,50+1,64% | 7550+7,10° | 142, 64+38,65%
TableauVIIl :Résultat de CMI pour S. aureus FRI.
Echantillon o S s
i) Examen visuel Bio-essai spectrophotométrique
5 CMI (%) CMlo (%) CMlsp (%) CM I 100 (%)
M1 5 50 %o=CMIZ25 7% 3,38+0,08° 16,60+0,38 | 80,05+1,07b°
M5 |5 20 VezCMIZ25 % 15,54+3,83" 34,14:046" | 86,47+3,02"
M7 S S0 V6=CMIZ25 % 5,58+0,19° 20,12+0,96% | 69,64+11,29™
M9 = 50 %=>CMI>25 % 8,50+0,60° 29,99+1,45° | 104,77+4,13°
M2 S0 Ye=CMI>25 % 4,65+0,33° 17,96+1,46° | 69,44+12.92°
M3 x 50 %e=CMI>25 % 5,54+0,19° 2123+0,74% | 82,84+8,540°
M4 = S0 Ye=CMI>25 % 5,75+0,00° 2239+0520 | 886417,10
M6 % 20 7e=CMIZ25 % 9,62+0,13 30,22¢1,19° | 93,486,45™
M8 - 50 %e=CMI>25 % 4,58+0,21% 18,34+0,24' 73,72+5,93°
M10 10076 2CMI=50 % 9,33+0,21° 41,38+2,43" | 180,19+14,06°

Tableaul X : Résultats de CMI pour S. aureus L GA.
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o S. aureusLGA
Echantillon jg» Examen visuel Bio-essaispectrophotométrique

o CMI (%) CMI (%) CMl s (%) CM 100 (%)
M1 x 100 % 2CMI>50 % 9,33+0,21° | 41,38+2,43* | 180,19+14,06%
M5 g 100 % >CMI>50 % 0,80+0,02° | 918+150° | 8324+384°
M7 2 100 % >CMI>50 % 1,05:0,06% | 11,05+0,15° | 114,84+2 6%
M9 = 100 % >CMI>50 % 0,01+001" | 232+¢1,049 | 640,60+96,25°
M2 50 %=2CMI>25 % 2,19+038° | 1424+083° | 94,11+554%
M3 x 50 %=2CMI>25 % 498+029° | 2059+121% | 87,96+7,15%
M4 S 50 %=2CMI>25 % 012+0,02 | 444032 | 15852+366°
M6 > 100 % =CMI>50 % 1,200003° | 1298+034° | 141,27+3,25™
M8 * 100 % 2CMI>50 % 0,17+0,02" 6,3140° | 244,69+28,63"
M 10 100 % =2CMI>50 % 0,06+0,03 | 3,50+0,959 | 231,03+10,95"

A partir des résultats de I’examenvisuel, la bactérie Gram- E.coli possede un intervalle de
CMI qui varie de 12,5 a 100 %. Par contre, les deux bactéries de Gram+, elle oscille entre 25
a50 % pour Saphylococcus aureus FRI et de 25 a 100 % pour Staphylococcus aureus LGA.

En ce qui concernel’ examenspectrophotométrique, les valeurs de CMI pour chague miel sont
déterminées(Tableau VIII, IX etX). En moyenne,lavaeur CMI 0 est de 17,49 % pour E. coli,
7,26 % pour S aureusFRI et de 2 % pourS. aureus LGA. Lavaleur de la CMI50 est de 38,75
%pour E. coli, 25.24 % pour Saphylococcus aureus FRI et de 12.60 % pour Staphylococcus
aureus LGA. Lavaeur CMI 100 pour E. coliest de 89.08 %, Staphylococcus aureus FRI de
92.93 %et celledeStaphyl ococcus aureus LGA de 197.65%.

Il en résulte que toutes les souches sont affectées par les miels et que le degré d'inhibition de
leur croissance varie en fonction de la souche bactérienne considérée. Les vaeurs CMI
obtenues sont inférieures aux résultats trouvés par Patton et al.(2006) pour le mie de manuka
et a ceux trouvés par Kated et al. (2017) pour lesmielsdel’ Inde. Les résultats de laCMI 100
de nos échantillons de miel entre dans I'intervalle trouvé par Ahmed et al. (2012) pour les

miels algériens.

