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INTRODUCTION

Introduction

Le miel est un aliment naturel, visqueux et aromatique. Il représente 1’une des denrées
alimentaires les plus appréciées par I’homme et ceci grice a Ses propriétés nutritives et

thérapeutiques.

Ce produit est elaboré par les abeilles (Apis mellifera) a partir du nectar des fleurs ou
de sécrétions issues des parties vivantes des plantes (miellat) (Djossou et al., 2013).

Le miel est un composé complexe qui représente une solution hautement concentrée
en sucres dont les principaux sont le glucose et le fructose, il renferme aussi une large gamme
de composés mineurs tels que les vitamines, les minéraux, les protéines, les acides

organiques, les flavonoides... (Azeredo et al., 2003).

Plusieurs vertus sont attribuées aux miels grace a leurs propriétés antioxydantes et

antimicrobiennes.

Cependant certains composants antibactériens du miel et ses vertus curatives ne sont
pas encore connus et ils continuent de constituer une énigme pour les chercheurs (Postmes,
1997).

Cette composition est en fonction des conditions environnementales, du climat, des
espéces végétales et de la contribution de 1’apiculteur (Azeredo et al., 2003 ; Yaiche Achour
et Khali, 2014).

Des recherches et des études sur les miels algériens montrent ses meilleures qualités et
ses propriétés antimicrobiennes (Merah et al., 2010 ; Makhloufi, 2010 ; Nadir, 2014).

L’ Algérie est riche en especes végétales et en fleurs melliféres, un climat favorable et
un sol fertile mais la production des miels reste trés inferieure par rapport aux potentialités

melliféres existantes.

En plus le consommateur algérien est confronté a la cherté de ce produit noble,
n’arrive pas a faire la différence entre un produit authentique et un autre falsifié et cela a

cause de I’absence de structures officielles qui contrélent la qualité des produits locaux.

L'objectif de ce travail se base sur 1’étude des caractéristiques physico-chimiques et

évaluation biologique de quatre miels algériens de pégane (Peganum harmala).
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1. Miel

Le miel est un produit naturel sucré, parfumé et fabrique par les abeilles Apis mellifera
a partir du nectar des fleurs ou a partir d’excrétions d’insectes butineurs laissees sur les parties
vivantes des plantes, que les abeilles butinent, transforment et fusionnent avec des substances
spécifiques qu’elles sécrétent elles méme, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent

affiner et murir dans les rayons de la ruche (codex alimentaire, 2001).
1.1. Origine du miel
Le miel provient des plantes par I'intermédiaire des abeilles a partir de:
- Nectar élaboré par les nectaires;
- Miellat rejeté par les insectes piqueurs et suceurs (pucerons, .....).
1.1.1. Nectar

Le nectar est un liquide sucré, sécrété par les nectaires. Il est composé de trois sucres
principaux, le glucose, le saccharose et le fructose. On y trouve de 1’eau, des substances

diverses et rares comme les vitamines ou les protéines (Hoyet, 2005).
1.1.2. Miellat

Le miel de miellat possede une couleur foncée. Il est trés riche en sels minéraux et

contient beaucoup d’éléments indigestes pour 1’abeille (Schweitzer, 2004).
1.2. Types de miel

On distingue deux variétés de miel, miel de nectar recueilli dans la fleur et miel de

miellat recueilli sur la plante (Tab. 01).
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Tableau 01: Principales différences entre miel du nectar et de miellat (Bruneau, 2009)

Composants Miel de Miellat | Miel de Nectar
pH 45 % 3.9%
Minéraux (cendres) 0,58 % 0.26 %
Fructose et Glucose 61,6 % 74 %
Mélizitose 8,6 % 0,2 %
Autres sucres exprimeés Raffinose 0,84 % 0,03 %
en % des sucres totaux
Maltose + isomaltose 9,6 % 7,8 %

Généralement les miels a base de nectar sont répartis en deux groupes:
a. Miel monofloral

Les miels uniflores possedent des caractéristiques palynologiques, physico-chimiques
et organoleptiques (Bogdanov et al., 2001). Ces miels proviennent essentiellement d'une

seule espece florale.
b. Miel polyfloral

Les miels polyfloraux ou de toutes fleurs résultent de la récolte des abeilles sur
plusieurs espéces florales, sans prédominance (Pham-Delegue, 1998).

1.3. Qualité du miel

Un miel de qualité doit étre extrait dans de bonnes conditions d’hygiéne, conditionné
correctement, il ne doit pas étre adultéré et doit gardé toutes ses propriétés d’origine et

contenir le moins possible de polluants, antibiotiques, pesticides...etc (Schweitzer, 2004).
1.4. Composition chimique du miel

Le miel est un mélange trés complexe. Sa composition ainsi que ses qualités
organoleptiques (couleur, consistance, odeur, saveur) dépendent de la période de 1’année et
surtout de ’emplacement des ruches au sein de I’environnement végétal, ainsi que de la zone

géographique et de I’origine botanique de la source du nectar et autres secrétions des plantes.

» L'eau : est le deuxiéme constituant le plus important du miel. Son contenu peut varier de
15 a 21%. Sa teneur influence les propriétés du miel telles que : la couleur, le gout, la
viscosité, la solubilité...etc. La commission européenne du miel (2014) exige une teneur en

eau maximale de 20%.
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> Les élements minéraux : lls sont plus abondants dans les miels plus foncés environ 0.4%
et de 0.02% dans les miels de couleur clair (Mores et al., 1980).

> Les sucres: sont les principaux constituants du miel. lls sont constitués de 75% de
monosaccharides, 10 a 15% de disaccharides et un pourcentage plus faible des sucres qui
restent (Guler et al., 2007).

» Les composés volatils: bien qu’ils soient présents en quantit¢é minime, ils sont
responsables des propriétés organoleptiques et nutritionnelles du miel.

» Les composés phénoliques : Ils peuvent servir comme indicateurs de son origine
botanique et renseigne sur sa qualité. En effet, les flavonoides et les acides phénoliques sont
responsables d'une importante capacité antioxydante, et d'autres propriétés pharmacologiques
bénéfiques (AL-Mamary et al., 2002)

» Les vitamines et les lipides: sont présents en quantitt minime dans le miel. Les
principales vitamines sont les vitamines du groupe B provenant des grains de pollen en
suspension. D’autre part, les lipides sont sous formes de glycérides et d’acides gras
(Bogdanov et Matzke, 2003).

» Les enzymes : proviennent soit des nectars, soit des sécrétions salivaires de ’abeille. Les
plus connues sont la gluco-invertase qui est responsable de 1’hydrolyse des disaccharides, et

les a- et f-amylases qui permettent la dégradation de I’amidon (Serrano et al., 2007).
1.5. Cristallisation

Selon Vannier (1999), plus un miel est riche en glucose, plus vite il cristallise.
L'importance de la rapidité du phénomeéne dépend de plusieurs facteurs:

- sa teneur en eau ;

- la température de stockage ;

- ses proportions en glucose et en fructose.

Dyce (1976), citée par Makhloufi (2000) rapporte que la solidification se fait a partir
des cristaux primaires de glucose, des grains de pollen et de poussiéres. C'est a 14°C que la

cristallisation est la plus rapide (Schweitzer, 2001).



Chapitre | Synthése bibliographique

1.6. Propriétés therapeutiques

Le miel a été utilisé depuis l'antiquité en médecine traditionnelle car il traite de
nombreuses maladies comme antianémique, antiseptique, diurétique, et sédatif de la toux. Il
permet de soulager les maux de gorge, les angines, il facilite la cicatrisation des bralures et
des blessures. Il est antibactérien, antifongique, antivirale et antioxydant (Maglon et
vanwijek, 2003 et Bradbear, 2005).

1.6.1. Activité antibactérienne du miel

De nombreuses études scientifiques ont démontré les pouvoirs bactéricides et
bactériostatiques du miel (Cooper, 2007 ; Kwakman et al., 2010). L’effet antibactérien du
miel est di a 'osmolarité élevée, 1’acidité, peroxyde d’hydrogene et inhibines non peroxydes

(Meda, 2005 ; Sultanbawa et al., 2015).
1.6.2. Action antioxydante

Le miel contient un pouvoir antioxydant li¢ aux agents antioxydants tels que 1’acide
phénolique, les flavonoides, caroténoides, acides organiques, acide ascorbique, acides aminés
et protéines (Anso, 2012).
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1. Objectif du travalil

Notre étude a pour objectif de déterminer les propriétés physicochimiques,

antioxydantes et antibactériennes du miel de Pégane (Peganum harmala).
2. Lieu et dureée du travail

L’étude expérimentale de ce travail a ét€ menée pendant la période allant du 31 janvier

au 01 juin 2021 au sein des laboratoires suivants :

+« Laboratoire de recherche, Amélioration et valorisation des productions animales
locales de 1’université Ibn khaldoun-Tiaret;

+ Laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie de
I’université Ibn khaldoun-Tiaret;

% Laboratoire de technologie alimentaire et physiologie végétale de la faculté des
sciences de la nature et de la vie de 1’université Ibn khaldoun-Tiaret.

