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= Au nom de D’Allah, le tout Miséricordieux, le trés

Maséricordieux

" Prenexz des demeures dans les montagnes, les arbres et les
treillages que [les hommes] font. Puis mangez de toute espéce
de fruits, et suivez les sentiex de votre Seigneur, rendus factles
 pour vous." De leur ventre, sort une liqueur, aux couleurs
\ variées, dans laquelle 1l y a une guérison pour les gens. Il y a
| oraiment I3 une prewve pour des gens qui réfléchissent”

(Coran, 16 : 68-69)

"Tout ce qui se montre est une vision de l'tnvisible”

(Anaxagore)
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Résumé

Résumeé

Le miel, un produit complexe, extrémement richesggale de nombreuses propriétés cosmeétiques,
nutritionnelles et thérapeutiques. Notre étuderéatisée sur neuf échantillons de miel récoltés de
différentes régions de I'ouest algérien afin deactariser leurs propriétés physicochimiques (dénsit
teneur en eau, matiére séche, acidité totale, epodnductivité électrique, sucres, HMF, polyphérel
flavonoides), de déterminer le niveau des élémeates métalliques (ETM) (Fe, Cu, Mg, Zn, Ni et
certains métaux toxiques Pb et Cd) et la rechedeheésidus de chloramphénicol. Par ailleurs, une
analyse pollinique permettant de déterminer I'orégbotanique de ces miels est effectuée. Aussi une
détermination des vertus thérapeutiquasvitro et in vivode ces miels (activités antioxydante,
immunomodulatrice et antibactérienne) est mise evidedce. Les résultats d'analyses
physicochimiques, du dosage des ETM toxiques etrésslus de chloramphénicol ont montré la
conformité des miels étudiés aux normes internatesndu codex alimentarius a I'exception du miel
N°08 qui présente des traces de chloramphénicahdlyse palynologique a permis d’identifier cing
miels monofloraux et quatre multifloraux avec umenihance de Eucalyptus sp., Foeniculum vulgare,
Hedysarum coronarium, Olea europea, Ziziphus jujuba , Daucus carota, Taraxacum officinale,
Brassica napus, Matricaria recutita, et Papaver rhoeas comme espéces omniprésentes dans la région
de I'ouest Algérien. Tous les miels étudiés présmnine activité antioxydante considérable avel®aun
élevé pour le miel N°03 (27,289%) qui est corrdRé=(,99) avec sa teneur élevé en polyphénols.
L'effet immunomodulateur du miel a été prouwvévivo avec le méme échantillon qui montre une
diminution significative (p< 0,01) du taux des I¢@ti-OVA chez les souris Balb/c injectées de 100ul
de miel 06h avant, 06h aprés et en méme temps’iguadnisation par I'antigéne OVA. L'étudin

vitro de I'effet antibactérien de ces miels indique Igypiossedent un effet inhibiteur sur la croissatece
bactéries pathogenes GranBegillus cereus, Saphylococcus hominis) qui sont plus sensibles que ceux
Gram- Escherichia coli et Proteus mirabilis). CependanPseudomonas aeruginosa et Enterobacter
cloacae montrent une résistance aux différents miels testés sont inhibées ou éliminées a des
concentrations élevées (>40%). Ces résultats ouwne@ perspective intéressante dans le domaine
clinique et suggeére l'utilisation potentielle dieiritomme un alicament en technologie agro-alimentai
Mots-clés : Miel, Propriétés Physicochimiques, Métaux Toxiqué&shloramphénicol, Analyse

palynologique, vertus thérapeutiques.




Résumé

Abstract

Honey is a complex product, extremely rich, has ynaasmetic, nutritional and therapeutic
properties. Our study is performed on nine honeypses collected from different regions of western
Algeria to characterize the physicochemical propsrtdensity, water content, dry matter, total igid
ash, electrical conductivity, sugars, HMF, polypblerand flavonoids) to determine the level of nietal
trace elements (ETM): Fe, Cu, Mg, Zn, Ni and somect metals (Pb and Cd) and the search for
chloramphenicol residues. In addition, a pollenysis to determine the botanical origin of the hpree
made. As a determination of therapeutic propeitiegtro andin vivo of these honeys (antioxidant,
immunomodulatory and antibacterial activity) is Hilighted. The results of physicochemical analysis,
determination of toxic ETM and residues of chlor&eipicol showed compliance of studied honeys
with international standards of alimentarius codmxcept sample N°08 which shows traces of
chloramphenicol. The pollen analysis identifiedefisingle-flower and four multifloraux honeys with a
dominance oftucalyptus sp., Foeniculum vulgare, Hedysarum coronarium, Olea europea, Zizphus
jujuba, Daucus carota, Taraxacum officinale, Brassica napus, Matricaria recutita, and Papaver rhoeas
species as ubiquitous species in the region ofenedilgeria. All studied honeys show considerable
antioxidant activity with high 1% for sample N°027.289%), which is correlated 10.99) with its
high polyphenol content. The immunomodulatory dffgfchoney has been showmvivo with the same
sample which shows a significant decrease (p<®@0Bnti-OVA IgG levels in Balb/c mice injected
with 100 pl of honey 06h before, 06h after anchatdame time that immunization with OVA antigen.
Thein vitro study of the antibacterial effect of these horiagiicates that they have an inhibitory effect
on the growth of pathogenic bacteria GrarBadllus cereus, Saphyl ococcus hominis), which are more
sensitive as Gram¥Eécherichia coli andProteus mirabilis). However,Pseudomonas Aerugenosa. and
Enterobacter cloacae. Show a resistance to various kinds of honey debtd they are inhibited or
eliminated at high concentrations (> 40%). Theselte open an interesting perspective in the dinic

area and suggest the potential use of honey aalih heod in food technology.

Keywords: Honey, Physicochemical Properties, Toxic Metalfilo@mphenicol, palynological

analysis, therapeutsmrtues
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HPLC Chromatographie couplée a la spectrométrimalese en tandem (LC/MS/MS
HSV Herpés Simplex Virus

1% : pourcentage d’inhibition

IC50: la concentration minimale de miel (antioxygjajui inhibe 50% du radical libre.
mAg : Antigene de membrane

ICAM: molécules d’adhérence intercellulaire



IL-6 : Intreleukine-6

INOS : inducible Nitric oxyde synthase

INRA : Institut Nationale de la Recherche Agronougq
IRS-1 : Insulin Receptor Substrate

IS: Immunsérum

LMR : Limite Maximale de Résidus

MALDI-TOF-MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/liation Time-Of-Flight
Mass Spectroscopy

MALT: mucosa-associated lymphoid tissue

MAPK: mitogen-activated protein kinase
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MO : Microscope Optique

MRJP-1: major royal jelly protein-1
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NF-kB: Nuclear Factor-kappa B

NK: Natural killer
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Introduction

I ntroduction

Le miel, quoique connus depuis les temps les plus reculés, quoique jouissant d’une
estime trés-grande parmi les anciens qui lui attribuaient des propriétés si merveilleuses, est un
des produits sur lesquels la médecine moderne ait répandu le moins de lumieres. C’est la
substance sucrée naturellement produite par les abeilles de I’espéce Apis mellifera a partir du
nectar des fleurs ou des sécrétions provenant des parties vivantes des plantes ou des sécrétions
laissées sur elles par des insectes suceurs qu’elles butinent, transforment et combinent avec
des matiéres spécifiques provenant de leur propre corps et emmagasinent dans les rayons de la
ruche (Codex Alimentarius, 2001). L'homme n'est |a que pour récolter le fruit de la rencontre
entre les abeilles et les végétaux. Dans sa composition on trouve des principes actifs que I'on
pourrait isoler des plantes, maisil est impossible de recréer en laboratoire I'alchimie mellifere
(Hoyet C., 2005).

Le miel est utilisé depuis toujours par I’homme ; les anciens en faisaient un usage tres
fréguent pour leur nourriture ; en effet, comme ils ne connaissaient pas encore le sucre, ils
employaient le miel presgue partout ou nous employons aujourd’hui ce précieux condiment.
Dans les pays développés il serait une aternative envisageable pour des traitements colteux
(escarres, plaies post opératoires, ...) ou devenus inefficaces (résistance bactériennes aux
antibiotiques). Pour les pays en voie de développement, le miel pourrait ére une solution
thérapeutique intéressante d'autant qu'il peut étre produit de fagcon indépendante. Force est de
constater que malgré toutes ses qualités ce produit n'est que trés peu intégré dans les
protocoles de soins actuels (Hoyet C., 2005).

Ce produit naturel semble revenir sur le devant de la scéne en raison de I’image du
produit sain, diététique qu’il véhicule. 1l est donc considéré comme « un alicament », ce qui
NOUS POUSSE a NouS interroger sur sa composition, sa diversité, ses origines et ses modalités de
production, ses vertus thérapeutiques et les sources d’altération comme la présence des
résidus d’antibiotique et des métaux lourds. En effet, la qualité du miel est un facteur
important qui régie son prix, ses applications et ses perspectives d’exportation. Elle est
déterminée essentiellement par I’analyse de sa composition chimique qui influe sur ses

propriétés technologique, physicochimiques et fonctionnelles.




Introduction

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution a I’étude de la qualité de
guelques miels locaux de I’ouest algérien et leur caractérisation en se basant sur I’analyse
pollinique «la mélisso-palynologie» afin de déterminer I’origine botanique et géographique
de ces miels et les analyses physico-chimiques (la teneur en eau, la matiére séche, la densité
I’acidité, le pH, la conductibilité électrique, lateneur en cendre, lateneur en polyphénols et en
flavonoides) et enfin |’évaluation de quelques effets biologiques du miel a savoir ses effets:
immunomodul ateur, antioxydant et antibactérien.

La premiére partie de ce manuscrit est consacré a une revue bibliographique afin
d’avoir une vue d’ensemble sur les caractéristiques physicochimiques et pallynologiques de
miel et ses effets thérapeutiques. D’abord, il nous a paru essentiel de présenter quelques
notions sur le miel dansle premier chapitre, dans |e deuxiéme chapitre, |a mellissopalynologie
suivie dans le troisiéme chapitre par la mise en point de différents contaminants qui peuvent
altérer I’image de ce produits précieux, et enfin dans le quatriéme et le dernier chapitre, les
effets thérapeutiques du miel avant d’entamer la deuxiéme partie du manuscrit ; I’étude

expérimentale et de conclure alafin.
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|. Généralités sur le miel

|-1. Définition

Le miel est la denrée produite par les abeilles mellifiques a partir du nectar des fleurs
ou de certaines sécrétions provenant de parties vivantes de plantes ou se trouvant sur elles,
qu’elles butinent, transforment, combinent avec des matiéres spécifiques propres,
emmagasinent et laissent mdrir dans les rayons de la ruche. Cette denrée peut étre fluide,
épaisse ou cristallisée (Donadieu, 2003).

[-2. Originedu mie

Selon Jean-prost, 2005, le miel vient des plantes par I’intermédiaire des abeilles.

La seve éaborée est la matiere premiere du miel. Elle est extraite des vaisseaux du
liber qui la contiennent de deux manieres :

- Par les nectaires élaborant le nectar ;

- Par des insectes piqueurs et suceurs, pucerons principalement, rejetant du
miellat (figure O1).

[-2.1. Nectar

Le nectar se forme a partir de la séve de la plante, mais sa composition differe de celle
de laséve. Il se produit au niveau des cellules des nectaires des transformations biochimiques
complexes (dues au métabolisme de la plante), qui font du nectar une solution contenant un
grand nombre de composés, ces transformations sont a I’origine des différents godts retrouves
dans les miels (Minh-Ha-Pham, 1999).

Les principaux constituants du nectar sont I’eau et les sucres (saccharose, glucose et
fructose). Selon Gonnet, 1982, la concentration du nectar en sucres joue un réle important
dans le butinage, les plantes dont le nectar est tres riche en eau (faible concentration en
sucres) étant réputées peu attractives pour les abeilles.

Les abellles ne visitent pas les fleurs dont la concentration en sucres est inférieure a
10%.

[-2.2. Miellat

Il s’agit d’une excrétion sucrée rejetée par certains parasites des plantes, que les
abeilles récoltent et éaborent comme elles le font pour le nectar.
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Ce produit se distingue néanmoins du miel par sa consistance plus poisseuse et par sa
forte teneur en protéines. Ceci provient du fait que les abeilles butinent également les petits
aphidiens excréteurs de miellats et les transforment en méme temps que ce dernier (Ravazzi,
2007).
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Figure 01 : Origine du miel (Prost, 1987).

[-3. Typesde midl

[-3.1. Miels monofloraux

Ces miels sont issus du butinage prédominant d’une espéce florale particuliere
(Clement, 2003). Pratiquement, il n’existe pas de miel provenant d’une seule espece de fleur.
Lorsque la proportion des grains de pollen d’une seule plante représente plus de 50% de
I’ensemble du pollen, on donne au miel le nom de cette plante (Philippe, 1999).

Selon Bogdanov et al., 2005, les miels monofloraux possédent des caractéristiques
pal ynol ogiques, physico-chimiques et organol eptiques spécifiques.

[-3.2. Miels multifloraux

La présence d’un «pollen dominant» dans un miel permet, dans la plupart des cas, de

le considérer comme miel «unifloral». S’il n’y a pas de pollen dominant, le miel est considéré
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comme miel «toutes fleurs»; ce type de miel provenant du nectar de plusieurs especes de
fleurs sans dominance nette d’une plante particuliere.

|-4. Formation du miel

Le miel est le produit que les abeilles domestiques élaborent a partir du nectar des
fleurs, en le combinant avec des substances spécifiques et en I’entreposant dans les alvéoles
desrayonsou il parviendraamaturité (Ravazzi, 2007).

Le processus de transformation du nectar en miel débute tout de suite apres que
I’abeille butineuse I’a récolté et emmagasiné dans son jabot en y ajoutant de la salive
contenant une enzyme (gluco-invertase) qui transforme le saccharose en deux molécules de
sucres simples : le glucose et le fructose (Donadieu, 2003).

La transformation s’exprime par I’équation suivante:

C12H2011 + H,0 5 CgH 1206 + CoH1206

Saccharose + Eau & Glucose + Fructose

Une fois de retour dans la ruche, elle le passe, apres une premiere transformation
sommaire due au fait méme de I’avoir ingére, aux abeilles qui se trouvent pres de I’entrée,
puis elle repart butiner.

L’abeille qui, dans la ruche, a recu le nectar entame le véritable processus de
conversion : elle alonge sa trompe et régurgite une petite goutte du liquide gu’elle a stocké
dans son jabot, en la laissant s’écouler le long de sa langue. De cette maniére, la surface
d’évaporation augmente et le liquide (qui n’est plus du nectar mais pas encore du miel) perd
une partie de son humidité.

Plusieurs abeilles accomplissent cette opération qui, pour chaque gouttelette, dure
quelques minutes. Plus le nectar de départ serariche en eau, plusil demandera de travail pour
devenir du miel. A chaque passage le produit est par ailleurs enrichi d’enzymes sécrétés par
les insectes, qui participent ala transformation.

La seconde phase du processus se déroule dans les cellules. Le liquide obtenu
précédemment, qui revét désormais presque I’aspect du miel, contient encore trop d’eau : les
abeilles ventileuses font donc passer un courant d’air sur le produit emmagasiné dans les
alvéoles jusqu’a ce que I’humidité se réduise a un niveau allant de 17 & 19% environ. Dés que
le miel est parvenu a maturité, les abellles scellent les cellules par une couche de cire
(opercule) qui I’isole du milieu extérieur en I’empéchant d’absorber la moindre d’humidite et

en évitant ainsi tout risque de fermentation (figure 02) (Ravazzi, 2007).
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Figure 02 : Etapes de formation du miel.

|-5. Composition et propriétésdu miel

Le miel est un produit naturel dont la composition et les caractéristiques présentent
d’importantes variations liées a son origine géographique et botanique (Ramirez et al, 2000).
[l contient un tres grand nombre de substances appartenant a des familles diverses (figure 3)
(Gonnet, 1982).

I-5.1. Composition et propriétés chimiques essentielles

Le miel est principaement un mélange tres concentré de sucres dans une solution
sirupeuse, mais d'ordinaire contient également d'autres composants mineurs, y compris des

enzymes, des vitamines, des flavonoides et des produits chimiques organiques (Molan, 1996).
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Figure 03 : Composition chimique du miel (Jeanne, 1993).

[-5.1.1. Composants majeurs

-5.1.1.1. L’eau

Selon Huchet et al, 1996, I'eau est présente en quantité non négligeable puisque sa
teneure moyenne est de 17,2%, mais comme le miel est un produit biologique, cette valeur
peut varier. En fait, les abeilles operculent les avéoles lorsque la teneur en eau avoisine 18%.

1-5.1.1.2. Lessucres

Les sucres constituent la plus grande partie du miel, soit environ 80%. Parmi ces
sucres, figurent le fructose et le glucose, que I’on trouve en quantité voisine dans les miels
(Khenfer et al., 2001). De nombreux autres sucres sont également présents dans le miel, en
plus faible quantité. Certains sont d’origine purement végétale (ils entrent dans la composition
du nectar ou du miellat) : le glucose, le fructose, le saccharose, e kestose, le mélézitose et le
raffinose. D’autres, tels que le maltose, I’isomaltose, I’erlose et le dextrantriose, apparaissent
seulement comme des produits secondaires aprés transformation par les enzymes de I’abeille
(Laudine, 2010) (Tableau 01).
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Tableau 01 : Les proportions des différents sucres constituants des miels (Schweitzer, 2012).

Sucre Proportion (%)
Fructose 30 a50 % (des sucres présents dans un miel)
Glucose 20242 %

Saccharose | moins de 1% jusqu’a 15% (pour le « lavande »)

Turanose 0.5 a2.5% (isomere du Saccharose ; quasiment

caractéristique des miels)

Maltose 1 a3 % (composé de 2 Glucoses)

Isomaltose | 1a 3 % (isomere du maltose).

Les miels les plus doux sont les plus riches en fructose : ce sont ceux de chataignier,
sainfoin,...etc. Le glucose est dominant dans les miels de bruyére. Le mélézitose, I’erlose, le
raffinose sont des tri- et polysaccharides provenant généralement des miellats (miels de sapin,
d’épicea, de méléze...) (Clement et al, 2000).

[-5.1.2. Composants mineurs

1-5.1.2.1. Les acides

Le miel contient aussi des acides dont leur provenance est diverse : certains sont issus
du nectar directement, d’autres sont le fruit de réactions enzymatiques et de fermentations
(Laudine, 2010). Le plus important est I'acide gluconique dont I'origine serait une bactérie,
appel ée Gluconobacter, qui, lors de la maturation du miel, transformerait le glucose en acide
gluconique. On y trouve également une vingtaine d'acides organiques comme |'acide acétique,
I'acide citrique, |'acide lactique, I'acide malique, I'acide oxalique, I'acide butyrique, |'acide
pyroglutamique et I'acide succinique. On y trouve des traces d'acide formique (un des
constituants du venin), d'acide chlorhydrique et d'acide phosphorique. D'autres composés, les
lactones, dont la présence est constante, ont également une fonction acide (Huchet et al.,
1996).

1-5.1.2.2. Les sels minéraux

La teneur en sels minéraux d’un miel est en genéral faible, avec d’importantes
variations : les miels foncés en contiennent plus que les miels clairs (Laudine, 2010).

1-5.1.2.3. Les protéines

Les protides sont présents en faible quantité (1.7 gramme par kilogramme de miel soit
une teneur de 0.26%) et la teneur en azote est négligeable (de I'ordre de 0.041%). Il sagit

essentiellement de peptones, d'abumines, de globulines et de nucléo-protéines qui

8



Partie bibliographique Chapitre | : Généralités sur le miel

proviennent soit de la plante, soit de I'abeille. Il y a également des acides aminés libres dont la
proline, qui provient des sécrétions salivaires de I'abeille (Huchet et al., 1996). Seul le miel de
bruyere Calluna contient une protéine particuliére, responsable de I’évolution de sa viscosité
au cours du temps (la thixotropie) (Laudine, 2010).

[-5.1.2.4. Les enzymes

Le miel contient un certain nombre d'enzymes, y compris la glucose oxydase,
I’lamylase et l'invertase, leur présence dans le miel paraissant provenir des abeilles
productrices du miel.

La catalase et I’acide phosphatase ont également été trouvés dans certains miels, ces
plus probable étant dérive du pollen et du nectar de certaines plantes. Parmi ces enzymes, la
glucose oxydase semble étre d'une importance particuliere car il est responsable de la
production d'acide gluconique et de peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier étant I'un des facteurs
clés impliqués dans I'activité antibactérienne du miel (Molan, 1996).

1-5.1.2.5. Lesvitamines

Le mid contient une quantité infime de vitamines, probablement issues des quelques
grains de pollen qu’il renferme. Le miel de menthe (Mentha aquatica) a la particularité de
contenir de lavitamine C (ou acide ascorbique) (Laudine, 2010).

[-5.1.2.6. L es substances aromatiques

Les substances aromatiques sont, comme leur nom I’indique, a I’origine de I’aréme du
miel. Seules quelques unes ont été identifiées, notamment I’anthranilate de meéthyle, le
diacétyl, le formaldéhyde, I’acétaldéhyde, I’acétone et I’isobutyraldéhyde (Laudine, 2010).

[-5.1.2.7. Les pigments

Certains appartiennent au groupe des caroténoides et des xanthophylles; d’autres aux
polyphénols (flavonoides) (Clement et al, 2000). Laudine, 2010 signale que les substances
phénoliques interviennent sur la couleur du miel : la couleur jaune, par exemple, est liée aux
flavonoides.

[-5.2. Propriétés physiques

1-5.2.1. Indice deréfraction

Il varie proportionnellement avec la température et la teneur en eau (de 1,5041 a
1,4915 pour une teneur en eau de 13 a 18 %, donc pour la plupart des miels, et atteint 1,4789
pour les miels de callune avec 23 % d’eau). L’utilisation d’un réfractométre permet ainsi de

connéitre lateneur en eau des divers échantillons (Clement et al, 2000).
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1-5.2.2. Densité

Les variations de densité proviennent surtout des variations de la teneur en eau ; plus
un miel est riche en eau et moinsil est dense. En moyenne elle est de 1,42 &4 20°C (Louveaux,
1985).

1-5.2.3. Viscosités

Elle diminue quant la température séléve jusqua 30°C. Elle est fonction de la
température, de la teneur en eau et des autres constituants du miel, en particulier de la
composition des différents sucres (Jean-Prost, 2005).

|-5.2.4. Conductivité dlectrique

La conductivité éectrique représente un bon critére pour la détermination de I'origine
botanique du miel. Cette mesure dépend de la teneur en minéraux et de I'acidité du miel, plus
elles sont éevées, plusla conductivité correspondante est é evée (Bogdanov, 1999).

1-5.2.5. Pouvoir rotatoire

Selon la nature de I’ensemble des sucres contenus dans les miels, la lumiere polarisée
est fréquemment déviée a gauche dans la plupart des échantillons ou, plus rarement, a droite
(Clement et al, 2000). Jean-Prost, 2005 confirme que la mgjorité des miels sont |évogyres
maisil existe des miels naturels dextrogyres.

1-5.2.6. Hygroscopicité

Le miel a la capacité d’absorber I’humidité de I’air lorsqu’elle est supérieure a

55%. Le fructose est largement responsable de cette propriété (Bruneau, 2005).

|-5.3. Propriétés chimiques

1-5.3.1. Acidité

L'acidité est un critére de qualité, di aux acides organiques présent dans le miel
(Bogdanov, 1999). La norme européenne pour le miel fixe une valeur maximale de 50
milliéquivaent/kg (Bogdanov, 2005).

1-5.3.2. pH

Sa valeur varie en généra entre 3,5 et 5,5 ; elle est due a la présence des acides
organiques (Bogdanov et al., 2004). Selon Schweitzer, 2005, les miels de nectar, tres acides,
ont un pH compris entre 3,5 et 4,5. Les miels de miellats, moins acides, ont un pH supérieur &
4,5.

10
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1-5.3.3. Hydroxyméthylfurfural (HMF)

L'HMF est un facteur important de la qualité du miel. A la récolte, le miel n'en
possede pas, mais le temps et la température favorisent sa formation. Or, les normes |égales
acceptent jusqu'a 40 mg dHMF/kg (Laudine, 2010).

I-5.4. Propriétés organoleptiques

Selon leurs origines, les différents miels présentent des caractéres visuels, olfactifs,
gustatifs et tactiles particulierement diversifiés. L’examen organoleptique d’un produit est la
fiche descriptive donnée par I’ensemble des perceptions sensorielles ressenties par le
consommateur. |l peut ainsi apprécier ses qualités essentielles mais aussi ses défauts (Clément
et al, 2000).

1-5.4.1. Couleur

La couleur est une caractéristique physique importante des miels car elle est en rapport
avec leur origine florale ainsi qu’avec leur composition. Elle peut aller d’une teinte presque
incolore au brun sombre. Le chauffage, le vieillissement ainsi que la lumiere provoquent une
intensification de la coloration du miel (Laudine, 2010).

1-5.4.2. Odeur

Dans les différents miels, elles varient considérablement mais s’évaporent trés
rapidement. Elles sont végétales, florales ou fruitées, puissantes ou non, fines, lourdes,
vulgaires. Une odeur de fumée ou de fermentation est un défaut (Clément et al, 2000).

1-5.4.3. Golt

Il s’agit des arbmes, de la saveur (acide, sucrée, salée, ameére) et de la flaveur par voie
rétro-nasale. Ils sont veégétaux, floraux, empyreumatiques, fins, puissants ou persistants,
exogenes. L’arriere-got peut étre amer ou acide et laisse une fin de bouche de tanin, de
rance, de fumée...etc (Clement et al, 2000).

[-5.4.4. Cristallisation

Le miel consiste en une solution sucrée sursaturée. La cristallisation du miel est ains
un processus naturel. La vitesse de cristallisation dépend surtout de la teneur en glucose du
miel ; Les miels dont |a teneur en glucose est < 28 g/100 g ou dont le rapport glucose/eau est
< 1,7 restent plus longtemps liquides (M sda, 2003).

Bogdanov, 1999 signale que les facteurs qui vont favoriser la cristallisation du miel
sont :

La teneur en sucre: plus la teneur en glucose est élevée, plus rapide sera la
cristallisation du miel.

11
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La température: la température optimale pour la cristallisation du miel se
situe entre 10 et 18°C, une température constante de 14°C est idédle.

Lateneur en eau : les miels avec une teneur en eau de 15 & 18% donnent une
bonne cristallisation. Ceux dont la teneur est inférieure ou supérieure cristalisent plus
lentement.

|-6. Altération du miel

Le miel est un produit périssable qui subit au cours du temps un certain nombre de
modifications aboutissant inévitablement a la perte de ses qualités essentielles. La rapidité de
la dégradation dépend de la composition du produit ainsi que des conditions de sa
conservation. De plus, étant trés hygroscopique, le miel confiné en atmosphere humide
absorbe I'eau rapidement. Ce phénomeéne gagne rapidement en profondeur et le miel hydraté
acquiert une structure tres fragile. Dans la mesure du possible, les bocaux de conservation du
miel seront secs et aérés et les emballages se feront en containers pleins et fermés
hermétiquement (Huchet et al., 1996).

|-6.1.Effet du vieillissement

Selon Louveaux, 19684, le vieillissement du miel a une température ordinaire conduit
a une dégradation progressive qui se traduit par une perte des substances volatiles qui
contribuent a I’arome du miel, a I’augmentation de la coloration, a la teneur en HMF et a
I’acidite. Il est principalement dd a I’action des enzymes et aussi des modifications chimiques
lentes, avec le temps les midls brunissent, ils perdent du glucose et du lévulose avec une
augmentation du maltose et du saccharose (Polus, 2007).

La gravité de cette atération, a laquelle est associée une augmentation du taux de
I'acidité et une disparition rapide des enzymes, est directement liée a de mauvaises conditions
de stockage (Huchet et al, 1996).

[-6.2. Effet du traitement thermique

Le miel ne doit pas étre chauffé ou transformé a un point tel que sa composition
essentielle soit changée et/ou que sa qualité sen trouve atérée (Codex, 2008). Si le produit
séchauffe, on observe alors une dégradation plus ou moins rapide des sucres, dégradation qui
seffectue essentiellement aux dépends du fructose et saccompagne de la formation
d'hydroxymeéthylfurfural (figure 4). Ce dernier produit n’existe pratiquement pas dans les
miels en rayons dans la ruche mais apparait aprés quelques mois par vieillissement naturel. I
est le résultat de la déshydratation moléculaire des monosaccharides et, tout particulierement,

le fructose qui sont dégradés en milieu acide :
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CHOH— CHOH HC—CH
-3H,0 ”
OH-CH,-CHOH—CHOH-CHO *OHCH,C  C-CHO
."‘.\ ,'f)
0
Hexose HMF

Figure 04 : Formation d’hydroxyméthylfurfural (Bogdanov, 2009).

L'acidité et une teneur en eau élevée favorisent cette transformation, mais I'excés de
chaleur et un entreposage prolongé sont des facteurs encore plus importants dans ce processus
(Marceau, et al. 1994).

|-6.3. Effet delafermentation

Le miel a une tendance naturelle a fermenter s’il n’est pas conservé au sec et de
maniére hermétique. Lors de la fermentation, les qualités organoleptiques du miel et ses
propriétés sont détériorées (Laudine, 2010). Les levures responsables de la fermentation sont
des levures osmophiles qui proviennent du nectar mais également de pollutions accidentelles
dues aux abeilles ou par contamination apres la récolte (M akhloufi, 2010). Cette fermentation
peut étre décelée par I'analyse des levures au microscope (Msda, 2003). Si le miel a stocker
présente un risque de fermentation, il faudra impérativement le pasteuriser ou le conserver a
une température de 4 a5°C (Huchet et al., 1996).

|-7. Fraude de miel

L’adultération est une pratique frauduleuse consistant en I’ajout d’un produit de
moindre valeur a un autre produit, qui est alors vendu ou donné pour ce qu’il n’est pas. On en
observe dans le miel depuis la commercialisation de sirops de sucre bon marché et de
compositions chimiques voisines de celles des miels. Ces sirops de sucre peuvent étre
additionnés au miel apres la récolte, ou directement durant la miellée. Ces actes malveillants
ont des conséquences économiques néfastes pour les producteurs respectueux de lalégislation
(Cotte, 2003).