D’aprés la comparaison entre |I’examen visudl et spectrophotométrique, on constate que
certaines valeurs de CMI sont incluses dans I’ intervalle donnée par I’ examen visuel par contre

d’ autre ne le sont pas.La détermination de la concentration minimale inhibitrice par I’examen
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visuel est peu fiable dans certaines situations di a sa subjectivité associé a la détermination

visuelle de la présence ou non d un trouble.

Courbe dose-réponse

La courbe dose-réponse est obtenue par le tracé de pourcentage d’inhibition de la croissance
bactérienne en fonction de log des concentrations des miels comme le montre les Figures 3, 4
etb.

Le but de la courbe dose-réponse est de déterminer le pourcentage d'inhibition pour
chaque dilution de miel. En outre, elle permet de savoir les dilutions de miels pour lesquelles

le pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne est le plus élevé.

L es courbes dose-réponse sont non linéaires pour tous les échantillons de miel, les valeurs des

coefficients de corrélation sont indiquées dans |’ annexe V.
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Chapitre III RESULTATS ET DISSCUSSION

Le tracé dose-réponse pour |'activité antibactérienne des miels monofloraux contre la souche
bactérienne E. coli montre une courbe décroissante, cela signifie que le pourcentage
d'inhibition de la croissance bactérienne diminue en fonction des différentes dilutions.

Il ya une |égére augmentation du pourcentage d’inhibition de DO & D1 pour tous les miels
monofloraux sauf I’échantillon M7 qui continue a diminuer.A partir de D1, les miels M1 et
M7 décroissent lentement jusqu'a D4, ces miels ont la meilleur activité antibactérienne car a
différents concentration possédent des pourcentage d'inhibition élevé. Par contre, les migls
M5 et M9 diminuent brusquement de D1 a D3 ainsi entrent dans la phase de promotion de la
croissance bactérienne a partir de ce dernier. Cela expligue que a une certaine concentration le

miel pratique un effet inverse celui de stimuler la croissance bactérienne.

Pour les miels polyfloraux, tous les échantillons exercent deux activités: une inhibitrice de la
croissance bactérienne et I'autre stimulatrice. De DO a D1, les miels M4, M6 et M8
inhibentlégérement la croissance bactérienne tandis que I'échantillon M2 marque un
pourcentage d’inhibition plus important. Les miels M3 et M4 se comportent différemment de
tel maniere que le pourcentage d'inhibition diminue en fonction de la concentration, de D1 a
D3 I’ activité antibactérienne des miels diminuent. A partir de D2, M3 et M4 commencent a
pratiquer I'effet inverse. De D3 a D4, tous les échantillons de miels se trouvent dans la

promotion de la croissance bactérienne.

La figure 4 présente le pourcentage d'inhibition de la croissance deStaphylococcus

aureusFRI en fonction de log des concentrations des miels.

Les miels monofloraux possedent des comportements différents vis-avis cette
souche.llyaune |égére augmentation du pourcentage d’ inhibition pour lesmielsM1, M5 et M9
suivie d une diminution de cette derniere. Contrairement a |’ échantillon M7 qui diminue en
fonction des différentes dilutions, I’ échantillon M5 entre dans la promotion de la croissance
bactérienne a partir de la dilution D2. Cependant |’ échantillon M9 se trouve dans cette
promotion a partir de D3, Les autres échantillons sont localisés seulement dans la zone

d'inhibition bactérienne.

Le tracé dose-réponse pour |’ activité antibactérienne des miels polyfloraux vis-avis la souche
bactérienne FRI montre une courbe décroissante.De DO aD1, lesmielsM2,M3,M4 et M8 ont
un pourcentage d’'inhibition proche de 100 avec une légére augmentation.A partir de D1

jusqu’a D4, le pourcentage d'inhibition diminue en fonction de concentration.Pour le miel

¥y
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M6, le pourcentage d’inhibition augmente jusgu'a D1 puis diminue brusguement jusqu’a
D3.De D3 a D4, on constate une légere diminution de pourcentage.Néamoins, le miel  M10
diminue progressivement de DO & D4. Toutes |es concentrations de miels testés sont localisées

dans lazone d'inhibition.