3. Matieres premiéres
3.1. Matieres biologiques
3.1.1. Miel

Les échantillons de miel étudiés de I'année 2020, proviennent de quatre régions
(Djelfa, EI Bayadh, Ksar chellala et Laghouat) (Tab. 02 et fig. 01).

Tous les échantillons ont été conservés au réfrigérateur dans des flacons en verre,

jusgu'a l'analyse au laboratoire.

Tableau 02: Présentation des échantillons de miel étudiés.

Echantillons | Date de récolte | Région de récolte | Origine florale | Mode d'extraction
présumée
H1 2020 Djelfa Pégane électrique
H2 2020 El Bayadh Pégane électrique
H3 2020 Ksar Chellala Pégane électrique
H4 2020 Laghouat Pégane électrique
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H3 H4

Figure 01:Echantillons de miel étudiés
3.1.2. Souches bactériennes

Le tableau 03 représente les souches bactériennes utilisées dans notre étude pour

I’évaluation de ’activité antibactérienne des miels.

Tableau 03 : Souches bactériennes utilisées.

Souches bactériennes a tester

Bactérie Gram + Bactérie Gram -

-Staphylococcus aureus (ATCC33862) -Escherichia coli (ATCC25922)
-Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853)
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3.2. Matériel de laboratoire et réactifs
Le matériel de laboratoire et les réactifs utilisés sont donnés dans le tableau 04.

Tableau 04 : Matériel et réactifs utilisés

Réfractometre du type Abbe a thermometre incorporé;
Etuve (Memert) ;

Conductimetre (Hanna EC 214) ;
Appareillage Balance analytique (Sartorius) ;

Four a moufle (Heraeus) ;

Agitateur magnétique (Heito) ;

pH-métre (Hanna HI 2211) ;

Bain marie thermostaté (Grant) ;
Dessiccateur ;

Spectrophotomeétre (UV-1202 Schimadzu) ;
Vortex (Labline) ;

Autoclave (Sanoclav) ;

Micro-onde (LG).

Solution d'hydroxyde de sodium 0,05 N;
Solution d'acide sulfurique 0,05 N;
Produits chimiques | Solution d'acide barbiturique;
Réactif a la paratoluidine;
Isopropanol;

Acide acétique cristallisable;
Folin-Ciocalteu ;

TCA;

Acide gallique ;

Quercétine;

Carbonate de sodium (Na,COs) ;
Chlorure d’aluminium (AICls3) .

Milieu de culture Gélose Mueller Hinton, Chapman, King B, Mac-conkey.
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4. Méthodes
4.1. Protocole expérimental

La procédure expérimentale adaptée pour notre étude est résumée dans la figure

suivante :

Miels de Pégane (Peganum harmala)

Analyses physico-chimiques Evaluation des activités
biologiques

- Conductivite Activité Activité anti-
€lectrique antibactérienne oxydante
- pH
- Teneur en eau
Bactéries:
- Cendres -Escherichia coli o
ATCC 25922 Test de réduction
-HME du fer FRAP
-Staphylococcus , .
- Acidité aurerijsy (Fer réduction
ATCC 33862 antioxydant power)
- Polyphénols
-Pseudomonas
- Flavonoides aeruginosa
ATCC27853

Détermination de la
concentration minimale
inhibitrice (CMI) par la

méthode d’incorporation en
milieu géloseé.

Figure 02: Protocole expérimental
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4.2. Analyses physicochimiques

Les analyses physicochimiques sont réalisées selon les méthodes harmonisées de la

commission européenne du miel (Bogdanov et al., 1997).
4.2.1. Détermination de la teneur en eau
Ce parameétre est déterminé par la mesure de I'indice réfractométrique.

Le miel & analyser doit étre homogénéisé et parfaitement liquide. Si le produit se
trouve a I'état cristallisé, il est nécessaire de le refondre dans un flacon a fermeture hermétique

en étuve ou au bain marie a moins de 50°C.
Mode opératoire

Apres étalonnage de I'appareil, a l'aide de la baguette de verre, déposer une goutte de
miel sur le prisme du réfractometre et répartir en couche mince. Fermer l'appareil, lire I'indice

de réfraction, et noter la température du prisme.

Si la mesure a été effectuée a une température différente de 20°C, la lecture doit étre

corrigée pour ramener l'indice de réfraction a 20°C.

La correction est additive, si la mesure est faite au-dessus de 20°C, soustractive dans le

cas contraire. Le facteur de correction est de 0,00023 par degré Celsius.

En se rapportant au tableau de CHATAWAY (annexe. 1), la teneur en eau

correspondant a chaque indice de réfraction a 20°C, est déterminée.
4.2.2. Détermination de la conductivité électrique

Mesure a 20°C de la conductivité électrique, d'une solution de miel a 20% de matiere

séche du produit.
Mode opératoire
Peser une masse de miel telle que :

5.100

MS

MS (%) : Matiére séche du miel déterminé a partir de la mesure du taux d’humidité.
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Dissoudre les M g de miel dans quelques ml d'eau distillée, compléter a 25 ml dans

une fiole jaugeée.

Mettre la solution dans un bécher de 50 ml. Apres étalonnage de l'appareil, plonger
I'électrode dans la solution, la lecture est faite a 20°C et la valeur de la conductivité électrique

est affichée directement sur le potentiometre. Les résultats sont exprimés en mS/cm.
4.2.3. Détermination du pH, de I'aciditeé libre, des lactones et de I'acidité totale
Réalisée par la méthode de titrage au point d'équivalence.

L'acidité libre est obtenue par la courbe de neutralisation du miel par une solution

d’hydroxyde de sodium et détermination du pH du point équivalent (pHE).

L'acidité due aux lactones est obtenue par 1’ajout d’un exces d'hydroxyde de sodium a la

solution de miel en déterminant cet exces par un titrage en retour par I'acide sulfurique.
Mode opératoire

Peser 5 g de miel et dissoudre dans un peu d'eau. La solution est complétée a un volume

de 50 ml dans une fiole jaugeée.

Prélever 25 ml dans un bécher. Le pH meétre doit étre étalonné a l'aide de solutions

tampons de commerce, tampons 4 et 7.

Le liquide est agité modérément a l'aide d'un agitateur puis dosé avec de I'hydroxyde de

sodium.

Les valeurs des pH sont notées successivement apres chaque ajout de NaOH qui est de
I'ordre de 0,2 ml au début du dosage puis de 0,1 ml dés que les variations deviendront plus

importantes.

Lorsque les variations du pH redeviennent minimes (pH compris entre 8,5 et 9), ajouter
un exces d'hydroxyde de sodium, et sans tarder, procéder au titrage retour avec la solution

d’acide sulfurique.
Expression des résultats

Tracer les courbes de neutralisation en portant le pH en ordonnées et les volumes
d'hydroxyde de sodium et d'acide sulfurique en abscisses. Il détermine graphiquement le point

équivalent E de la courbe de neutralisation du miel.

11
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1000.V N

Acidité libre (meqg/kg) =
M

1000.[(10-V)N —0.05V]

Acidité combinee (meq/kg) = v

Aciditeé totale meq/ kg)= Acidité libre + Acidité combinée
V: Volume en millilitre d'hydroxyde de sodium versé pour atteindre le pH du point
équivalent E lors de la neutralisation du miel ;

V' : Volume en millilitre d'acide sulfurique pour atteindre le pH du point équivalent lors du

dosage en retour ;

N : Normalité d'hydroxyde de sodium ;
M : Prise d’essai en gramme.

4.2.4. Cendres

La teneur en cendres est déterminée par incinération du produit dans un four a moufle,

jusqu'a obtention d'une cendre blanche.
Mode opératoire

Peser 5 g de miel de masse Mg dans une capsule. Carboniser lentement en évitant les

projections, puis porter au four a 600°C.

L'incinération est compléte quand la différence entre deux pesées consécutives faites a
30 mn d'intervalle n'excéde pas 1mg. Apres refroidissement dans un dessiccateur, procéder a

la pesée de la capsule avec les cendres.
Expression des résultats

M, -M

M 2100

0
M : Masse des cendres pour 100 g de miel ;
M; : Poids de la capsule avec les cendres ;
M : Poids de la capsule vide ;

Mo : Prise d'essai.

12
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4.2.5.Hydroxy-methyl-furfural (HMF)

Déterminé par la méthode de Winkler, réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre UV

visible.

Mesure a une longueur d'onde de 550 nm de la coloration rouge due a I'action de 'HMF

sur l'acide barbiturique et la paratoluidine.
Réactif a la paratoluidine

Dissoudre 10 g de paratoluidine dans un peu d’isopropanol. Ajouter 10 ml d'acide

acetique cristallisable.