Selon Cordella et Moussa, 2009, Le contrdle de I’adultération des miels exige une tres
bonne connaissance du produit. || peut emprunter deux voies souvent complémentaires : la
caractérisation du produit pour en connaitre les constituants chimiques et mettre en évidence
de fortes variations de ceux-ci et la recherche et I’identification d’anomalies constitutives

(traceurs cellulaires ou moléculaires).
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|-7.1. Fraudes de nature physico-chimique

= Les plus simples consistent & mettre sur le marché des miels «sales», avec de
nombreuses traces minérales tels argiles, cristaux, terres, des débris d’épidermes ainsi que de
cellules renfermant de I’amidon, des restes d’insectes, des levures inactivées pouvant méme
former de véritables tapis;

= Un mid qui renferme un taux d’humidité trop éleve est généralement un produit
récolté soit trop tot, avant operculation et maturation dans la ruche, soit dans des régions
tropicales humides, surtout a la saison des pluies. De tels miels sont riches en levures et
fermentent trés rapidement.

= Lapollution : desrésidus de produits chimiques divers, en particulier de traitements
insecticides ou fongicides et autres substances de protection des végétaux, de la pollution
atmosphérique ou de traitements vétérinaires des ruches normalement a faire en période de
repos des abeilles ;

= |_’addition de sirop ou de sucre de canne est aisement détectée par une simple
analyse chimique du miel ou bien par la présence de cellules et de débris de cellules végétales
observés en microscopie photonique en lumiere normale ou polarisée (Clement et al., 2000).

= L’ajout de I’amidon qui peut étre détecte lors de I’analyse pollinique du miel : la
quantification ou le dénombrement des grains d’amidon se fait par rapport aux pollens.
Genéralement, un échantillon de miel est considéré conforme lorsque la quantité d’amidon ne
dépasse pas un a quatre grains pour cent pollens (Cordella et Moussa, 2009).

|-7.2. Fraudes de nature botanique et géographique

Les analyses polliniques des miels sont réalisées pour déterminer ou contréler
I’origine géographique des miels.

= Toute élimination des particules solides des miels, tels le pollen et les spores, est
interdite, de méme que leur addition.

= Une nouvelle méthode d’authentification de I’origine géographique d’un miel a
partir du pollen peut étre mise au point en étudiant la structure de la cellule, de I’intine et du
pollenkitt de ce dernier. Si aucun grain ne présente de modifications ultrastructurales, le
pollen a été introduit apres récolte ; en revanche, si I’intine et le cytoplasme de nombreux
grains ont subi des dégradations sous I’action des enzymes alors que le pollenkitt est en bon
état, cela signifie que le pollen était présent lors de I’élaboration du miel (Clement et al.
2000).
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|- Caractérisation pollinique du miel: Méisso-palynologie

I1-1. Relations entreles abeilles et les plantesa fleurs

Les abeilles dépendent exclusivement du monde végétal pour leur aimentation. Le
nectar, le miellat et le pollen constituent les trois aliments essentiels de la colonie. Le midllat,
dégjection sucrée d'origine animale (pucerons, cochenilles, etc.), peut auss parfois représenter
une source de nourriture non négligeable. Indépendamment de ces trois aiments, un autre
produit végétal est également récolté; il sagit d'une substance résineuse qui sert, entre autres,
a I'aménagement de I'habitat de la colonie : la propolis. En contrepartie, les plantes a fleurs
bénéficient généralement du transport du pollen. La pollinisation est ainsi assurée, elle permet
la fécondation des ovules qui pourront se transformer en graines. Par la méme occasion, la
formation des fruits sera possible (Melin E., 1999).

[1-2. Pollinisation

Le transport du pollen sur le stigmate (partie supérieure du pistil) est un phénomene
appelé pollinisation. De nombreuses plantes a fleurs exigent une fécondation croisee pour
assurer la production de graines et de fruits (les ovules ne peuvent étre fécondés par le pollen
originaire de laméme plante). Les agents qui assurent le transport du pollen sont les suivants :

= Levent (plantes anémogames) : 20 a 30 % des plantes (graminées, certains arbres);

= L’eau: 1a5 % des plantes (plantes aguatiques);

= Les animaux : oiseaux, escargots, limaces mais essentiellement insectes (plantes

entomogames) : 75 a80 % des plantes. (Melin E., 1999).

Les insectes pollinisateurs sont un groupe comprenant un tres grand nombre d’especes.
L abeille domestique (figure 05) est sans doute I’espece la plus connue, mais il est important
de ne pas oublier les autres espéces de pollinisateurs telles que les bourdons et les abeilles
solitaires, les papillons, certaines mouches telles que les syrphes ou encore certains
coléopteres. Ces insectes visitent les fleurs, principalement pour se nourrir de nectar et de
pollen. Une abeille peut visiter plus de 200 fleurs en une heure, et elle stocke plus de 500 000
grains de pollen sur une seule de ses pattes, sans compter tous les grains qui s’accrochent a
ses poils et vont ainsi fertiliser les autres fleurs visitées (Cabannes B. et Gautier M., 2013). Ce
faisant, ils transportent le pollen de fleurs en fleurs et réalisent la pollinisation des plantes
permettant ainsi leur reproduction. L’attractivité des fleurs pour les pollinisateurs differe entre
especes de plantes. La couleur, laforme, le parfum, I’offre en nectar sont autant de caractéres
qui interviennent dans cet attrait (Baude M. et al., 2011). En rédité, La récolte du pollen par

les abeilles va dépendre de la qualité et de la quantité des grains. Un grain trop fin et trop
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agglutinant ne sera pas récolté préférentiellement (cas du troene); un grain trop gros sera
également délaissé (cas de la mauve sauvage). Un pollen trop abondant peut aussi étre évité
par la géne importante qu'il occasionne a l'abeille lors de la récolte (cas du tournesol).
L'évolution de la récolte du pollen au cours de l'année dépend nécessairement de
I'environnement floral. Dans nos régions, les saules et les arbres fruitiers sont les principales
espéces qui contribuent aux récoltes printaniéres. Celles-ci représentent d'ailleurs souvent plus
de la moitié du poids de pollen récolté sur I'année. En fin de saison, les tréfles et le lierre
participent aussi de maniére significative aux récoltes (Melin E., 1999).

Le pollinisateur transporte le pollen des
¥+ anthéres de la fleur A aux stigmates de la fleur B.

Grains de pollen -
Fleur A

Anthére
Filet

Etamine —|

Eligmate
Pistil —|Style

Ovaire

Sépale
Réceptacle

Fleur B

; ! Pétale
Ovules (Les ovaires contiennent les ovules. g o
Chaque ovule contient un ceuf qui se transforme en graine M\ Pollinisateur

apres fécondation.)

Figure 05 : Processus de pollinisation (FCF, 2015).

Parmi |e grand nombre de plantes a fleurs (Spermatophytes) que comporte la flore de
notre région (I’Algérie), on peut remarquer des plantes nectariferes et d’autre polliniferes et
susceptibles d'étre visitées par les abeilles. Toutes ces plantes ne sont pas systématiquement
butinées. Divers parametres influencent I'attractivité de ces plantes vis-a-vis de I'abeille. Les
conditions du milieu et le fonctionnement biologique de la plante vont en particulier étre
déterminants. Des lors, on peut considérer que les principal es plantes melliferes régulierement
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visitées par les abeilles sont au nombre d'une bonne centaine. Et parmi celles-ci, il ne reste

plus qu'une trentaine de plantes qui peuvent participer significativement a une miellée ou aun

apport conségquent de pollen. En raison de ces édléments, la pratique de I'apiculture mérite
nécessairement une connaissance élémentaire des plantes apicoles, de leur physiologie (nature
et qualité de leur production nectarifére et pollinifere) et de leur écologie (répartition des

plantes, influences des facteurs de I'environnement) (Melin E., 1999).

I1-3. R6les économiques et écologiques des abeilles

Selon Bruneau (1991), les colonies d'abeilles ont des réles économiques et écologiques
essentiels:

»= ROle économique direct : L'apiculture est a la base des produits de la ruche (miel, pollen,
gelée royale, cire, propolis). Ainsi le nombre de personnes salariées employées dans ce
secteur.

» ROle économique indirect : Par leurs qualités pollinisatrices, I'abeille (plus de 90%) et les
autres insectes représentent un apport économique de plus de 10% de lavaleur globale des
productions agricoles. Exemples : les abeilles contribuent a 18% des récoltes de pommes,
55% de celles de mandarines, 50% de celles d'aubergines pour la C.E.E. en 1985.

» ROéle écologique: L'apiculture contribue également a la préservation du patrimoine
écologique. 20.000 espéeces vegetales dépendent ainsi de I'abeille pour leur reproduction
(Melin E., 1999).

[1-4. Pollen

Le pollen (du grec Pale = "poussiere" ou "farine") des plantes sont sont les
gameétophytes méales. C'est lui qui va fournir le noyau haploide qui ira féconder la cellule
haploide femelle (I'oosphére). I est contenu dans les antheres, c'est a dire les sacs polliniques
suspendus aux extrémités des filets, (anthére et filet formant I'étamine). Riches de divers
pigments protecteurs : caroténoides et flavonoides, les grains arborent souvent des couleurs
jaunes ou orangees, mais aussi parfois pourpres, vertes, blanches ou violettes, bleues, roses
suivant |'espece.

Le grain de pollen constitue le gamétophyte male des plantes a fleurs, c'est-a-dire un
sac de deux cellules dont I'une assurera la fécondation de |'oosphére contenue dans les ovules.
Apreslafécondation, e pistil évolue en fruit tandis que le ou les ovul &(s) se transforme(nt) en
graine(s). Le pollen est produit au niveau des anthéres, sacs a deux loges de la partie
supérieure des éamines. Les grains de pollen ont des caractéres morphologiques spécifiques,
on peut donc identifier une plante (espéce, genre ou famille) par I'observation de son pollen.

17



Partie bibliographique Chapitre Il : Mélissopalynologie

Lataille du pollen peut varier de 0,002 a 0,3 mm. Laforme et I'ornementation de la paroi sont
également typiques; celle-ci est constituée de sporopollénine, un polymere dur et compact qui
est la substance naturelle la plus résistante produite par un végétal. La composition du pollen
est tres variable. Néanmoins, les composants suivants sy retrouvent de facon constante :
protéines (environ 20 %), glucides (25 a 48 %), lipides (1 & 20 %), vitamines (surtout B, C,
caroténe et caroténoides) et sels minéraux (environ 3 %). La richesse en protéines est
particulierement importante lors du développement de la colonie au printemps. A ce moment,
I'élevage des larves exige une nourriture riche en azote. La récolte annuelle d'une colonie est
de I'ordre de 30 a 50 kg. Une pelote de pollen pése environ 10 mg et comporte entre 200.000
et 2.000.000 de grains. (Mein E., 1999). Selon (Ravazzi, 2007), Un grain de pollen est
composé d’un cytoplasme tres riche en matiére de réserve contenant les noyaux reproducteurs
et végétatifs et entouré d’un sporoderme. Ce dernier est subdivisé en deux couches
concentriques (figure 06):

L’intine, une mince pellicule interne de nature cellulosique.

L’exine, une enveloppe extérieure constituée du sporopollenine (substance
plus polymérisée, du groupe de caroténoides). Cette derniere confére au grain le pouvoir de
résister aux diverses causes de dégradation et de se conserver presque indéfiniment au cours
des temps. Chaque grain de pollen d’une espéce végétale est determiné aprés observation
microscopique qu’il soit optique ou bien électronique grace a sa forme, sa taille, ses
caractéristiques morphol ogiques et la structure variée de sa surface (Renault et al., 1992).

cyloplasme ;
exine
noyaux .
pore
intine

Figure 06: Structure schématique d’un pollen (Prost, 1987).
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I1-4.1. Forme et la symétrie

Laforme du grain de pollen est variable (figure 07 et figure 08), on peut avoir :
= desgrains de pollen simples (les grains se séparent tout de suite apres laméiose) :
eumonades (a) ;
» des grains composés (les grains formés ne se séparent pas). On a les tétrades (b)

(grains groupés en 4, polyades (c) (formeés par plusieurs grains).

(1)

Pollen lobé Pollen circulaire  Pollen triangulaire

En vue méridienne, |e pollen représente un volume pour lequel on définit deux axes:

= |’axe polaire P ligne joignant les deux pdles ; le pdle proximal étant celui qui est situé
vers le centre de la tétrade mere, le pole distal lui étant opposé a I’extérieur.

= |’axe équatorial E perpendiculaire a I’axe P.

(P
4/

Pollen longiaxe Pollen équiaxe ou sphéroidal Pollen bréviaxe ou ovoide

La symeétrie des pollens est définie par I’emplacement des zones germinales ou apertures.

o O O

Pollen isopolaire

Pollen hétéropolaire Pollen apolaire
* |epollen apolaire : sans axe de plan de symétrie ;

» e pollen isopolaire : vues polaires identiques et symétriques par rapport au plan
équatoria ;
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» |e pollen hétéropolaire : présentant un axe de symétrie mais les vues polaires sont
différents au pdle proximal et au pole distal.

[1-4.2. Apertures ou zones ger minales

L’aperture est une zone de moindre résistance, due a I’amincissement ou a la
disparition de I’exine, qui permet la sortie du tube pollinique (Erdtman, 1952). Ces apertures
peuvent se situer aux péles, a I’équateur ou étre réparties sur I’ensemble du grain. Les
ectoapertures affectent la couche la plus externe de I’exine, I’ectexine tandis que les

endoapertures affectent sa couche la plus interne, endexine. La forme de I’aperture peut étre

O ©

Inaperturé Monoporé Diporé Periporé

variable.

Monocolpé  Dicolpé Stephanocolpé

RN

Tricolporé Stephanocolporé Syncolpé Syncolporé

[1-4.3. Exine
a. Ornementation de I’exine

L’exine est une membrane externe, inerte et tres résistante du pollen, sa morphologie
permet la caractérisation des pollens. La méthode de L.O. ou Lux Obscuritas (lumiére,
obscurité) permet I’observation de I’ornementation de I’exine par la mise au point de la vis
micromeétrigue du microscope.

L’exine peut étre :
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b. Structure de I’exine

La structure de I’exine définit la constitution de ses différentes couches.
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Figure 07: Terminologie de la palynologie (Punt & al, 1994 ; Van Campo, 1957) cité par Randrianarivelo
R.H.M. (2010).
(1, 2, 3, 4) : Forme et la symétrie ; (5) : Apertures ou zones germinales ; (6) : Ornementation de I'exine ; (7, 8) :
Structure de I'exine.
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I1-5. Laflore mellifere

Les plantes melliféres -qu'il faudrait appeler plus justement "nectariferes”- produisent
du nectar, substanceliquide tres sucrée récoltée par lesinsectes butineurs et
les oiseaux nectarivores. Certaines abeilles melliferes (Apis, Trigona, Mellipona...)
transforment ce nectar en miel. Beaucoup de plantes sont nectariféres, mais seulement une
partie peut étre butinée par lesabellles domestiques, du fait de leur morphologie
(encombrement du corps, longueur de la trompe...). L'apiculture classe une plante comme
mellifére lorsgue celle-ci est exploitable par I'abeille domestique.

L’Algérie dispose d’un tapis végétal mellifere riche et varié (figure 09), il est réparti
dans des zones a étages bioclimatiques différentes. Du nord du pays avec ses variétés de miel
exquis (agrumes, toutes fleurs...), en passant par les zones montagneuses et les foréts avec
des miels tres variés jusqu’a la steppe, destination des apiculteurs qui transhument vers
d’autres espéces comme le jujubier. Selon les plantes melliferes disponibles pour I’abeille, il
peut y avoir des variétés de miels qui sont plus ou moins appréciées et recherchées par les
consommateurs. Par ailleurs, et depuis quelques années, les apiculteurs ont compris que pour
faire plusieurs récoltes a I'année au lieu d'une seule ou deux seulement, il faut recourir ala
transhumance ; une opération qui consiste a transporter les ruches dans des endroits différents,
a savoir les hauts- plateaux et méme le Sahara. En plus, ces déplacements, méme sils

demandent beaucoup de temps et beaucoup de moyens, surtout matériels, ne sont jamais vains
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puisquiils permettent de récolter d'autres variétés de miel qui n'existent pas au nord du pays.

En effet, en plus du miel multi fleurs, d'oranger, d'eucalyptus, de carotte sauvage...Les

professionnels du secteur récoltent chaque année le miel du «Jujubier» tres réputé et auquel

sont conférées plusieurs vertus thérapeutiques, en plus du mid de thym, d'euphorbe...

Eucalyptus app.
Clea®

Papaver®
Pimpinella
Cruciferae
Carduus f.
Hedy=arum
Trifolum pratense gr.
Rubusf.
Compositas T .
Echium

Cistus®

Trifolium repens gr.
Daucus
Umbelliferae altre
Centaurea J f.
Convolvulus

Citrus

Lotus corniculatus gr.
Vicia

Thymus

Eryngium

Arctium

Acacia

Borago
Compositae H f.

Palmas*
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Figure 09: Principales types de pollen identifiés dans 66 échantillons de miel Algérien. (* = espéces

nectarifere) (Makhloufi C. et al., 2007)
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I1-6. Plantes toxiques pour les abeilles
Il faut également étre vigilant sur la nature des plantes ornementales butinées car
certaines d’entre elles présentent une toxicité pour les abeilles ou pour les consommateurs de
miel (Laudine, 2010) (Tableau 02).

Tableau 02 : Plantes toxiques pour les abeilles (Adler L.S., 2000).

. . . Principe toxigue
Famille Espéces toxiques id:]ntiﬁé 4
Hippocastanacées Aesculus californica Saponines
Fabaceées : - .-r.rragm’_m i Alcaloides
Sophora microphyila
Convolvulacees Cuscuia spp. Alcaloides
Cyrillacees Cyrilla racemiflora
Loganiacées Crelsemium sempervirens
Ericacées Kalmia latifolia Alcaloides
Solanacées Solanum nigrum Alcaloides
- Veratrum californicum
Liliacées
Zygadenus venesosus
Corynocarpaceées Corynocarpus laevigaia
Apilacées Angelica trigueta
Théacées Camellia thea
Bombacacées Ochroma lagopus
Tiliacées Tilia spp.
Apocynacées Asclepias spp.

I1-6.1. Mielstoxiques

D’aprées Faliu L. (1994), des intoxications par le miel ont é&é observées depuis des
siecles et sur plusieurs continents, mais elles sont extrémement rares. Toutes les plantes
toxiques butinées ne donnent pas obligatoirement des miels toxiques, car il faut d’une part
que le poison se retrouve dans le nectar (c’est le cas le plus fréquent), le pollen ou le miellat,
et que, d’autre part, les plantes toxiques butinées soient tres abondantes pour que le miel
contienne une quantité suffisante de toxine susceptible de provoquer des symptémes. Les
especes végétales responsables de la production de miels toxiques sont récapitulées dans le
tableau suivant (Tableau 03 et figure 10).
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Tableau 03 : Plante produisant des miels toxiques et symptémes de l'inzoxication (Fzliu L. 1994 et Adlers L.5., 2000)

Famille Espéces toxiques Principe toxique Symptomes Traitement
identifié
Ericacées Fhododendron ponticum Gravanatoxines I a XII 15 a4 25 mm apres I'ingestion de miel Lavage gastrique
Fhododendron flavum Troubles digestifs : nangées, vonussements, Asgistance cardiac(ue
Rhododendron luiteum diarthee
Fhndodendron arhorenm Troubles cardiacmes : donlenrs an nivean de Ia
Fhododendron poitrine, ralentissement cardiaque 30 a 50 bpm,
Campanilatum arythnue, hvpotension severe (60/40 mmHg)
Kalmia spo. Troubles nerveux : céphalées, engourdiszement
Agauriaspp. des extremuiles, picotements. parfois convulsions,
Andromeda spp. paralysie progressive, frouble de la vision. grande
Azalea pontica faiblesze, perte de conzcience
Tripetale {Azclée du
Japon)
Coriariacfes Coriaria crbored Tutine Trouble nerveux: hypersensibilité, comvulsions, Barbituriques
Hyenanchine céphalées (pentobarbital sodique)
Coranmytrine Douleurs abdominales ou Diazépam (Valium®)
Vomissements,
Agitation violente avec délire
Perte de mémoire voire coma
Loganiacées Celsemiura sempervivens Gelsemime Agtation, cecite, mydnase, lassitude, nansées -
{Faux jasraine) convuleions
Solanacées Datura Stramonism Hyoscyamine - -
Defura mefel Scopolamine
Iyoscyamis niger
Euphorbiacées Fuphorbes Liritation dela bouche et dela gorge, nansées -
Aconit napel - -
Aconit tue-loup
Légmninenses Cytise - -
Genel d"Espague
Agtragales
Ilippocastananées |  Marromiers " -
Tiliacées Tilleuls - -
Buxacées Bus - -
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Araliacées Lierre - -

Ombelliféres Grande cigué ou Cigué de - -
Socrate

Asclepiadacées Asclepias - -

Apecyvanacées Lawier-rose - -

Tyvinéléacées Bois zentil - -
Daphne mezereum

Liliacées Veratres - -

Boraginacées Echium plantagineum Alcaloides Cirthose hypertrophicque du fois -

Sapindacées Paullinia australiz - -

Datura stramoine
{ Datura strainonii)

Euphorbe épurge
(Euphorbia lathyrus)

Laurier-rose
(Nerium oleander)

Sceau de Salomon
(Polvgonatum odoratum)

Figure 10 : Plantes toxiques pour les abeilles (Faliu L., 1994}
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[1-7. Palynologie

La palynologie est I’étude des grains de pollen et spore actuels mais aussi des
pal ynomorphes (cellules et organismes microscopiques a parois organiques). Les applications
delapaynologie sont diverses:

La paléopalynologie : c’est la science qui étudie les palynomorphes fossiles, elle se

base sur l'incroyable facilité avec laquelle le pollen peut se retrouver intact a I'état

fossile. Elle permet de dater des couches géologiques, des ossements, des objets,
mais aussi, par reconnaissance des especes, de déterminer les types de végétation
passés et donc |'évolution des climats.

L'aéropalynologie : par I'étude de pollen en suspension dans I'atmosphere, on peut

estimer le taux de pollinisation des cultures, mais surtout prévoir des cartes de risques

dalergies aux pollens,

La mellisopalynologie : cette science permet de quantifier et didentifier le pollen

présent dans le miel, et ainsi de déterminer sa provenance, éventuellement détecter des

fraudes et certifier le miel en tant que miel mono-floral. Exemples : Miel de tournesol,

Miel delavande...

En analyses archéologique et/ou criminologie : la détection et l'identification de

pollens sur les objets, des textiles ou des corps, peut donner de précieux

renseignements. On peut ainsi estimer a quelle période de I'année se sont déroulés les
faits et la provenance géographique d'un I'objet.

[1-7.1. Analyse pollinique de miel « M élisso-palynologie »

La flore variée de I’espace méditerranéen permet d’avoir de multiples variétés de
miels, aux godts et propriétés différents. La dénomination du miel fait référence soit a la
plante principale qui le compose, soit & I’aire géographique de butinage (Cabannes B. et
Gautier M., 2013). Le seul moyen infaillible pour délivrer 1a « carte d’identité » d’un miel est
de faire son analyse pollinique (ou mélisso-palynologie), cette derniére donne une information
précise sur les principales plantes melliféres et permet de caractériser les miels par leur
origine botanique ou géographique. Elle apporte aussi des informations importantes sur le
comportement de butinage des abellles. Par ailleurs, la teneur en pollen des miels permet de
contrbler leur qualité, augmentant ainsi leur valeur économique (Telleria, 1988). Il permet
également de faire des constatations sur I’éventuelle souillure du miel par des particules
insolubles ains que sur la quantité de levures présentes (Laudine, 2010). La mélisso-

27



Partie bibliographique Chapitre Il : Mélissopalynologie

palynologie est donc une garantie siire de contrdle de qualité, de prévention et de répression
des fraudes.
[1-7.1.1. Analyse pollinique quantitative
L’analyse pollinique quantitative consiste en l'identification fine de chaque pollen.
C’est une analyse assez longue de par la diversité des pollens rencontrés, de I'ordre de la
centaine. Le spectre pollinique est le pourcentage de chacun d’entre eux (Laudine, 2010).
Selon Clément et al. (2000). Les observations sont réalisées en balayant la lame de
gauche a droite en haut de la préparation, puis arrivé a I’extrémité droite en descendant de
plus d’un champ afin d’éviter tout recouvrement des régions déja observées ; les pollens de
cette seconde ligne sont comptés en progressant de droite a gauche et ainsi de suite avec une
nouvelle ligne jusqu’a ce que I’ensemble de la préparation soit totalement étudie.
Les résultats sont classiquement exprimés en donnant le nombre de grains de pollen
pour 10 g de miel. Et il est possible de classer les miels en 5 catégories:
Classe | : moins de 20 000 pollens pour 10 g de midl;
Classe 1 : 20 000 a 100 000 pollens;
Classe |11 : 100 000 a500 000 pollens;
Classe 1V : 500 000 a 1 000 000 pollens,
Classe V : plusde 1 000 000 pollens

Quatre classes également sont définies d’apres les quantités relatives du pollen des
différentes espéces :
Pollen dominant (plus de 45 %) ;
Pollen principal ou secondaire (16 a45 %) ;
Pollen d’accompagnement ou mineur important (3 a 15 %) ;
Pollen isolé ou mineur (moins de 3 %).

11-7.1.2. Analyse pollinique qualitative

L’analyse pollinique qualitative consiste en I’identification des pollens présents dans
I’échantillon afin d’en déterminer globalement la nature : miel de montagne, miel de plaine,
miel exotique, etc. (Laudine, 2010).

La morphologie des grains de pollen est trés variable selon les especes végétales.
Certains critéres morphologiques tels que lataille, laforme, 1a présence de sillons, de pores et
I’ornementation externe permettent aux palynologues de déterminer a quelle espéce appartient
le grain (figure 6) (Chauzat et Pierre, 2005). L’exine présente fréquemment les figures
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géomeétriques ou des traits qui permettent généralement une bonne identification (Renault et
al., 1992). Selon Jeanne (1983), Un tres grand nombre de grains de pollen ont une taille de
I’ordre de 20 a 50 um, certains pollens sont de trés petite taille, la plus grande dimension ne
dépassant quelques micrométres (ex : Myosotis). D’autre sont trés gros, comme celui de la
courge qui est de I’ordre de 200 pum.
[1-7.1.3-Principaux types de miels
a-Miels monofloraux
Les miels monofloraux (figure 11) sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat
provenant d’une seule espéce végétale et cela nécessite d’installer les ruches a proximité de la
plante recherchée. Par exemple;
= Miel de bruyere blanche : Couleur ambre, trés odoriférant a saveur de caramel, il
cristalise rapidement avec une texture fine et onctueuse.
= Miel de chéataignier : Couleur ambre foncée, marron a I’état solide avec une
cristalisation assez grossiére. Odeur forte et golt corse, avec une certaine amertume.
Qualités cicatrisantes et bénéfique pour la circulation sanguine.
= Miel de lavande ou lavandin : Un des fleurons des miels francais, que les apiculteurs
vont souvent chercher dans les Alpes de Haute-Provence en transhumant leurs ruches.
Midl trés clair dégageant un bouquet de saveurs fruitées et colorées, cristallisant assez
finement.
= Miel deromarin: miel tréesclair qui cristallise rapidement, agrainsfins.
Arbme discret et goQt subtil, réputé depuis I’antiquité (Cabannes B. et Gautier M.,
(2013) ; Rossant (2011).
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1 : Eucalyptus spp

Figurell: Observation microscopique du pollen d’un miel monofloral d’ Eucalyptus (400X)

(Rasoloarijao T.M. (2013).
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b-Miels polyfloraux

Les miels polyfloraux (figure 12) sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat
provenant de plusieurs especes vegétales. Pour valoriser leur spécificité et permettre au
consommateur de reconnaitre leur caractére dominant, les apiculteurs indiquent leur origine
géographique. Celle-ci indique soit I’aire de production (région, département, massif...)
(Rossant, 2011).

1. Adansonia sp 2: Sorghum sp 3. Zyziphus mauritiana 4: Dombeya sp
5. Acacia sp

Figure 12: Observation microscopique du pollen d’un miel multifloral de foret (400X) (Rasoloarijao

T.M. (2013).

[1-7.2.M éthode utilisées en mélisso-palynologie

Le principe de ces méthodes repose sur le fait que tous les miels naturels contiennent
en suspension avant et apres leur extraction des constituants figurés microscopiques dont les
plus importants sont les grains de pollen provenant des fleurs que I’abeille a visitées pour la
récolte du nectar. Outre les grains de pollen, les miels naturels peuvent contenir en tres faibles
quantités : des spores de champignons, des algues microscopiques, des levures, des grains
d’amidon, des fragments d’insectes et des poussieres atmosphériques. Par centrifugation
d’une solution de miel dans I’eau, les élements figurés peuvent étre concentrés dans un tres
faible volume pour en confectionner des préparations dont I’examen sous microscope apporte
les informations sur son origine botanique, son origine géographique, son mode d’extraction,
sa souillure éventuelle par des matiéres insolubles dans I’eau, son état de conservation et son
degré de filtration.

I1-7.2.1. Méthode de L ouveaux 1970

L’ingénieur de I'INRA Louveaux a publié en 1970 un référentiel sur lequel se basent
de nombreux laborantins encore aujourd’hui. Cette technique est utile pour étudier les miels
pauvres en pollen, tel que le miel de lavandin, par exemple (Laudine, 2010).
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Cette technique d’extraction et de montage des pollens a été codifiée par la
Commission International e de Botanique Apicole sous la forme suivante:

10 g de miel sont mis en solution dans I’eau chaude (< 40°c) et centrifugé a 3000
tours/minutes pendant 10 minutes. Le culot de centrifugation est prélevé, déposé sur lame,
séché, inclus dans la glycérine geélatinée et recouvert d’une lamelle. Apres solidification
complete du milieu, la préparation est lutée au baume du Canada (Louveaux, Maurizio et
Vorwohl, 1970).