Pour Staphylococcus aureus LGA,le tracé doseréponse pour |'activité
antimicrobienne des miels monofloraux vis a vis cette souche montre une courbe décroissante
(figure 5), cela signifie que le pourcentage d'inhibition de la croissance bactérienne diminue
en fonction de différentes concentrations .A DO, les miels M1,M5M7ont un pourcentage
d'inhibition proche de 100;de D1 a D4,il ya une diminution de pourcentage d'inhibition pour
les miels M1 et M7.Par ailleurs, le pourcentage de miel M5 augmente jusgu'a D2.Les miels
M7 et M1 a DO ont un pourcentage d'inhibition proche de 100 a partir de D1 on constate une
diminution dans le pourcentage d'inhibition en fonction de concentration jusqu'a la D4. Pour
le miel M5,il ya une légére augmentation dans le pourcentage d'inhibition de DO a D2. A
partir de D2, le % d'inhibition diminue jusqu’'a D4 en fonction de concentration .Toutes les
concentrations des miels monofloraux étudiés vis-avis LGA se localisent dans la zone
d’inhibition.

Le tracé dose-réponse pour |'activité antimicrobienne des miels polyfloraux vis avis la souche
bactérienne Staphylococcus aureus LGA montre une courbe décroissante cela signifie que le
pourcentage dinhibition de la croissance bactérienne diminue en fonction de différentes
concentrations. Les miels M4,M6,M8 et M10 ont la méme réponse vis a vis la concentration.
A DO, le % d'inhibition est proche de 80 % et stable.A partir de D1, le % d'inhibition
diminue en fonction de log de concentration jusgqu’a la dilution D4.Par ailleurs, de DO a D1,
les miels M2 et M3 augmentent de 80 % jusqu'a 100 % puis a partir de D1 jusqu'a D4 on
remargue que le pourcentage d'inhibition des miels diminuent en fonction de concentration.

Toutes les concentrations des miels testés sont localisés dans la zone d' inhibition.

Les résultats obtenus par la méthode spectrophotométriqgue démontrent une capacité a
déterminer l'inhibition. Cependant, la méthode permet également la détection et la
guantification de la stimulation. Il ya aussi la stimulation de certaines cultures a de faibles

concentrations de miel en utilisant cette méthode.
I11.6- Corréations

[11.6.1- Corréations protéines, antioxydants et activités antioxydante
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D'apres les analyses statistiques effectuées sur les résultats obtenus, il existe une
corrélation entre la teneur en protéines et les antioxydants. Une corrélation tres hautement
significative entre les protéines et les flavonoides ainsi entre les protéines et DPPH et une
corrélation hautement significative avec les protéines et I'ABTS dont les coefficients de
corrélation sont r = 0,74 avec les flavonoides; r = 0,79 avec DPPH et r =0,54 avec ' ABTS)
(Figure 1, 2 et 3,annexeV).L'analyse statistique révéle également |'existence d'une corréation
tres hautement significative et significative entre la teneur en protéines et I'activité
antioxydante (r = 0,91 avec FRAP et r = 0,40 avec pouvoir réducteur. Ces résultats sont
supérieurs a ceux obtenus par Alvarez-Suarez et al. (2010) (r = 0,34 entre les protéines et le
test de FRAP).

I11.6.2- Corréation antioxydants et activitésantioxydantes

Les taux en antioxydants et les activités antioxydantes des miels analysés enregistrent des
corrélations positives.

Les teneurs en composés phénoliques totaux des miels présentent une corréation tres
hautement significative avec ABTS et pouvoir réducteur dont les coefficientsde corrélations
sont: r = 0,66 et r = 0,59 respectivement. Ces résultatsconfirment ceux deOuchemoukh.
(2012). 1l existeentre les phénols totaux et le pouvoirréducteur (r = 0,73). Une corrélation
hautement significative entre composé phénolique totaux et DPPH dont (r = 0,53 a p <
0.001). lls existent ainsi une corrélation trés hautement significative et hautement
significative entre DPPH et I’ activité antioxydante FRAP et pouvoir réducteur (r = 0,80 pour
DPPH et FRAP ap < 0.001, r = 0,54 pour DPPH et pouvoir réducteur ap < 0,01) (Figure 7et
8,Annexe V1), et entre ABTS avec |’ activité antioxydante pouvoir réducteur (r = 0,75) (Figure
9,annexeV1). De méme, I'analyse de la variance montre que les flavonoides possedent des
expressions hautement significatives avec les composés phénoliques totaux et avec I’ activité
antioxydante (ABTS, FRAP et pouvoir réducteur) dont les coefficients de corrélations sont: r
= 0,50 (flavonoides et composés phénoliques totaux), r = 0,62 (flavonoide et ABTS) et r =
0,52 (flavonoide et FRAP). Ces coefficients de corrélations sont en accord a ceux obtenus par
Ouchemoukh (2012) en ce qui concerne le pouvoir réducteur (r = 0,70) et avec Pernaet al.
(2013) pour letest de FRAP (r =0,76).