Verser dans une fiole jaugée de 100 ml et compléter jusqu'au trait de jauge avec de

I’isopropanol et mélanger par retournements.
Conserver le réactif en flacon brun et au réfrigérateur. 1l est renouvelé journellement.
Solution d'acide barbiturique

Dissoudre 0,5 g d'acide barbiturique dans un peu d'eau distillée. Transvaser dans une

fiole jaugée de 100 ml et ajuster jusqu'au trait de jauge.
Préparation de la solution de miel

Dissoudre 2 g de miel dans un peu d'eau. Transvaser dans une fiole jaugée de 10 ml

puis ajuster au trait de jauge.

Verser dans un premier petit tube 2 ml de la solution, 5 ml de réactif a la paratoluidine
et 1 ml d'eau distillée (témoin), agiter.

Verser dans un deuxiéme petit tube 2 ml de la solution, 5 ml de réactif a la paratoluidine

et 1 ml de la solution d'acide barbiturique (essai), agiter.

Les deux réactifs doivent étre ajoutés immédiatement dans l'intervalle d'une a deux

minutes.
Faire le zéro de I'appareil sur le témoin. Noter la valeur de I'absorbance maximal.

Expression des résultats

192.extinction (D°)

Epaisseur de la cuve en (cm)

Teneur en HMF =

Le facteur 192 est obtenu expérimentalement a partir d’HMF pur.

La teneur en HMF est exprimée en mg par 1000g de miel.
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4.3. Evaluation de I'activité antioxydante des miels
4.3.1. Dosage des polyphénols
Principe
Le dosage des polyphénols a éte effectué en milieu alcalin selon la méthode de Folin

Ciocalteu décrite par (Singleton et al., 1999).

Le réactif de folin de couleur Jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO1,04) qui sont
réduit lors de I’oxydation des polyphénols, en mélange d’oxydes de tungsténe et de
molybdéne de couleur bleu dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des composés

phénoliques présents dans 1’échantillon (Benazzouz, 2005).
Mode opératoire

Des solutions de différentes concentrations de miel a analyser ont été préparées (de
25 a 500 mg/ml).

Un volume de 0.25 ml de chaque solution de miel a été mélangé avec 0.25 ml de
réactif folin-Ciocalteau dilué (1/10) apres 2 min, un volume de 0.5 ml de Na,CO3 (7,5%) a été
additionné, le mélangé ainsi obtenu a été incubé de nouveau pendant 20 min a la température

ambiante et a ’abri de la lumiére.

L’absorbance a ¢été ensuite lue au spectrophotometre a 760 nm contre un blanc sans

échantillon.

Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant I’acide gallique comme standard, les
résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 grammes de miel (mg

EAG/100 g).
4.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe de composés phénolique le plus répondu dans

I’alimentation humaine.

Ils sont présents dans les produits naturels, tel que le miel. Ils sont surtout connus

pour leur activité antioxydante (Rebiai et al., 2015).
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Principe

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode colorimétrique en utilisant
une solution de chlorure d’aluminium (AICl; 2%). Les flavonoides réagissent avec 1’AlCl;
pour donner un complexe de couleur jaune qui absorbe a une longueur d’onde de 430 nm.

La concentration de flavonoides présente dans les échantillons de miel est fortement

proportionnelle a I’intensité de la couleur jaune (Benabdallah, 2017).
Mode opératoire

Un volume de 1 ml de différentes concentrations de nos échantillons de miel (de
25mg/ml a 500mg/ml) ont été mélangés avec 1 ml d’une solution de chlorure d’aluminium
(ALCl3 a 2%) puis les mélanges ont été incubés pendant 30 min a la température ambiante et a

I’abri de la lumiére.

L’absorbance a ét¢ mesurée a 430 nm. Les concentrations en flavonoides sont
estimées en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine qui a été réalisée de la méme
facon que les échantillons. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine par 100
g de miel (mg EQ/100g).

4.3.3. Test de réduction de fer FRAP (Pouvoir antioxydant réducteur ferrique)
Principe

C’est un test simple et rapide pour I’évaluation de 1’activité antioxydante Son principe
est basé sur la réduction des ions ferricyanure [Fe(CN)s] en ions de ferrocyanure [Fe(CN)g]™
dans un milieu neutre qui donnent en présence des ions Fe*® une coloration bleue claire, dont
I’intensité de cette derniére est mesurée a 700nm (Ou et al., 2001) et ce par le mécanisme

réactionnel suivant :
[Fe(CN) 6] + ¢ (donné par un polyphénol) — [Fe(CN) ¢]*+ Fe*
Mode opératoire

Dans les tubes a essai en verre contenant 2,5ml des solutions des échantillons de miel
a différentes concentrations (de 12,5 a 600mg/ml), on ajoute 2,5ml de tampon phosphate
(0,2M, pH6,6) puis 2,5ml de ferricynure de potassium (KsFe (CN)g) a 1%.)

Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 minutes. Un volume de 2,5ml d’acide

trichloracétique (10%) est ensuite ajouté pour stopper la réaction.
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Les tubes sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes. Dans des aliquotes
2,5ml de surnageant est combiné avec 2,5ml d'eau distillée et 0,5ml de FeCls (chlorure
ferrique) & 0,1%.

La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant I’échantillon de miel par de I’eau distillée qui permet

de calibrer I’appareil (UV-VIS spectrophotométre).

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide
ascorbique et 1’acide gallique dont 1’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions

que les échantillons.

Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des miels testes.
Expression des résultats

Les potentiels réducteurs des miels analysés et les standards (acide gallique et la
vitamine C) sont exprimés par les valeurs de concentrations effectives a 50% (CEso) qui
correspondent a la concentration de 1’¢échantillon nécessaire pour donner une absorbance

égale a 0,5 a 700nm.
4.4. Evaluation de I’activité antibactérienne des miels
4.4.1. Souches bactériennes

L’activité antibactérienne de nos échantillons de miel a été évaluée vis- a -vis des
souches bactériennes suivantes : deux bactéries a Gram négatif Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) et Escherichia coli (ATCC 25922) et une bactérie a Gram positif
Staphylococcus aureus (ATCC 33862).

Ces souches proviennent du laboratoire de recherche, Amélioration et Valorisation des

productions animales locales de 1’université Ibn khaldoun de Tiaret.
4.4.2. Préparation de I’inoculum standard des souches

La préparation de I’inoculum standard des souches bactériennes a tester sont faite a
partir des cultures pures de 24 h sur milieu d’isolement, a 1’aide d’une anse de platine en

raclant quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Décharger 1’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. Bien

homogénéiser la suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex pendant quelques secondes.
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Son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une D.O de 0,08 4 0,10, lue a 625nm,

équivalent & 1 x 10° ufc/ ml.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum

(Soussy et al., 2010).
4.4.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en milieu solide

L'évaluation de I’activité antibactérienne des miels analysés a pour principe de mettre
a chaque fois une souche bactérienne en contact avec le miel pour la détermination des CMI

en utilisant la méthode d’incorporation en milieu gélosé.

Dans des tubes a essai stériles, différentes concentrations des miels (de 4% a 12% )
sont mélangées avec le milieu Mueller Hinton préalablement fondu et maintenu a 45°C pour
avoir un volume final de 5 ml, Les tubes ont été agités a I’aide d’un vortex afin de bien
disperser les miels dans le milieu de culture avant de les verser dans les boites de Pétri de 60

mm de diamétre.

Des témoins, contenant les milieux de culture seuls, sont également préparés, ensuite
les boites ont été ensemencées par écouvillonnage avec un inoculum standard de 0,5 Mc

Farland de chaque souche a tester. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h
(Boukraa, 2008).

Aprés I’incubation de 24h la lecture de nos résultats se fait par la comparaison de la
croissance ou de I’inhibition de la croissance des bactéries a tester par rapport a la croissance

sur la boite témoin sans miel.

Selon Noel et Leyvral (2001), la CMI correspond a la plus faible concentration du
produit (miel) capable d’inhiber toute croissance bactérienne visible a I’ceil nue. Les valeurs

de CMI sont exprimées en pourcentage (vol/vol).
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Résultats et discussion

1. Analyses physico-chimiques

1.1. Résultats

Les résultats des parametres étudiés des miels analyses sont donnés dans le tableau 05

Tableau 05: Résultats des analyses physico-chimiques des échantillons de miels.