D’aprés Louveaux (1968b), les préparations obtenues présentent trés souvent deux
défauts : elles manquent de clarté, ce qui rend plus difficiles les observations, et elles se
conservent mal.

[1-7.2.2. Méthode par acétolyse

La méthode de [I’acétolyse permet [I’étude précise de la morphologie pour
I’identification des grains de pollen. Elle permet une observation fine et rigoureuse de la
structure de la paroi pollinique, éément qui devient indispensable dans le cas des régions ou
laflore mellifére est mal connue. En revanche, elle détruit les éléments accessoires des miels
tels que levures, spores et algues utiles pour déterminer si un miel a fermenté ou contient du
miellat. Par conségquent, on la préférera pour I’étude des pollens exotiques, mais pas pour une
analyse de miel en routine.

Cette méthode a été mise au point par Erdtman et a été préecisée par Gadbin en 1979
dans la revue Apidologie. Etant donné la nécessité de manipuler des mélanges d’acides a
chaud sous une hotte, cette méthode ne peut étre réalisée qu’en laboratoire (Laudine, 2010).

En 1967, Vorwhol exclut I’acétolyse des méthodes d’analyse du miel comme prenant
trop de temps et provoquant la destruction d’eléments figurés accessoires tels que les algues,
levures, morceaux d’insectes intéressant pour I’étude du miel (Gadbin, 1979).

11-7.3.0bservation microscopique de pollen

L’ observation microscopique et la détermination des caracteres morphologiques des
grains de pollen a été faite grace aux techniques d'acétolyse et de lyophilisation. La méthode
dacétolyse utilisée est cele d'Erdtman (1952). Les pollens placés dans un mélange
acétolysant: anhydride acétique pur et acide sulfurigue concentré (9:1 v.v.), sont placés dans
un bain marie froid qui est amené a ébullition durant une minute. Apres refroidissement le
mélange est centrifugé a 1800 tours/minute pendant 10 minutes. Deux ringages par
centrifugation a l'acide acétique et deux a l'eau distillée sont effectués. Les pollens sont

ensuite mis dans un mélange d'eau glycérinée (50:50 v.v.), laissés reposer 30 mn et
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centrifugés une derniére fois. Les tubes sont retournés pour permettre |'essorage des pollens.
Pour |'observation en microscopie photonique, le montage entre lame et lamelle est réalise
dans la gélatine glycérinée (50:50 en poids) et lutage a la paraffine. Pour I'observation en
microscopie éectronique a balayage (MEB), apres les ringages a |'eau, un échantillon est
prélevé al'aide d'une pipette et déposé sur une lamelle de 12 mm de diametre; |a préparation
est congelée, puis lyophilisée pour permettre aux pollens de garder leur forme initiade
(Youmbi E. et al., 1998). Les caractéres d’identification des pollens rencontrés dans une
préparation pollinique portent sur :

- laforme et la symétrie,

- lesdimensions du grain de pollen,

- I’ornementation de I’exine,

- le nombre et la forme des apertures (Randrianarivelo R.H.M., 2010).

I1-7.3.1. Microscope Optique

On utilise le microscope optique ou photonique classique (avec oculaire et objectif)
permettant de couvrir tous les besoins jusqu'a un grossissement de 2 000 fois. L'excellente
résolution de ces appareils permet I'observation de détails tres fins jusgu'a environ 0,3
micrometre, mais pas plus (figure 13). Par ailleurs, la profondeur de champ est presque nulle
ce qui signifie que |'on a une image quasiment plane ou le relief n'apparait pas. L'image est
cette fois obtenue par transmission de lalumiére a travers I'objet. Il faut donc travailler sur des
prélevements fins ou méme des coupes fines pour qu'ils soient transparents a la lumiére. Les
détails observeés sont dus aux variations de contraste dues aux différences d'absorption de la

lumiére (Beaunier L. et Borensztajn S., 2000).
e

Figure 13: Observation de pollen de Taraxacum officinale (Pissenlit) (1000X) par MO
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I1-7.3.2. Microscope Electronique

Pour observer de plus en plus petit, les techniques actuelles d'observation peuvent faire
appel a un outil particulierement performant, le microscope éectronique. L'avantage du
microscope éectronique a balayage réside principalement dans I'observation de la surface
d'un échantillon entier, en structure tridimensionnelle, sous réserve que celui-ci "supporte” le
vide indispensable au passage du flux des électrons. Le microscope éectronique a balayage
est donc utilisé comme une grosse loupe avec des rapports de grandissements allant jusgu'a
100 000 fois (figure 14); il ouvre ains la possibilité d'observer des détails tres fins, non
observables par les autres techniques(Beaunier L. et Borensztajn S., 2000).

L'emploi de la microscopie électronique au cours de ces derniéres années a apporté de
nombreuses données nouvelles sur la structure des spores et pollens tant pour les formes
fossiles que pour les actuelles, en méme temps que se confirmait I'importance que revét cette
structure pour lataxinomie et la phylogénie du monde végétal (Cerceaur M-T. et al., 1976).

HV | ¢ ag O] HFW | WD [spot — 10 pm
M [10.00 KV ILFD S 000 x |59.7 uym|{10.1 mm| 3.0 CRAPC

Figure 14: Observation de pollen de de Taraxacum officinale (Pissenlit) par MEB (5000X) (CRAPC, 2016)
I1-7.4. Préparation deslames deréférences
L'identification du pollen ne peut se faire que par comparaison de la morphologie
observée avec celles de grains connus qui constituent des références (Schweitzer, 2009).
Celles-ci peuvent ére des microphotographies, soit sur papier, soit numeérisees : elles
constituent une banque de données que I'on peut consulter pour comparaison (Annexe). La
documentation utilisée a permis de déterminer les pollens généralement au niveau du genre et
guelquefois au niveau de I’espece. Elle a dii étre arrétée au niveau de la famille dans le cas ou

les caracteres polliniques sont homogénes comme chez les pollens de Poaceae. Le terme cf.
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(confer) a éte utilisé lorsque les pollens ont des caracteres morphologiques proches de ceux
d’un pollen déja identifié. Toutefois, certains pollens ont di étre classés indéterminés
(Randrianarivelo R.H.M., 2010).

En outre, La meilleure fagon de s’initier a la reconnaissance des espéces vegétales -
qu’elles soient melliféres ou non - est deréaliser un herbier. Larécolte des plantes permet leur
identification précise, constitue une banque de données de référence et autorise une
consultation & n’importe quelle période de I’année. Il faut cependant signaler qu’un certain
nombre de plantes sauvages jouissent d’un statut de protection Iégal, en raison de leur rareté.
La réalisation d’un herbier ne doit donc se concevoir que si celui-ci a une réelle vocation
éducative ou scientifique. La réalisation de photographies ou de diapositives des especes
melliferes constitue aussi la base d’une intéressante source de documentation. On ne peut

qu’inciter a la réalisation de ce type de travail (Melin E., 1999).
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[11-1. Contaminants dans|e miel

L’abeille, pour les besoins de la colonie, récolte du nectar, miellat, pollen et eau dont
I’environnement est exposé a divers contaminants bactériologiques et chimiques qui peuvent
se retrouver dans les produits de la ruche consommés par I’hnomme (comme le miel, gelée
royale, ...etc.). A cette pollution des milieux peut s’ajouter une contamination des
productions apicoles au moment de conditionnement (Fléche C. et al., 1997).

[11-2. Sour ces de contamination de miel

Les deux sources de contamination du miel (figure 15 et tableau 04) sont :
I’environnement, deés les étapes de I’élaboration du miel ; Mais aussi I’apiculteur, par des
pratiques apicoles peu rigoureuses. Les contaminants environnementaux sont des meétaux
lourds tels que le plomb, le cadmium, le mercure et I’arsenic, le fluor, des isotopes radioactifs,
des polluants organiques, des résidus de traitements phytosanitaires et des bactéries
pathogénes. Les contaminants liés & I’apiculteur et ses techniques sont essentiellement des
résidus de médicaments (souvent interdits) utilisés dans la ruche : les acaricides (substances
lipophiles, acides organiques, composants d’huiles essentielles) et les antibiotiques
(tétracyclines, streptomycine, sulfonamides et chloramphénicol). D’autres substances peuvent
également contaminer le miel : para dichlorobenzéne (utilisé pour le contréle de la fausse-

teigne) et autres répulsifs (Bogdanov S. 2006).

Environnement Apiculture
_Pesticides -Acaricides pour le contréle de la Varroa
-Métaux lourds -Antibiotiques

-Bactéries -Pesticides

-OGM -Répulsif d'abeille en période de récolte

-Radioactivité

l .

Plants =

Air, Watpr .;)EL

Figure 15: Sources de contamination de la ruche (Bogdanov S., 2005).

OGM: Organisme Génétiquement Modifié
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Tableau 04 : Facteurs de contamination du miel (Al-Waili, 2012).

Contaminants environnementaux
Métaux lourds (plomb, cadmium)
Isotopes radioactifs (¥K, 17Cs)
Polluants organiques (polychlorobiphényle = PCB)
Pesdcides (insecticides, fongicides, herbicides)
Bactéries pathogeénes
Organismes génédquement modifiés
Contaminants issus des pratiques apicoles
Acaricides (synthétques et naturels)
Anabiotques (traitement des maladies du couvain)

Paradichlorobenzéne (PDCB, répulsif pour le raitement de la cire)

Ces polluants peuvent atteindre les matiéres premiéres de produits d'abeille (le nectar,
le miellat, le pollen, la plante entiére et ses exsudats) que ce soit par I’air, I’eau ou le sol. Ils
peuvent étre aussi transportés dans la ruche par les abeilles qui sont en contact direct (Laudine
2010).

[11-3. Résidus de métaux lourds

Les métaux lourds issus de I’industrie et des transports polluent I’air, I’eau et le sol. Si
les ruches se situent a proximité d’une zone polluée, le miel risque de contenir des résidus de
ces métaux, notamment du plomb et du cadmium (Laudine, 2010). Les abeilles peuvent
butiner sur une distance de plusieurs kilométres de ruches et ils échantillonnent efficacement
I'environnement pour les contaminants dans les plantes, le sol et I'atmosphére. Des grandes
concentrations de métaux lourds ont été trouveées dans les produits apicoles des ruches situées
dans des zones dactivité industrielle ou agricole élevé. Voila pourquoi le miel et autres
produits apicoles sont considérés comme bon matériel pour la surveillance de la
contamination environnementale (Formicki et al., 2013).

A I’heure actuelle, aucune LMR n’a encore été fixée pour les métaux lourds, en
Europe. Les résultats d’analyses montrent que le miel est relativement peu contaminé,
contrairement aux abeilles. La aussi, certains auteurs pensent que I’abeille filtre les métaux
lourds de I’environnement et qu’elles peuvent, elles et leurs produits, servir de bio-indicateurs

pour une contamination par des métaux lourds dans un rayon de 3 km autour de la ruche
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(Bromenshenk J.J. et al. 1991 et Devillers J. et Pham-Delegue M.H. 2002). Il faut toutefois
rester prudent quant a I’interprétation de ces résultats car les métaux lourds peuvent également
contaminer le miel au cours de son extraction ou de sa conservation (Laudine, 2010).

Plomb
Le plomb, issu des moteurs, pollue I’air et contamine directement le nectar et le

miellat. D’apres Bogdanov S. (2006), les valeurs retrouvées dans le miel sont comprises entre
0,001 et 1,4 mg/kg. Ces valeurs ont tendance a diminuer depuis I’utilisation de pots
catalytiques et d’essence sans plomb. Le seuil de tolérance pour le plomb est de 100 pg/kg.
On retrouve également du plomb dans des miels extraits avec du matériel ancien, qui ont été
en contact avec une peinture a base de plomb.

Cadmium

Le cadmium provient des industries métallurgiques et des incinérateurs. 1l est
acheminé par le sol dans la plante et contamine lui aussi le nectar et le miellat. Si les ruches
sont placées a proximité d’un incinérateur, elles peuvent également étre contaminées par I’air
ambiant. D’apres Bogdanov S. (2006), les valeurs retrouvées dans le miel peuvent varier entre
0,001 et 0,113 mg/kg. Le seuil de tolérance pour le cadmium est fixé a 50ug/kg.

Mercure, nicke

D’autres métaux lourds tels que le mercure et le nickel ont été également étudiés. Le
seuil de détection pour le mercure est de 0.0005 mg/kg (Devillers J. et Phamdelegue M.H.
2002) cité par Laudine 2010.

Autres: cuivre, arsenic

Dans une étude de 1989, Krunic M-D. a montré que lors d’une pollution de I’air par
I’arsenic provenant d’une usine de traitement du cuivre, le miel n’a pas été contamine,
contrairement aux abeilles et au pollen (Laudine, 2010). Une autre étude par Jose M. Bastias
et a. (2013), il rapporte que la pollution de miel par I’Arsenic provienne principalement de la
nature (éruption volcanique) et les activités anthropiques (exploitation miniére). Les
concentrations de I’As total et As inorganique dans les échantillons de miel dans cette étude
ne constituent pas un risque pour la santé humaine parce que ses niveaux sont inférieurs ala
limite permissible.

[11-4. Résidus des antibiotiques

Au-dela des pesticides, on retrouve des traces d’acaricides et d’antibiotiques, tous
deux utilisés réguliérement pour traiter la ruche. Cependant, lorsque ces produits sont utilisés
dans de bonnes conditions (éviter la période de miellée, quantité raisonnable, utilisation de
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méthodes alternatives), les apiculteurs peuvent limiter I’impact de ces produits sur le miel. Au
niveau mondial, I’oxytétracycline ou le chloramphénicol sont régulierement utilisés pour
traiter les maladies du couvain (les loques) causées par Paenibacillus. Des résidus ont été
mesurés dans des miels indiens et turcs notamment (Al-Waili et al., 2012). Des apiculteurs
utilisent rarement des produits vétérinaires de complément avec des antibiotiques
(oxytétracycline) pour aider le développement de la ruche. De nombreux pays européens ont
banni I’'usage des antibiotiques, mais il n’existe pour autant pas de limites établies pour ces
antibiotiques dans le miel. D“autant que dans les pays ou I’utilisation est tolérée, on remarque
gue les tétracyclines sont particuliérement rémanentes. Aprés douze semaines entre le
traitement et la récolte, on peut observer des taux non négligeables dans le miel (Thompson et
al., 2005). On remarquera donc la complexité de cette question. L’usage des produits
chimiques est aujourd’hui devenu courant et face aux maladies de la ruche ou de la culture, il
semble inévitable de retrouver de tels produits dans le miel. Mais tout comme la
contamination des abeilles, des solutions sont a envisager mais ne sont pas pour autant faciles
apercevoir (CrousillesA., 2014).

D’aprés Bogdanov S. (2006), sept classes différentes sont actuellement détectées dans
le midl : sulfonamides, aminoglycosides, tetracylcines, amphénicols, macrolides, p-lactames
et métabolites du nitrofurane. Cependant les principaux antibiotiques contaminants le miel a
I’échelle mondiale sont : tétracyclines, streptomycines, sulfonamides et chloramphénicol .

L'utilisation d'antibiotiques dans I'apiculture est illégale dans certains pays de I'UE.
Cependant, il n'y a pas de LMR fixées pour les antibiotiques dans le miel conformément ala
réglementation de la Communauté européenne, ce qui signifie que les résidus de miel
contenant des antibiotiques ne sont pas autorisés a étre vendus alors que dans d’autres pays,
comme la Suisse, Royaume-Uni, et la Belgique, ont établi des limites d'action (niveau
d'antibiotiques dans le miel au-dela duquel I'échantillon est jugée non conforme) pour les
antibiotiques dans le miel, qui se situe généralement entre 0,01 a 0,05 mg / kg pour chague
groupe d'antibiotiques (tableau 05) (Al-Waili et al., 2012).
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Tableau 05: Seuils de tolérance de résidus d’antibiotiques dans le miel en Suisse (Bogdanov S. et Fluri P.,

2001).
Matieres actives Seuil de tolérance
(mg/kg)
Sulfonamudes 0,05
Tétracyclines 0,02
Streptomycine 0,02

La présence d’antibiotiques est décelable par plusieurs méthodes ou appareillages ;
Les méthodes les plus économiques, (Elisa et Charm Test) sont aussi les moins fiables. C'est
la raison pour laguelle tout résultat positif obtenu ainsi est systématiquement validé ensuite
par 'HPLC ou LC-MS/MS que personne ne conteste. Pour les antibiotiques " classiques ",
(streptomycines, sulfonamides, tétracyclines), les seuils de détection sont passés en quelques
années d’un seuil de 500 ppb a 10 ppb. Maisil est possible de descendre beaucoup plus bas si
nécessaire (Piro R. et Mutinelli F., 2003). Pour le chloramphénicol, antibiotique prohibé en
médecine vétérinaire tant en Europe qu'aux Etats-Unis, les enjeux sont différents puisqu'il
sagit d'une molécule classée a haut risque. En conséquence, méme les analyses de routine
offrent un seuil de détection beaucoup plus bas : 0,3 ppb (Ortelli D. et al., 2004). C'est sur la
base de ces analyses qualifiées par la presse apicole de " non fiables" et " non validées " que
I'Union Européenne a blogué les importations de toutes les productions animales d'origine
Chinoisesy comprisle miel.

I1-5. Résidus de Pesticides

A coté des métaux lourds et de résidus d’antibiotiques, Le miel peut contenir d’autres
contaminants : les pesticides issus de I’environnement agricultural ou de la pratique apicole:

Origine agricole

Les insecticides organiques synthétiques, quant a eux, sont apparus entre les années
1930 e 1940. Le premier insecticide, herbicide et fongicide est le
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) (Casida & Quistad, 1998). Aujourd’hui, il existe
environ 700 pesticides pouvant agir sur 95 cibles biochimiques différentes appartenant aux

insectes, aux plantes ou aux moisissures (Charpentier G., 2013).
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Origine apicole

Les apiculteurs effectuent des traitements vétérinaires sur leurs ruches afin de les aider
a lutter contre les différents agents pathogenes. Ces traitements sont |e plus souvent orientés
vers lalutte contre le Varroa par (Charpentier G., 2013).

Les pesticides sont des substances permettant de lutter contre les ennemis des cultures
(figure 16). Ils regroupent les fongicides, herbicides, insecticides et bactéricides. 1l en existe
de tres nombreux sur le marché actuellement (EU Pesticides database, 2010). Ces pesticides
présentent un intérét évident pour I’agriculture. Cependant des résidus dans les aliments
peuvent poser des problemes de santé. Des efforts sont faits pour mettre en place une
approche raisonnée des pratiques phytosanitaires. Les pesticides les plus fréqguemment
recherchés dans le miel sont les organochlorés, |es organophosphorés et les carbamates, Pour
identifier les résidus de pesticides, deux techniques chromatographiques sont utilisées : la
chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP) et la chromatographie en
phase gazeuse (CPG) sur colonne capillaire (Flamini C. 1986 et Dreyfuss M-F. et al. 1994).
Les limites de sensibilité obtenues avec ces techniques s’échelonnent de 25 a 200 ppb. Ces
concentrations sont trés inférieures aux normes européennes et frangaises en vigueur
(Dreyfuss M-F. et al. 1994) cité par (Laudine 2010).

Insecticides et

acaricides

Pesticilggsczﬁzljgzés sur Fongicides

Pesticides Herbicides
Médicaments vétérinaires  Insecticides et

appliqués dans les ruches acaricides

Figure 16: Différents groupes de pesticides (Martel A.C., 2014).
I nsecticides : organochlor és, organophosphor és, car bamates, pyréthrinoides de
synthése
Les organochlorés (OC) sont des composés organiques de synthese tres stables. La
plupart d’entre eux ne sont plus utilisés en agriculture, mais sont toujours présents dans
I’environnement. Fernandez Muino M-A. a recherché une dizaine de ces molécules dans les

miels. 1l les a détectées par chromatographie en phase gazeuse avec détection de capture
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d’électrons avec un seuil de détection de 0,56 a 2,78 ug/kg selon le pesticide recherché. Il
conclut, au vu du grand nombre d’échantillons dans lesquels il a détecté des organochlorés,
que I’objectif « zéro-résidu de pesticides » est utopique et propose de déterminer plutét des
limites admissibles maximum en fonction de la dose journaliére admissible de pesticides et de
la consommation de miel par la population (Fernandez Muino M-A. et al. 1995). D’apres
Bogdanov S. (2006), la plupart des pesticides retrouvés dans les miels sont des organochlorés.
La plupart des valeurs obtenues sont inférieures a 0,5 mg/kg. Par rapport aux autres aliments,
le miel ne participe que de maniere minime a la dose journaiére de pesticides ingérée.
Comme nous le verrons par la suite, le fluvalinate est utilisé dans la ruche comme acaricide
pour combattre Varroa jacobsoni. Il est également efficace dans le traitement des végétaux
contre les acariens et les insectes. Il a I’avantage d’étre applicable en vergers d’arbres fruitiers
en pleine floraison car il n’est pas dangereux pour I’abeille dans la limite de doses
raisonnables.

L’étude de Haouar publiée en 1990 dans la revue Agronomie permet de prouver
I’inocuité sur le miel d’un tel traitement. Un mois apres celui-ci, aucun des échantillons de
miel prélevés ne dépassait le seuil de détection de 2 pg/kg (Haouar M. et al.1990) cité par
(Laudine 2010). La prévalence de Varroa dans le pays oblige les apiculteurs a utiliser des
traitements réguliers capables d’endiguer la prolifération du parasite a coté de traitements
occasionnelles contre les loques, la nosémose et I’acariose. Ces traitements sont effectués
habituellement au redémarrage des colonies en hiver ainsi qu’a I’automne, avant la pause
hivernale. Ces traitements sont effectués en dehors des miellées (Fléché C. et al., 1997). Les
molécules employées sont généralement des acaricides de synthése lipophiles et persistants
comme I’amitraze (Taktic®) (figure 17) ou le fluvalinate (Apistan®) ; ils causent une
pollution importante de la cire, mais faible pour le miel. L’utilisation de produits naturels (les
acaricides non toxiques: acides organiques et les composés des huiles essentidls,
thymol...etc.) est une alternative récurrente. Par exemple, répandre de la fumée d’armoise ou

du thym séché grace a I’enfumoir (Bogdanov, 2006; Crousilles A., 2014).

CHs CHy CHa
N\\Q/NWN\ X
HsC Z NCH,

Figure 17: Structure chimique de I’Amitraze (Charpentier G., 2013).
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Herbicides, bactéricides et fongicides

Les herbicides sont peu retrouvés dans le miel en général, mais en comparaison avec
les autres pesticides, le miel contient plus de fongicides, notamment des fongicides
systémiques. Kubik M. a analysé les résidus de fongicides : par chromatographie en phase
gazeuse pour I’iprodione et la vinchlozoline et par chromatographie haute pression pour le
thiophanate méthyl. La contamination du miel a généralement été faible (0,02 a 0,1 mg/kg). Il
a noté un résultat pour le moins inattendu : I’augmentation de la teneur en vinchlozoline au
cours du stockage du midl. Kubik M. explique cela par une liaison réversible du pesticide
avec son substrat (Kubik M. et al. 1999 et 2000). La relativement faible contamination du
miel par les pesticides semble étre due a lafiltration de ceux-ci par les abeilles (parfois d’un
facteur 1000). La plupart des pesticides récents se désintégrent aprés usage et ne se retrouvent
pas dans les miels. La limite fixée pour les pesticides (tableau 06), lorsqu’elle n’est pas fixée
par une LMR est en généra de 0,01 mg/kg, ce qui correspond a leur seuil de détection (EU
Pesticides database 2010). Les pesticides présents dans les miels n’ont jusqu’a présent pas
posé de probléme sanitaire. Cependant, par mesure de précaution, il est recommandé aux
apiculteurs de placer si possible leurs ruches a plus de trois kilométres des zones rurales
traitées avec des produits phytosanitaires (Bogdanov S. 2006) cité par (Laudine, 2010).

Depuis plusieurs années, les apiculteurs tirent la sonnette d’alarme quant a I’impact
des pesticides sur leurs abeilles. Maisil est difficile de faire prendre conscience aux politiques
et aux particuliers des dangers qui guettent nos abeilles, pollinisatrices des fleurs de
nombreuses plantes donnant fruits et Iégumes. Les principaux insecticides mis en cause dans
la disparition des abeilles sont: Gaucho® ou Imidaclorpide, Régent TS® ou Fipronil,
Cruiser® ou Thiamethoxam et Proteus® (Eon N. (2011). Le mode d’administration bas
volume crée un brouillard qui accroit I’accessibilité du produit a I’abeille. Aussi, les
poussiéres de semis ou de moisson et la guttation (figure 18) peuvent également étre sources
de contamination issues de cultures non melliféres. C’est une problématique qui suscite
beaucoup d’interrogations et d’inquiétudes. Ou on observe une disparition de [’abeille
mellifére domestique suite a I’intensité des traitements chimiques appliqués. D’ailleurs cette
interrogation alimente un débat houleux quant a I’impact de I’Homme sur ce phénomene et
plus globalement toutes les conséquences des activités humaines sur I’environnement
(Crousilles A., 2014).
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Figure 18: Une abeille boit I'eau de guttation*

*Ces gouttelettes constituent une source d’eau pour les abeilles. Or lorsque la plante (ou la semence) a été
traitée, cette eau de guttation est contaminée par les pesticides utilisés.

Diverses recherches de contaminants ont été réalisées sur des abeilles, du miel et du
pollen en particulier dans les pays de Loire pres de Nantes en 2011 et 2013. Les résultats
montrent la présence de 37 pesticides, et surtout d’acaricides comme I’amitraze (figure 17)
(Apivar - 68% des miels avec des doses parfois énormes, jusqu’a 116 ng/g) et le coumaphos
(77%) dans tous les ruchers, un fongicide le carbendazime (64%, jusqu’a 88ng/g — interdit
dans I’UE depuis 2009) et 6 insecticides (Wiest, L. et al., 2011, Lambert O. et al., 2013). Cela
montre gque la détoxification par les abeilles fonctionne mal. A noter que les néonicotinoides
comme I’imidaclopride sont mal dosés avec la méthode utilisée par ces auteurs, elle n’est
trouvée que dans 3% des miels alors que d’autres études le trouvent dans 22% et ce sont
surtout les métabolites qui sont encore plus nocifs. La contamination semble venir souvent du
pollen ou I’on trouve des néonicotinoides et leurs dérivés parfois a forte concentration (170
ng/g d’acetamipride et thiaclopride) (Giroud B. et al., 2013).
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Tableau 06: limites maximales de Résidus (MLR) théoriques dans les miels, calculables selon les réegles

de I'organisation mondiale de la santé (Fléché C. et al, 1997).

) Dose Journaliére LMR théoriques dans | Taux moyens trouvés
Produtt admissible le miel (mg/kg) dans les miels (mg/kg)
Alphaméthrine - - 0,005
Amitraze 0,003 0,18 0,213
Atrazine 0,0005 0,03 0
Bromophos 0,04 2,4 0,004
Bromopropylate 0,01 0,6 0
Chlorpyriphos-éthyl 0,001 0,06 0,008
Coumaphos 0,035 2,1 0,017
Cyfluthrine 0,2 12 0,048
Cyperméthrine 0,05 3 0,004
Deltaméthrine 0,01 0,6 0,029
Endosulfan 0,006 0,36 0,063
Fenvalérate 0,02 1,2 0
Fluvalinate 0,01 0,6 0,033
Lambdacyalothrine 0,02 1,2 0,028
Lindane 0,008 0,48 0,008
Parathion-éthyl 0,004 0,24 0,022
Perméthrine 0,003 0,18 0
Phosalone 0,0025 0,15 0
Simazine 0,001 0,06 0

[11-6. L es organismes génétiqguement modifiés (OGM)

La gquestion des organismes génétiqguement modifiés (OGM) est particuliérement
importante. En effet, de cété de I’Atlantique, la politique agricole promeut I’utilisation de
telles semences afin de limiter I’usage de pesticides. Mais I’affaire de miels contaminés par
du pollen provenant d’OGM a été soumise a une procedure judiciaire. Voici I’histoire d’un
litige entre un apiculteur amateur et I’Etat de Baviére & propos de la contamination de son
miel par du pollen de plantes transgéniques. La décision de justice indique qu’un miel

contenant du pollen issu dOGM ne peut étre commercialisé sans autorisation préalable.
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La Cour de justice de I’Union Européenne a indiqué que « des produits comme du
miel et des compléments alimentaires contenant du pollen issu d'une variété de mais
génétiquement modifié constituent des denrées alimentaires contenant des ingrédients
produits a partir dOGM », et en ce sens, leur commercialisation est soumise a autorisation
préalable. L’introduction de pollen dans le miel n’est pas forcément intentionnelle, mais la
présence de pollen d’OGM, y compris en proportions infimes, oblige a une autorisation de
commercialisation (Radisson, 2011 ; Crousilles A., 2014). En outre, Le Parlement européen
définit le pollen, dont le pollen génétiquement modifié, comme "un composant naturel du
miel" et non "un ingrédient”. Rejoignant la position de la Commission européenne, il a revu
ses conditions d'éiquetage. Les apiculteurs doivent donc étiqueter leur miel "avec OGM"
(Organisme Geénétiqguement Modifi€) si une présence de pollen transgénique supérieure a
0,9% dans la masse totale du miel est décelée. Cependant, il faut savoir que le miel contient
environ 0,5% de pollen, il est donc difficile d’atteindre les 0,9% d’OGM dans un miel. Dans
ce cas, tres peu de miels auront I’étiquetage « avec OGM » (Bruneau E., 2013 ; Nicolay J.,
2014).

[11-7. Microorganismes

Le miel est une denrée présentant peu de risques microbiologiques. D’une part, la
colonie d’abeilles et I’intérieur de la ruche ne sont généralement pas contaminés par des
germes pathogénes pour I’lhnomme. Les germes pathogénes pour I’abeille sont tres spécifiques
et ne peuvent en aucun cas étre transmis a I’étre humain. D’autre part, les abeilles sont
d’excellentes nettoyeuses et, en conditions normales, réalisent une élimination permanente
des germes et des parasites.