111.6.3- Corréations activités antibactériennes, paramétr es physico-chimiques, les
antioxydants et |'activité antioxydante

L'activité inhibitrice de la souche bactérienne Staphylococcus aureus LGA présente

unecorrélation trés hautement significative avec la teneur en proline des miels (r =
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0,66)(Figure 13, annexeV 1), de méme une corrélation significative (p < 0,05) qui enregistre
un coefficient de corrdlation r = 0,40.De plus €elle présente aussi une corréation avec les
antioxydants, une est hautement significative avec les composées phénoliques totaux (r =
0,51) et une autre trés hautement significative avec les flavonoides (r = 0,63) (Annexe V1)

[11.7- Analyses en composantes principales (ACP)

Une analyse multivariée analyse en composantes principales (ACP), est effectuée sur les

résultats afin de mieux visualiser les corrélations entre les paramétres.

D'apres le graphe du poids factoriel (Figure 6), les paramétres suivants : protéine, ABTS,
flavonoides, proline, DPPH, FRAP, CPT, pouvoir réducteur e¢ CMI 50 LGA forment un seul
groupe trés lié (cercle rouge). En effet, la matrice de corréation confirme auss des
corrélations hautement significatives qui  existent entre ces variables.Enoutre, le miel M5
possedent une teneur élevée en CPT et Flavonoides et manifestent une tres bonne activité

antioxydante avec le pouvoir réducteur et |'activité antiradicalire avec I'ABTS.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’ Algérie est constituée d’une multitude de reliefs d’'ou |’ existence d’une importante
diversité végétale et des conditions climatiques favorables pour les abeilles.

La présente éude est menée dans le cadre de I'évaluation de la quaité de 10
échantillons de miel, récoltés dans différentes wilaya d'Algérie en se basant sur I’analyse de
guelques paramétres physico-chimiques, polliniques ains que certaines activités
antioxydantes et antibactériennes. Les différents parametres éudiés montrent que tous les
échantillons de miel sont conformes aux normes proposées par la commission du Codex
Alimentarius, que la plupart d’ entre eux sont des miels frais, d aprés leurs teneurs en HMF.
Aussi ils ne sont pas falsifiés suite aux résultats des teneurs en proline et I’ analyse pollinique.

Quatre échantillons de miel sont des miels monofloraux (M1, M5, M7 et M9) et que
les six autres sont des miels polyfloraux (M2, M3, M4, M6, M8 et M10). Ceci indique la
diversité florale des ces régions. Concernant |’ activité antibactérienne, la présente éude
confirme que certains miels analyses exercent une certaine inhibition pour les différentes
bactéries testées (Escherichia coli, Saphylococcus aureus LGA et FRI).

La matrice de corrélation a révélé la présence de plusieurs corrélations existant entre
les paramétres physicochimiques, les antioxydants et I'activité antioxydante: protéines et
flavonoides (r=0,74) et avec DPPH (r=0,79), composées phénoliques totaux avec I'ABTS
(r=0,66).

En perspective, il convient de poursuivre les recherches par :

e L’évauation del’ activité antibactérienne sur une plus large gamme de bactéries
pathogénes et résistantes.

e Lareédlisation destestsin vivo afin d' évaluer les différents effets thérapeutiques du
miel.

e Ladétermination des contaminants de miel tels que les métaux lourds et les
antibiotiques afin de mieux comprendre |’ influence de I’ environnement sur la qualité
du miel.
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Courbes d'étalonnages
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Figure 01: Courbe d'étalonnage des protéines. Figure 02 : Courbe d' étalonnage des composés
Phénoliques totaux.
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Figure 05 : Courbe d’ étalonnage du test de FRAP.
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Annexelll

Matrice de corrélation

Corrélations (Feuillesta FINAL sta)

Corrélations significatives marquées a p < .05000

IN=30 (Observations a VM ignorées)