Valeur moyenne

Parameétres Min—Max Limites standard internationales
+ Ecart-type
Humidité (%) 17.65+2.24 16.2-21 Pas plus de 20%
Miel de nectar: pas plus de 0,6%
Cendres (%) 0.25+0.09 0.15-0.36 ] ) _
Miel de miellat: pas moins de 0,6%
Miel de nectar, ou mélange de miel de
Conductivité électrique nectar et miel de miellat pas plus de 0,8
(mS/icm) 0.76+0.18 0.6-0.93 ms/em
Miel de miellat: pas moins de 0,8 mS/cm
Miel de nectar: 3,5-4,5
oH 4.16+0.18 4.02-4.41 Miel de miellat: 5-5,5
mélanges de miels de nectar et de
miellat: valeurs intermédiaires
Acidité libre (meqg/kg) 11,75+10,62 4-27 Pas plus de 50 meg/kg
ABRISEhiTS 28,5£10,72 13-37 Limite non fixée
(meqg/kg)
Acidité totale (meg/kg) 37,75 £16,11 18-57 Limite non fixée
HMF (mg/kg) 22.61+12.83 13.24-41.08 Pas plus de 40 mg/kg
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1.2. Discussion
1.2.1. Teneur en eau

L'humidité est un indice important pour évaluer la durée de vie, le comportement de
cristallisation, les conditions de stockage, le risque de fermentation et le degré de maturité du
miel (Belhaj et al., 2015).

La teneur en eau des quatre échantillons de miel varie entre 16.2 et 21% avec une
moyenne de 17.65+2.24 (Tab 05 et fig 03)

La valeur la plus basse (16.2%) est marquée par le miel H1 de Djelfa. Tandis que le
miel de Ksar chellala H3 posseéde la valeur la plus élevée (21%) qui dépasse la limite de 20%,
fixée par la commission du codex alimentaire (2001).

25 ~

20 -

15

Teneur en humidité en %

0 - T

H1 H2 H4 H3
Echantillons de miels

Figure 03: Répartition de la teneur en humidité des miels étudiés

La saison de récolte et le degré de maturité atteint dans la ruche, la teneur en eau du
nectar, l'origine florale des différents miels sont les facteurs qui influencent la variation en
humidité des miels (Fallico et al., 2004 ; Finola et al., 2007 cité par korichi et latamene,
2017).

D'aprés Hooper (1980) cité par Makhloufi (2001), le miel est hygroscopique, peut
aussi bien absorber ’humidité de 1’air que perdre de I’eau, suivant que 1’atmosphere est

humide ou sec.

Habib et al. (2014) ont trouvé des teneurs allant de 13,63 a 20,60% et Makhloufi et al.

(2010) des valeurs qui varient de 13,9 a 20,2% dans des études sur les miels algériens.
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Bakchiche et al. (2017) ont trouvé dans leur étude sur les miels algériens qu'un
échantillon de Peganum harmala de la région de Ksar Elhiran présente une teneur en eau de
18,5 %.

Les travaux d’Amri et al. (2007) sur I’aspect physicochimique des miels de 1’est
algérien (Annaba) en comparaison avec les miels commercialisés (Espagne et Arabie
Saoudite) indiquent que le taux d’humidité est inférieur ou égale a 18%.

Les résultats observés par Karabagias et al. (2018) dans 34 miels collectés de

Chypre, Grece et Egypte montrent des valeurs d’humidité qui varient de 12,10-18,90%.

Les travaux de Terrab et al. (2003) sur 29 échantillons de miels marocains
d’Eucalyptus indiquent des valeurs entre 14 et 19,9%.

Les résultats trouvés par Ouchemoukh et al. (2007) montrent des valeurs entre 14 et

19% pour les miels de toutes fleurs de Bejaia.

La variation de I'humidité entre les résultats peut s'expliquer par la composition,
l'origine florale, la force des colonies d’abeille, la méthode et la saison de récolte, le degré de
maturité atteint dans la ruche, ainsi que les conditions hygrométriques de la ruche
(Ouchemoukh, 2012 ; Doukani et al., 2014).

Selon Bogdanov et al. (2004) ; Ozcan et al. (2006), la variation de la teneur en eau est
liée aux différentes conditions environnementales telles que le climat, 1’origine florale des
miels, la teneur en eau des nectars, aux techniques de traitement et aux conditions de

stockage.
1.2.2. Conductivité électrique

L’aptitude d'un corps a conduire un courant électrique exprime la conductivité
électrique (Amellal, 2008).

Cette mesure est I’'un des parameétres qui permettent de distinguer les miels de nectar

des miels de miellat.

Selon Bogdanov et al. (1999), le miel de nectar et les mélanges des miels de nectar et
de miellat possedent une conductivité ne dépassant pas 0,8 mS/cm, tandis que celle de miel de

miellat supérieure a 0,8 mS/cm.

Le Tableau 05 et la figure 04 présentent les valeurs de conductivité électrique allant de 0.6 a

0.93 mS/cm avec moyenne de 0,76 +0,18
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Cependant, les miels H3 et H4 ont des valeurs de conductivité électrique supérieure a

0,8 mS/cm, cela confirme qu’ils sont issus du miellat.
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Figure 04: Reépartition de la conductivité électrique des miels analysés

Makhloufi et al. (2010) ont trouvé des valeurs allant de 0,11 & 0,94 mS/cm dans 66

miels algériens.

Benaziza-Bouchema et Schweitzer (2010) ont obtenu sur 28 échantillons de miel

étudiés une conductivité électrique variant entre 0,20 mS/cm + 0,01 et 0,80 mS/cm % 0,06.

Makhloufi et al. (2010) ; Achour et Khali (2014) ; Doukani et al. (2014) ont obtenu
des valeurs de conductivite électrique entre 0,1 et 0,9 mS/cm pour 76 miels algériens.

Les travaux d’Ouchemoukh et al. (2007) sur 11 miels de Bejaia ont indiqué que
les valeurs de la conductivité électrique varient de 0,70 a 1,61 mS/cm, valeurs élevées a celles
obtenues par Belaid (1999) sur les miels du centre algérien qui sont comprises entre 0,25 et
0,77 mS/cm avec une moyenne de 0,45 mS/cm. Cependant Chefrour (2009) a trouvé une
grande variation de la conductivité électrique des miels de I’Est examinés, allant de 0,21 a
2,72 mS/cm.

D'aprés Terrab et al. (2003), les conditions climatiques et le sol sont différents en
Afrique du Nord.

Au niveau des miels marocains, la conductivité électrique se situe entre 0,196 et 0,413
mS/cm (Belhaj, 2015).
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D'apres Belay et al. (2013), les miels foncés transmettent mieux le courant électrique
que les miels clairs.

Zerrouk et al. (2011); Piazza et al. (1991) signalent que la conductivité électrique du
miel est étroitement liée a la concentration en sels minéraux, en protéines et en acidité du
miel.

1.2.3. Teneur en cendres
Les cendres représentent le résidu minéral du miel apres incinération.

La teneur en cendres des échantillons analysés varient de 0.15 a 0.36% avec une
moyenne 0,25+0,09 (Tab. 05 et fig. 05)

Nos résultats sont inférieurs a la valeur 0.6%, exigée par les normes internationales

pour miels de fleurs. Ceci indique que tous les miels étudiés sont d'origine florale.
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Figure 05: Répartition de la teneur en cendres des miels

Pour Ouchmoukh et al. (2007), les substances minérales de 11 échantillons de miel
algériens varient de 0.09 a 0.54%.

Ayariet al. (2013) ont trouvé dans 12 échantillons de miel tunisiens des valeurs allant
de 0,09 % a 0,52 %.

D'apres Feas et al. (2010) et Felsner et al. (2004), il existe une relation entre la
couleur des miels et leur teneur en cendres, en effet selon Louveaux (1968), les miels clairs

sont moins riches en cendres que les miels foncés.
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Bogdanov et al. (1999) rapportent que la teneur en cendres dépend de 1’origine
botanique du miel. Ainsi le miel issu des nectars a une teneur en matieres minérales ne
dépassant pas 0,6%, tandis que celle du miel de miellat ou mélange avec du miel de nectar

est comprise entre 0,6 et 1,2 % (Codex Alimentaire, 2001).

La variation entre les résultats est liée aux caractéristiques du sol et du climat d'origine

du miel.
1.2.4. pH (Potentiel hydrogéne)

Le potentiel d’hydrogeéne est la mesure du coefficient caractérisant 1’acidit¢ d’un

milieu, il représente la concentration des ions H+ d’une solution (Nair, 2014).

Le pH est utilisé pour la différenciation entre le miel du miellat (pH élevé) et celui des
fleurs (pH bas), ce parametre est doté d’une grande importance lors de 1’extraction et du
stockage du miel (Terrab et al., 2002 ; Algarani et al., 2012).

Les valeurs de pH des miels étudiés sont acides, elles sont comprises entre 4.02 et 4.41
avec une moyenne de 4,16+0,18 (Tab. 05 et fig. 06). Cela confirme le caractere acide des

miels.
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Figure 06 : Répartition de pH des miels étudiés
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L’acidité du miel est principalement due a sa teneur en acide gluconique (Balas,
2015).