Dans ces conditions, la contamination du miel par des germes pathogenes ne survient
que lors d’une mauvaise manipulation du produit. Il parait évident de respecter les mesures
d’hygiene lors de I’extraction ou du conditionnement. Cependant, lors du transport des
hausses entre le rucher et la miellerie, ces conditions peuvent parfois faire défaut (Laudine,
2010; Miroslava Kacaniova et al.. 2009).

Enfin, lemiel est un aliment bactériostatique, du fait de sa concentration importante en
sucre et par conséquent une pression osmotique éevée, auss safaible teneur en eau libre et en
humidité, son pH faible et la présence de substance a activité antibactérienne. Ce qui ne
permet pas la croissance microbiologique. Seules quelques bactéries comme des Bacillus sont
parfois retrouvés dans le miel souvent sous forme de spores. Mais celles-ci ne sont pas
pathogénes pour I’homme. Malgré tout, des spores de Clostridium botulinum ont été
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retrouveées occasionnellement dans certains miels, mais jamais la toxine botulique. Cependant,
elle peut étre libérée apres digestion des spores, et ce, essentiellement chez le nourrisson de
moins d’un an. C’est pour cela que certains pays déconseillent la prise alimentaire du miel
chez le nourrisson (Nicolay J., 2014). Un traitement des miels a usage thérapeutique par les
rayons gamma permet d'éiminer les spores du bacille botulique sans altérer les propriétés
thérapeutiques du miel (Molan et Allen, 1996) cité par (Hoyet C., 2005).

Les principales sources de contamination microbienne sont susceptibles d'inclure le
pollen, le tube digestif des abeilles, la poussiere, |'air, la terre, le nectar, la propreté de la
miellerie et du matériel. Cependant les conditions de récolte sont considérées également
comme des sources de contamination pour le miel. Ces facteurs peuvent étre maitrisés par des
bonnes pratiques d’hygiene de I’apiculteur.

Comme tout produit d’origine animale, le miel possede une flore microbienne qui lui
est propre et fait partie intégrante du produit et dépend aussi de ses propriétés physico-
chimiques. deux origines différentes: une flore habituelle, mésophile et mycélienne et un
microbisme occasionnel, résultat des manipulations nécessaires au conditionnement (Fléche
C.etal., 1997).

» La flore mésophile totale (bactéries se multipliant entre 30°C et 38°C) : Elle est sans
pouvoir pathogéne pour I’homme et n’a pas d’action néefaste sur le miel. Par contre,
elle peut étre nefaste pour I’abeille et responsable de la loque américaine ou
européenne. Elle est introduite par les abeilles et elle fait partie de I’environnement et
se constitue presgue exclusivement de Bacillus, souvent a I’état de spores;;

= La flore mycélienne et les levures banales: sont constituées de champignons
filamenteux du genre Aspergillus sont rares et se trouvent a I’état dormant (spore) et
en tres faible quantité dans le miel ou ils peuvent intervenir dans son atération.
Puisque le miel étant un milieu pauvre en protides, leur activité métabolique n’est pas
favorisée;

» Leslevures osmophiles: ce sont des organismes glucidophiles inféodés ala végétation
et capables de se développer sur des milieux trés concentrés en sucre, c‘est a dire a
pression osmotique élevée. Leur recherche est tres importante car les levures du genre
Saccharomyces sont des agents de la fermentation alcoolique qui atérent les miels et
modifient leur conservation. Ces levures proviennent des pollens et des pattes, langues
et jabots des abellles, contaminés au contact des nectaires floraux et éventuellement

des fruits mdrs ; elles risquent de provoquer une fermentation; On peut tolérer un seuil
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de levures allant jusqu’a 100 germes par gramme ; au-dela, le mie risque de se
fermenter ; surtout si le taux d’humidité est important ;

» Les germes témoins de contamination entérique : pour ces germes, sont recherchés les
streptocoques du groupe D de lancefield (ou entérocoques), les coliformes:
Escherichia coli, les salmonelles dont I’absence est impérative. On peut également
retrouver des germes anaérobies sulfito-réducteurs comme Clostridium perfringens
(agent de la gangréne gazeuse) et Clostridium botulinum (agent du botulisme) ; leur
absence est également impérative. Ces germes peuvent contaminer le miel, la gelée
royale, le pollen au cours des manipulations nécessaires au conditionnement,
effectuées dans de mauvaises conditions hygiéniques (Assie B., 2004 ; Snowdon Jill
A.etal., 1996 ; Fléché C. et al., 1997).

Réglementation

D’apres Fléché C. et al., (1997), La législation portant sur I’analyse microbiologique
des produits de laruche est quasi inexistence. Le décret n°71-636 du 27 juillet 1971 préconise
une recherche de germes mais accompagner cette recommandation de normes permettant de
qualifier les miels. Cependant les travaux du CNEVA Sophia-Antipolis (Centre national
d'études vétérinaires et alimentaires) ont permis de préciser une échelle de numération, d’une
part des micro-organismes susceptibles d’altérer la conservation, comme les levures, d’autres
part des germes témoins d’une hygiéne douteuse des manipulations qui suivent la récolte,
fixant ainsi des normes encore officieuses.

Pour les levures osmophiles, ces normes sont les suivantes :

- Moinsde 100 levures osmophiles par gramme : bonne conservation du miel ;

- De500 a1000 levures par gramme : le miel commence afermenter ;

- Au-dessus de 1000 levures par gramme : le miel ne peut plus étre commercialisé.

- Quant alaflore occasionnelle, elle ne doit pas étre tolérée pour un miel de qualité.
I11-8. Laradioactivité
Selon Crousilles A. (2014), le cas de |la radioactivité a été particulierement investigué

a I’occasion de I’accident nucléaire de Tchernobyl. En effet, le césium 13727 est I’isotope le
plus étudié pour ses retombées atmosphériques. A la suite de I’accident nucléaire, les mesures
faites sur les miels des régions environnantes ont démontré une forte augmentation du 137Cs
pour atteindre 4430 Bg/kg. Les études des pays frontaliers n’atteignent pas les valeurs
extrémes obtenues en Ukraine (532 Bg/kg en Allemagne). Le potassium 40K, quant a lui, est
un élément naturel présent chez les plantes. Et le miel, d’aprés quelques études, en contient
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maximum a hauteur de 211 Bg/kg. Les limites observeées se réferent au lait avec un maximum
de 370 Bg/kg. Aussi, la radioactivité n’est pas un probléeme pour la santé publique (Bogdanov
S. 2006).

111-9. Réglementation
[11-9.1. Interdictions quant a la qualité d’un miel

Le miel ne doit pas avoir de gout ou odeur suspectes pouvant étre apportés par des
résidus étrangers, comme des moisissures, des insectes, des pesticides, des débris d’insectes,
de couvain ou autres matieres étrangeres, au cours de I’extraction ou de la conservation. Il ne
faut pas que le miel fermente ni que I’on chauffe le miel jusqu’a ce que les enzymes
contenues dans le miel soient détruites ou inactivées. Aucun additif n’est autorise (Alphadery,
1992). Le mid doit étre pur. Rien ne doit étre gjouté, pas de sucre, pas de colorant (Fournier,
2009).

111-9.2. Etiquetage et conditionnement

Il est interdit d’inscrire sur les étiquettes des pots de miel, le mot « pur », « naturel »,
«sain », « 100% » puisgque le miel est par définition pur et sans additif (Fournier, 2009).

La dénomination de vente doit indiquer I’origine florale et végétale ainsi que
géographique; par exemple, miel d’acacia, miel de montagne, miel de printemps...la
composition précise des miels polyfloraux doit étre déclinée.

La date limite d’utilisation optimale est mentionnée par la formule «a consommer de
préférence avant fin... ». Si les conditions de la conservation sont bonnes, on peut consommer
le miel méme apreés cette date.

L’étiquette doit aussi mentionner la quantité nette de miel ainsi le nom du fabriquant,
du conditionneur ou de vendeur et aussi le pays d’origine du miel ou il a éte récolte (Lefief-
Delcourt, 2010).

On donne aussi le nom et I’adresse de I’apiculteur, la date de la récolte, la date de
conditionnement et le numéro du lot de conditionnement. On trouve parfois sur les étiquettes
la mention «miel obtenu par extraction a froid » ou miel obtenu par simple centrifugation
meécanique » (Darrigol, 1979) cité par (Eon N., 2011).

Actuellement, les traitements chimiques semblent étre la seule parade aux parasites du
Varroa. L’efficacité n’étant pas de 100%, il est préférable de changer de produit, de principe
actif, et non d’augmenter la dose ou la fréquence des traitements. 1l est aussi tres utile de faire

de la prévention en évaluant le nombre de parasites qui a pu s’infiltrer dans la ruche avant
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I’hivernage. Ce test est généralement effectué en avril, a la sortie de I’hiver. Le produit utilisé
est I’amitraz, du nom de spécialité Taktic®, en gouttes, utilisé également contre les parasites
du chien (Riondet, 2010) cité par (Eon N., 2011).

[11-10. Les bonnes pratiques apicoles
= ¢ En zones de grandes cultures melliferes ou de vergers, il est vivement conseillé de
dialoguer avec les propriétaires ou les locataires pour connaitre les traitements effectués et
prévus ou la présence de cultures OGM.
== « il faut placer les ruches hors de portée des pulvérisations et épandages (on tenir compte
les dérives).
= » En cas de traitement des ressources melliferes,
- I’idéal est de déplacer les colonies, si ce n’est pas possible, il faut les fermer
temporairement pendant la période d’activité du produit pulverisé.
= ¢ En cas de production de pollen, il faut absolument éviter les zones régulierement traitées
ou leslieux arisque (pollutions par les hydrocarbures, métaux lourds...).
* En cas de culture OGM a proximité (rayon de 5 km), le pollen récolté risque fortement
d’étre classé comme étant OGM.
== o Pour éviter la présence de metaux lourds, il faut éviter de placer les ruches dans un
environnement industriel pollué en metaux lourds (& proximité d’entreprises tres polluantes

ou a proximité de sites ou se trouvaient des entreprises tres polluantes).

Ces bonnes pratiques apicoles peuvent participer en quelque sorte a conserver I’image
flatteuse de miel comme produit naturel et bon pour la santé humaine en se rend compte que
sa contamination aujourd’hui est possible tant I’environnement a subi de profonds
changements sous la pression de ’Homme. Le miel et les produits de la ruche, au méme titre
que [I’abeille elle-méme, peuvent jouer un rdle d’indicateur de la contamination
environnementale (Chauzat et al., 2006; Bogdanov S., 2006).

Ce produit d’origine animale ne peut constituer un danger pour la santé humaine, qu’il
s’agisse de pollution bactérienne ou de pollution chimique. Cependant, pour ce produit
comme pour d’autres produits de la ruche (la gelée royale, le pollen et |a propolis...), des
analyses réalisées plus systématiquement sur des préévements issus de plans
d’échantillonnage rigoureux devraient permettre d’avoir une meilleure connaissance de la

fréguence des pollutions. En particulier, la mise en évidence de taux relativement élevés de
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métaux lourds décelés dans des miels importés invite a intensifier les contréles dans notre
pays. Ces contréles ne seront possible et efficaces que si des normes sont établies tant sur les

taux admissibles que sur les techniques pour les mettre en évidence (Fléche C. et al., 1997).
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|V-Effets thérapeutiques de miel

En effet, contrairement aux aliments ordinaires, le miel est un aliment imputrescible,
ce qui détermine en grande partie son statut symbolique d'aliment remede. Il posséderait des «
vertus » considérées comme « magiques » dans de nombreuses civilisations. Autrefois, on
utilisait le miel, certes dans I’alimentation, mais aussi dans de nombreux rites. Pour beaucoup,
le miel pouvait prolonger la vie. De tout temps, le miel a éé considéré comme un agent de
prévention de nombreuses maladies. Il est utiliseé depuis I’Antiquité en médecine
traditionnelle, on le retrouve également en médecine moderne dans le milieu chirurgical ou il
rend de tres nombreux services, Le miel est souvent considéré comme un « alicament », c'est-
a-dire un aliment a qui on préte des vertus médicales. En effet, il est crédité de nombreuses
propriétés thérapeutiques et pharmacologiques que nous tenterons de découvrir (Tetart G.,
2004 ; Rossant A., 2011). Ces propriétés medicinaes varient selon les nectars recuelllis par
les abeilles, puisgue son activité a deux sources. animale (salive) et végétale (nectar) Toullec
A.N.K. (2008).

IV-1.Propriétés biologiques

IV-1.1. Valeur alimentaire et diétéique

Le miel est un produit complexe, contenant un trés grand nombre d'ééments
intervenant directement sur I'hnarmonie de notre équilibre biologique. C’est un produit 100%
naturel, d'origine essentiellement végétale, le miel est tout d'abord un véritable concentré
d'énergie. Saforte teneur (environ 70%) en sucres simples (fructose, glucose et saccharose) et
parfaitement assimilables par I’organisme : il passe dans le sang trés rapidement et la
glycémie décroit ensuite lentement. Il est souvent utilisé par les sportifs pour sa valeur
énergétique : 310k Cal / 100g. Il est cependant moins calorique que le sucre (environ 405k
Ca / 100g), ce qui en fait un aiment apprécié des diététiciens (Gout, 2009). Il est donc
conseillé, autant que possible, de remplacer dans I’alimentation le sucre par du miel car il a
non seulement de bonnes propriétés nutritives, mais surtout de bonnes propriétés
thérapeutiques.

IV-1.2. Valeur thérapeutique

IV-1.2.1. Effet antibactérien

Les premiers résultats issus de I’analyse des miels datent de 1892, puisque Van Ketel a
aors été le pionnier de la redécouverte du miel et de ses propriétés antibactériennes. Puis il
faudra attendre les années soixante-dix pour que la communauté scientifique s’intéresse plus

encore a ce produit. Ce renouveau de la recherche sur ce produit suit I’actuelle mouvance a
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propos des produits naturels. En effet, face a I’étude approfondie des pharmacopées
traditionnelles et des produits naturels servant de médecine, le miel est devenu un sujet de
recherche dedié a ces principes. D’ailleurs, le principal intérét du miel aujourd’hui pour le
domaine de la santé et son utilisation par les professionnels est le traitement des plaies
(brdlures, chroniques et méme chirurgicales) (Crousilles A., 2014).

D’une autre coté et avec |'augmentation de la prévalence des bactéries résistantes aux
antibiotiques, gjoute Rossant A. (2011), le miel est de plus en plus apprécié pour son activité
antibactérienne qui est influencé par son origine florale (Hoyet C., 2005). La puissante activité
in vitro du miel contre les bactéries résistantes aux antibiotiques et les résultats prometteurs
obtenus lors de I’application du miel sur des plaies, ont attiré I’attention de nombreux
chercheurs qui ont tenté de caractériser les pouvoirs bactéricide et bactériostatique du miel.
Saphylococcus aureus est un microorganisme qui s’est révélé étre I'une des bactéries les plus
sensibles & l'action antibactérienne du miel. Ceci est d'importance médicale, puisque ce germe
est devenue une cause majeure d'infections des plaies et de septicémies en milieu hospitalier
(Theunissen et al., 2001).

L’efficacité du miel a été démontrée au travers de multiples études depuis longtemps
invivo (Aristote, 1910) et in vitro (Sackett, 1919), cependant les explications tardent a donner
des réponses précises quant aux ééments qui en sont la cause. Plusieurs paramétres sont
impliqués dans ce pouvoir bactéricide et sont avancés pour expliquer cette efficacité:

IV-1.2.1.1. L’osmolarité

Le miel est une solution sursaturée de sucres; il agit de maniére osmotique, en
provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ont plus alors suffisamment d’eau pour
survivre; la teneur en eau de miel ne peut dépasser en générale 20% de la masse (Codex
alimentarius, 2001). La forte interaction des molécules de sucres avec les molécules d'eau ne
laisse que trés peu de ces molécules d'eau disponibles pour les micro-organismes. Cette eau
«libre» est ce qui est mesuré par |'activité de I'eau (aw), la valeur moyenne de I’activité
hydrique du miel se situe entre 0,56 et 0,62 (Molan, 2006). Par ailleurs, une activité en eau
inférieure a 0,85 correspond a la limite pour les bactéries pathogénes et toxinogenes les plus
fréquentes sous forme végétative; aussi la stabilité microbiologique d’un aliment est atteinte
pour aw inférieure a 0,7 (Collignan, 2011). Donc on observe que pour un miel non dilug,
I’activité en eau est toujours inférieure aux limites, ce qui explique en partie son activité lors
des essais de traitement de plaies cutanées. Mais les études in vitro effectuées avec des

dilutions importantes du miel vont a I’inverse de cette idée relative a la forte osmolarité. On
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observe en effet que le miel reste efficace a des dilutions élevées ce qui suggére que d’autres
facteurs antimicrobiens entrent en jeu (Crousilles A., 2014).

IV-1.2.1.2. Le pH acide

Les miels sont des solutions acides, d’apres Bogdanov (2009), le faible pH du miel
pourrait étre responsable de cette activité ; il varie entre 3,5 et 6. Ce pH semble étre efficace
pour ralentir ou éviter la croissance de nombreuses espéces de bactéries pathogenes. On peut
donc dire que le pH acide du miel renforce I’activité antibactérienne de celui-ci (Assie B.,
2004). Selon Molan (2009). Cette acidité est due principalement au couple
gluconolactone/acide gluconique formé par |'action de I'enzyme glucose oxydase gjoutée au

nectar par les abeilleslors de lafabrication du miel (figure 19).

c]-gzog CH,0H HZOHOH
OH glucose oxidase @0 11_2_0) Hi ¢=0
H OH H H OH H HO\OH
H OH
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H FAD QH 2 H OH
UO 2

B C
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Figure 19 : Réaction de formation du gluconolactone (B) et de I'acide gluconique (C) a partir du
glucose (A) Molan (2009).

Le pH semble étre un facteur influent pour I’efficacité du miel. Mais bien que tous les
miels aient un pH acide ; relativement faible, en-dessous de 4, ils ne sont pas pour autant tous
efficaces au méme degré. Il y aurait donc encore d’autres facteurs expliquant I’activité de ce
produit.

IV-1.2.1.3. Le systeme peroxyde d’hydrogéne (inhibine)

La principale « inhibine » que contient le miel est le peroxyde d’hydrogéne (H20,)
encore appelé eau oxygénee. C’est un tres bon antiseptique. Il est produit par réaction
enzymatique (figure 20). C’est la gluco-oxydase sécrétée par les glandes hypopharyngiennes

de I’abeille lors de la transformation du nectar en miel qui permet la réaction suivante :

Gluco-oxydase

—

” acide gluconique + H,0,

Glucose + eau + 0,

Catalase

Figure 20: production de peroxyde d’hydrogéne par réaction enzymatiques
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La production d’eau oxygénée et d’acide gluconique résulte de I’oxydation de I’eau et
du glucose. L’eau oxygénée produite a donc une origine végétale grace au glucose provenant
du nectar des plantes, mais sa formation implique une enzyme d’origine animale, la gluco-
oxydase, qui est sécrétee par I’abeille. L’acide gluconique formé accroit I’acidité du miel et le
rend peu favorable au développement de colonies bactériennes (Descottes B., 2009). La
catalase représente I’antagoniste de la gluco-oxydase, et elle réduit I’eau oxygénée. La
concentration en peroxyde d’hydrogéne dépend donc directement de I’activité de ces deux
enzymes. Certaines bactéries possédent I’enzyme catalase, et elles peuvent donc décomposer
le peroxyde d’hydrogéne. De méme, on peut la retrouver dans le plasma et son taux peut étre
augmenté dans les exsudats d’une plaie car elle est libérée par les leucocytes morts. Pour que
la catalase soit active, il faut une forte concentration en peroxyde d’hydrogene, mais elle
montre une activité faible pour des niveaux de peroxyde d’hydrogene physiologiques. Lors de
I’application de miel, la libération de peroxyde d’hydrogéne se fait de fagcon lente et
prolongée. De ce fait, la catalase n’est que faiblement activée, et ne peut donc pas détruire
I’activité antibactérienne du miel produite par le peroxyde d’hydrogéne. Ce peroxyde
d’hydrogeéne a donc un meilleur potentiel antibactérien quand il est libéré par le miel que
lorsqu’il est utilisé seul dans une préparation antiseptique (Rossant A., 2011). De méme le
pouvoir antibactérien du miel ne semble pas affecté quand on le traite avec des catalases qui
détruisent le peroxyde d’hydrogene. Il semble qu’il existe d'autres facteurs qui contribuent a
faire du miel un produit antibactérien (Hoyet C., 2005).

IV-1.2.1.4. Desfacteur s phytochimiques

Parmi les facteurs phytochimiques, on retrouve les huiles essentielles des nectars de
fleurs dont e pouvoir antibactérien est d§a connu ; on peut citer par exemple, le thymol du
thym, ou encore la pinocembrine qui est un flavonoide identifié récemment dans une douzaine
de miels. L’activité antimicrobienne de la pinocembrine est caractérisée vis-avis de
Saphyloccocus aureus. Elle a été récemment détectée dans le miel de tournesol ainsi que
danslapropolis. De par son effet antiseptique, elle jouerait un réle important dans le maintien
de I’hygiene a I’intérieur de la ruche. D’autres composes ayant une activité antibactérienne
ont été identifiés dans le miel mais ils sont cependant en quantité trop faible pour contribuer
de maniere significative a cette activité. On peut citer : I’alcool benzylique, I’acide 3,5-
diméthoxy-4-hydroxybenzoique (acide syringique), le méhyl 3,5-diméhoxy-4-
hydroxybenzoate (méthyl syringate), I’acide 3,4,5 triméthoxybenzoique, I’acide 2-hydroxy-3-
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phényl propionique, I’acide 2-hydroxybenzoique, le 1,4-dihydroxybenzéne et des terpénes
(CrousillesA., 2014).
IV-1.2.1.5. La défensine-1

Il s’agit d’une protéine fabriquée par les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires
des abeilles. Elle est retrouvée dans le miel et la gelée royale. Chez I’lhomme, les défensines
constituent une famille de peptides antimicrobiens naturels largement impliqués dans
I’immunité spécifique, ou innée. Ces petits peptides peuvent étre divisés en deux groupes : les
o-défensines, présentes au sein de certains granules sécrétoires dans les leucocytes ou des
cellules immunitaires spécialisées, et les PB-défensines, présentes dans I’ensemble des
épithédliums et au sein de nombreux organes. Elles jouent un réle prépondérant dans les
pathologies infectieuses, et elles modulent laréponse immunitaire.

Les défensines constituent une famille de peptides cationiques antimicrobiens. Ce sont
de petits peptides, de masse moléculaire variant de 3,5 a6 kDa, qui possedent un large spectre
d’activité antimicrobienne (bactéries Gram positif et Gram négatif, champignons, virus
enveloppés) (Jonard L. et al., 2006). En neutralisant de manieres successives les facteurs
bactéricides dga connus du miel, les scientifiques ont conclu que la grande majorité des
propriétés antibactériennes du miel proviennent de cette protéine (Kwakman et al., 2010) cité
par (Crousilles A., 2014).

IV-1.2.1.6. Le méthylglyoxal (M GO)

Certains miels sont doués d'une activité qualifiée de "non peroxydasique”, c'est-a-dire
quils conservent un fort pouvoir antibactérien méme quand leur activité peroxydasique est
neutralisée par la catalase ou par chauffage. C'est le cas notamment du miel de manuka, miel
néo-zélandais et australien, issu de I’arbuste Leptospermum scoparium (famille des
myrtacées) et connu sous le nom « d’arbre a thé » (Rigal M-L., 2012).

Des niveaux exceptionnellement élevés d’un composé antimicrobien, le méthylglyoxal
(MGO), ont été trouvés dans le mid de Manuka (Adams et al., 2008). En général, le MGO est
un adéhyde réactif (pro-oxydant), qui posséde une toxicité. Il est formé a partir de sucres lors
d’un traitement thermique ou d’un stockage prolongé des aliments et boissons contenant des
glucides. Cependant, les niveaux élevés de MGO dans le miel de Manuka sont issus par
conversion de la dihydroxyacétone (DHA) présente a des concentrations exceptionnellement
élevées dans le nectar des fleurs. Cette conversion est non-enzymatique et se fait lentement
lors du stockage du miel. On ne sait pas comment la DHA est formée dans le nectar, ni

pourquoi elle est présente en de telles quantités ; mais a I’issue de tests d’efficacité de ce miel
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pour inhiber la croissance de S. aureus, il a éé démontré une forte corréation entre le MGO
et I’activité antimicrobienne. Si bien que ce composé est avancé comme étant le seul élément
explicatif de I’activité du miel de Manuka (Adams et al., 2008). Cependant, pour démontrer
cette position, il suffit de chercher a neutraliser ce methylglyoxal. Or la neutralisation du
MGO diminue l'activité du miel de Manuka (Kwakman et al., 2011). On en conclut
aujourd’hui que ce composé n’est pas exclusivement responsable de [I’activité
antimicrobienne de ce miel néo-zélandais. (Crousilles A., 2014).

IV-1.2.1.7. Les composés phénoliques et les flavonoides

Les composés phénoliques et les flavonoides présents dans le miel d’origine du nectar
des plantes sont également des candidats probables et ils ont été proposés comme des facteurs
importants pour ['activité antibactérienne non peroxyde du miel. Plusieurs composés
phénoliques antibactériens ont été identifiés dans les miels, mais leur contribution a l'activité
globale du miel reste incertaine (Bogdanov S., 2009 ; Kwakman et al., 2012).

IV-1.2.2. Effet antifongique

Il a été démontré que le miel est capable d’éliminer certaines toxines, notamment
d’origine fongique. Une solution de miel comparée a une solution isotonique de saccharose
inhibe complétement la croissance des moisissures comme Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatis, I’Aspergillus niger, I’Aspergillus parasiticus, Candida albicans, Penicillium spp et
Penicillium chrysogenum (Rossant A., 2011).

Une autre publication scientifique (Obaselki- Ebor et Afonya, 1984) rapporte que le
miel a une efficacité comparable aux antifongiques classiques sur des candidoses vaginales
provogquées par Candida albicans. Il faut souligner que pour traiter des mycoses, les
concentrations en miel sont plus élevées que pour obtenir un effet antibactérien (Hoyet C.,
2005).

IV-1.2.3. Effet antiviral

Les Herpés Simplex Virus (HSV) provoguent des Iésions trés douloureuses soit au
niveau labial, soit au niveau génital. Ces virus se "révelllent" plus ou moins fréquemment
consécutivement a un traumatisme, a une exposition au soleil, a un stress ou encore pendant
les menstruations. La principale molécule a usage topique utilisé pour traiter ces poussées
herpétiques est I'aciclovir. Al-Waili (2004) a réalisé un essai clinique avec des patients
souffrant de poussées récurrentes d'herpés labiaux et génitaux. Le mid (origine multi florale)
diminue de 35% la durée de I'attaque pour I'herpés labial. Avec le miel, les douleurs de

I'herpes labial sont calmées plus vite, les croltes se forment plus rapidement et la guérison est
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constatée plus tot qu'avec I'aciclovir. 1l en est de méme pour les herpes génitaux. De plus,
dans deux cas pour I'herpés touchant la lévre, et dans un cas pour I'herpés touchant la sphére
génitale, le miel a endigué les poussées. L'aciclovir n'a endigué aucune poussee au cours de
cet essai. L'effet anti-vira du miel n'est & ce jour pas expliqué. Cependant, certains
composants présents dans le miel sont connus pour leurs effets anti-viraux sur 'HSV comme
les flavonoides (Amoros et al., 1992), le cuivre (Sagripanli et al., 1997). Le monoxyde d'azote
(NO) jouerait aussi un réle anti-viral (Torre, 2002); or on retrouve le NO dans de nombreux
miels (Al-Waili, 2003) cité par (Hoyet C., 2005).

IV-1.2.4. Effet antioxydant

Le terme «stress oxydatif», décrit le déséquilibre dans I'organisme entre la production
de radicaux libres et I'activité antioxydante de protection. La protection contre |'oxydation est
impliquée dans la prévention de certaines maladies chroniques. La modification oxydative des
lipoprotéines est considérée comme un facteur important dans la pathogenese de
I'artériosclérose.

Il a éé déemontré que le miel contient une significative activité antioxydante incluant,
la glucose oxydase, la catalase, |'acide ascorbique, les acides phénoliques, les dérivés de
caroténoides, les acides organiques, des protéines et les flavonoides pigments présents dans
les végétaux et qui constituent une protection contre les rayons ultra violets et la photo-
oxydation et jouent un réle de protection vis-a-vis des radicaux libres (Hoyet C., 2005). En
réalité, il y aune corréation significative entre |'activité antioxydante, la teneur en composés
phénoliques du miel et I'inhibition de I'oxydation in vitro des lipoprotéines du sérum humain
(Bogdanov, 2009). L’action des antioxydants consiste a neutraliser les radicaux libres,
molécules hautement réactives causant des dommages importants aux protéines, a I’ADN
cellulaire et aux membranes cellulaires (Tomczak, 2010).

D’aprés Rigal M.L. (2012), certaines vitamines et oligoéléments sont également
impliqués dans I’activité antioxydante du miel. La vitamine C est piégeur de radicaux libres.
Elle se transforme en radical ascorbyle au contact des radicaux libres, stoppant ains la
réaction radicalaire en chaine. En application topique, elle diminue considérablement les
dommages causes par les rayons UV. Les oligoéléments tels que le sélénium (Se) et le zinc
(Zn) jouent eux aussi un role important dans I’équilibre proxydant-antioxydant. Ils ont un fort
pouvoir anti-radicalaire et interviennent au niveau du fonctionnement des enzymes qui

préviennent le photovieillissement.
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IV-1.2.5. Effet anti-inflammatoire

Lorsgu'une agression infectieuse (bactérie, virus, levures...), chimiques (antigenes,
allergénes, ...), ou physique (traumatismes, corps étrangers, radiations...) se produit dans notre
organisme, aussitét une réaction de défense se met en place: c'est I'inflammation (Hoyet C.,
2005). L’effet anti-inflammatoire du miel a été étudié par plusieurs chercheurs. L’ingestion du
miel a un effet positif sur des maladies inflammatoires de l'intestin, provoquées
expérimentalement chez lesrats. Le mécanisme d'action suppose serait base sur I’hypothése
de I’inhibition de la formation des radicaux libres libérés des tissus enflammes. Ainsi, la
réduction de l'inflammation peut étre due a I'effet antibactérien du miel ou a un effet anti-
inflammatoire direct. Selon certain auteur cet effet anti-inflammatoire du miel pourrait étre
partiellement expliqué par la présence de flavonoides originaires du nectar et du pollen.