Origine |Protéines| Proline | HMF | CPT ‘ Flav DPPH‘ABTS‘ PR ‘FRAP‘ Ecoli | SAFRI | SALGA | Ecoli | SAFRI|SALGA| CMI50 |CMI100[CMI50| CMI |CMI50[CMI 100
[Variable 100% | 100% | 100% | 50% | 50% | 50% | Ecoli | Ecoli | FRI [100FRI| LGA | LGA
Origine 1000 -022 009 041 019 014 046 -061 -037 012 004 041 017 016 010 016 003 025 000 011 -005 024
Protéines (mgEBSAN00g) | -0.22] 1,00, 073 027 033 074 079 054 040 091 012 002 022 003 02 015 -031 005 .05 043 040 -040
Proline (mglkg) 009 073 100 027 035 090 034 037 021 05 01 025 051 010 011 003 013 040 046 031 066 046
HMF (mg/kg) 041 027/ 027 100 008 043-003 025 021 007 052 -0.16 010 034 047] 002 046 004 045 040 032 041
CPT (mgEAGI100) 019 033 035 008 100 050 053 066 059 019 016 053 032 015 004 039 038 009 005 037 051
Flav (mgEQ/100g) -014) 074/ 090 043 050 1,00 045 062 052 054 016 -0.31 050 009 013 011 016 037 034 034 063 1
DPPH (%) 046 079/ 034 -003 053 045 1,00 068 054 080 0,08 016 007 011 02 030 021 015 022 027 015 039
ABTS (%) -061] 054] 037 025 066 062 068 1,00 075 040 028 028 048 021 007 008 032 011 008 037 020 027
PR (MgEAGI100g) 037 040/ 021 021 059 062 054 075 100 041 0,01 023 044 010 009 o014 007 003 002 023 013 029
FRAP (mgEAG/100g) 012/ 091 058 007 019 054 080 040 041 1,00 -0,04 012 023 005 008 015 -017 004 050 032 015 034
E.coli 100% 004 012 011 052 016 0716 -0,08 028 -001-004 100 035 022 09 026 012 08 034 044 059 001 0718
SA FRI 100% 041 002 025 -016 -053 -031-016 028 -023 012 035 100 001 023 025 037 023 023 031 020 040 004
SA LGA 100% 017 022 051 010 -0,32| -050-0.07 048 -044-023 022 -0,01 100 023 007 031 007 020 014 028 -020 043
E,coli 50% 016 003 010 034 015 009 -0,11 021 -010-0,05 090 023 023 100 035 016 -067 026 -019 035 -017 025
SAFRI50% 010 022 011 047 -0,04| -013/-0.26 0,07 009-008 026 025 007 035 100 015 016 006 -008 008 D18 055
SA LGA 50% 016 0,15/ -0,03 0,02 039 011 -030 008 0714-015 012 037 031 016 015 100 033 030 040 025 046 027
CMI 50 E coli 009 -031 -013 -046 -033 -0,16-0.21 0,32 -0.07 -017 -0.82 0,23 007 067 016 033 100 085 065 063 -026 007
CMI 100 E coli 025 005 040 -004 -009 0537 -0,15 011 003 004 034 0230 020 026 006 030 065 100 022 025 015 009
CMI 50 FRI 0,00 -058 -046 -045 -0,05 -034-0,22] 0,08 002-050 -044 0,31 044 019 008 040 065 022 100 071 -053 026
CMI 100 FRI 011 -043 -031 -040 -037 034 -027 -037 -023-032 -059 -0,20 026 035 -008 025 068 025 071 100 -045 030
CMI 50 LGA 0,05 040/ 066 032 051 063 015 020 013 015 001 0400 020 017 018 046 026 015 053 045 100 -060
CMI 100 LGA 024 040/ 046 041 -055 -041/-039 027/ 029034 0,18 0,04 045 025 055 027 007 009 026 030 -060 1,00

Corrélations (Feuille_sta FINAL sta)

Corrélations significatives marquées a p < ,01000

MN=30 (Observations a VM ignorées)