Achour et khali (2014) montrent que toutes les valeurs de pH trouvées dans les miels
étudiés sont acides (3,66 a 4,04) a I'exception de celui du miel de jujubier qui tend vers la
neutralité (6,33).

Les travaux de Makhloufi et al. (2007) ; Laredj et Rezzoug (2017) ; Adjlane et al.
(2014) ; Nair (2014) ont trouvé des pH qui varient de 3.4 & 6.23; 3.12 & 5.18; 3.40 a 4.46 et

3.58 a 5.7 respectivement.

Le pH du miel se rapproche de la neutralité lorsque sa teneur en minéraux est élevée
(Gonnet, 1982).

Selon Ibrahim et al. (2012) , le miel est naturellement acide, indépendamment de son
origine géographique.

Les résultats des parametres de détermination de I’origine botaniques (pH, cendres et
conductivité électrique) de tous les miels étudiés sont inclus dans les normes internationales
congues pour les miels de nectar ou mélange de miel de nectar et miel de miellat a I’exception

des échantillons H3 et H4 qui sont des miels de miellat pour la conductivité électrique.

Il est a signaler que la conductivité électrique est liée aux acides organiques, aux sels
minéraux, aux protéines et aux conditions environnementales.

1.2.5. HMF (Hydroxyméthylfurfural)

L'HMF est un composé chimique issu de la dégradation du fructose et du glucose, selon
la réaction suivante (Belaid, 1999) :

CHOH - CHOH HC - CH
D o //\\
HO-CH, - CHOH CHOH - CHO——2— yHO-CH2- R O/C CHO
Hexose

Le HMF est trés important pour connaitre la qualité de nos miels. La mesure de ce
parametre permet I'évaluation de la fraicheur du miel, la limite maximale fixée par les normes
internationales étant de 40 mg/kg. La nouvelle directive européenne prévoit de porter ce
maximum a 80 mg/kg pour les miels d’origine tropicale. Schweitzer (2003) rapport qu’un
miel de qualité ayant le maximum de ses proprietes dietétiques et sensorielles ne devrait pas

dépasser 10 a 15 mg/kg.
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L’analyse spectrométrique des échantillons étudiés montrent des teneurs en HMF qui
sont situées entre 13.24 et 41.08 mg/kg avec une moyenne de 22.61+12.83 mg/kg (Tab 05. et
fig. 07).

Dans les miels examinés, un seul échantillon (H2) dépasse la limite de 40 mg/kg et le
reste des échantillons montrent des valeurs qui sont typiques des miels frais non chauffés,

selon les critéres de qualité (Schweitzer, 2003).
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Figure 07: Répartition de la teneur en HMF des miels analysés
Les résultats des travaux sur 38 miels algériens de Draiaia et al. (2015) varient de
0,14 4571,9 mg/kg,.

Makhloufi et al. (2010); Benaziza-Bouchema et Schweitzer (2010);
Bendeddouche et Dahmani (2011) ont trouve des valeurs en HMF allant de 0 a 598.8 mg/kg

pour 140 miels algériens.

L'étude de Chakir et al. (2016) sur les propriétés physicochimiques de 73 variétés de
miel marocains a montré que la teneur en HMF est entre 1,87 et 30,43mg/kg.

Khan et al. (2006) ont trouvé des concentrations en HMF de la majorité des miels
pakistanais tres élevées (13,6 a 509,8 mg/kg). Cela a été lié au traitement thermique, au

stockage prolongé et a I’adultération.
1.2.6. Acidité libre

D’aprés Bogdanov et al. (2011), I’acidité du miel est considérée comme un critére de
qualité. Ce parameétre augmente ’action de la dégradation du glucose en acide gluconique

dont le taux augmente régulierement avec le vieillissement.
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Les résultats des échantillons étudiés oscillent entre 4 a 27 meg/kg avec une moyenne
de 11,75+10,62 meq/kg (Tab. 05 et fig. 08), la valeur la plus faible est marquée par le miel de
Laghouat H4 (4 meg/kg) et la valeur la plus élevée est enregistrée par le miel de Djelfa H1
(27meg/kg). Ces valeurs sont largement en dessous de la limite maximale fixée par les
normes internationales (50 meg/kg) Préconisée par La Commission du codex alimentaire
(2001). C’est un indicateur de la pauvreté de ces miels en acides organiques et de 1'absence de

fermentation indésirable.
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Figure 08 : Répartition de 1’acidité libre des miels analysés

Makhloufi (2011) a observé dans 66 miels algériens des valeurs de I’acidité libre qui

varient entre 2 et 44.5 meqg/kg.

L’acidité libre des miels de Bejaia trouvée par Ouchemoukh (2012), varient entre
9.23 et 30.37 meg/kg.

Bakchiche et al. (2017) a trouvé une valeur de 23.28 meg/kg dans le miel de

Peganum harmala de Ksar Elhiran.

Selon Rebiai et al. (2015), les travaux sur les miels de sud d’Algérie indiquent que les

valeurs de I’acidité libre varient entre 0,26 et 63,2 meq/kg

Les résultats de I’étude de 17 échantillons de miel du nord algérien se situent entre

25,76 et 44,88 meqg/kg (Amri et Ali, 2013).

Monggudal et al. (2018) a obtenu des valeurs (4 et 26 meg/kg) similaires avec nos

résultats (4 a 27 meg/kg).
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Pour les miels Marocains analysés, 1’acidité libre oscille entre 0,5 et 16,65 meq/kg
(Kamal et al., 2019).

D’apres Kamal et al. (2019), les valeurs trouvées sur les miels de Bangladesh varient
entre 24,32 et 37,55 meqg/kg.

Il existe des différences entre les résultats probablement liées a la race d’abeille, a

I’environnement géographique, a la flore butinée et au climat (Perez-Arquillue et al., 1995).

Horn et Lillman (1992) rapportent qu’il existe quelques sortes de miels qui ont une

teneur naturelle en acide plus élevée.
1.2.7. Acidité combinée

L'acidité du miel provient d'acides organiques dont certains sont combinés sous forme
de lactones (Bogdanov et al., 2004 ; Gomes et al., 2010).

Selon Gonnet (1982), I’acidité combinée est considérée comme acidité de réserve et
sera libérée uniquement lorsque le miel devient alcalin. Elle est représentée principalement

par I’acide gluconique.

L’acidité combinée de nos échantillons varient entre 13 et 37meqg/kg avec une
moyenne de 28,5+10,72 (Tab. 05 et fig. 09).

La valeur le plus faible a été marquée par le miel d'El Bayadh H2 (13meg/kg) et la
valeur la plus élevée par le miel de Laghouat H4 (37meq/kg). Ceci pourrait étre due a

I’origine florale.
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Figure 09: Répartition de I’acidité combinée des miels étudiés

D’aprés Allen et al. (2000), I'apparition de 1’acide gluconique résulte de 1’oxydation

de I’eau et du glucose quand le miel est dilué.

Nos résultats sont élevés par rapport a ceux obtenus dans les miels de I’est algérien
par Amri et al. (2007) et qui sont de 7.063-11.033 meq /kg.

La différence entre les résultats obtenus est liée a quelques parameétres tels que la
teneur en humidité, en cendres, a ’origine florale et a la race d’abeille (Perez-Arquillue et
al., 1995).

1.2.8. Acidité totale
C’est un critere qui indique 1’évolution du miel. En effet selon Algarnietal. (2012),

la détermination de I’acidité totale est importante car la fermentation du miel provoque son

augmentation.

L’acidité totale de nos échantillons oscille entre 18 et 57meq/kg avec une moyenne de
37,75+16,11.

La valeur le plus élevée a été enregistrée par le miel de Djelfa H1 (57meqg/kg) et la
valeur la plus basse par le miel d'EL Bayadh H2 (18meqg/kg) (Tab. 05 et fig. 10).
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Figure 10: Répartition de I’acidité totale des miels analysés

Nos résultats se rapprochent de ceux trouvés par EI-Haskoury et al. (2018) qui sont

compris entre 16,5 et 59meq/kg pour les miels marocains de Ceratonia siliqua.
2. Résultats des activités biologiques des miels étudiés
2.1. Effet antioxydant des miels

2.1.1. Teneur en polyphénols

Les résultats des teneurs en polyphénols des miels étudiés sont représentés dans la

figure suivante:
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Figure 11: Teneurs en polyphénols des échantillons des miels étudiés

(Moyenne * Ecart type).
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Les résultats obtenus révelent que les teneurs en polyphénols des quatre échantillons
de miel de Peganum harmala varient entre 55,91 et 74,18 mg EAG/100g. On constate que la
teneur la plus élevée a été enregistrée dans I’échantillon H1 de la région de Dijelfa
(74.18+0.53 mg EAG/100g) tandis que la teneur la plus faible a été obtenue dans 1’échantillon
H4 de la région de Laghouat (55.91+1.15mg EAG/100g).