Cette activité anti-inflammatoire de miel est trés intéressante dans le domaine de la
cicatrisation des plaies en plus de I’activité antibiotique puisqu’il diminue le taux plasmatique
des molécules pro-inflammatoires IL-6, TNF-a, PGE2 et NO. L’expression d’IL-6, TNF-q,
INOS et COX-2 est aussi diminuée (Jean N., 2014).

IV-1.2.6. Effet Anticanceéreux

Le risgque de cancers est accru dans une population qui présente un déficit en
vitamines, en oligo-éléments et en certains nutriments indispensables au métabolisme
cellulaire et a la production d’enzymes et d’hormones. Ces nutriments qui ont une action
inhibitrice sur le processus cancérigéne se trouvent pour la plupart dans le miel. On peut
notamment citer les flavonoides, qui ont la capacité de ralentir le processus d’évolution des
tumeurs (Rossant A., 2011). Le miel est riche en antioxydants et de ce fait joue un role
intéressant dans la prévention du vieillissement cellulaire et des cancers (Hoyet C., 2005).

Peu d'études (Swellam et al., 2003; Orsolic et Basic, 2004 ; Orsolic et al, 2005) ont
étudié les propriétés anticancéreuses du miel au cours de ces dernieres années, avec des
résultats intéressants. Une éude antérieure de Swellam et al., (2003), le mid (1-25%) a
significativement inhibé la croissance de lignées cellulaires du cancer de la vessie lors d’un
tests in vitro. En outre, des injections intra-lésionnelles du mie (6 et 12%) ont
significativement réduit la croissance des tumeurs résultantes de cellules cancéreuses ayant
été implantées dans I'abdomen de souris (Chepulis, 2008). Les composés du miel limitent la
prolifération des cellules cancéreuses mais également, leur propagation par voie sanguine ou
lymphatique. Egalement il a été prouvé que le miel lutte efficacement contre le cancer de la
vessie (ANSO, 2012).
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IV-1.2.7. Effets sur I'immunité

Le systéme immunitaire joue un réle capita dans la défense naturelle, mais son
activation excessive ou inappropriée peut avoir des consequences néfastes pour I’hdte. La
modulation du systeme immunitaire «immunomodulation », s’applique a diminuer les
réponses excessives ou a I’inverse, a renforcer les réponses insuffisantes de ce systeme (Labro
M.T., 2006). Le miel qui compte parmi les anciens aliments de I’humanité, est I’'un des rares
produits naturels qui peuvent interférer avec le systeme immunitaire, par ses agents
immunodépresseurs. Il est employé beaucoup plus pour des buts thérapeutiques
gu’alimentaires en raison de ses propriétés. Cela lui permet d’étre un produit noble et
précieux. Il a éé démontré pour avoir un effet sur divers aspects de I'immunité :

IV-1.2.7.1. Effet immunostimulant

Des preuves anecdotiques suggérent que le miel peut stimuler la fonction immunitaire.
Des études in vitro sur le miel (a des concentrations de 0,1 ou 0,2%) ont démontré sa capacité
a stimuler la prolifération des lymphocytes B et T (Abuharfell et al, 1999) et de stimuler la
production d'anticorps au cours des réponses immunitaires primaire et secondaire (Al-waili et
Hag, 2004). Les facteurs propres au miel responsables de ces effets sont actuellement
inconnus, mais il a é&é démontré que les mémes réponses ne sont pas obtenus avec des
solutions de glucose diluées (Tonks et al., 2003) ; de tels travaux ont éoigné les pistes
suggérant une nature lipopolysaccharidique du composé actif, tout comme ces études
affirment que ni des acides aminés, ni des vitamines ou des minéraux ne sont impligués dans
I’activité en question, de ce fait des études supplémentaires sont nécessaires pour caractériser
lanature moléculaire du composé actif.

Il est possible que le miel puisse stimuler le systeme immunitaire gréace a la présence
de sucres fermentescibles dans I'intestin. Par ailleurs, d’autres composés, autre que les sucres,
peuvent étre responsabl es de ces effets immuno-modulateurs (Tonks et al ., 2007).

Il est également possible que le contenu antioxydant du miel peut contribuer a ses
effets immuno-modul ateurs. Bien qu'il n'existe pas d’études recherchant directement les effets
des antioxydants intrinseques du miel sur la fonction immunitaire, d'autres composés
antioxydants ont été montre capables de stimuler la fonction immunitaire in vitro (Sabongi et
al., 1997) et in vivo (De La Fuente et al., 2005). En outre, le miel est capable de fournir un
approvisionnement de glucose aux cellules macrophages, permettant la production du
peroxyde d'hydrogene (I’eau oxygénée qu’est la principale substance utilisée par ces cellules

pour détruire I'activité bactérienne) (Ryan et Majno 1977). Les effets immuno-activateurs
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corroborent la conviction commune que le miel améliore la réaction humaine aux infections
virales (Bogdanov S., 2009).

IV-1.2.7.2. Effet immunosuppr essif

Plusieurs expérimentations animales mettent en évidence une activité
immunosuppressive du miel. Dans une étude sur des leucocytes isolés, le miel a inhibé
I'activité enzymatique de la myél operoxydase phagocytaire. Ces résultats sont en concordance
avec la certitude commune que l'ingestion de miel peut soulager I’hypersensibilité au pollen.
Cette méme immunosuppression jouerait également un role positif dans les maladies auto-
immunes (Bogdanov S., 2009).

IV-1.2.8. Effet prébiotique

Les prébiotiques sont des composants aimentaires naturels indigestes censes
améliorer la santé en influencant favorablement, par une stimulation sélective de certaines
bactéries probiotiques (Braegger C. et Zurich, 2004). Plusieurs publications ont rapporté que
la croissance de bactéries lactiques (probiotiques) et leur survie dans le lait et dans le tractus
gastro-intestinal étaient stimulées par la présence du miel d’abeille. Cet aiment contient une
gamme d’oligosaccharides variés dans leur degré de polymeérisation; cette composition unique
du miel suggére qu’il peut étre un milieu favorable a la croissance, I’activité et la viabilité de
bifidobactérie dans le lait ainsi les produits laitiers fermentés (Slacanac V. et al., 2012). C’est
une autre qualité s'ajoute a ce qu’il est cité précédemment : c'est un reconstituant de la flore
intestinale, il « favorise le développement en grande quantité des germes non pathogenes,
notamment Bacillus Bifidus que I'on retrouve également dans les matiéres fécales des enfants
nourris au lait maternel » Tetart G. (2004). Ces bactéries lactiques préviennent la
contamination de produits alimentaires par des bactéries pathogénes en inhibant leur
prolifération, essentiellement par la production d’acide lactique et de peptides antimicrobiens
nommes bactériocines (Makhloufi K.M., 2011).

1V-1.2.9. Effet antidiabétique

Le miel présente trés peu d'effets indésirables. Il peut ére employé chez tous les
patients quelque soit leur &ge. Il y a des précautions a prendre pour |es sujets diabétiques chez
lesquels la surveillance glycémique devra étre renforcée. Cette mesure de précaution est aussi
valable en cas d'usage externe sur des plaies étendues (Hoyet C., 2005). Cependant, le miel
agit a plusieurs niveaux de la régularisation de la glycémie. |l participe a la modulation de
I’expression de I’insuline en influencant plusieurs facteurs de sa régularisation. Le miel

augmente I’expression de I’enzyme Akt qui est impliquée dans la signalisation de I’insuline.
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Dans la littérature, la quercétine est a I’origine de cette activité. Le miel diminue la sérine
phosphorylation du récepteur IRS-1 (Insulin Receptor Substrate = récepteur a I’insuline). Il
diminue aussi I’expression de MAPK et NF-kB qui participe, comme la phosphorylation
d’IRS-1, a la résistance de I’insuline (Jean N., 2014).

IV-1.2.10. Effet cicatrisant

Le miel est connu comme un tres bon cicatrisant, dont |’origine de cette propriété vient
ses activités anti-inflammatoire et antibiotique. 11 permet également une angiogenése a I’abord
de la plaie, la migration cellulaire ainsi que I’apport en nutriment sont favorisés. Il permet
I’activation du systéme immunitaire, ce qui entraine une meilleure détersion de la plaie. Il
participe aussi a I’augmentation de la production de collagene. D’un point de vue moléculaire,
il favorise I’activation des macrophages et des kératinocytes par le MRJP-1. L apigénine et le
kaempférol sont responsables de I’inhibition du MMP-9 (Metalloproteinase matricielle 9) qui
active la collagénase et la gélatinase. On remarque bien que le mie utilise plusieurs
mécanismes pour permettre la cicatrisation (Jean N., 2014). Il est capable de soigner des brilures
auss bien voire mieux que les traitements conventionnels. Les résultats de différentes éudes
montrent que les pansements au miel soignent plus rapidement les brllures, les désinfectent,
diminuent la douleur et l'inflammation, et enfin, favorisent la formation du tissu de
granulation et ainsi la cicatrisation. De plus, lorsque I'épiderme est brllée, la peau perd sa
barriere défensive naturelle; du fait de sa texture visqueuse, le miel recréée cette barriere et
empéche ains toute surinfection. Le miel est un traitement adapté au soin des brilures |égeres
amodérées (Hoyet C., 2005).

IV-2. Allergies, intolérances

Le miel al'avantage de ne provoquer aucun effet indésirable grave. Les allergies et les
intolérances sont extrémement rares (Kiistala et al., 1995); elles sont pour la plupart expliquée
par des allergies aux grains de pollen présents dans les miels. Alors, il sera déconseillé atous
les patients présentant des allergies aux hyménoptéres d'utiliser le miel comme thérapeutique.
Quelques sensations de brilures, de picotements sont décrites (Molan, 1998; Emarah, 1982)
notamment au moment de I'application du miel. Ces sensations désagréables ne persistent pas
et ne conduisent qu'exceptionnellement a l'arrét du traitement (Hoyet C., 2005).

Pour finir ce chapitre, il est important de noter que les propriétés du miel sont le
résultat d’une grande cohésion entre les différentes substances qui les composent. Il existe une
veritable synergie d’action entre les différents composants, c’est-adire que I’activité

thérapeutique des constituants actifs, lorsqu’ils sont associés, est supérieure a la somme des
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activités thérapeutiques des constituants pris individuellement. En cela, il est impossible
d’entreprendre une synthese artificielle des produits naturels comme le miel (Rigal M.L.,
2012). Le miel a toujours été utilise comme reméde a de nombreux maux. Quelques usages
empiriques ont traversé le temps comme le fait de prendre une cuillére de miel lorsgue la gorge se
fait douloureuse, mais les autres sont tombés dans I'oubli. Partant de constations cliniques
impressionnantes, des chercheurs de toutes les parties du globe travaillent afin de démontrer
scientifiquement les atouts du miel. C’est un aiment a redécouvrir, car si I'on ignore encore
beaucoup de ses propriétés on en sait suffisasmment pour comprendre qu'il est bénéfique a la
santé (Hoyet C., 2005).
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique

Neuf variétés de miel locales d’origine botanique connue ont éé collectées chez
différents apiculteurs de I’ouest algérien (figure 21, figure 22 et tableau 07). La collecte des
échantillons de miel a été effectuée au cours de I’été de I’année 2014. Les variétés collectées
sont conservées au laboratoire a la température de 4°C pour éviter une éventuelle atération.
Les différentes variétés serviront en premier temps pour toutes les analyses physico-
chimiques et polliniques, la recherche de certains contaminants comme les résidus
d’antibiotiques et des métaux lourds avec I’étude de quelques effets thérapeutiquesen
seconde partie; effet antioxydant (in vitro), immunomodulateur (in vivo) et effet antibactérien
(in vitro). Ce travail de recherche a été effectué au niveau des laboratoires (de biotoxicologie,
d’immunologie et de technologie Alimentaire) de département de biologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie a I’'université de Sidi Bel Abbés, des laboratoire d’agro-
alimentaire et de microbiologie du centre de recherche scientifique et technique en analyses
physicochimiques (CRAPC) a Tipaza et au niveau de laboratoire d’analyses pharmaceutique
de I’'université de sciences et technologie a Irbid en Jordanie.

2. Lesobjectifs

Les objectifs spécifiques de la présente étude sont les suivants :

» Caractérisation des miels choisis par différentes analyses physicochimiques et
polliniques,

= La recherche d’une éventuelle contamination de ces miels par certains résidus des
antibiotiques (Ie Chloramphénicol) et de métaux lourds (plomb et cadmium);

= L’étudein vitro et in vivo de quelques propriétés thérapeutiques (immunomodul atrice,
antioxydante et antibactérienne).

Pour répondre a ces objectifs, le travail expé&imental se divise en quatre parties
principales. La premiere partie est destinée a I’étude physicochimique des miels récoltés. La
deuxieme partie repose sur la méllissopalynologie (ou I’analyse pollinique) qui permet de
déterminer I’origine botanique des miels analysés. La recherche de certains contaminants dans
ces miels se trouve dans la troisiéme partie du travail expé&imental. A lafin, laquatriéme et la
derniere partie est sacrifiée pour I’étude in vitro et in vivo de quel ques effets thérapeutiques de

migl.
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3. Echantillonnage
La figure 22 représente les différents sites d’échantillonnage de miel de la région de
I’ouest Algérien (Tiaret, Sidi Bel Abbés, Bayadth, Tlemcen, Tissemsilt et Rélizane). Pour
chaque échantillon de miel, un numéro est attribué et désigne:
L’origine géographique du miel ;
L’origine florale présumée ;
Lapériode de larécolte;

Le mode d’extraction.

Table 07: Informations sur les échantillons de miel récoltés

- Période
N° Origineflorale Mode o . _
. . Code . . . Origine géographique de
d’échantillon présumée d’extraction .
récolte
01 EOL | Miel multifloral Manuel Tiaret (Azioua) 2014
02 EO2 | Miel multifloral Manuel Tiaret (Tidda) 2014
03 EO3 Miel de Foret Manuel Tiaret (Sdi Ali Mellal) 2014
04 EO04 | Mie multiflora Manuel Rélizane (Had EI-Chekala) 2014
05 EO05 Miel de Pins Manuel Sidi Bel Abbés (Ras El-ma) 2014
06 EO6 | Mie multiflora Manuel Tlemcen 2014
07 EO7 | Mid de Jujubier Manuel Bayadth 2014
08 EO8 Miel de Foret Manuel Tissemsilt 2014
09 EO09 | Mid multiflora Manuel Tiaret (Ain Gassma) 2014

E04

Figure 21: Présentation des échantillons du miel étudié.
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Figure 22: Localisation des échantillons de miel (Google Earth, 2016)

4. Analyses au laboratoire

4-1. Etude physicochimiques du miel

4-1.1. La conductibilité électrique

Selon la Commission internationale du miel (2009), la détermination de la
conductivité éectrique est basée sur la mesure de la résistance électrique, dont la conductivité
électrique est réciprogque et elle est mesurée en utilisant une cellule de conductivité électrique
pour une solution de miel &20%; p/v de matiere séche.

Si la constante de la cellule n’est pas connue, on prépare une solution de chlorure de
potassium 0,1 M en dissolvant 7,4557 g de KCI, séché a 130°C, dans 1000 ml d’eau distillée.
Aprés refroidissement, verser 40 ml de la solution dans un bécher et immerger la cellule du
conductimetre dans cette solution puis lire la conductance (en milli Semens) a la température
20°C.

La constante de la cellule est calculée par laformule suivante :

K=11,961 x 1/g

Ou:
K : constante delacelluleen cm™;
g : laconductance en mS, mesurée avec la solution de KCl ;

11,961 : la valeur moyenne de la conductivité électrique de I’eau distillée en mS.cm™
et la conductivité de la solution de chlorure de potassium 0,1 M a20°C.
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Dans une fiole de 100 ml, dissoudre 20,0 g du miel dans I’eau distillée puis compléter

jusgu’au trait de jaugée. Ensuite, transférer cette solution dans un bécher et chauffer a 20°C a

I’aide de plaque chauffante.
Aprés I’avoir rincée avec I’eau distillée, plonger la cellule du conductimétre dans la

solution et prendre lalecture lorsque latempérature arrive 2 20°C.

En fin la conductivité du miel est calculée d’aprés la formule suivante :

CE=KxG

D’ou :
CE : conductivité éectrique du miel expriméeen mS.cm™ ;

K : constante delacellule;
G : conductance de I’échantillon.

4-1.2. Ladensité

La densité, d’apres Bogdanov S. et al. (1995), est le rapport du poids du pycnomeétre
(20 ml) rempli du miel sur le poids de méme pycnomeétre rempli d’eau distillée.

Elle est déterminée par laméthode AFNOR (1934) de lamaniere suivante :

_P,— P
- P — P

d

Py : étant la masse du pycnométre vide;
P, : étant la masse du pycnomeétre rempli d’eau distillée;
P, : étant |la masse du pycnometre rempli de miel;
d : ladensité.

4-1.3. LepH

Le pH est mesuré sur une solution de miel a 10% (p/v), c’est la mesure du potentiel
hydrogene de cette solution a I’aide d’un pH meétre qui est étalonné avant son utilisation a
I’aide des solutions tampons (de 7 et 4 par exemple).

La détermination du pH a été effectuée selon la norme du Codex n° 77-79, (Codex,
1977) : 2,5 g de miel sont pesés, dissous dans quelques ml d’eau distillée et la solution est
complétée a 25 ml dans une fiole jaugée, puis versee dans un bécher sans cesser d’agiter la
solution au moyen d’un agitateur magnétique, la pointe de I’électrode est plongée dans le

bécher contenant la solution de miel, la valeur du pH s’affiche au potentiometre.
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4-1.4. Teneur en eau

La teneur en eau est une valeur déterminée a partir de I’indice de réfraction du miel en
se référant a une table standard qui dérive d’une formule développée par Wedmore des
données de Chataway H.D. et al., 1933 (Annexe).

Pour les échantillons de miel qui sont visqueux, il est recommandé de les placer a
I’étuve pour les liquéfier et les homogénéiser avant de procéder a leur analyse.

La détermination se fait tout en gardant la température du réfractomeétre a 20°C gréce a
un circuit deau qui lie l'appareil au bain marie ainsi en s’assurant que le prisme du
réfractometre est propre et sec. Directement aprés homogeénéisation, couvrir la surface du
prisme par I’échantillon. Aprés deux minutes, lire I’indice de réfraction puis déterminer le
contenu d’humidité correspondant a partir de la table (Commission internationale du miel,
2002).

4-1.5. L acidité

Pour mesurer I’acidité, nous avons utilisé la méthode décrite par A.O.A.C (1976),
qui consiste a dissoudre 10g de miel dans 75 ml d’eau distillée désaérée dans un bécher de
250 ml. Mélanger ensuite a I’aide d’un agitateur magnétique et, aprés étalonnage du pH
meétre, plonger I’électrode dans la solution, noter la valeur du pH initial et commencer par la
suite le titrage par une solution de NaOH (0,05N) a une vitesse de 5 ml/min jusqu’a un pH de
8,5.

Ajouter immédiatement a I’aide d’une pipette, 10 ml de NaOH (0,05N) et faire un
dosage en retour par une solution d’HCI (0,05N) jusqu’a un pH de 8,3.

Il faut ainsi faire un essai a blanc (sans miel) dans les mémes conditions cependant
sans |le dosage en retour.

Les résultats seront exprimeés par les formules suivantes :

(Chute de burette NaOH - volume versé de NaOH pour le blanc) x 50
Aciditélibre =

Prise d’essai (g)

L acidité combinee due aux lactones est déterminée par la formule suivante :

(10 ml NaOH versé pour le dosage deretour — volume versé d’HCI)

Acidité combinée =
Prise d’essai (g)
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L’acidité totale est une somme des deux acidités ; libre et combinée.

Aciditétotale = Aciditélibre + Acidité combinée

4-1.6. Lateneur en HMF

Pour déterminer le taux d’HMF (5-(hydroxymethyl-) furan-2-carbaldehyde), on suit la
méthode décrite par la commission internationale du miel (2002), I'analyse est effectuée en
triple en utilisant la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) avec un détecteur
UV 285 nm; Gamme: 0.2 AUFS avec une colonne C18 phase-reversée matériel; Exemple.
Hypersil ODS 5um, 125X 4 mm ou 250X 4mm. Le volume d’injection de I’échantillon ou de
la solution standard est de 20 pl avec un débit de 1.0 mi/min.

Préparation de I’étalon

Une solution stock en mg/l de 5-(hydroxy-méthyl) furfural (Fluka No0.55690) est
utilisée pour préparer une gamme de dilutions (1, 2, 5 et 10 mg/l). Les solutions doivent étre
préparees dans le jour d’analyse.

Préparation de I’échantillon et la phase mobile

1 g a peut prés de I’échantillon de mid est pesé dans un bécher de 50 ml.
L’echantillon est dissout approximativement dans 25 ml d’eau distillée et transféré
quantitativement vers une fiole jugée de 100 ml en utilisant un vortex pour bien homogéné ser
la solution. Ensuite le volume est ajusté a 100 ml par I’ajout de 75 ml de méthanol. On
centrifuge a 3000 rpm/10min et enfin on filtre I’échantillon a 0,45um en utilisant une
seringue-filtre afin de rendre I’échantillon prét a la chromatographie. La phase mobile est
préparée par addition de 900 ml d’eau distillée a 100 ml de méthanol. Avant utilisation, la
phase mobile préparée doit étre filtré et dégazée dans un bain a ultrason pendant 5 minutes.

4-1.7. Teneur en cendres

D’aprés la commission internationale du miel (2002), la teneur en cendre du miel
signifie le résidu qui est obtenu par un procedé d’incinération a une température n’excédant
pas 600°C, elle est mesurée comme suit :

Peser de 5 a 10 g de miel dans un creuset de porcelaine calcing, taré et pesé vide.
Chauffer le prudemment jusgu'a ce que I'échantillon devienne noir et sec et qu'il n'y ait plus
de risque de perte. Ensuite, calciner le dans un four a moufle & 600°C pendant 1h30.

Laisser refroidir dans un dessiccateur puis peser le creuset. Répéter |e procéde jusqu'a

obtention d’un poids constant.
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Exprimer les résultats en pourcent de la substance seche, calculés par la formule

suivante:

(M2 -Mj)

Mm(%) =—x100
Mo

D’ou:
M ¢ : masseinitidle du mid ;
M 1 : masse de lacapsule vide ;

M, : masse de la capsule + cendre;
M : lateneur en cendre.

4-1.8. Teneur en matiére seche

La matiere seche est évaluée aprés mesure de I’indice de réfraction et de la teneur en
eau (Makhloufi , 2007), On lit lavaleur de la matiere seche sur la premiére échelle graduée de
I’oculaire du réfractometre (en degré brix).

4-1.9. Teneur en sucres

Pour les sucres "fructose, glucose sucrose, et maltose”, l'analyse est effectuée en
double en utilisant chromatographie liquide a haute performance (HPLC) avec un détecteur
Scan Type: RID. En utilisant une colonne de type APS2-HYPERSIL 250X4.6 avec une
polarité positive. Le volume d’injection est de 10 pl. a une température de 30°C et un débit de
1.0 ml/min.

Préparation des solutions standards et la phase mobile

On pend 1g de chague sucre et on les mit dans une fiole de 100 ml, on goute 25ml de
méthanol et 75ml d’eau a la fiole et on agite manuellement. Pour la préparation de la phase
mobile, 250ml d’eau ultra pure est ajouté aux 750 ml d’acétonitrile dans une fiole jaugée de 1
litre. Avant utilisation, on filtre la phase mobile a travers une membrane de 0,45 um et on I’a
mis dans un bain a ultra-son pendant 5 minutes.

Préparation de I’échantillon

Un gramme de miel est dissout dans 25 millilitres de méthanol, on mélange par un
vortex et on transfert la solution dans une fiole jaugée de 100 ml. L’eau distillée ultra pure est
ajouté au trait de jauge ensuite la solution est bien mélangée manuellement puis centrifugée a
3000 rpm/10min. Enfin I’échantillon est filtré a travers un filtre-seringue de 0,45um avant

injection manuelle des échantillons et analyse chromatoghraphique par HPLC.

69



Partie expérimentale Matériel et Méthodes

4-1.10. Teneur en polyphénolstotaux

Principe du dosage

Le Dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un
mélange dacide phosphotungstique N(H3PW1204) et dacide phosphomolybdique
(HsPMO12040). En milieu basique, ce réactif oxyde les groupements oxydables des composés
polyphénoliques. Les produits de réduction (oxydes métalliques de tungsténe WgO,3 €t de
molybdéene MogO,3) de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption a 725 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon. Ainsi,
la quantité de polyphénols pour chague échantillon est déterminée par la projection de la
valeur de la densité optique a 725 nm sur une courbe éetalon d’un polyphénol standard (acide
galique) réalisée dans les mémes conditions (Annexe). Le dosage de polyphénols totaux est
effectué par la comparaison de la densité optique observée a celle obtenue par un étalon
d’acide gallique de concentration connue 100-500 ul (Gulcin et al., 2005).

Méthode de dosage

La méthode consiste a gouter 500 ul d’une solution de miel (50% ; p/v dans le
méthanol) 22,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (1 :10 v/v) : 1 ml deréactif de Folin+ 9 ml de
H.0 en utilisant un vortex pour bien mélanger la solution; on laisse reposer 3 minutes puis on
agjoute 2 ml d’une solution de de Na,COs; (20% ; p/v). Le mélange obtenu est incubé a
température de 40°C au bain marie pendant environ 30 minutes jusqu’a une heure a I’abri de
la lumiére. L’absorbance est ensuite mesurée au spectrophotometre a 765 nm. Une droite
d’étalonnage est préalablement réalisée avant I’analyse avec de I’acide gallique dans les
mémes conditions que les échantillons a analyser. Les résultats obtenus sont exprimés en
milligramme d’équivalent d’acide gallique par 100 grammes de miel (mg EAG/100g miel)
(Folin O. et Ciocalteu V., 1927).

4-1.11. Teneur en Flavonoides

Principe de dosage

L e dosage des flavonoides totaux a été réalise selon la méthode de (Arvouet-Grand, A.
et al., 1994). Le réactif utilisé est une solution incolore de trichlorure d’aluminium (AICl3 a
20% ; p/v). Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par ce reactif,
entrainant la formation d’un complexe brunétre qui est absorbé a 510 nm. La comparaison de
la densité optique observée a celle obtenue par un étalon de catéchine de concentration

connue permet d’évaluer la teneur en flavonoides totaux (Annexe).
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Méthode de dosage

Les flavonoides totaux ont été évalués par colorimétrie en goutant a 500 ul de miel
(0,1-0,5g/ml), 2ml d’eau distillée et 150 pl de NaNO; (5% ; p/v) et on mélange la solution a
I’aide d’un vortex. On laisse la solution reposer 6 min puis on goute 150 ul AlICl3 (20%;
p/v) et on laisse reposer encore 6 min. 2 ml de NaOH et 200 pl d’eau distillée sont
additionnés alafin de I’expérimentation. Ensuite, la solution est homogeéenéisée en utilisant un
vortex. L’absorbance du mélange obtenue est directement mesurée au spectrophotometre UV -
visible a 510 nm et les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de la catéchine
par 100 grammes de miel (mg EC/100g mi€!).

4-2. Etudein vitro de I’effet antioxydant de miel (Test de DPPH)

4-2.1. Principe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH (Hartmann, 2007). En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire
des radicaux libres stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au
sein de la molécule. La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette
foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPH

par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution (Epifano et al., 2007).

DPPH*+ AH ———— DPPH-H + A®

Plus un composé a la facilité de céder son atome d’hydrogene, plus celui-ci est jugé
efficace comme antioxydant. Le pourcentage du DPPH restant est proportionnel a la
concentration de I’antioxydant. La concentration du composé phénolique nécessaire pour
atteindre une disparition de 50% du DPPH a I’équilibre est connue comme I’ICso. Sanchez -
Moreno et al. (1998) ont proposé un autre parameétre pour mesurer I’efficacité anti-radicalaire
(EA) ou le TCsp est le temps nécessaire pour arriver a I’état d’équilibre en utilisant I’1Cso. La
méthode du DPPH a été utilisée par de nombreux auteurs.

4-2.2. Détermination de I’ICsx

L’évaluation de la capacité antioxydante (1Csp) est réalisée comme suit : 2,7 ml d’une
solution méthanolique de DPPH (60 uM) est mélangé avec 0,3 ml de I’échantillon de miel
(2,5%, 5%,10%, 20% et 40%,; p/v dans le méthanol). Le mélange obtenu est ensuite gardé a
I’abri de la lumiere a la température ambiante pendant 60 min. Puis I’absorbance est mesurée
a 517 nm contre un témoin composé de 2,7 ml de la solution de DPPH et de 0,3 ml de

méthanol. La préparation des échantillons et du témoin est réalisée dans les mémes conditions
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opératoires (Yedhu Krishnan, R. et al., 2016). La décroissance de I’absorbance est mesurée au
spectrophotometre et le 1% (pourcentage d’inhibition) est calculé selon la formule suivante
(Epifano et al., 2007) :

PI =[(Ah1 _ Abg)/ Abt X 100)]

Dont :

Pl : Pourcentage d’inhibition

Abt: Absorbance du témoin (ne contenant aucun antioxydant) apres 60 min.
Abg: Absorbance des échantillons mesurés apres 60 min.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé,
les résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme I’acide
ascorbique (vitamine C) ou le Trolox® (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E
(Molyneux P., 2004) (Annexe).