Proine [ HMF [ CPT ‘ Flav ‘ DPPH ‘ABTS‘ PR ‘ FRAP ‘Ecuh SAFRI [SALGA| E coli [SAFRI[SALGA[ CMI 50 ‘cmuou‘cr\m SU‘CMHUU‘CM\ 50‘ CMI 100
Variable 100% | 100% | 100% | 50% | 50% | 50% | Ecoli | Ecoli | FRI | FRI LGA LGA
Origine 009 041 -019 0714 046 -061 037 012 004 041 017 016 -010 016 003 025 000 011 -0.05 0,24
Proténes (mgEBSAM00g) 073 027 033 074 079 05 040 081 0712 002 022 003 -022 015 031 005 05 043 040 0,40
Proline (mglkg) 100 027 035 09 034 037 021 058 011 -025 051 010 011 003 013 040 046 031 066 0,46
HMF (mg/kg) 027 100 008 043 -003 025 021 007 052 016 010 034 047 -002 046 004 045 -D40 032 041
CPT (mgEAGI100) 035 008 100 050 053 066 059 019 016 -053 032 015 -004 -039 038 009 -005 037 051 0,55
Flav (mgEQu100g) 090 043 050 100 045 062 05 05 016 031 050 009 -013 011 016 037 -034 034 063 0,41
DPPH (%) 034 003 053 045 100 068 05 080 008 0716 007 011 -026 -030 021 015 022 027 015 0,39
ABTS (%) 037 025 066 062 068 100 075 040 028 028 048 021 -007 008 032 01 -008 -037 020 0,27
PR (MQEAG/100g) 021 021 059 052 05 075 100 041 001 023 044 010 009 014 007 003 002 023 013 0,29
FAAP (mgEAGI100g) 05 007 019 054 080 040 041 100 -004 012 023 005 -008 -015 017 004 050 032 015 0,34
E.coli 100% 011 052 016 076 -008 028 001 -004 100 035 022 09 026 012 08 034 044 0589 001 0,18
SAFRI 100% 025 016 -053 031 -016 -028 023 012 035 100 001 023 025 037 023 023 031 020 -040 0,04
SA LGA 100% 051 010 032 050 D07 048 044 023 02 00 100 023 007 031 007 020 014 028 020 048
E cali 50% 010 034 015 009 -011 021 010 005 090 023 023 100 035 016 067 026 -019 038 017 0,25
SAFRI 50% 011 047 004 013 026 007 009 008 026 025 007 035 100 015 016 006 -008 008 018 0,55
SALGA 50% 003 002 -03% 011 -030 008 014 -015 012 037 031 016 -015 100 033 030 040 025 -046 0,27
CMI 50 E coli 013 046 038 016 021 032 007 017 082 023 007 067 016 033 100 065 065 068 026 0,07
CMI 100 E coli 040 004 009 037 -015 -011 003 004 034 023 020 -02 -006 030 065 100 022 025 015 -0,09
CMI 50 FRI 046 045 005 034 -022 008 002 -050 -044 031 014 019 -008 040 065 022 100 071 053 0,26
CMI 100 FRI 031 040 -037 034 -027 037 023 -032 -05 02 028 -035 008 025 068 025 071 100 045 0,30
CMI 50 LGA 066 032 051 063 015 020 013 015 001 040 020 -017 -018 -046 026 015 -053 -045 1,00 -0,60
CMI 100 LGA 046 041 055 041 039 027 029 034 018 004 048 025 055 027 007 009 026 030 -060 1,00

Corélations (Feuillesta FINAL sta)

Corélations significatives marquées a p < ,00100

H=30 (Observations & VM ignorées)