Bakchich et al. (2017) ont obtenu un taux de polyphénols d’ordre de 17.2 mg d’EAG/

100g pour le miel de Peganum harmala.

Khalil et al. (2012) ont trouvé que la teneur en polyphénols de quelques variétés de
miels algériens oscillent entre 41.11et 49.816 mg EAG/100g.

Bakchich et al. (2017) ont trouvé une teneur en polyphénol d’ordre de 86+0.008 mg
EAG/100g pour le miel de Peganum harmala de la région de Laghouat.

Zerrouk et al. (2017) ont obtenu des teneurs en polyphénols qui varient entre 163.1

et 187.7 mg EAG/100g pour quelques miels de jujubier Algériens.

Chua et al. (2013) ont enregistré des teneurs en polyphénols comprises entre 110.394
et 196.5 mg EAG/100g pour les miels de Malaisie.

La qualité et la quantitt des composés phénoliques dépendent de 1’origine
géographique et florale, de la saison et des facteurs environnementaux (Rodriguez-Flores et
al., 2015).

Généralement les miels les plus foncés sont plus riches en polyphénols et possedent

une activité antioxydante importante par rapport aux miels clairs (Doukani et al., 2014).
2.1.2. Teneur en flavonoides

Les résultats des teneurs en flavonoides des échantillons de miel analysés sont

représentés dans la figure 12.
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Figure 12: Teneur en flavonoides des miels étudiés
(Moyenne + Ecart type).

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en flavonoides des miels étudiés varient
entre 7.34+0.21 et 9.09+0.14mg EQ/100g, on remarque que la teneur la plus élevée
(9.09+£0.14 mg EQ/100g) a été enregistrée dans I’échantillon H4 de la région de Laghouat et
la valeur la plus faible (7.34+0.21 mg EAG/100g) a €té obtenue dans 1’échantillon H2 de la
région d'El Bayadh.

Ces teneurs en flavonoides sont proches a ceux enregistrées par Abdellah et al. (2020)
qui sont de 6.83 mg EQ/100g pour le miel de Noaea mucronata et 9,37 mg EQ/100g pour le

miel d'Euphorbia cheiradenia.

Le résultat de 1’étude effectuée par Subashini et al. (2011) sur 5 échantillons de miel
de néo-zélandais indique que les teneurs en flavonoides varient entre 0.25 et 3.34 mg
EQ/100g.

Iturralde et al. (2018) rapportent des teneurs en flavonoides qui oscillent entre a 0.47

a3mg EC/100 g pour le miel d'Eucalyptus de I'Equateur.

Pauliuc et al. (2020) ont enregistré des teneurs en flavonoide comprises entre 17,4 et

33,5 mg EQ/100g pour différents types de miel roumain.

Bouyahia et al. (2017) ont rapporté des teneurs en flavonoide comprises entre 19,64

et 43,24 mg EQ/100g pour les miels marocains.
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La variation de la teneur en flavonoides du miel dépend de la source florale, de la
région, de la saison et du site de collecte (Mouhoubi et al., 2016).

2.1.3. Activité antioxydante eévaluée par le pouvoir réducteur (Test de FRAP)

Le résultat du pouvoir réducteur des miels étudiés est donné dans la figure suivante:
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Figure 13: Concentrations effectrices responsables du pouvoir réducteur des miels,

Vitamine C et I’acide gallique (moyenne + Ecart type).

Les résultats obtenus indiquent que tous les échantillons des miels étudiés possédent
une activité antioxydante évaluée par le test du pouvoir réducteur (FRAP) avec des CEsg qui
varient entre 222.69+0.59 et 352.59+1.42 mg/ml. Ce pouvoir reste inférieur a ceux des
antioxydants standards (acide gallique et vitamine C) qui possedent des CEsy d’ordre de
0.022+0.001 et 0.062+0.00026 mg/ml respectivement.

On constate que le miel H1 de la région de Djelfa posséde le meilleur pouvoir
réducteur avec une CEsy d’ordre de 222,69 mg/ml qui peut étre due a sa teneur élevée en
polyphénols (74,18 mg EAG/100g) en comparaison aux autres variétés de miel, alors que le
miel H2 de la région de El Bayadh posséde la plus faible capacité réductrice avec une valeur
de CEspd’ordre de 352.59 mg/ml, ceci peut étre expliquée par sa faible teneur en flavonoides
(7.34 mg EQ/100g).

L’activité antioxydante du miel a été démontrée par plusieurs études:

Bakchich et al. (2017) ont montré que le miel de peganum harmala de la région de

Laghouat possede un pouvoir réducteur important.
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Imtara et al. (2018) ont trouve que le miel palestinien présente un pouvoir réducteur
avec des valeurs de CEsp qui varient entre 2,84 et 5.32 mg/ml.

Abdellah et al. (2020) ont trouvé que deux variétés du miel de la steppe algérienne
(Euphorbia cheiradenia et Noaea mucronata ) présentent un pouvoir réducteur important
avec des valeurs de CEsp d’ordre de 159,37 mg/ml pour le miel d'Euphorbia cheiradenia et

de I’ordre de 176,93 mg/ml pour le miel de Noaea mucronata.

Castro Rosane et al. (2012) ont étudié I’activité antioxydante de 9 échantillons de

miel brésiliens, et ont trouvé des valeurs des CEsp qui varient entre 34,99 a 438,69 mg/ml.

L'étude faite par Otmani et al. (2019) sur deux variétés de miel de la région de Skikda
montre que ces miels possédent un pouvoir réducteur avec des CEsp d’ordre de 106,38

mg/ml pour le miel monofloral de fraise, et de 34,91 mg/ml pour le miel multifloral.

L’activité antioxydante du miel est due a la présence de nombreux composants dont on

peut citer :
Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules spécifiques au regne végétal, ils sont
synthétisés par les plantes lors du métabolisme secondaire pour résister aux dommages
environnementaux. Ils ont un fort effet antioxydant in vitro et in vivo et peuvent fournir de
I'nydrogene ou des électrons aux radicaux libres (Khan et al., 2018). lls agissent en

neutralisant les radicaux libres selon la réaction suivante :
Composé phénolique (H) +R° —— Polyphénol +RH

Parmi les structures identifiées dans le miel, on trouve les acides phénoliques (acides
benzoliques et cinnamiques), les flavonoides (chrysine, pinocembrine, quercétine,
kaempférol...) (Collin et Crouzet, 2011).

Les enzymes

Les enzymes antioxydantes préviennent la production des espéces réactives de
l'oxygéne en limitant la phase d’initiation des réactions d’oxydation. Ces fonctions sont
principalement liées a la neutralisation des radicaux libres (Ogeturka et al., 2005). Parmi les
enzymes antioxydantes présentent dans le miel se trouve la catalase, qui représente
I’antagoniste de la glucose-oxydase, elle catalyse la réaction de detoxification du H,O, selon

la réaction suivante : 2 H,0, — 32 H,0 + O,
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Les vitamines

Le miel contient de nombreuses vitamines, telles que la thiamine, la riboflavine, la
pyridoxine, 1’acide pantothénique, 1’acide folique et ’acide nicotinique, on peut également
trouver de la vitamine C qui est un antioxydant puissant hydrosoluble capable de dégrader a
des concentrations tres faibles les radicaux libres oxygénés, ce qui assure une protection
contre les agents toxiques pour la cellule (Fain, 2004 ; Couquet et al., 2013).

2.2. Activité antibactérienne des miels étudiés
2.2.1. Résultats

Les valeurs de CMI des miels étudiés vis-a-vis des souches testées sont présentées

dans le tableau suivant :

Tableau 06 : Valeurs de CMI de nos échantillons du miel vis-a-vis des souches testées

Souches testées
I . Staphylococcus Pseudomonas
ESAEETA Ell aureus (ATCC aeruginosa
Echantillons (ATCC 25922) 33862) (ATCC 27853)
Miel de Djelfa 0
4 % %
(H1) 9% 6% 8%
Miel de EI Bayadh
11% 8% 9%
(H2) 0 0 0
Miel de Ksar Chellala
Vi Vi Vi
(H3) 8% 5% 6%
Miel de Laghouat 8%% 506 6%
(H4)

2.2.2. Discussion

Les résultats obtenus montrent que tous les échantillons de miels étudiés possedent

une activité antibactérienne contre toutes les souches testées.

Les valeurs de CMI obtenues varient de 8 a 11% pour E. coli, de 5 a 8% pour S.

aureus et de 6 a 9% pour P. aeruginosa.