4-3. Recher che des contaminants

4-3.1. Analyse des élémentstraces métalliques

Pour I’analyse des éléments traces métalliques la méthode de Spectrophotomeétrie a
Absorption Atomique a flamme (SAA) a été utilisée pour le dosage des métaux suivant : Fe,
Mg, Ni, Zn, Cu, Pb et Cd. Pour chaque échantillon I’analyse a été effectuée en triplicata. Cette
analyse a été effectuée en deux étapessuccessives ou la premiere partie s’entoure sur la
minéralisation des échantillons. Dans une deuxieme étape la mise en solution et le dosage des
métaux lourds par latechnique de la SAA sont effectuées au CRAPC.

4-3.1. 1. Minéralisation et mise en solution

Cette méthode s’adresse a tout matériel organique. La minéralisation est I’opération

par laquelle la matiére organique est détruite libérant ainsi les matieres minérales que I’on
peut alors mettre en solution.
Minéralisation par voie seche: I’échantillon est placé dans un four & moufle et chauffé
progressivement jusqu’a 600°C. La matiére organique est détruite par combustion. Le résidu
est constitué par la cendre minérale. L’opération de minéralisation doit é&re complétée par
mise en solution en milieu acide des cendres obtenues. Cette méthode peut s’appliquer a
I’ensemble des éléments en traces mais est inadaptée pour le dosage des éléments volatils
(mercure, sélénium, arsenic, etc.).
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Mode opératoire

5 g de chaque échantillon de miel sont chauffés dans une capsule en porcelaine sur
plaque chauffante & 100°C jusqu’a I’échantillon devient noire. Ensuite la capsule est placée
dans un four dont la température est augmentée progressivement jusqu’a 600°C et qui est
ainsi maintenue pendant 16 heures. Aprés refroidissement dans le dessiccateur, 3 ml d’acide
nitrique pure (HNO3) sont ajoutés aux cendres. Le mélange est porté a I’ébullition sur la
plaque chauffante jusqu’a I’évaporation totale de I’acide. Puis on ajoute 5 ml d’acide
chlorhydrique concentré (HCI) et on filtre la solution a travers un filtre de 0,45 um dans une
fiole de 10 ml en ajustant au trait de jauge avec de I’eau distillé. Les solutions préparées sont
homogeénéisees par agitation manuelle, puis sont transvasées dans des godets preéal ablement
rincés avec la solution sur lequel le numeéro de I’échantillon est inscrit (A.O.AC., 2000).

4-3.1.2. Préparation des éalons

Les différents étalons des éléments métalliques (Fe, Mg, Ni, Zn, Cu, Pb et Cd) sont
prépares en parallele avec les échantillons et conservés a température de 4°C jusqu’a
I’analyse. La gamme de concentrations choisies pour chague métal a éé faite selon
I’intervalle de détection de la SAA ce qui permet de tracer les courbes d’étalonnage par la
suite.

4-3.1.3. Dosage par spectrophotometre atomique a flamme (SAA)

Les échantillons ainsi mis en solution vont étre dosés par spectrophotometre atomique
a flamme domaine de travail de I’ordre du mg/l (ppm) technique s’appliquant aux éléments en
traces qui ne sont ni volatils ni fortement réfractaires. L’ensemble des anayses doit étre
réalise deux fois par spectrophotometre atomigue aflamme.
La concentration de chague métal dans les échantillons de miel est calculée en mg/kg, selon la

formule suivante:

T(ﬁ)ZCX ¥
kg S

Ou:

T: Concentrations du métal en (mg kg™) ;

C: Concentrations du métal en (mg 1) déterminée par la courbe d’étalonnage ;
V: Volume d’extraction en ml (10 ml);

S: Poids de la prise d’essais (5 g)
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4-3.2. Recherche des antibiotiques « chloramphénicol »

La méthode adoptée pour |le dosage de résidus de chloramphénicol (figure 23) dans le
miel est la chromatographie (HPLC) couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC/IMS/IMS) qui est une technique plus sophistiquée permet une isolation trés efficace des
ions d'analyte du matrice bruit-productrice (Kivrak |.et al., 2016).

OH OH
Cl

OQ'? HN\H/J\Cl
(o O
Figure 23: Structure de chloramphénicol (Blachon G., 2011).

4-3.2.1. Préparation des standards (Florfinicole et chloramphénicol)

A-La solution mére de «Florfinicole » est préparée par dissolution de 10,1 mg de
I’étalon interne (Florfinicole: 98.1%) dans 100 ml (20%; v/v d’acétonitrile-80% ; viv
eau) équivalant de 100ug/g. Un volume de 0,1 de la solution est dilué dans 100ml d’un
mélange constitué de 20% ; v/v d’acétonitrile et 80% ; v/v d’eau afin d’obtenir une dilution de
100ng/g.

B-La solution mere de I’étalon externe «chloramphénicol» de (100 mg/kg) est préparée
a partir de palmitate de chloramphénicol (97.9%). On gjoute 0,1 ml & 100 ml (un mélange de:
20% d’acétonitrile-80% eau) équivalant de 100ug/g. Un volume de 0,1 ml de la solution
préparée est dilué dans 100 ml (20% d’acétonitrile-80% eau) équivalant de 100 ng/g. On
continue la procédure afin de réaliser une série de dilutions (0.05, 0.1, 1.0, 5.0, 10, 50, 100
ng/g).

4-3.2.2. Préparation de I’échantillon de miel

La préparation de I’échantillon consiste a I’extraction de I’échantillon de miel en
utilisant la méthode décrite par (Rodziewicz L. et Zawadzka |., 2007) avec quelques
modifications. Un gramme de miel est gouté a 100 ul de la solution préparée de standard
interne (florfénicol a 100 ng/g) et 2 ml d’EDTA. Le mélange est homogénéisé pendant 3,0
min. par un vortex. Ensuite, 4 ml d’éthylacétate sont additionnés et on méange encore 3,0
min. puis la solution est centrifugée a 4000 rpm/5 min. Apres la centrifugation il se forme
deux phases, on prend la phase supérieure d’éthylacétate et on les mit dans des tubes en verre

de 5,0 ml pour évaporation dans un concentrateur a 45°C avec une centrifugation de 2000
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rpm. Apres séchage des tubes, on reconstitue la phase séché par I’ajout de 1,0 ml de (20%
d’acetonitrile plus 80% d’eau) et on injecte a LC/MS/MS.

4-3.2.3. Dosage par LC/MS/MS

L'analyse a été effectuée par LC/IMS/M S avec une interface Electrospray fonctionnant
avec le mode négatif (ESI-négatif) et une colonne C18 (50 mmX 0.45) ; ou la taille des
particules est de 5 microns. Le temps de rétention est de 2.0+0.3 min. pour le florfénicol et de
2.1+0.3 min. pour le chloramphénicol ou la limite de détection de 0.02 ng/g pour le
chloramphénicol. Pour |a phase mobile, on ajoute 500 ml d’eau a 500 ml d’acétonitrile en
effectuant une filtration et un dégazage de mélange avant d’utilisation dans un bain a ultra-son
pendant 5 minutes.

4-4. Etude palynologique de miel (M élisso-palynologie)

La méthode de I’analyse pollinique consiste a separer les grains de pollen de la matiére
qui les entoure afin de pouvoir en observer la morphologie sur une lame microscopique. Elle
donne une information précise sur les principales plantes melliféres et permet de caractériser
les miels par leur origine botanique ou géographique. Elle apporte des informations
importantes sur le comportement de butinage des abeilles. Par ailleurs, lateneur en pollen des
miels permet de contréler leur qualité, augmentant ainsi leur valeur économique.

4-4.1. Méhode classique

10 grammes d’un miel bien homogénéisé sont verses dans un bécher. On les dilue
dans 20 ml d’eau tiédie acidulée (préparée en mélangeant 5ml d’acide sulfurique dans 1litre
d’eau). La solution est centrifugée pendant 10 minutes a 3500 tours-minute et le liquide
surnageant est jeté de fagon a ne conserver que le culot de centrifugation.

Ce culot est ensuite mis en suspension dans de I’eau distillée puis centrifugé a nouveau
10 minutes a 3500 tours-minute. Le surnageant est éliminé. On aspire ensuite le culot a I’aide
d’une pipette Pasteur, autant que possible de facon quantitative, sur une lame porte-objet et on
le répartit sur une surface d’environ 20 X 20 mm. On laisse évaporer I’excédent d’eau sur la
platine chauffante (ou bien dans I’étuve a 40°C) avant de déposer une goutte de gelatine
glycérinée qui fixerala préparation.

4-4.2. Méthode d’acétolyse

Nous avons expérimenté notre méthode sur neuf échantillons de miels de I’ouest
Algérien d’origine géographique différente. Dans tous les cas, le culot résultant du traitement

a permis aisément une numeération sur deux cents (200) grains : nombre maximum de grains
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souhaité pour [I’analyse pollinique qualitative et permettant une détermination des

pourcentages d’especes présentes (Louveaux, Maurizio, Vorwhol, 1970) tres slre.

@ L’acétolyse selon Erdtman (1943) cité par Gadbin C. (1979) est faite sur 10 g de miel,
préalablement dissous dans 100 ml d’eau tiede acidulée (pas plus de 40°) : centrifuger la
solution obtenue. Décanter. Le but de cette opération est d’éliminer aussi complétement que
possible les sucres du miel qui noirciraient la préparation.
N.B. Toutes les centrifugations durent 10 min. et se font a grande vitesse pour les petites
centrifugeuses. Avec une centrifugeuse, une vitesse de 2 500 rpm pendant 5 min. est
suffisante. La décantation est réalisée en versant doucement le liquide d’un mouvement
régulier et continu, jusqu’a son élimination compléte.
@ Sur le culot sont versés 10 ml d’acide acétique pur. Aprés agitation et centrifugation
I’acide est eliminé par décantation.
® Sur ce culot sont alors gjoutés 2 ml de « méange acétolytique » : celui-ci confectionné peu
avant son utilisation, dans une verrerie seche, en versant goutte a goutte 0,2 ml d’acide
sulfurique pur dans 1,8 ml d’anhydride acétique. L’ensemble est agité avec une baguette de
verre seche, puis placé pendant 5 a 10 min. dans un bain-marie a 70° (prendre garde de ne pas
mettre en contact le mélange acétolytique et I’eau).
@ Sortir les tubes du bain-marie, bloquer I’acétolyse en ajoutant de I’acide acétique jusqu’a
remplir le tube. Centrifuger et décanter.
® Aprés centrifugation et décantation, le culot est rincé a I’eau distillée trois fois, agité,
centrifugé a nouveau.
® Le montage est réalisé dans la glycérine pure, milieu qui, s’il présente des inconvénients
pour la conservation des pollens along terme, a le grand avantage de permettre la rotation des
pollens sous le microscope et leur étude selon plusieurs axes d’observation. On peut lui
préférer le montage classigue en mélisso-palynologie dans la gélatine glycérinée qui assure
une meilleure conservation de lalame.

4-4.3. Observation microscopique et lecture des préparations

4-4.3.1. Observation par microscope optique (M.O.)

L’examen microscopique de pollen de différentes variétés de miel a été effectué a
I’aide d’un microscope optique (ou photonique) a trois grossissement (X10, X40 et X100).
L es observations sont réalisees directement sur les lames de préparation.
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Les préparations de lames obtenues a partir des miels sont observées sous le
microscope a un grossissement d’environ 400 fois. On utilise le plus souvent un objectif X10
pour la mise au point ensuite on fait augmenter le grossissement en utilisant un objectif X40.
Lorsqu’il est nécessaire de préciser un détail, on passe directement au plus fort grossissement
(objectif X100), mais on revient toujours a I’objectif moyen qui est le plus convenable pour
I’identification rapide des grains de pollen.

Sdon Louveaux et al., (1970), La détermination de I’origine géographique et de
I’origine botanique repose sur I’identification des pollens et des autres constituants du
sédiment d’un miel ainsi que sur leur dénombrement. L’identification se fait avec I’aide des
données tirées des publications spécialisées, et au moyen de préparations de comparaison
(Annexe).

Conduite de I’examen microscopique

Pour obtenir un spectre pollinique valable : Louveaux, Maurizio et VVorwhol (1970)
ont préconise d’opérer en deux temps :

= Dans un premier temps, on observe I’ensemble de la préparation et on note toutes les
especes rencontrées jusqu’a ce qu’on ne découvre plus d’espéces nouvelles ;

» Dans un second temps, on procede a une numeérotation sur au moins 200 grains pris au
hasard mais en épuisant complé&ement tous les champs observés.

La détermination des classes de fréquence, repose sur le traitement de 200 a 300 grains
de pollen. Pour les spectres polliniques pauvres en espéces, 200 grains de pollen suffisant.
Pour ceux qui sont riches en especes, il est nécessaire de traiter 300 grains de pollen.

4-4.3.2. Observation par microscope électronique a Balayage (M.E.B.)

Les grains de pollen sont préparés par la méthode acétolyse puis sont lyophilisés ou
séchés a I’air libre ou a I’étuve (a 40°C). L’observation de pollen par le microscope
électronique a Balayage permet une meilleur identification de pollen par rapport au
microscope photonique; il assure beaucoup de détaille de grain de pollen en image
tridimensionnelle (3D). L’examen de la structure fine de pollen a été réalisé au moyen de
microscope électronique a balayage pourvu de la capacité d’étudier les échantillons en mode
environnemental, c'est-a-dire sans traitement de métalisation préalable. Ce mode permet

I’observation directe des structures dans leur état naturel hydraté ou vivant.
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4-4.4. Analyse pollinique quantitative

L’analyse pollinique quantitative permet de connaitre la variation de la richesse en

pollen des miels. Le nombre de grains de pollen contenus dans la quantité de miel de la prise
d’essai a été calculé a partir de la formule suivante :

F.n

a

N =
f.

N : Nombre de grains de pollen contenus dans le volume de la suspension examinée.

F : Surface de lalame sur laquelle, le volume de la suspension examinée a été étalé.

f : Surface d’un champs en mm?.

n : Nombre de grains de pollen dénombrés sur I’ensemble des champs examinés.

a: Nombre de champs examinés.

4-4.5. Analyse pallinique qualitative

L analyse pollinique qualitative permet d’identifier les grains de pollen retrouvés afin
de délivrer la « carte d’identité » d’un miel.

L’identification de grains de pollen se limite souvent a la forme du genre. L’emploi
des noms scientifiques devrait donc étre limité aux cas ou une détermination siire est possible,
lorsque cette condition n’est pas remplie, il convient d’accompagner le nom scientifique
d’une mention précisant clairement que celui-ci doit étre pris dans un sens large : par exemple
Trifolium repens sl. (sensu lato) ou «groupe Trifolium repens », c'est-a&dire pollen qui
d’aprés ses dimensions et sa structure est plus ou moins semblable a celui de T. resupinatum
ou T. arvense (Maurizio et Louveaux, 1967 ; Vorwohl, 1968). Selon les mémes auteurs,
lorsgue des connaissances détaillées font défaut, le pollen peut étre rattaché a un groupement
plus important « forme ou type ». Ces deux termes sont utilisés pour indiquer tous les genres
Ou especes représentés par le méme type morphologique. Enfin quel ques formes inconnues ou
non identifiées qui ne peuvent étre rattachées a aucune famille ont été mises en fin de laliste.

4-5. Etudein vivo de I’effet immunomodulateur de miel

Dans cette partie I’étude a étée réalisée en deux etapes :

» La premiere étape consiste en I'immunisation des souris de souche BALB/c par
I’ovalbumine en absence ou en présence de miel a différents temps d’injection selon un
protocole défini afin d’étudier son effet immunomodulateur.

» La deuxiéme étape consiste en I’évaluation du taux des immunoglobulines G (IgG) par

une technique immunochimique quantitative (ELISA).
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4-5.1. Immunisation des animaux

4-5.1.1. Choix del"animal

Notre choix s’est porté sur des souris males de type Balb/c (Bagg Alinos) (figure 24).
Les souris sont les animaux de laboratoire les plus utilisés. Leur petite taille permet d’élever
facilement un grand nombre dans un espace réduit, de multiplier le nombre d’animaux

immunises et d’accroitre ainsi les chances de réussite de I’expérimentation.

Figure 24: Souche des souris BALB/c.

4-5.1.2. Préparation des groupes

Ces animaux proviennent de souches parentales acquises aupres de I’Institut Pasteur
d’Alger (IPA). Les souris sont mises en reproduction et sont élevées dans I’animalerie du
laboratoire de Biotoxicologie dans des conditions environnementales contrélées (La
température est gustée autour de 20°C). Les méales sont regroupés dans des cages
conventionnelles avec un nombre de 6 par cage, ces dernieres sont dotées d’une mangeoire et
d’un biberon.

Les souris sont nourries ad libitum durant toute la période de gestation et de lactation
avec un aliment standard pour rongeurs en tourteaux aggloméres, commerciaise par SARL
(mais, son, remoulage, soja, CMV) et boivent de I’eau de robinet (Cohen et al., 1991 ; Bailey
etal., 1997).
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Dés I’age de trois semaines, cest-a-dire au sevrage, les males nouveaux nés sont
seéparés de leurs meres et triés pour constituer les différents groupes expérimentaux qui sont

réparti comme la suite :

Groupe N°01 * Regoit 10 pg d'OVA seul.

* Recoit 10 ngd'OVA + 100 pul du miel
— Groupe N°02 en méme temps (0 h).

¢ Regoit 10 upgd'OVA + 100 ul du miel

— Groupe N°03 24 h Aprés.
Groupes . : ' .
% Rec¢oit 10 pgd'OVA + 100 pl du miel
B —1— Groupe N°04 24 h Avant.
(36 Souris 7).

* Regoit 10 ngd'OVA + 100 ul du miel
— Groupe N°05 6 h Avant.

* Recoit 10 pngd'OVA + 100 pul du miel
—> Groupe N°06 6 h Apres.

Figure 25 : Répartition des groupes expérimentaux selon le type d’'immunisation en fonction du temps.

4-5.1.3. Choix du miel

Nous avons éudié au paravent la conformité et la qualité physico-chimique et
pollinique de nos échantillons de miel récolté au niveau de la région de I’ouest Algérien. Et
nous avons choisi le meilleur échantillon N°03, celui récolté de la région de « Sdi Ali
Mellele» et qui présente un taux élevé en polyphénols totaux, une activité antioxydante
élevée, une richesse en pollens de plusieurs plantes médicinales et sur laquelle nous avons
testé I’effet immunomodulateur du miel chez des souris Balb/c.

4-5.1.4. Choix del'antigéne

L’antigéne choisi est I’ovalbumine pour son pouvoir immunogéne. C’est une
glycoproténe et la majeure protéine du blanc d’ceuf ; il représente 45% des protéines du blanc
d’ceuf avec un poids moléculaire de 45 kDa (figure 26). Il est utilisé depuis 1980 comme

model de protéine dans les recherche biologique (Arakawa et al., 2000).
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Figure 26: Structure quaternaire de 'ovalbumine (Andronov L., 2016).

L’ovalbumine a été fournie par Sgma (A-5253, Lot 60K0844) sous forme lyophilisée
en flacon de 250 g. Cette protéine est tres soluble dans I’eau distillée stérile.

4-5.1.5. Adjuvants

Les adjuvants sont constitués a la base d’huile de paraffine, 85%, et de mannide
monooleate, 15%. L’adjuvant complet de Freund est complété par 0,005% de Mycobacterium
butyricum tués. Une émulsion des adjuvants avec I’allergéne est réalisée en mélangeant un
volume égal de chague constituant, puis en agitant fortement le mélange. Ces adjuvants sont
utilisés pour I’immunisation des souris a raison de 50 pl par souris.

Pour effectuer la premiere immunisation, nous avons mélangé un volume égal
d'adjuvant complet de Freund (ACF) et de la solution d’antigéne. L'immunisation de rappel
est réalisée par I'adjuvant incomplet de Freund (AlF).

Les deux types d'adjuvants, I'ACF (Sigma F5881, Lot 029K8708) et I'AIF (F5506, lot
098K 8724) nous ont été fournis sous forme huileuse dans des petits flacons de 10 ml.

4-5.1.6. Voied'injection

Notre choix sest porté sur l'injection par voie intra-péitonéale (i.p.). C'est la voie
d'administration la plus recommandée pour les souris et elle permet un contact rapide entre
I’antigene et les cellules immunocompétentes des ganglions régionaux. Ainsi I’important
volume de la cavité péritonéale permet d’injecter une grande quantité de solution
immunogénique (Bach, 1993 et Revillard, 2001). Lors de I’’injection, la seringue est inclinée

pour ne pas toucher les organes (figure 27).

81



Partie expérimentale Matériel et Méthodes

Figure 27: Immunisation intra-péritonéale des souris BALB/C.

4-5.1.7. Protocole d’immunisation
Les différents groupes de souris sont injectés par voie intra-péritonéale avec 10 ug
d’OVA ou OVA plus 100 pl du miel dans les jours 0, 21 et 35 et le sang sera récupéré apres 7
jours de laderniere immunisation (Duddukuri et al., 2001).
4-5.1.7.1. Premiéreimmunisation
4-5.1.7.1.1. Préparation dela solution antigénique
= 50 mg d’ovalbumine a été dissout dans 250 ml d’eau distillée stérile afin d’obtenir une
solution antigénique de 10 pg/ml.
= L’adjuvant de Freund doit étre chauffé a une température de 37°C pendant 1 a 2 minutes
et avec utilisation de vortex pour suspendre les mycobactéries (Baldridge et Lacy, 2000).
= 1000 pl de I’ACF prélevé a I’aide d’une micropipette et 1000 pl de la solution d’antigéne
contenant 10 pg d’ovalbumine sont mélangés en utilisant le vortex.
= Un volume de 100 pul de ce mélange est injecté intra-péritonéale a la souris en utilisant
I’alcool chirurgical au site d’injection.
4-5.1.7.1.2. Préparation de solution de miel
Le miel pur est difficilement injectable, donc on le dissout dans de I’eau distillée afin
de facilité sa pénétration dans la seringue; on prépare une solution de miel contenant 50% de
miel et 50% d’eau distillée. On préléve 200 ul de cette solution a I’aide d’une seringue et on
I’injecte par voie i.p. a la souris.
4-5.1.7.2. Immunisation derappel
Les injections de rappel sont effectuées au 21°™ et 35°™ jour en utilisant I’antigéne

avec I’adjuvant incomplet de Freund en présence et en absence du miel.
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4-5.1.7.3. Prélevement sanguin

Sept jours apres la derniére immunisation, la dissection apres I’anesthésie des souris
au chloroforme a été réalisée afin de récupérer le maximum du sang en utilisant des seringues
stériles de 1 ml. Le sang est prélevé a partir de I’aorte abdominale (figure 28).

Le sang collecté est transféré dans des tubes Eppendorf et est centrifugé a 3000 g a
4°C/15 min.

Le volume du sang est ensuite réparti en quatre aliquotes et congel é a température de -
20°C jusqu’a son utilisation.

Figure 28: Préléevement du sang a partir de I'aorte abdominale des souris BALB/c.

4-5.2. Evaluation de la réponse immunitaire humorale par le dosage des 1gG
totaux a l'aide d’une technique immunoenzymatique « ELISA indirecte non
compétitive)

4-5.2.1. Choix du test

Les méthodes de dosages immunoenzymatiques en phase hétérogene permettent de
doser avec une bonne sensibilité des constituants d’intérét biologique. Ils ont été décrits pour
le dosage d’antigene : IgG a I’aide d’lgG couplées a la peroxydase ou a la phosphatase
alcaline et trés vite appliqués au dosage d’anticorps.

Le nom d’ELISA (« Enzyme-linked-immunosorbent-essay ») est couramment
employé maintenant pour tous les dosages utilisant des enzymes marqueurs.

Letest ELISA indirecte non compétitive est basé sur un procédé dans lequel une phase
solide est nécessaire pour immobiliser I’anticorps associé a I’enzyme et ainsi permettre
I’évaluation de I’activité enzymatique du complexe antigéne-anticorps-enzyme; c’est un

dosage en phase hétérogene (Ternynck et Avrameas, 1987).
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4-5.2.2. Principe du test

= Le test immuno-enzymatique est une méthode anaytique quantitative ou Il'un des

partenaires réactifs porte un marqueur enzymatique. L'antigene ou |'anticorps peuvent étre

marqués.

= Dans une premiére étape, un support solide (en général une plague de microtitration) est

recouvert avec |'antigene reconnu par |'anticor ps recherché.

» S le matéried a analyser (par exemple du sérum) contient ces anticorps, il se lie a

I'antigéne.

= Dans une deuxieme étape du test, un anticorps secondaire marqué par une enzyme, se lie

aux anticorps recherchés. Puis I'enzyme transforme un substrat incolore en un substrat
coloré (figure 29) (Burmester et Pezzutto, 2000).

Substrat produit colore

-F -E |
+«—§—— Conjugue
] Ac a doser
00 08|

'f— Support

Figure 29: Principe du test ELISA indirecte non compétitive (Vitkova, 2002).

4-52.3. Matérielset réactifs
4-52.3.1. Matériels

Lecteur de microplagues a 96 puits (TECAN SUNRISE)
Incubateur ELISA (THERMOSTAR BMG)
Microplaques de titration de 96 puits en polystyréne et afond plat avec

couvercle (Nunc, n°167008, Lot : 049283).

Micropipette réglable
Micropi pette multicanaux
Vortex

Bain marie

Agitateur magnétique

4-5.2.3.2. Réactifs

Géatine de porc (Fluka, n° : 2325546, Lot : 387213/1 40101)
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- Tween 20

- Immunsérum polyclonal de souris anti-OVA

- Ovalbumine lyophilisée

- Solution d’anticorps conjugué : 1gG de chévre anti-IgG de souris marquée ala

peroxydase de raifort (Sigma, 5 CODE 026K 4846 A9917-1 ml)

- OPD (Sigma, Lot : 09716 MB-085, n° : P2, 393-8)

- PBSpH 7,4

- Tampon carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 9

- Géatine a5% (p/v)

- PBS-Tween : gouter 100 pl de Tween 20 4100 ml de PBS

- PBS-Tween-Géatine : gjouter 1 ml de gélatine 5% (p/v) a9 ml de PBS-Tween.

- Tampon citrate de sodium-acide citrique 0,1 M pH 5,5

- Solution d’eau oxygénée a 3% : additionner 400 pl d’eau oxygénée a 30 V a 1

ml d’eau distillée.

- Acide sulfurique 2N

4-5.2.4. Détermination des dilutions optimales de titrage des différents réactifs
par ELISA

Afin de déerminer les dilutions optimales de I’immunsérum, du conjugué et de
I’OVA, des séries de puits (de A a H) ont été sensibilisés avec une gamme de concentration
d’OVA de 10ug/ml, 8ug/ml, 5ug/ml, 2ug/ml, 1pug/ml, 0,5ug/ml 0,1ug/ml, 0,05pug/mil.

Chague série de puits (de 1 a 12) ont été sensibilisés par une gamme de dilutions de
I’immunsérum de souris anti-OVA (de /100 a 1/1000, 1/1500) et on laisse le dernier colonne
pour le blanc.

Pour le conjugué marqué a la peroxydase, les dilutions: 1/000, 1/1500, 1/2000 et
1/3000 ont été choisi chaque fois.

4-525. Test ELISA

Nous avons suivé le protocole adopté par Ternynck et Avrameas, (1987). Les
différentes étapes de dosage sont les suivantes :

4-5.2.5.1. Sensibilisation dela plaque (Coating)

Chague puits de la plague de microtitration est sensibilisé avec 100 pl d’OVA (5
pg/ml) dissoute dans le tampon carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 9,5. Mettre le couvercle et

incuber la plaque pendant 2 h &437°C (ou bien lanuit 24°C).
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Aprés I’incubation, laver la plague 3 fois avec du tampon PBS-Tween et sécher par

retournement sur du papier absorbant afin d’éliminer toute trace de liquide résiduel.

La plaque reste utilisable durant 2 a 3 semaines s elle est stockée a 4°C ; cela permet
de sensibiliser plusieurs plagues alafois.

4-5.2.5.2. Saturation des sites adsor bant résiduels (Sur coating)

Une solution de PBS-Tween-Gélatine (100 ul dans chaque puits) est utilisée pour
bloquer les sites adsorbant résiduels. Recouvrir la plaque et laisser réagir pendant 1 h a37°C
puis laver 3 fois avec du tampon PBS-Tween.

4-5.2.5.3. Incubation avec I’'immunsérum des souris

Chague puits recoit 100 pl de ladilution /300 d’immunsérum & doser réalisée dans le
PBS-Tween-Gélatine. Durant I’incubation (2 h a 37°C), les anticorps de souris se fixent sur
I’antigene (OVA) adsorbé sur la plague. La plaque est laver 5 fois par |e tampon PBS-Tween
et séchée a I’aide du papier absorbant.

4-5.2.5.4. Incubation avec la solution du conjugué

Les puits sont incubés avec 100 pl de la solution du conjugué dilué a 1/2000 dans le
PBS-Tween-Géatine. Aprés une incubation de 2 heures a 37°C. Laver 5 fois avec du tampon
PBS-Tween et sécher par retournement sur du papier absorbant.

4-5.2.5.5. Révéation

Dissoudre extemporanément 6 mg d’OPD dans 12 ml de tampon citrate de sodium-
acide citrique 0,1 M pH 5,5 et ajouter extemporanément 100 pl d’H,0, a 3%.

Répartir rapidement 100 pl par puits de ce tampon de révélation et incuber la plague &
I’abri de la lumiére pendant 30 minutes a 37°C.

Durant cette étape, le conjugué enzymatique lié convertit le chromogéne incolore qui
vire au jaune. L’addition de 50 pl de la solution d’arrét H,SO,4 (2N) le fait virer du jaune a
I’orange.

4-5.2.5.6. Lecture

La lecture des densités optiques du chromogéne coloré est faite a 492 nm a I’aide de
lecture de microplaques ELISA.