Origine [rotéine:| Proline | HMF | CPT | Flav | DPPH ‘ABIS‘ PR ‘FRAP‘E,CUM SAFRI[SA LGA [E,coli | SA FRI [SA LGA [ CMI su‘cwmu‘cw SU‘CMHUU‘CMI 50‘ CMI 100
Variable 100% | 100% | 100% | 50% | 50% 50% | Ecoli | Ecoi | FRI FRI | LGA LGA
Origing 100 -022 009-041 -019-014 -046 -061 -037 012 004 041 017 016 010 0,16 0,09 025 0,00 011 0,05 0,2
Protéines (mgEBSA/100g) 022 100 073027 033 074 079 054 040 091 012 002 022 003 02 015 0 005 058 -043 040 0.4
Proline (maglkg) 009 073 100027 035 090 03 037 021 058 O0M 025 A5 010 0N 003 413 040 046 031 (066 0.4
HMF (mg/kg) 041 027 027 100 008 043 -003 025 021 007 052 -016 010 034 047 002 046 004 -045 040 032 0.4
CPT (mgEAGI100) 019 033 035 008 100 050 053 066 059 019 016 053 032 015 04 039 03 009 005 037 0H 0.5
Flav (mgEQ/100g) 014 074 090 043 050 100 045 062 052 054 0716 -031 050 003 013 011 016 037 034 034 083 0.4
DPPH (%) 046 079 034003 053 045 100 068 054 080 008 016 007 011 026 030 -0 015 022 021 015 0.3
ABTS (%) 061 054 037 025 066 062 068 100 075 040 028 -028 048 021 007 008 032 011 -008 037 020 0,2
PR (mgEAG!100g) 037 040 021 021 059 052 054 075 100 041 -001 -023 044 010 0,09 014 007 003 002 -023 013 0,2
FRAP (mgEAGH D0g) 012 091 058 007 019 054 080 040 041 100 004 012 023 005 008 015 017 004 050 -032 015 0.3
E coli 100% 004 012 011 052 016 016 -008 028 -0.01 -0.04 100 035 022 090 0,26 012 082 034 044 059 001 0,1
SAFRI100% 04 002 025016 053031 016 028 023 012 035 1,00 40 023 02 037 023 0231 031 020 -040 0.0
SA LGA 100% 017 -022 051 010 032 -050 -007 -048 -044 023 022 -001 1,00 023 007 031 0,07 020 014 028 020 0.4
E coli 50% 016 003 010 034 015 009 -011 021 -010 005 050 023 023 100 035 016 067 026 019 035 017 0.2
SAFRI50% D100 022 01 047 004 013 026 007 009 008 026 025 007 03 1000 015 08 006 008 -008 -018 0.5
SALGA 50% 016 -0,15 -0,03-002 039 011 -030 008 014 015 0712 037 031 016 015 1,00 0,33 030 040 025 046 0,2
CMI50 E coli 009 03 013046 038016 -021 032 -007 017 082 023 007 067 -016 033 100 065 065 068 026 00
CMI 100 E coli 025 005 040-004 009 037 -015 -011 003 004 034 -023 020 026 006 0,30 0,65 100 022 025 015 0,0
CMI 50 FRI 000 -05B 046045 005034 -022 008 002 050 044 031 014 019 -008 040 065 022 100 071 051 02
CMI 100 FRI 011 043 031040 037-034 -027 -037 023 032 059 -020 028 03 -008 0,25 0,68 026 071 1,00 -045 0,3
CMI 50 LGA 005 040 066 032 051 063 015 020 013 015 001 -0400 020 017 018 -046 026 015 -053 045 100 -0
CMI100 LGA 024 040 046 041 055 041 039 027 029 034 0718 004 048 025 (%55 021 007 009 026 030 -060 1.0
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Corréations protéines, antioxydants et activités antioxydantes
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Figure 1: Corrélation entre les protéines et les flavonoides (p < 0,001).

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Protéines (mgEBSA/100g)

Figure 2: Corrélation entre les protéines et les DPPH (p < 0,001).
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Figure 3: Corrélation entre les protéines et le test de FRAP (p < 0,001).
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Figure 4: Corrélation entre les protéines et ABTS (p < 0,01).

Corréation antioxydants et activités antioxydante
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Figure 5: Corrélation composés phénoliques totaux et ABTS (p < 0,001).
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Figure 6 : Corrélation composés phénoliques totaux et pouvoir réducteur (p < 0,001).
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Figure 7: Corréation entre FRAP et DPPH (p < 0,001).
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Figure 8 : Corrélation entre DPPH et pouvoir réducteur (p < 0,01).

110 r=0,7493 ' ' ' ' ' ' ' ' B

100 ¢

45 50 55

5 10 15 20 25 30 35 40
ABTS (%)

Figure 9: Corréation entre ABTS et pouvoir réducteur (p < 0,01).



Annexe VIl

140 |
130 |
120 }
110 }
100 |
90 |
80 |
70 |
60 |
50 } A4
40

CPT (mgEAG/100)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Flav (mgEQ/100g)

Figure 10: Corrélation entre flavonoides et composé phénolique totaux (p < 0,01).
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Figure 11: Corrélation entre flavonoides et ABTS (p < 0,01).

60 fr=0,5357 T T T T T T T y y ———

FRAP (mgEAG/100g)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Flav(mgEQ/100g)

Figure 12 : Corréation entre flavonoides et ABTS (p < 0,01).
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Corréation activités antibactériennes, parametres physico-chimiques, les antioxydants
et I’ activités antioxydantes
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Figure 13: Corrélation entrelaCMI 50 Saureus L GA avec laproline (p < 0,001).
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Figure 14: Corrélation entrelaCMI 50 Saureus L GA avec les composés phénoligue totaux

(p<0,01).
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Figure 15: Corrélation entrelaCMI 50 Saureus L GA avec les flavonoides (p < 0,001).
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INTRODUCTION

Dans beaucoup de civilisations, le miel a toujours eu une place privilégiée et il
représente le symbole de lavie. Il afait sujet dans de nombreux ouvrages et il est cité dansle
coran et la bible. Son utilisation par I'hnomme remonte aux temps les plus reculés de son
histoire et il fait partie indubitablement des aliments les plus anciens de I'humanité (Rossant
et Desmouliere, 2011).