On constate que le miel H3 de la région de Ksar Chellala et le miel H4 de Laghouat
présentent le méme et le meilleur effet antibactérien, ceci pourrait étre due a leurs fortes
concentration en flavonoides (8.49 mg/ml pour H3 et 9.09 mg/ml Pour H4) et leurs faibles
teneurs en HMF (13.24 mg/kg pour H3 et 14.59 mg/kg pour H4).
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L’échantillon H2 de la région d’El Bayadh posséde I’effet antibactérien le plus faible
vis-a-vis des bactéries Gram négatif (P. aeruginosa, E. coli), ceci peut étre attribué a sa faible

teneur en flavonoides (7.345mg EQ/100g) par rapport aux autres échantillons analysés.

Les échantillons de miel étudiés possédent un effet antibactérien le plus élevé vis-a-vis
de la bactérie Gram positif (S. aureus) que les bactéries gram négatif (E. coli et P.
aeruginosa), ceci peut étre attribué a la nature de la paroi des bactéries Gram négatif qui est
formé principalement de lipoprotéine, lipopolysaccharide et de lipide. Ces composés jouent
un réle de barriére et limitent la pénétration des agents antimicrobiens a travers la paroi
bactérienne contrairement & S. aureus qui a une paroi de type Gram positif, exempt de ces
composes (Larpent, 1985). Ce constat est similaire a celui fait par Nedji et Ayad (2014).

Plusieurs études scientifiques ont montré 1’activité antibactérienne du miel :

Owayss et al. (2019) ont rapporté que les miels de jujubier d'Arabie Saoudite
possedent une meilleure activité antibactérienne vis-a-vis d'E. coli (ATCC 25922) et S. aureus
(ATCC 8095)

Les resultats d’une étude faite par Bourbia et al. (2020) montrent que trois
échantillons de miel algériens de différentes origines florales inhibent la croissance des
bactéries suivantes : Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922).

Belhaj et al. (2016) ont rapporté que 08 échantillons de miel marocain sont une

activité antibactérienne vis-a-vis d'Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella spp.

Grego et al. (2016) ont trouvé que 26 échantillons de miel de I’Ttalie présentent une activité
antibactérienne contre P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, P. mirabilis, E. fecalis.

Le résultat d’une étude faite par Chougar et al. (2018) indique que les miels de
Ziziphus lotus possédent un effet antibactérien vis-a-vis d'E. coli (ATCC 25922), S. aureus
(ATCC 25923) et P. aeruginosa (ATCC 27853).

Nedja (2014) a montré que le miel du Nord-Est algérien posséde un effet
antimicrobien vis-a-vis des bactéries Gram positif Bacillus subtilis , Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923); les bactéries Gram négatif Escherichia coli (ATCC
25922); Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27893) et une souche

fongique Candida albicans .
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Abdellah et al. (2020) ont montré que deux variétés du miel de la steppe algérienne
(Euphorbia cheiradenia et Noaea mucronata) possedent un effet antibactérien vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus.
aureus (ATCC 33862).

Selon Delphine (2010), I’activité antimicrobienne du miel est attribuée aux plusieurs
facteurs dont on cite:

Peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne est présent dans la plupart des miels, il est considéré comme

un tres bon antiseptique et la principal inhibine du miel.

Il résulte de 1’oxydation d'eau et de glucose par le glucose oxydase sécrétée par les
glandes hypopharyngiennes de 1’abeille lors de la transformation du nectar en miel selon la

réaction suivante :

Gluco-oxydase

Glucose + eau + O2 | > acide gluconique + H202

Sa production est influencée par la chaleur, la lumiere et la durée du stockage.

L’eau oxygénée est réduit par la catalase également trouvé dans de nombreux miels et
qui représente 1’antagoniste de la glucose-oxydase. Donc la concentration en peroxyde dépend
de I’activité de ces deux enzymes (Jessica, 2015 ; Libonatti et al., 2014 ;Bogdanov et
Pascale, 2001).

Acidité
Le pH du miel est acide (entre 3 et 6) pour inhiber le développement de nombreux
microorganismes pathogeénes.

Osmolarité

L’effet osmotique dépend de la concentration des sucres dans le miel et de I’humidité.
Il 'y a une forte interaction entre les sucres du miel et les molécules d’cau et par conséquent, il
y a trés peu d’eau libre disponible pour le développement des microorganismes. Le miel agit
donc de maniére osmotique en provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ont plus

alors suffisamment d’eau pour survivre (Olaitan et al., 2007).
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Méthylglyoxal (MGO)

Le méthylglyoxal est 1'un des composants dicarbonylés résultant de la réaction de
Maillard qui s’effectue dans tous les produits trés riches en sucres, tel que le nectar. Cette
molécule présente un pouvoir bactéricide puissant et sa teneur varie en fonction de 1’origine
géographique et florale du miel et elle a une forte corrélation avec son effet antibactérien
(Sultanbawa et al., 2015 ; Elbanna et al., 2014 ; Rossant, 2011).

Défensine-1

Ce sont de petits peptides, de masse moléculaire variant de 3,5 a 6 kDa fabriquées par
les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires des abeilles, et possedent un large spectre

d’activité antimicrobienne (Annie, 2013).
Viscosite

Du fait de sa viscosité, le miel va former une barriére protectrice qui va préserver la

zone a traiter de toute surinfection. C'est une propriété purement mécanique
Lysozymes

Ce sont des enzymes produits également par les abeilles, caractérisées par un effet
bactériostatique
Composés phénoliques

Parmi la composition du miel se trouve les composés phénoliques tels que les tanins,
I’acide benzoique ...... ect qui sont des metabolites secondaires responsables de son activité
antibactérienne (Cushine et Lamb, 2005).

Flavonoides

Le miel contient des flavonoides tels que f. pinobanksin, f. chrysin, f. galangin, f.
quercétines, f. lutéoline, f. kaempferol et f. pinocembrin qui sont caractérisés par une activité

antimicrobienne efficace contre les bactéries et les champignons (Miraglio et al., 2003).

Ces facteurs sont présents a des taux variables selon l'origine florale du miel. lls sont
beaucoup moins sensibles a la lumiére, la chaleur et la durée du stockage, contrairement aux

composants a activité peroxyde (Al-Waili, 2011).
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Conclusion

La présente étude est menée dans le cadre d'évaluer la qualité de quatre
¢chantillons de miel, récoltés de différentes régions algériennes, en se basant sur I’analyse

de quelques paramétres physico-chimiques ainsi que sur I'effet antibactérien et antioxydant.

Chaque parameétre étudié renseigne soit sur la maturité, soit sur la fraicheur ou sur

I’origine florale du miel.

La teneur en eau obtenue (16.2 et 21%) indique la stabilité et la maturité des
échantillons analysés a l'exception du miel H4 de la région de Laghouat qui dépasse

Iégerement les normes.

L’acidité libre des miels étudiés présentent des teneurs allant de 4 a 27 meqg/kg. Ces

valeurs témoignent 1’absence de fermentation de ces échantillons.

La teneur en HMF (13.24 a 41.08 mg/kg) indique que les miels étudiés sont frais et
n‘ont pas été surchauffés, seulement 1’échantillon H2 de la région d'El Bayadh qui dépasse

Iégerement les normes.

En ce qui concerne I’origine botanique, les valeurs du pH (4.02-4.41), et des cendres

(0.15-0.36%), laissent supposer que les échantillons analysés sont issus de nectar.

Pour les valeurs de la conductivité électrique des miels H1 et H2 sont inclus dans les
normes internationales congues pour les miels de nectar. Tandis que celles des miels H3 et H4

sont élevées (> 0.8mS/cm). Probablement, ce sont des miels de miellat pour ce paramétre.

Les miels étudiés sont caractérisés par une activité antioxydante importante, évaluée

par le pouvoir réducteur (Test de FRAP).

En ce qui concerne ’activité antibactérienne, on a constaté que toutes les souches

bactériennes testées sont sensibles a 1’action inhibitrice des miels analysés.

A la lumiére des résultats obtenus, il est possible d’utiliser le miel comme produit

antibactérien et antioxydant naturel.

Il serait intéressant que ce travail soit poursuivi sur tout le territoire national en
parallele avec d'autres techniques d'analyses (analyses physicochimique, biologiques,

polliniques et sensorielles) afin de caractériser les miels algériens.
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Annexe |: Tableau de CHATAWAY,(1935).