> Lors des étapes de lavage avec le tampon PBS-Tween, chague puits recoit un
volume de 100 pl, qui est ensuite retiré avec précaution ;

> La solution d’eau oxygéné doit étre renouveler chaque semaine et celle de

I’acide sulfurique est conservé a température ambiante jusqu’a épuisement.
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4-6. Etudein vitro de I’effet antibactérien de miel

La détermination du pouvoir antibactérien des miels fait appel a plusieurs techniques
expé&imentales en milieu liquide ou solide et elle dépend de plusieurs paramétres comme le
type de miel (selon son origine botanique et géographique), la concentration de miel, la nature
du contact entre le miel avec le germe : diffusion sur disque, en puits ou en solution...etc. La
premiere étape pour la détermination du pouvoir antibactérien de nos miels consiste afaire un
«Screening» ou une sélection des miels ayant un effet antibactérien potentiel en comparaison
avec différents antibiotigues qui sont utiliséss comme un control positif dans
I’expérimentation. Il s’agit d’une étude préliminaire qualitative. Une seconde étape consiste a
calculer quantitativement le degré d’activité antibactérienne des miels sélectionnés, et ce en
déterminant la Concentration Minimae Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale
Bactéricide (CMB) de ces miels. La CMI est définie comme étant la concentration la plus
faible d'un agent antimicrobien qui inhibe la croissance visible d'un micro-organisme aprés
incubation, et laCMB comme la plus faible concentration d'antimicrobien qui tue 99,9% des
mi croorgani smes apres sous-culture sur milieu sans antibiotique (Lakhdar L., 2015).

4-6.1. Choix des souches bactériennes

Pour tester I’efficacité antibactérienne des miels, nous avons utilisé des souches de
bactéries pathogenes en culture jeune (de 24 h), responsables des toxi-infections alimentaires.
Ces souches de bactéries, conservées dans le glycérol sont obtenues a partir de la collection de
cultures de centre de recherche scientifique et technique en analyses physicochimiques
CRAPC qui proviennent elle-méme de I’American type culture collection (ATCC), ou a partir
d’isolement des hopitaux. L’identification de ces souches a été effectuée par le MALDI-TOF-
SM (Bruker) (figure 30) afin de confirmer leur dénomination.

Les bactéries pathogeénes sélectionnées pour I’expérimentation sont :
Gram™: Saphylococcus hominis 18 ESL, Bacillus cereus 4080 LBK X8YE

Gram’™: Escherichia coli MB1146481 CHB FSC, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
THL EC, Enterobacter cloacae 13159 1CHBX9SA, Proteus mirabilisRvV412 Al 2010 06b

LBK.
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Faire un froths sur la cible
Introdure dans le MMaldi-TOF-MS

Tzoler une colome

Le spectre ze met instantanéments i mhien o & B .
en correspondance avec la bibliotheque  Le logiciel va automatiquement Créer une liste sur le logiciel
de reférence pour donner ldentification  générer un spectre de masse

Figure 30: Principe de I'identification bactérienne par le MALDI-TOF-MS (CRAPC, 2016)

4-6.2. Test de sensibilisation aux antibiotiques (Antibiogramme)

C’est une méthode standard de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des
antibiotiques. 1l sagit d'une méthode en milieu gélosé al'agar réalisée dans une boite de Pétri.
Le contact se fait par I'intermédiaire d'un disque antibiotique de 6 mm de diaméetre a une
concentration fixée déposé sur une gélose ensemencée par le germe. Apres incubation, on
mesure le diamétre des zones d’inhibition. Dans notre expérimentation nous avons utilisé 14
différents antibiotiques afin d’évaluer la sensibilité des souches pathogenes testées.

4-6.3. Techniques de screening desmiels

Pour évaluer la capacité antibactérienne des miels, nous avons utilisé la méthode de
diffusion en puits de Tagg JR. et Mc Given A.R. (1971). Elle est réaisée par dépbt de
différents miels & une concentration de 100% (p/v) dans des puits creuses dans la gélose
Muller-Hinton a I’aide d’une pipette pasteur stérile. Cette technique assure une diffusion
totale de miel a partir de puits en donnant une zone dinhibition claire proportionnelle a la
sensibilité bactérienne a I’agent antibactérien (miel) présent dans le puits avec un diametre

facilement mesurable sur gélose ensemenceée par une suspension bactérienne.
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4-6.3.1.Principe dela méthode de diffusion en puits

Elle est basée sur le fait qu’un agent antimicrobien, déposé sur une gél ose ensemencee
va diffuser suivant un gradient de concentration. Le germe ensemencé ne se développera pas
pour les concentrations supérieures ou égales a la concentration minimale inhibitrice (CMI). Il
y aura une zone d’inhibition autour de I’agent antimicrobien, plus ou moins grande suivant la
sensibilité de la souche bactérienne (figure31) (Bourdon et Marchal, 1973).

+—— Boite de Pétri

A_ Souche test

Milieu de culture gélosé
(Agar)

Fuits remplit d'une solution

de miel

Figure 31: Principe de la méthode de diffusion en gélose

4-6.3.2. Réactivation des souches bactériennes

A partir de souches conservées & -20°C (dans le glycérol), la mise en culture est
réalisee en bouillon nutritif puis les souches ont éé repiquées par la méthode des stries
(Ezoubeiri et al ; 2005) : la gélose nutritive est fondue au bain marie puis coulée dans des boites
de pétri. Les boites sont ensuite refroidies et sechées pendant 20 min. avant d’étre ensemencées.
Chaque boite de pétri est partagée de I’extérieur en trois parties (en forme de T) pour faciliter
I’ensemencement. Une stérilisation de I’anse de platine a la chaleur est effectuée avant le
prélevement de chaque souche bactérienne et apres chaque opération d’ensemencement.
L’ensemencement se fait en étalant sur la surface de la gélose nutritive, la souche bactérienne

sélectionnée. Les boites de pétri sont fermées aprés chague opération puis renversees et mises en
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incubation dans un étuve a 37°C /24 h. Aprés cette période d’incubation, les boites sont retirées et
les cultures pures et jeunes serviront a la préparation des suspensions bactériennes.

4-6.3.3. Préparation des suspensions bactériennes (Préparation de I’inoculum)

A partir de la culture jeune préparée, cingq & six colonies de souches bactériennes sont
prélevées, gréce a une anse de platine stérile. Ces colonies sont dissociées dans un tube & essai
stérile avec 10 ml d’eau physiologique stérile (une suspension en solution saline stérile
(0,9% : p/v NaCl). La suspension ajustée devra ainsi contenir approximativement 10 CFU/m
(colony forming units/ml) équivalent a un témoin de 0,5 McFarland ou a une DO de 0,8 a
0,10 lue a 620 nm (Andrew, 2009). Il est a signaler que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas
étre utilisé au dela de 30 minutes au risque d’une augmentation de la densité de I’inoculum a
cause de |a croissance bactérienne.

4-6.3.4. Ensemencement sur des boites de pétri

L ensemencement est réalisé selon la technique du NCCLS (2002). Le milieu de Mueller-
Hinton est coulé dans des boites de pétri (4 mm d’épaisseur). Les boites sont refroidies et séchees
a température ambiante puis sont ensemencées a partir des suspensions bactériennes a I’aide
d’écouvillons stériles ; I’écouvillon est imbibé de la suspension bactérienne puis essoré contre la
paroi interne du tube & essai. L’ensemencement se fait par des stries serrées, de haut en bas et
I’opération est répétée trois fois, en tournant la boite de 60° & chaque fois. L’écouvillon est par la
suite passé sur toute la périphérie de la gélose. Apres 15 min, des puits de 6mm sont creusés
dans la gélose a I’aide d’une pipette Pasteur stérile. Ensuite, 50 pl de chaque dilution de
différentes variétés de miel préparées dans I’eau distillée stérile sont versées dans le puits.

En pardlee 14 différents antibiotiques sont utilises comme contréle positif, I’eau
digtillée stérile est utilise comme contréle négatif. Une boite de pétri ensemencée par la
suspension bactérienne a été prise comme témoin de croissance bactérienne. Tous les tests ont
été effectués en triplicata. A la fin, les boites de pétri ont été maintenues & 4C° pendant deux
heures afin que le produit testé (e miel) se répande et diffuse dans la gélose.

4-6.3.5. Incubation et lecture derésultats

Les boites de pétri ensemencées sont incubées a I’étuve a 37°C/24h. Apres avoir retiré
les boites de I’étuve, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre en millimetre de
la zone d’inhibition autour des puits a I’aide d’un pied a coulisse métallique, a I’extérieur des
boites fermées (Dahham et al., 2010).
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4-6.4. Détermination dela CM1 et CMB par microméthode

Les travaux sur microplaque permettent d’étudier I’'impact de différentes
concentrations de miel sur différentes souches de bactéries afin de déterminer la concentration
minimale efficace nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne. Pour évaluer la capacité
antibactérienne des miels, nous avons utilis¢ la microméthode d’Anonyme (1977) ou
I’application respectivement de différentes concentrations de miel réalisées dans le bouillon
BHI (Brain Heart Infusion): 2,5, 5, 10, 15, 20, 40, 50, 80 et 100%; p/v permettent de
déterminer la concentration minimale qui inhibe la croissance bactérienne et qui
correspondent & I’inhibition respective des bactéries vis-a-vis les dilutions de chaque variété
de miel.

Sur la plague de microtitration de 96 puits et dans chague puits, 50 pL de la
suspension bactérienne préparée & une concentration de 10 bactéries par mL (0,5 MacFarlan)
ont été gjouté a 150uL de miel a des concentrations finales de 2,5%, 5%, 10% 15% 20% 40%
50% 80% et 100% ; p/v réalisées dans le bouillon BHI (figure 32). Le milieu de culture BHI
seul a été utilise comme contrdle négatif avec un contrdle de croissance (le milieu de culture
BHI plus la suspension bactérienne). Aussi un contréle positif (un antibiotique) a éé utilisé
dans notre sur les miels. L’incubation des plagues de microtitration a été effectuée dans
un incubateur (THERMOSTAR BMG) a 37°C/24h avec une vitesse d’agitation de 300 rpm.
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Figure 32 : Distribution expérimentale de la microplaque pour chaque miel testé pour la

détermination de la CMI
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Le test de capacité bactériostatique ou bactéricide est considéré comme positif quand
de suspension de bactéries placée en solution de bouillon et incubé a 37°C/24h ne se
développe pas en présence d’une concentration de miel dans le milieu. La solution de BHI se
trouble en cas de croissance bactérienne alors qu’elle reste limpide si les bactéries sont
éliminées en présence de miel.

La lecture des résultats de la CMI est réalisee par un lecteur de microplagues a 96
puits (TECAN SUNRISE) a 620 nm. Cependant, une lecture a I’ceil nu permet de déterminer
laCMI visuelle qui correspond ala concentration dans e puits au niveau duguel il n’ya pas de
croissance bactérienne visible aprés 24h d’incubation a 37° (figure 33). Pour déterminer la
Concentration Minimale Bactéricide (CMB), une aiquote est prélevée a partir de cultures au
niveau des puits ne présentant pas de turbidité visible (figure 33 et figure 34), et ensemencée
sur des milieux de gélose nutritif GN et incubée pendant 24h a 37°C. La déermination des
valeurs de CMB a été réaliseée en triplicata. Le rapport CMB/CMI a également été calculé
pour mettre en évidence la nature de I'effet antibactérien des miels testés. Lorsque le rapport
est inférieur a4, le miel est considéré comme un miel a effet bactéricide et lorsque le ratio est

supérieur a4, elle est considérée comme un miel a effet bactériostatique (L akhdari, 2015).

Figure 33: Plaque de microtitration aprés incubation a 37°C/24h (photos pris au laboratoire d’immunologie a

la faculté de science de la nature et de vie de Sidi Bel Abbés)
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Figure 34: Détermination de la CMI sur boite de pétri a partir de plaque de microtitration [CMI=40 %]

Figure 35: Détermination de la CMB de miel N°06 devant la souche Enterobacter cloacae sur boite de

pétri a partir de plaque de microtitration [CMB=100 %]
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4-7. Analyse statistique

Les résultats sont exprimeés sous forme de moyennes et leur erreur standard (X+ES).
L analyse statistique des données est conduite en utilisant le logiciel Microsoft Excel version
7.0. L’analyse statistique des données des différents groupes de souris est réalisée par le test
de Student « t », ce test statistique paramétrique est adapté a une analyse comparative entre les
moyennes des groupes expérimentaux et celle du groupe témoin. Dans tous les cas, une valeur

de p<0.05 a été considérée comme significative.
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Résultats et Discussion

1. Etude physicochimiques du miel

1.1. La conductivité électrique

Les quatre échantillons de miels étudiés présentent une conductivité éectrique qui
varie de 0,413 a 1,33 ms/cm avec une moyenne de 0,675+0,296 (figure 36).

Ces valeurs corespondent aux normes préconsees par Gonnet (1982), qu indique que la
variation de laCE est entre 0,1 et 1,5 ms/cm.

La conductivité électrique représente un bon critére pour la détermination de I’origine
botanique du miel (Bogdanov et al. 2004). Il apporte une indication précieuse dans la
définition d’une appellation. La (figure 36) montre que tous les échantillons étudiés sont des
miels de nectar a I’exception des échantillons N°03 et N°05, car la conductivité des miels de
miellat est supérieure a 0,8 ms/cm et celle de miels de nectar est inférieure a cette valeur (0,8
ms/cm) & I’exception de quelques un. Parmi eux par exemple: le miel d’Eucalyptus
(Bogdanov et al., 2007).

1,4 - 1,333

1,2 A
0,95

0,8 A 0,693 0,667

0,583
06 4 053 0,483
0,413 0,43

0,2 -

EO1 E 02 EO3 E 04 E 05 E 06 EO7 E 08 E 09

Figure 36: La conductivité électrique (en ms/cm) des échantillons.

En générdl, les miellats et certains miels de fleurs tres colorés conduisent beaucoup

mieux le courant que lesmiels desfleursles plusclairs.
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L’échantillon N°03 qui est la plus colorée parmi nos echantillons et la plus riche en
grains de pollen comme le montre les anayses polliniques, présente une CE un peu élevée
1, 333 ms/cm donc conduit mieux e courant ; quant le reste des échantillons les plus clairs.

Selon Gonnet (1982), les miels foncés sont plus riches en matiére minérale ionisable,
donc bons conducteurs de courant. Louveaux (1976), affirme que les sel's sont apportés par le
pollen, par le nectar des fleurs ou les miellats.

1.2. Ladensité

La densité des échantillons étudiés varie de 1,34 a 1,5 avec une moyenne de
1,439+0,054 (figure 37). Ces résultats sont conformes aux normes pPréconises par
I’ Association Frangaise de Normalisation et qui sont de 1,39 & 1,52.

L’exception a été faite par I’échantillon N°02 qui présente la valeur la plus faible soit
1,34. Ceci peut étre expliqué par sa teneur en eau élevée (17,8%). Selon Darigol (1979). Un
miel récolté prématurément, moins mdr aura une densité plus faible. Louveaux (1985), gjoute
gue les variations de la densité des miels proviennent surtout des variations de la teneur en
eau. En général, plus un miel est riche en eau et moinsil est dense et réciproquement.

1,5 - 1,487 1,493
e 1,463
1,45 - 1,427
1,403
14 | 1,383
1,343
1,35 -
R l
1,25 - T — T —
EO01 E 02 E03 E04 E07

Figure 37: La densité des échantillons

13.LepH

Le pH de nos échantillons oscille entre 4,13 et 5,023 avec une moyenne de 4,457+0,34
(figure 38). Nos résultats sont en accord avec ceux donnés par White et Louveaux (1962), qui
rapportent que le pH du miel varie de 3,42 a6,10.
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Toutefois, la variabilité du pH des miels serait due a la flore butinée, aux secrétions
salivaires de I’abeille et aux processus enzymatiques et fermentatifs pendant la transformation
de lamatiere premiére (Louveaux, 1968a).

6 -
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5 4,907 4,737
4173 4237 A7 43 429 421
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Figure 38: Le pH des échantillons.

Le pH est une mesure qui permet la détermination de I’origine florale du miel ; les
miels issus de nectars ont un pH compris entre 3,5 et 4,5 par contre ceux provenant des
miellats sont compris entre 5 et 5,5 (Gonnet, 1986). Les valeurs intermédiaires correspondent
souvent a des mélanges de nectar et de miellat.

Nous remarquons gue tous les échantillons ont un pH n’excédant pas 4,5 ; ce sont
donc des miels issus de nectars, c'est-a-dire des fleurs. A I’exception des miels E05, E06 et
EO07 qui sont considérés alors comme des miels de miellat ou des mélanges de nectar et de
miellat.

1.4. Lateneur en eau

La teneur en eau des miels étudiés varie de 14,067 a 17,867 % avec une moyenne de
16,22+1,215 (figure 39).
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Figure 39: La teneur en eau (%) des échantillons.

o N b O

Ces valeurs se situent bien dans I’intervalle préconisé par le Codex Alimentarius,
1993, et qui ne dépasse pas 21% en général.

La teneur en eau est une donnée tres importante a connaitre, car elle conditionne la
qualité du miel. En effet, seuls les miels avec une teneur en eau inférieure a 17% sont stables
lors de la conservation et ne risquent pas de fermenter (Bogdanov S. et al., 2006). Il faut noter
gue certains miels de Bruyéres peuvent contenir jusgqu'a 22-25% d'eau (Hoyet C., 2005).

Le miel est une solution aqueuse; or les microorganismes ont besoin d'eau pour se
développer. Une teneur trop importante d'eau dans le miel constitue un environnement
favorable a la prolifération de ces microorganismes. il se produit alors un phénomene de
fermentation (Hoyet C., 2005).

Les vaeurs enregistrées de nos miels n’excedent pas les normes excepté les
échantillons N°02 et NO4, qui présentent des teneurs en eau légérement élevées, soit 17,667
17,867 respectivement. Ceci pourra étre expliqué par :

»  Unerécolte précoce de ce miel, c'est-a-dire avant sa maturation (Cailla, 1927 et
Prost, 1972).

» Une extraction du miel dans un milieu assez humide, ce qui a entrainé une
absorption d’humidité. Selon Bruneau (2005), le miel a la capacité d’absorber I’humidité de
I’air lorsqu’elle est supérieure a 55%. Ce qui aboutira a une fermentation rapide et trés
souvent il subira une cristallisation défectueuse rendant le produit instable et entrainant des
difficultés ala conservation (Gonnet, 1993).
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» Des conditions dans les quelles ce miel est éaboré, récolté, transformeé et
entrepose dans la ruche par les abeilles. Gonnet, (1993), signale qu’une humidité relativement
élevée pendant la récolte va conduire a une déshumidification difficile du nectar par I’abeille,
donc production d’un miel riche en eau, instable sur le plan physique et biologique et
susceptible de se dégrader rapidement.

1.5. L’acidité

L’acidité totale de nos échantillons se situe entre 9,5 et 38,5 meg/kg avec une
moyenne de 24,33+9,46 (figure 40), ces valeurs sont dans les normes préconisées par \White et
al. (1962) et qui sont de 8,68 a 59,40 meg/kg.
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Figure 40: L’acidité des échantillons

L’acidité est un critere de qualité important, elle donne des indications fort
importantes de I’état du miel (Gonnet, 1992).

Selon Becker et Schweitzer (2001), Khenfer et Fattal (2001), les miels sont
naturellement des solutions acides, mais aussi la fermentation et le vieillissement augmente
I’aciditeé.

La présence de certains acides dans ces miels est probablement due aux nectars ou
miellats, mais leur origine principale est a rechercher dans les secrétions salivaires de

I’abeille et dans les processus enzymatiques et fermentatifs (L ouveaux, 1968a).
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1.6. L’HMF (hydroxyméthylfurfural)

L’HMF constitue un excellent « témoin de fraicheur » du miel, c'est-a-dire témoin de
son &ge et de son antécédent technologique (Makhloufi, 2007). Parce qu'il est absent dans les
miels frais et tend a augmenter au cours du traitement et/ou le vieillissement du produit.
Plusieurs facteurs influent sur les niveaux de HMF, tels que la température et la durée du
chauffage, les conditions de stockage, le pH et la source florae, ce qui fournit une indication
de surchauffe et de stockage dans de mauvaises conditions (Fallico, B. et al., 2006) et de ce
point de vue la plupart des échantillons de miels analysés sont frais. L'analyse de HMF par
HPLC de nos échantillons a révélé que tous avaient des niveaux inférieurs aux limites HMF
(40 mg / kg) proposée par |la Commission européenne du miel (Commission Internationale du
Miel, 2009). On note des valeurs d’HMF varient entre 0,07 et 4,178 mg/kg avec une moyenne
de 1,359+1,544 mg/kg (figure 41).
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Figure 41: La teneur en HMF des échantillons.

Ce taux d’HMF toléré (40 mg/kg) peut étre atteint ou dépassé Selon Gonnet (1992)
danstroiscas:
1. Adjonction des sucres intervertis par voie chimique ;
2. Chauffage exagéré et prolongé du mid ;
3. Stockage de longue durée pratiqué sans précautions particuliéres a température
ambiante.
Bogdanov S. et al. (2001) ajoute que la teneur en HMF d’un miel est pratiquement

nulle au moment de la récolte et elle augmente progressivement, lentement tout d’abord pour
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s’accélerer par la suite. Les problemes de vieillissement du miel (naturel ou accéléré par
chauffage) s’accompagnent inexorablement de la formation d’HMF. Donc plus il y a d’HMF
dans un midl, plus sa qualité originale est dépréciée (Gonnet, 1991). Larecherche et le dosage
de I’'HMF permettent de situer le niveau de fraicheur de I’aliment. Le taux d’HMF doit rester
trés bas pour assurer une garantie de qualité et une preuve de bonne conservation du produit
(Gonnet, 1993).

1.7. Lateneur en cendres

Lateneur en matieres minérales des miels expérimentaux est faible, elle varie de 0,026
a0,079% avec une moyenne de 0,043+0,018 (figure 42).

Selon White et Louveaux (1962), la teneur en sels minéraux du miel s’étend de 0,02 a

1,028%. Nos échantillons sont conformes a ces normes.
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Figure 42: La teneur en cendre (en %) des échantillons.

D’aprés Bogdanov et al. (1997), la matiére minérale détermine I’origine botanique du
midl ; les mielsissus des nectars ont une teneur en matiere mineérales ne dépassant pas 0,6%,
ce qui correspond a latotalité des échantillons analyseés (figure 42). Tandis que celles des
miels des miellats ou mélanges de miel de nectar et de miellat doivent étre inférieurs a 1,2%.

White et al. (1962) ont confirmé I’existence d’une relation entre la couleur des miels
et leur teneur en cendres. D’une fagon générale, les miels clairs sont nettement moins riches

en cendres que les miels foncés (Louveaux, 1968a). L’échantillon N°3 visiblement le plus
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foncé alateneur en matieres minérales la plus élevée (soit 0,079%). Tandis que I’échantillon
N°07 qu’est le plus clair se montre le plus pauvre en matiéres minérales.

1.8. La matiere seche

La teneur en matiere seche des miels varie de 82,2 a 86% avec une moyenne de
83,92+1,10. La (figure 43) montre que la variabilité de la teneur en matiére séche des

échantillons étudiés dépend de la teneur en eau du miel.
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Figure 43: La teneur en matiére séche (en %) des échantillons.

Selon Makhloufi et al. (2010), la variation des paramétres (densité, indice de
réfraction et le taux de matiere seche) est en relation directe avec lateneur en eau.

1.9. Lateneur en sucres

Les hydrates de carbone constituent la partie la plus importante du miel. 1l Sagit en
grande partie de monosaccharides (glucose et fructose), du saccharose, du maltose, et d'autres
sucres présents a l'éat de traces (erlose, mélézitose, isornaltose, nigérose, turanose,
maltulose...) La présence de glucose et de fructose est le résultat de I'action d'une enzyme sur
le saccharose: l'invertase. La présence des autres sucres semble dépendre des plantes qui ont
été butinées (Hoyet C., 2005).

Dans cette étude, quatre sucres sont identifiés et quantifiés, dont deux
monosaccharides (fructose et glucose) et deux disaccharides (saccharose, maltose) (figure 44).
Les résultats obtenus confirment que les deux sucres majeurs de miel (fructose et glucose)
sont les principaux sucres dans tous les échantillons de miel. Le fructose est e principal sucre
dans les échantillons de miel suivi par le glucose, puis le saccharose et le maltose avec des
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valeurs inférieures. En réalité, la composition des sucres de miel dépend fortement de type de
fleurs visitées par les abeilles, ainsi que la région de butinage et les conditions climatiques
(Ouchemoukh S. et al., 2010). Le fructose est toujours le sucre le plus important
quantitativement ; sateneur varie de 26,533 a 40,212% avec une moyenne de 31,59%+4,454
suivi par le glucose avec une teneur variée de 20,025 & 25,98% des sucres de miel avec une
moyenne de 23,07%+1,834. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ouchemoukh
S. et al., 2010; Makhloufi C. et al., 2010 sur des miels Algériens. Le contenu de la somme de
ces deux sucres est en général supérieur a 60% ; une limite fixée pour les miels de nectar ce
qui correspond aux échantillons TO3 et TO8 des miels analysés. Le reste des échantillons
présente des valeurs proche mais inférieures a cette limite ; ces miels sont considérés aors
comme des miels totalement ou partiellement dérivé de miellat. La quantité de saccharose
dans tous les échantillons de miel varie entre 0,418 et 2,741% avec une moyenne de
1,40%:+0,75; aucun des échantillons dépassaient la limite supérieure fixée pour le saccharose
par la directive communautaire européenne (Conseil de I'Union européen, 2002). Ces résultats
confirment que ces miels sont a un stade avancé de la maturation et sont authentiques parce
gue le saccharose est le sucre le plus important d'un point de vue légidatif (Ouchemoukh S. et
al., 2010). Le maltose est présent dans tous les échantillons de miel -sauf I’échantillon N°3-en
petites quantités. Il varie entre O et 3,744% avec une moyenne de 1,68%:+1,226. Ces résultats
sont les mémes que ceux de (Makhloufi C. et al., 2010 et Ouchemoukh S. et al., 2010) qui ont
montré que la teneur en maltose variait entre 0-5,4% et 0,47-3,30% (respectivement) pour les

miels algériens multifloraux.
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Figure 44: Le contenue en sucres des miels analysés par HPLC.
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1.10. Lateneur en polyphénolstotaux

La teneur en polyphénols totaux des échantillons de miel a été déterminée par la
méthode de Folin- Ciocalteu. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg d’équivalent
d'acide gallique par 100g de miel. Les valeurs des teneurs des polyphénols totaux varient de

24,688 a 74,4 mg EAG/100g de miel. Les résultats sont illustrés au niveau de lafigure 45.
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Figure 45: Teneur en polyphénols totaux des miels.

La moyenne de la teneur en polyphénols de nos échantillons est de 49,60 + 12,57 mg
GAE/100 g de midl. Ces résultats sont similaires avec ceux obtenus par |brahim Khalil M.D.
et al. (2012), sur 14 échantillons de miel de Tualang en Malaisie ou ils ont trouve des teneurs
en polyphénols varient de 22,83 a 47,25 mg GAE/100g). Et proches avec ceux obtenus par
Buba et al., 2013, sur 18 échantillons de miel obtenus de la sous-région au nord-est du
Nigeria ou la moyenne en polyphénols de ces miel est de 65.31 + 19.50 mg GAE/100 g de
miel. De nombreux autres travaux antérieurs sur la composition de miel en polyphénols ont
montre des teneurs variables selon la région et I’origine botanique de miel ;

Les travaux réaises par lbrahim et al. (2011) sur le miel des régions tropicales
indiquent que la moyenne des composés phénoliques est de 166,97 + 3,12 mg GAE/Kg. Une
autre étude réalisee par Mohamed et al. (2010) qui mentionnent que la moyenne des
composés phénoliques totaux du miel de Tualang en Malaisie est de 251,7 + 7,9 mg GAE/Kg.
Le miel delarégion du nord-est du Brésil présente des teneurs en polyphénols totaux varient
de 10.21 4108.5 mg GAE/100 g de miel (Tavareset al., 2011). Aussi des miels de différentes

origines florales de la Pologne enregistrent des valeurs en polyphénols alant de 21.7 a 75.3
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mg GAE/100 g de miel (Sochaet al., 2009), Cependant on assiste a quel ques différences entre
nos résultats et ceux observées dans le mid du Chili, avec une teneur en composés
phénoliques totaux variant de 0.0 to 8.83 mg/100 g de miel (Mufioz and Copaja, 2007). Saric
et al. (2012), ont révélé aussi |a présence de polyphénols avec des teneurs inférieures avec une
gamme de 6,971 a 11,257 mg GAE/ 100g du miel d’acacia. Ainsi gque les travaux de Perna et
al. en 2012 indiquent des valeurs faibles en polyphénols totaux variant de 10.82 a 14.67 mg
GAE/100 g de miel pour 78 échantillons de I'ltalie méridionale. Par ailleurs, une autre étude
réalisée par Piljac-Zegarac et al. (2009) a montré des valeurs fortement supérieurs a celles
obtenues dans la région de I’ouest Algérien dont le contenu de polyphénols totaux pour le
miel d'Arbousier est de 78,96 mg GAE/100 g et 114,75 mg GAE/100 g pour le miel de
miellat. Ainsi I’étude faite par Sant’Ana et al. (2012) qu’ont quantifié le contenu en
polyphénols totaux pour 21 miel monofloral de Rio de Janeiro et Minas Gerais en Brazil, et
ils ont trouvé des valeurs supérieures entre 61.11 et 175.39 mg GAE/100 g. Une autre étude
sur 5 échantillons de miel de Yemen montre des teneurs en polyphénols totaux variant de
56.32 a246.21 mg EC/100g (Al-Mamary et al., 2002). Tandis que les échantillons de miel en
provenance de Slovénie ont des teneurs varient entre 44.8 et 241 mg GAE/100 de miel
(Bertoncelj et al., 2007).

Les composés phénoliques sont les métabolites secondaires des plantes. |ls existent
sous la forme d’une importante diversité, ils appartiennent a des groupes chimiques variés
(alcaloides, terpénes, flavonoides, etc). Etant donné I’origine végétale de la plupart des miels,
ces derniers accumulent de petites quantités de composés phénoliques (de 56 a 500 mg/kg de
miel) (Al- Mamary et al., 2002). Les polyphénols présents dans le miel sont principa ement
des flavonoides (quercétine, lutéoline, kaempférol, apigénine, chrysine, galangine), des acides
phénoliques et dérivés dacides phénoliques (acide caféique, acide coumarique, acide
ellagique, acide gallique). Les teneurs globales en composés phénoliques peuvent varier de
facon appréciable selon I’origine, I’année et I’environnement des ruches, qui se traduisent par
des différences marquées de leur couleur. En effet, 1a principale source de phénols apportés
par I’abeille provient des nectars et des sécrétions végetales (Amiot M.J. et al., 1989).