Le miel est élaboré par les abeilles de I’ espéce Apis mellifera a partir de substances
sucrées (nectar et/ou miellat) qu'elles prélévent sur divers végétaux. L'apiculteur qui récolte le
miel ne modifie rien en sa composition originelle et doit sefforcer de préserver I'intégrité du
produit. Cela suppose la connaissance, le contréle et la maitrise d'un certain nombre de
facteurs d'amont (avant la récolte) et d'aval (extraction et conditionnement des produits)
(Ouchemoukh, 2012).

Le miel est un aliment visgueux, aromatique et hautement concentré en sucres dont les
principaux sont le fructose et le glucose. Il renferme aussi une large gamme des composes
mineurs tels que les minéraux, les protéines, les vitamines, les acides organiques, les
composes phénoliques tels que les flavonoides et des éléments figurés (pollens et levures)
(Azeredo et al., 2003 ; Dasilva et al., 2016).

Le miel n'est pas seulement un aliment sucré mais un produit médicinal car il possede
plusieurs propriétés biologiques (antimicrobiennes, antioxydantes et thérapeutiques) qui sont
dues essentiellement a sa composition chimique notamment les antioxydants (composés

phénoliques et caroténoides) (Bruneau, 2002).

Cetravail s articule autour de trois grandes parties :

e Dans la premiére partie, les différentes connaissances bibliographiques seront
abordées sur I’origine du miel, sa fabrication, ses différents types, sa composition
biochimique et ses propriétés physico-chimiques, organol eptiques et biologiques.

e Dansladeuxieme partie, le matériel d' éude et |es méthodes anal ytiques utilisées pour
les analyses polliniques et physico-chimiques;, les activités antioxydantes et
activités antibactériennes

e La troiséme partie sera consacrée a la présentation des résultats obtenus et leurs

discussions.

|




Résumeé

Le miel est un aliment sucré que les abeilles fabriquent a partir du nectar des fleurs et/ou
du miellat, ayant une composition chimique variable et des propriétés diverses. Le but de ce
travail est I'’éude de la qualité de quelques miels (protéines, proline e¢ HMF), de ses
propriétés antioxydantes (DPPH, ABTS, FRAP et |le pouvoir réducteur) et antibactériennes
vis-avis E. coli, S aureus LGA et FRI. Les analyses effectuées sur les 10 échantillons de
miel révélent un taux moyen en proline de 819,71 mg/kg, une moyenne de 76,71 (mg
EBSA/100 g) pour les protéines et généralement la concentration en HMF est < 40 mg/Kg.
Ces résultats témoignent que ces échantillons sont de bonnes qualités par rapport aux normes
internationales. La révele I'identification de plusieurs familles botaniques dont les plus
répandus sont: Fabaceae, Rosaceae et Brassicacceae. La concentration moyenne des phénols
totaux et des flavonoides des miels testés est de 91,36 et 10 (mg /100 g), respectivement. En
général, lesmiels analysés ont un effet antibactérien sur les bactéries testées. Des corrélations
trés hautement et hautement significatives sont observées entres les parameétres
physicochimiques, les antioxydants et laCMI 50 de S. aureus LGA.
Mots clés:. miel, vaeur nutritionnelle, analyse pollinique, propriété antioxydante, propriété
antibactérienne.
Abstract

Honey is a sweet food that bees make from the nectar of flowers and / or honeydew, having
a variable chemical composition and various properties. The aim of this work is the study of
the quality of some honeys (proteins, proline, HMF), its antioxidant properties (DPPH,
ABTS, FRAP and the reducing power) and antibacterial towards E. coli, S. aureus LGA and
FRI. The analyses performed on the 10 honey samples revealing an average proline level of
819.71 mg/ kg, an average of 76.71 (mg EBSA / 100g) for the proteins and the concentration
of HMF is < 40 mg / kg. These results show that these qualities are good by international
standards. Méelissopalynology allows the identification of several botanical families of which
the most widespread are: Fabaceae, Rosaceae and Brassicacceae. The average concentration
of total phenols and flavonoids of the honey samples tested was 91.36 and 10 (mg / 100 g),
respectively. In genera, the results were analyzed in an antibacterial effect on the bacteria
tested. Very important and highly significant correlations are observed in the physicochemical
parameters, the antioxidants and the MIC 50 LGA.

Key words. honey, nutritional value, pollen analysis, antioxidant property, antibacterial

property
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