Indice de réfraction Teneur en eau Indice de réfraction | Teneur en eau
(20°C) (%) (20°C) (%)
1,5038 13,2 1,488 19,4
1,5033 13,4 1,4875 19,6
1,5028 13,6 1,487 19,8
1,5023 13,8 1,4865 20
1,5018 14 1,486 20,2
1,5012 14,2 1,4855 20,4
1,5007 14,4 1,485 20,6
1,5002 14,6 1,4845 20,8
1,4997 14,8 1,484 21
1,4992 15 1,4835 21,2
1,4987 15,2 1,483 21,4
1,4982 15,4 1,4825 21,6
1,4976 15,6 1,482 21,8
1,4971 15,8 1,4815 22
1,4966 16 1,481 22,2
1,4961 16,2 1,4805 22,4
1,4956 16,4 1,48 22,6
1,4951 16,6 1,4795 22,8
1,4946 16,8 1,479 23
1,494 17 1,4785 23,2
1,4935 17,2 1,478 23,4
1,493 17,4 1,4775 23,6
1,4925 17,6 1,477 23,8
1,492 17,8 1,4765 24
1,4915 18 1,476 24,2
1,491 18,2 1,4755 24,4
1,4905 18,4 1,475 24,6

1,49 18,6 1,4745 24,8
1,4895 18,8 1,474 25,5
1,489 19




Annexe Il : Les valeurs de CMI des miels étudiés vis-a-vis les souches testées

Le CMI deH1 vis-a-vis E. coli

Témoin (+)

8%

Le CMI de H1 vis-a-vis P.aeruginosa

Témoin (+)

7%

CMI = 8%

Le CMI de H1 vis-a-vis S. aureus

Témoin (+)

CMI = 6%




Annexe 1l :Suite 1

Le CMI de H2 vis-a-vis E.coli

Témoin (+)
Le CMI de H2 vis-a-vis P.aeruginosa

Témoin (+) 8% CMI = 9%
Le CMI de H2 vis-a-vis S. aureus

Témoin (+) 7% CMI = 8%




Annexe 1l :Suite 2

Le CMI de H3 vis-a-vis E.coli

Témoin (+)

%

CMI =8%

Le CMI de H3 vis-a-vis P.aeruginosa

Temoin (+)

CMI = 6%

Le CMI DE H3 vis-a- vis S. aureus

Temoin (+)

CMI =5%




Annexe |l :Suite 3

Le CMI de H4 vis-a-vis E.coli

Témoin (+)

7%

Le CMI de H4 vis-a-vis P.aeruginosa

Temoin (+)

5%

Le CMI DE H4 vis-a- vis S. aureus

- =
‘- ”
— /
e —

Temoin (+)

4%

CMI =5%




Annexe |11 : Bactéries pathogénes étudiées

Bacteérie Pouvoir pathogéne commun Résistance aux antibiotiques
» Infections suppuratives superficielles et Certaines souches, réesistantes
« profondes a l'antibiotique méthiilline
% » Infections cutanées (Avisse, 2014).
§ > Infections ostéo -articulaires
3]
S » Infections pulmonaires
é > Infections cardiaques
§ » Infections nosocomiales
» Infection intestinal
(Fauchere et Avril, 2002).
» Infection intestinal syndromes dysentériques | une bactérie productrice de
— avec invasion de la muqueuse intestinale, de bété lactamase a spectre
% diarrhées sanglantes liées a la production de étendu (BLSE) qui
E toxines décomposent de nombreux
% » Gastro-entérites infantiles antibiotique
A
w

» Infection urinaire plus fréquent chez la
femme

» Infection néonatale qui Peut se traduire par

(Avisse, 2014).

Pseudomonas aeruginosa

» des infections parfois sévéres chez les sujets
dont les défenses sont amoindries.

des infections urinaires, bronchiques, cutanées,
(impétigo, furoncles)
(Delarras, 2007) .

une bactérie généralement
multi résistante, Elle est
résistante a la ciprofloxacine
(Avisse, 2014).




Annexe IV : Composition des milieux de culture.

Gélose de Muller-Hinton

Hydrolysat acide de Cas€ing (PEPLONE) ......c.cervririeiirieiiieirieesie et 17,50/L
EXIrait A8 VIANGE.....c.vi it sttt sr e reetenre s 29/L

BN 11T [0 o PR 1,59/L

(07 1 ol 113 0 ISP 20 a 25mg/L
T TS U3 2 RSP S 10a12,5mg/L
Ao - | SR 15¢/L

Gélose Mac-Conkey

=T 01 (0] 1= PSSRSO 20g/L
e L o1 T TT =T 1 et TSRS lg/L
LT 1Y -1 V7101 L= (TR 0,001g/L
LactoSeL10G/L ROUGE NEULET........cveuieiiriiriiitesieie ettt 0,05g/L
ChIOrure de SOIUM .......oviieieieec e 05g/L
AT et E e E e r e R n e re e 15gL

PEPTONE ...t bbb e nre s 10g/L
Extrait de viande de BeeUT...........cooiiiiiiei e lg/L
ChIOrure de SOTIUM .......c.viiiiic s 75g/L
IMTANNTEON ...ttt 10g/L
ROUGE & PRENOL ... s 0,025g/L
F o - | TSSOSO 15¢/L

Gélose King B

PEPLONE TITE "B ..ceeeiieece et reenree s 20,0g/L
GIYCEIOL ...ttt be e s reere e be it 10,0g/L
Hydrogénophosphate de POLASSIUM ........ciueiiiiieieeiiite et 1,5¢9/L
Sulfate de magnésium heptahydraté ...........ccceveiiiiicie i 1,5¢9/L

AGAE PUITIE ..o sttt s be et s re et e sbe et ees 12,0g/L
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Annexe V : Les courbes d’étalonnages

y =3,273x + 0,007
R?=10,999

0,15 0,2

Concentration (2mg/L)

Figure 01 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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y =0,007x + 0,112
R2 =0,996

40 60 80

Concentration (ug/ml)

Figure 02 : Courbe d’étalonnage de la Quercitaine.



Annexe VI: Pouvoir réducteur (Les standards)

y = 0,008x + 0,003
R?=0,999

Absorbance a 700 nm

40 60 80

Concentration (ug/ml)

y = 0,008x + 0,000
R2=0,999

Absorbance a 700 nm

40 60 80
Concentration (ug/ml)

Figure 01 : Pouvoir réducteur de la vitamine C.



Annexe VI : suite 01

y =0,022x + 0,012
R?=10,999

Absorbance a 700 nm

20 30 40
Concentration (ug/ml)

y =0,021x + 0,002
R2=0,999

Absorbance a 700 nm

20 30 40
Concentration (ug/ml)

Figure02 : Pouvoir réducteur de 1’acide gallique.



Annexe VI: suite 02.

y =0,001x + 0,098
R2=10,992

Absorbance a 700 nm

200 300

Concentration (ug/ml)

y =0,001x + 0,099
R2=10,995

Absorbance a 700nm

100 150 200 250 300 350 400

Concentration (ug/ml)

Figure N°03 : Pouvoir réducteur du miel H1



Annexe VI: suite 03.

y =0,002x - 0,031
R2=10,999

Absorbtion a 700 nm

200 300
Concentration (ug/ml)

y =0,002x - 0,045
R?=10,999

Absorbtion a 700 nm

100 150 200 250 300 350 400

Concentration (ng/ml

Figure N°04 : Pouvoir réducteur du miel H2



Absorbtion a 700 nm

Absorbtin a 700 nm

Annexe VI : suite 04

y =0,001x + 0,015
R?=0,997

100 200 300

Concentration (ug/ml)

y =0,001x + 0,015
R?=0,997

100 150 200 250 300 350
Concentration (ug/ml)

Figure N°05 : Pouvoir réducteur du miel H3
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Annexe VI : suite 05

y =0,002x - 0,024
R2=0,999

Absorbtion a 700 nm

150 200 250 300 350 400
Concentration (ug/ml)

y =0,002x - 0,025
R?=10,999

Absorbtion a 700 nm

200 300

Concentration (ug/ml)

Figure N°06: Pouvoir réducteur du miel H4



Résumé

Le miel est une substance alimentaire naturelle, sucrée et collante produite par les abeilles.
Depuis l'antiquité, le miel posséde de nombreuses propriétés nutritionnelles et thérapeutiques.

Le but de cette étude est d'évaluer la qualité de quatre échantillons de miels algériens de
Pégane (Peganum harmala) par analyses physicochimiques (teneur en eau, conductivité électrique,
cendres, HMF, pH, acidité, composés phénoliques et flavonoides) et I1’étude de [l'activité
antibactérienne vis-a-vis de staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli ainsi
gue antioxydante (FRAP).

Les valeurs des paramétres physicochimiques ont montré que les échantillons testés sont
conformes aux normes internationales et étaient de bonne qualité. Seulement les miels H3 et H2 qui
dépassent les normes pour I’humidité et "'HMF respectivement.

Les miels étudiés sont caractérisés par une activité antioxydante importante, évaluée par le
pouvoir réducteur (Test de FRAP).

Les résultats de l'activité antibactérienne indiquent clairement que tous les échantillons des
miels étudiés présentent un effet antibactérien contre toutes les souches bactériennes testées.

A la lumiére de tous ces résultats, nous avons conclu que les miels analysés sont de bonne
qualité et représentent une source naturelle des agents antibactériens et antioxydants qui peuvent étre
utilisés dans le traitement des maladies causées par le stress oxydatif et les bactéries pathogénes.

Mots clés: miels, Peganum harmala, Algérie, analyses physicochimiques, activité antibactérienne,
activité antioxydante.
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