1.11. Lateneursen flavonoides totaux

La teneur des flavonoides totaux des échantillons de mid a é&é déterminée par la
méthode de Woisky et Salatino (1998). Les vaeurs sont exprimées en milligramme
d’équivalent de catéchines par 100 grammes de miel. Les teneurs en flavonoides varient de

11,576 a 15,884 mg EC/100g de miel. Les résultats sont illustrés ci-dessous dans lafigure 46.
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Figure 46 : Teneur en flavonoides totaux des miels.

Le contenue en flavonoides de neuf miels de la région de I’ouest Algérien est
similaires & ceux obtenue par Saric et al. en 2012. Ces derniers déterminent les valeurs
initiales de la teneur en flavonoides totaux du miel d'‘Acacia, qui varient de 8,29 & 29,65 mg
EQ/100 g. Ainsi que les travaux de Perna et al. en 2012 indiquent des valeurs proches en
flavonoides totaux variant de 5,09 et 14,05 mg EQ/100 g de miel pour 78 échantillons de
I'ltalie méridionale. Une étude ultérieure montre que le contenue en flavonoides des miels de
Chili varie de 0.014 a 13.8 mg EQ/100 g de miel (Mufioz et Copaja, 2007). Cependant, nos
résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Ibrahim Khalil M.D. et al. (2012), sur des miels
de Tualang ou les teneurs en flavonoides varient de 4,02 a4 8,64 mg EQ/100 g de miel. Aussi
le contenue en flavonoides des miels en Burkina Faso était de 0.17 a 8.35 mg EQ/100 g de
miel, Tandis que celle de Rio de Janeiro et Minas Gerais en Brazil varient entre 2.94 et 10.91
mg EQ/100 g de miel (Pérez-Pérez E. et al., 2013).

Cette variation de la teneur en flavonoides dans le miel d’une région a I’autre dans le
monde nous laisse supposer que I’environnement de la ruche est un facteur déterminant sur sa
composition. Selon Ibrahim Khalil M.D. et al. (2012), les flavonoides sont des composés
phénoliques de faible poids moléculaire qui sont des ééments essentiels pour I'arébme et les
propriétés antioxydantes du miel. Certains flavonoides présents dans le miel, tels que le
kaempférol, la quercétine, la lutéoline se retrouvent dans la plupart des échantillons de miel,
d'autres comme I’hespérétine et la naringénine ne se trouvent que dans quelques variétés de
miel (Bogdanov et al., 2008 ; Ergjuwacet al., 2012 ; Tomas-Barberan et al., 2001); le contenue
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en flavonoides était plus élevée dans les échantillons produits au cours d'une saison séeche
avec des températures élevées (Kenjeric D. et al., 2007) c’est le cas de I’échantillon N°07 de
miel de Jujubier de la région d’El-Bayad qui enregistre une teneur éevée en flavonoides (soit
15,884 mg EC/100g de mi€l).

La composition du miel est aujourd’hui la plus documentée en particulier pour les
composés phénoliques et les flavonoides. Ces éudes détaillent essentiellement des miels dont
les caractéristiques florales sont connues. Les composés phénoliques et flavonoides contenus
dans le miel sont responsables de son odeur. La mgjorité de ces molécules proviennent de la
plante. Cependant, une partie est ajoutée au miel par I’abeille elle-méme. Parmi ces
molécules, on retrouve les grandes familles de polyphénols et de flavonoides. Il s’avere que
les miels foncés ou bruns contiennent plus de phénols et moins de flavonoides que les miels
clairs c’est le cas de I’échantillon N°3 le plus foncé qui représente une teneur élevée en
polyphénols soit 74,4 mg EAG/100g de miel et faible en flavonoides (11,576 mg EC/100g de
miel) par rapport au reste des échantillons. Ainsi, les substances phénoliques interviennent,
plus ou moins directement, sur la couleur par I’intermédiaire des flavonoides susceptibles de
contribuer a la coloration jaune (Harbone et Smith., 1978); parmi les miels éudiés,
I’échantillon N°07 répondent & ce cas avec une couleur jaune et une teneur élevée en
flavonoides soit 15,884 mg EC/100g de miel.

2. Etudein vitro de I’effet antioxydant de miel (Test de DPPH)

Ces derniéres années, I’intérét est porté aux antioxydants naturels, en relation avec
leurs propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques
dans diverses spécialités ont étée developpées pour I’extraction, I’identification et la
quantification de ces composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes
médicinales et les produits agroalimentaires comme le mid (Sanchez-Moreno C., 2002, Marc
Fr. et al., 2004, Huang, D. et al., 2005).

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le [-carotene (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la
plupart des antioxydants de syntheése ou d’origine naturelle possedent des groupes
hydroxyphenoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, ala capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que | es radicaux
hydroxyles (OHe) et superoxydes (O2¢) (Popovici C. et al., 2009).

107



Partie expérimentale Résultats et Discussion

Etude physicochimiques de miel

La valeur d’ICsg représente la concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour
diminuer 50% du taux des radicaux libres. Afin de déterminer cette valeur pour chaque midl,
les courbes de la variation du pouvoir d’inhibition (1%) en fonction de la concentration en

miel sont établies dans lafigure suivante :
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Figure 47 : Courbes représentant I'activité antioxydante des miels (Test DPPH)

La figure 48 regroupe les valeurs d’1Cso de nos miels calculées a partir des courbes

représentant I’activité antioxydante des miels (Test DPPH) (figure 47).
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Figure 48 : Valeurs de I'ICs pour les différents miels étudiés (Test DPPH).
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Figure 49 : Classement croissant des miels selon leur IC 5, Valeurs de I'ICs, (Test DPPH).
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Figure 50: Pourcentage d’inhibition des échantillons de miel (Test DPPH).

D’apres les résultats figurés ci-dessus on remarque que I’échantillon N°03 présente
une activité antioxydante trées élevée par rapport aux autres échantillons correspond a un
pourcentage d’inhibition (1%) élevé égale de 27,489% et une valeur d’ICs tres faible soit
(26,97%) en comparaison avec I’acide ascorbique (22.763%) et trolox (36.14%) (Annexe).
Alors que les échantillons N°01, N°02, N°04 et N°07 marquent des pourcentages d’inhibition
plus bas (14,248%, 14,312%, 10,933% et 10,516% respectivement) avec des valeurs d’1Cs
plus élevée (53,13%, 49,48%, 47,40% et 50,46% respectivement) ce qui indique qu’ils
possedent une activité antioxydante faible parmi le reste des échantillons de miel étudiés.

Des études menées par Hodnick et al., (1988) ont montré que les flavonoides avec plus
de groupes hydroxyles ont été les plus facilement oxydés. La différence d’activités des
antioxydants dépend principalement de la dissemblance structurelle, le degré d'hydroxylation
et la méthylation des composés (Mayer A.S. et al., 1998). En outre, les données rapportées
par Gazzani et al. (1998) indiquent que certains composeés phénoliques, comme des
antioxydants, peuvent réagir plus vite que d'autres dans les mémes conditions. Ainsi, la
présence de constituants autres que les composés phénoliques tels que les vitamines C, E et
caroténoides peuvent influencer I’activité antioxydante totale (Vinson J-A., Hontz B-A.
(1995) ; Vinson J-A. et al., 1995).

On a essaye de trouver une corrélation linéaire entre les valeurs d’ICs et les teneurs en
polyphénols totaux et les teneurs en flavonoides pour le test de DPPH, les graphes avec les

coefficients de corrélation sont présentés dans lafigure ci-dessous :
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Figure 51 : Corrélation entre les valeurs d’IC50 (DPPH) des miels et les Teneurs en phénols totaux et

flavonoides.

D’aprés ces résultats, on remarque qu’il existe une bonne corréation entre les valeurs
d’ICsy du test DPPH et les teneurs en polyphénols totaux (R2 = 0,992) et méme plus
importante que celle avec les teneurs en flavonoides (R? = 0,558), ceci peut étre expliqué par
la présence des molécules antioxydantes actives qui appartiennent aux polyphénols totaux
mais autres que les flavonoides.

L’activité antioxydante de nos échantillons de miel a éé prouvée et elle est en
corrélation avec la teneur en polyphénols (figure 51). La présence des antioxydants dans le
miel y compris a la fois les substances enzymatiques et non enzymatiques a été confirmée ;
plus de 150 composés polyphénoliques y compris les flavonoides, flavonols, acides
phénoliques, catéchines et les derivés d’acide cinnamique sont identifiés dans le miel. Ce
produit contient aussi d’autres substances en quantités faibles comme les minéraux, protéines,
vitamines, acides organiques et autres phytochimiques qui contribuent a [I’activité
antioxydante de midl (Ibrahim Khalil M.D. et al., 2012). En rédlité, les composés dans le miel
responsables de son effet antioxydant sont les flavonoides, les acides phenoliques, I’acide
ascorbique, catalase, péroxydase, caroténoides et les produits de réaction de Maillard
(Gheldof N. et al., 2002; Al-Mamary M. et al., 2002 ; Aljadi A.M. et al., 2004). La quantité
de ces composés varie en fonction de I’origine florale et géographique de miel. Cependant, les
processus de manipulation et de conservation de miel peuvent influencer sa composition.

Les flavonoides sont reconnus par leurs hautes activités pharmacol ogiques comme
piégeurs de radicaux (lbrahim Khalil M.D. et al., 2012). Par consequent, les composés
phénoliques présentent dans le miel & savoir les flavonoides peuvent le rendre une bonne
source d'antioxydants a coté de leur effet antibactérien augmentant ainsi le potentiel de son

activité thérapeutique. En outre, I'estimation du nombre total de contenus phénoliques et les
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activités antioxydantes des miels peuvent également étre utilisés comme de bons paramétres
pour |'évaluation de leur qualité (Al-Mamary M. et al., 2002).

L'intérét récent pour ces substances a été stimulé par les avantages potentiels pour la
santé decoulant de leurs activités antioxydantes et anti-radicalaires contre les maladies
coronariennes et le cancer (Saba et al., 2011). Le miel de la région de I’ouest Algérien est
caractérisé par des taux élevés en composés phénoliques et en flavonoides, ce qui explique
leur capacité antioxydante. Il existe une relation étroite entre la concentration en composés
phénolique du miel et I’origine des espéces végétales visitées par I’abeille.

3. Recher che des contaminants dans le miel

3.1. Résultats d’analyses des éléments traces métalliques (ETM)

Le mid est un aiment qui apporte de nombreux oligo-ééments qui sont
indispensables a la santé de I'homme. Suivant leurs origines floraes, les miels présentent des
concentrations variables en oligo-éléments ca dépend aussi de différentes saisons et de
différentes origines géographiques; ainsi une consommation variée tout 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 qui sont retrouvés en plus
ou moins grande quantité dans le miel. Ces substances participent au bon fonctionnement de
notre organisme (Hoyet C., 2005).

teneur en ETM (mg/kg)

Fe
Cu 7n

Ni

Eléments traces métalliques

Figure 52: Résultats de dosage des éléments traces métalliques (ETM) par la SAA (mg/kg).
Les teneurs en fer dans les miels analysés varient de 0,811 a 4,713 mg/kg avec une

moyenne de 2,888+1,328 mg/kg. Les échantillons N°01 et N°06 enregistrent les valeurs les
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plus élevées (4,713 mg/kg et 4,16 mg/kg respectivement) suivis par les échantillons N°03,
N°05 et N°08 (3,331 mg/kg, 3,743 mg/kg et 3,369 mg/kg respectivement). Ces résultats sont
inférieurs a la limite maximale permissible dans le miel (15 mg/kg de fer) fixée par e Codex
Alimentarius et sont proches avec ceux obtenus par Yaiche Achour H. et Khali M. (2014)
dans une étude sur cing échantillons de miel collectés de différentes régions melliferes
algériennes ou ils ont trouvé des teneurs en fer alant de 1,95 mg/kg a 6,37 mg/kg.

Pour le cuivre les résultats trouvés montrent des teneurs minimales de 0,014 mg/kg et
maximales de 2,207 mg/kg avec une moyenne de 1,009+0,917 mg/kg. Ces résultats sont en
accord avec la norme du Codex Alimentarius qui fixe une limite maximale permissible dans le
miel de 5 mg/kg de cuivre. Ces résultats sont aussi similaires de ceux trouvés par Yaiche
Achour H. et Khali M. (2014) avec des valeurs observes pour le cuivre de 2,72 mg/Kg a 3,22
mg/Kg et supérieures par rapport a ceux obtenus avec Différents miels marocains qui
enregistrent des teneurs faibles en cuivre soient 0,05 41,84 mg/Kg (Chakir A., 2011).

Les teneurs minimale et maximale en Zinc sont respectivement 0,503 mg/kg et 2,608
mg/kg avec une moyenne de 1,294+0,614 mg/kg de miel, se sont inférieures a la limite
maximale pour le zinc et qu’est de 5 mg/Kg de miel. Cependant I’étude réalisée par Y aiche
Achour H. et Khali M. (2014) indique que les miels étudiés se caractérisent par une richesse
en zinc qu’est I’élément prédominant dans les variétés étudiées. Les auteurs attribuaient ce
fait ala présence aéatoire de cet élément dans I'environnement, soit en tant que polluants ou
comme constituants naturels des fleurs (Leita L., 1996). De méme, le stockage du miel dans
des conteneurs galvanisés peut étre considéré comme une source de contamination par le zinc
(Bogdanov S., 2003).

Le nickel est présent en quantité faible alant de 0,021 a 0,56 mg/Kg avec une
moyenne de 0,285+0,197 mg/kg pour I’ensemble des variétés de miels de différentes régions
avec une moyenne de 0,285 mg/Kg. L’étude réalisée par Yaiche Achour H. et Khali M.
(2014) montre des teneurs similaires faible en nickel avec une moyenne de 0,320 mg/Kg. En
général, les concentrations de nickel dans les miels se situent entre 0,3 et 1,3 mg / kg. Ces
concentrations peuvent étre accidentelle ou la plupart du temps naturel (Bogdanov S., 2004).

Pour le magnésium les resultats trouvés montrent des teneurs minimales de 0,16
mg/kg et maximales de 1,10 mg/kg avec une moyenne de 0,564+0,319 mg/kg. Ces résultats
sont trés loin de la norme du Codex Alimentarius qui fixe une valeur maximale de 25 mg/kg

de magnésium dans le miel.
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Le plomb présent dans les miels analysés en traces allant de 0,00 mg/kg & 0,06 mg/kg
avec une moyenne de 0,028+0,019 mg/kg. Tandis que la valeur moyenne du plomb contenue
dans les miels algériens analysés par Y aiche Achour H. et Khali M. (2014) est de 0,22 mg/Kg.
Nos résultats sont inférieurs a cette valeur. Cependant, Des concentrations largement
supérieures ont été trouvées par Rashed M.N. et Soltan M.E. (2004) pour des miels égyptiens:
14; 15,5 et 19 mg/Kg pour le miel d’orange, sesame et trefle, respectivement. En effet, Il
n’existe pas de limites maximales résiduelles spécifiques des é éments toxiques pour le mid,
mais des valeurs de 0,1 et 1 mg/Kg ont été proposée par le Codex Alimentarius et I’Union
Européenne (Bogdanov S., 2006). En effet, les teneurs en plomb trouvées pour toutes les
variétés de miels étudiées sont largement inférieures a la valeur proposée par I’union
Européenne.

Légidation Européenne et le Codex Alimentarius fixe des limites maximales en
cadmium dansle miel a 0,05 et 0,1 respectivement. Nos résultats montrent une absence totale
du cadmium dans les miels analysés a I’exception de I’échantillon N°03 qui présente des
traces faibles par rapport aux normes soit 0,019 mg/kg. Cette valeur est la méme que celle
trouvé par Yaiche Achour H. et Khali M. (2014) ou les valeurs de cadmium enregistrés
étaient faibles a I’état de trace dans tous les variétés de miels, ils ont varié entre 0,018 et 0,019
mg/kg. Ainsi celles de Chakiret al. (2011), alors que Rashed et Soltan (2004) ont détecté des
valeurs de cadmium plus éevées de I’ordre de 0,5 mg/kg pour le miel égyptien.

Les deux principaux métaux lourds sont issus de I’industrie et du trafic routier. Le
plomb peut contaminer le nectar ou le miellat par voie aérienne. Tandis que le cadmium peut
étre transporté par la plante (une infime partie) et atteindre le compartiment nectarifére
(Bogdanov S., 2006). Dans la plupart des miels, on trouve du calcium, du cuivre, du fer, du
manganese, du magnésium, du phosphore, du potassium, du silicium et du sodium. Il y aaussi
du chlore et du soufre. Ces matieres minéerales dépendent du type de sol. Elles sont plus
abondantes dans les miels foncés. Le potassum et le calcium représentent les deux plus
importants minéraux du miel. Les autres sont présents a I’état de traces (Laurent O., 2005 ;
Domerego et al., 2007). Les taux sont généralement peu élevés, mais ils sont variables selon
larégion de production du miel. Tandis que la présence de certains métaux comme le Pb et le
Cd souleve le probléme de la pollution du miel et de I’environnement ou sont situés les
ruchers. Nos échantillons de miels sont conformes aux normes internationales de miel
concernant les ééments traces métalliques et les métaux toxiques comme le Pb et le Cd
(figure 52et Annexe).
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Depuis plusieurs années, des études sont entreprises pour établir un lien entre les
différents polluants et le miel, le pollen et les abeilles comme marqueurs de pollution. Un des
indicateurs est le plomb. Le Centre Véérinare de la Faune Sauvage et des Ecosystémes
(CVFSE/ONIRIS) des Pays de la Loire analyse plusieurs miels provenant de milieux urbains
ou ruraux. Il est observé une plus grande contamination en plomb pour les ruchers urbains.
Cependant, il est encore difficile de corréler des concentrations limites avec un seuil de
pollution (Nicolay J., 2014).

3.2. Recherche de résidus d’antibiotiques « chloramphénicol »
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Figure 53: Concentration de résidus de chloramphénicol (ng/mL) dans les neufs échantillons de miel analysés

par LC/MS/MS
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Figure 54: Chromatogramme de dosage de résidus de chloramphénicol dans I’échantillon N°08 par

LC/MS/MS
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Il est clair a partir de résultats de dosage de chloramphénicol par la chromatographie
liquide coupl ée a la spectrophotométrie de masse (LC/MSMS) qu’un seul échantillon (N°08)
parmi neuf miels analysés était non conforme ala norme internationale pour le miel a exporter
concernant les antibiotiques, car il est contaminé par des résidus de chloramphénicol. Aucune
trace de résidus de cet antibiotique n’a été détectée dans le reste des échantillons de miel. Une
raison a cela pourrait étre la pratique répandue selon laguelle le miel est collecté a partir de
différentes sources, puis mis en commun avant d'étre emballé et distribué a la vente.

En générale la concentration de chloramphénicol détectées est faible, mais il peut
provoguer un effet cancérigene; Le chloramphénicol a été trouvé pour étre potentiellement
cancérigene, ce qui en fait une substance inacceptable pour I’utilisation avec les aiments
produits par animaux, y compris le miel des abeilles (Sapna Johnson et al., 2010). Il est
nécessaire de réglementer et de surveller le niveau dantibiotiques dans le miel. Ou
I'exposition continue a long terme a de faibles concentrations d'antibiotiques pourrait, en
temps conduit a la résistance aux antibiotiques chez les bactéries pathogenes ce qui rend leur
traitement difficile.

Certains antibiotiques peuvent étre légalement utilisés pour traiter les ruches mais de
facon restreinte dans I’Union Européenne et plus encore en France. Cependant, de nombreux
pays tiers les utilisent couramment et sans limite.

Le chloramphénicol est un médicament antibiotique de large spectre qui a été
largement utilisé dans I'agriculture et I'élevage et pour traiter les abeilles infectées par les
maladies bactériennes (Botoglou N.A. et Fletouris D.J., 2001). En raison d'un grand nombre
d'effets secondaires graves (Par exemple I'anémie aplasique mortelle, syndrome gris, la
dépression de la moelle osseuse sévere), I'utilisation de chloramphénicol pour traiter les
animaux producteurs de denrées aimentaires a été interdite par la Communauté Européen
(CE) en 1994 et qu’a mis en place une «limite de résidus de zéro tolérance» pour le
chloramphénicol dans les aliments d'origine animale, y compris le miel (Pan C. et al., 2006).
Par conségquent, en 2003, les autorités européennes de Bruxelles avaient di fermer
provisoirement les frontieres de I’Europe au miel chinois apres plusieurs cas de contamination
par le chloramphénicol, un antibiotique hautement toxique, interdit depuis 1994 (Rigal M.L.,
2012). Cependant, certains pays, comme la Suisse, Royaume-Uni et la Belgique, ont établi
des limites d'action pour des antibiotiques dans le miel, ce qui est généralement comprise

entre 0,01 et 0,05 mg / kg pour chaque groupe d'antibiotiques (Johnson S. et Jadon N., 2010).
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4. Etude palynologique de miel « Mélisso-palynologie »
4.1. Analyse pollinique quantitative

L’analyse quantitative permet de connaitre la variation de la richesse en pollen des
miels. 1l est possible de classer les miels, d’apres Louveaux (1968b), en cing classes :

Les résultats sont classiquement exprimés en donnant le nombre de grains de pollen
pour 10 g de miel. Et il est possible de classer les miels en 5 catégories:

Classel : moinsde 2 000 pollenspour 1 g demiel == Pauvre

Classell : 2 000 a10 000 pollens/g » Moyenne
Classe 11 : 10 000 a50 000 pollens/g
Classe 1V : 50 000 a1 00 000 polleng/g Riches

Classe V : plusde 1 00 000 pollens/g

Tableau 08: Classification des différents échantillons étudiés selon leurs richesses en pollens.

Echantillons GP/ g Classes I nter prétation
EO1 94034 \Y; Riche
EO2 279711 V Riche
EO3 697452 \% Riche
E04 15478 11 Riche
EO5 420765 \ Riche
E06 110544 \% Riche
EO7 13578 [l Riche
EO8 42635 1 Riche
E09 54107 v Riche

En basant sur ce qui est dga cité dans le tableau 08, on constate que tous les
échantillons des miels analyses appartiennent aux classes: Ill, IV et V, sont alors des miels
riches en pollen. C’est I’échantillon N°03 qui enregistre la valeur la plus élevée soit 697452
grains/g de miel suivi par I’échantillon N°05 avec une teneur en pollen de 420765 graingg, en
revanche I’échantillon N°07 marqgue la plus faible valeur parmi le reste des échantillons soit
13578 graing/g.
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Cette variation du nombre des grains de pollen d’un échantillon & un autre est
influencée en premier lieu par la teneur en pollen dans le nectar dont le miel provient ; cette
teneur varie en fonction de la plante principale qui I’a fourni et en second lieu par le mode
d’extraction ; les miels d’extracteur centrifuge contiennent peu de sédiment (Louveaux et al,
1970).

En générae, la situation géographique, la variation des conditions climatiques et de la
flore d’une saison a une autre et d’une région a une autre ainsi que le mode d’extraction
explique donc les différentes teneurs en pollen obtenus dans les miels analyseés.

4.2. Analyse pollinique qualitative

La méissopalynologie est I'étude des pollens présents dans le miel. Elle permet
d’identifier les origines botaniques et geographiques et aussi de détecter les fraudes (contréle
des appellations floral es).

Les pollens sont caractérisés par les scientifiques selon divers critéres :
= La symétrie : selon deux plans (polaire ou équatorial) on distingue des
symeétriesisopolaire ou hétéropolaire ;
= Laforme: circulaire, triangulaire, hexagonale ;
= Lataille: de2.5a300 micronstouteslestailles existent ;
= Les apertures : pore ou sillon ou association des deux ou encore absence
d’apertures comme le méleze par exemple;;
= L’ornementation de I’exine : lisse, ornementée en creux (dépressions isolées,
sillons paralléles, réseau) ou en relief (épines, clou, créts, verrues, ballonnets).
Les taxons identifiés étant regroupés en 4 classes :
= Pollen dominant : figurent a plus de 45% du pollen dénombrés ;
= Pollen d’accompagnement : présente de 16 a 45% du pollen dénombrés ;
= Pollenisoléimportant : de 3 a 15% du pollen dénombrés ;
= Pollenisolérare : moins de 3% du pollen dénombrés ;

La présence d’un pollen dominant dans un miel permet dans la plupart des cas de le
considérer comme miel « uniflora ». S’il n’y a pas de pollen dominant, le miel est considéré
comme « toutes fleures » (Louveaux et al., 1978 ; Parent et al., 1989).

Les résultats d’analyse palynologique des miels sont illustrés dans le tableau ci-
dessous :

118



Partie expérimentale

Résultats et Discussion

Etude palynologique de miel

Tableau 09: Résultats d’analyse pollinique qualitative des miels.

Miel Pollens Pollens Pollensisolés Pollensisolés
dominants d’accompagnement importants importants
(>45%) (16 a45%) (3a15) (<3)
EO01 Foeniculum Daucus carota: 14% Matricaria recutita: 2,5%
vulgare : 46% Hedysarum Echiumvulgare: 2,42%
coronarium: 9% Borrago officinalis: 0,5%
Chenopodiacée gr.: Mimosa gr.: 0,5%
9% Raphanus raphanistrum: 1,5%
Eucalyptus sp.: 3% Oxalis: 1%
Brassica napus. 3% Helianthus anuus: 0,5%
Galactites tomentosa: 0,5%
/ Citrus sp: 0,5%
Taraxacum officinale: 1%
Echiumvulgare: 2,42%
Pollen indéterminé: 1%
Papaver rhoeas: 1,5%
Convolvulusgr. : 1,58%
Matricaria recutita: 2,5%
Genistagr. : 0,5%
Olea europea: 0,5%
E02 Genistaf.: Citrus sp: 8,31% Mimosa gr.: 0,53%
20,82% Pollen indéterminé: Calendula officinalis: 1%
Eucalyptus sp.: 3,23% Brassica napus. 2,3%
28,53% Convolvulusgr. : Ziziphusjujuba: 0,13%
/ 4,75%
Viciagr.: 13%
Matricaria recutita:
4%
Daucus carota: 3,8%
Olea europea: 9,6%
EO03 Daucus carota: Papaver rhoeas. 6,3% Lavandula stoechas: 0,44%
18,13% Cistus albidus: 8,74% | Rosmarinus officinalis: 0,74%
Hedysarum Chenopodiaceé: Allium cepa: 0,43%
coronarium: 9,75% Oxalisgr.: 0,11%
/ 29,2% Brassica napus. 9,71% Helianthus anuus: 1,77%
Foeniculumvulgare: Galactites tomentosa: 0,44%
5,3% Reseda Alba: 0,05%
Citrus sp: 0,71%
Quercusrobur: 0,89%
Taraxacum officinale: 0,86%
Echiumvulgare: 0,14%
Pollen indéterminé: 1,6%
Viciagr.: 1,4%
Matricaria recutita: 2,46%
Eucalyptus sp. : 1,19%
E04 Hedysarum Adonis Estivalis. 3% Rosmarinus officinalis: 0,66%
coronarium: Papaver rhoeas: 3% Borrago officinalis: 1%
45,12% Brassica napus. 5,54% Mimosagr.: 0,33%
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Daucus carota: 7%
Eucalyptus sp. : 6%
Foeniculumwulgare:
6,33%

Raphanus raphanistrum:
0,33%

Oxalisgr.: 2,78%
Helianthus anuus: 0,33%
Calendula officinalis: 1,5%
Plantago gr.: 1,66%
Galactites tomentosa: 0,66%
Reseda Alba: 1,3%

Citrus sp: 0,33%
Taraxacum officinale: 0,66%
Pollen indéterminé: 1%
Convolvulusgr. : 1%
Viciagr. : 1,66%

Matricaria recutita: 2%
Genista gr. : 0,66%
Chenopodiaceé gr.: 1,66%
Pinusgr.: 0,5%

Olea europea: 2,33%
Ziziphusjujuba: 1,66%

EO05 Pinusgr.: 30,8% | Genistagr.: 4,4% Prunusgr. : 1,6%
Eucalyptus sp.: Chenopodiaceé gr.: Cichorium: 0,4%
24% 8% Borrago officinalis: 0,8%
Brassica napus. 6,8%  Helianthus anuus. 0,4%
Hedysarum Reseda Alba: 2%
coronarium: 4% Adonis Estivalis: 2,4%
Foeniculumwulgare: Citrus sp: 0,8%
3,2% Quercusrobur: 1,2%
/ Taraxacum officinale: 0,4%
Echiumwulgare: 1,2%
Pollen indéterminé 0,4%
Papaver rhoeas: 0,4%
Convolvulusgr. : 1,2%
Viciagr.: 0,4%
Matricaria recutita: 2%
Daucus carota: 2%
Ziziphusjujuba: 1,2%
E06 Olea europea: Echiumvulgare: 4,8%  Raphanus raphanistrum: 2%
52,4% Chenopodiaceé 3,2%  Galactites tomentosa: 2,8%
Brassica napus. 3,2%  Adonis Estivalis: 0,8%
/ Daucus carota: 6% Taraxacum officinale: 0,8%
Ziziphusjujuba: 4,8%  Pollen indéterminé: 0,8%
Eucalyptus sp.: 13,6%  Papaver rhoeas. 1,2%
Convolvulusgr. : 1,2%
Matricaria recutita: 0,4%
Foeniculumvulgare: 2%
EO7 Ziziphusjujuba: Plantago gr.: 3% Cichoriumagr.: 1%
73% Taraxacumofficinale:  Mimosa gr.: 1%
3% Galactites tomentosa: 1%
Daucus carota: 3,5% Reseda Alba: 2%
Eucalyptus sp.: 3,5% Pollen indéterminé: 0,5%
/ Convolvulus gr. : 2%
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Chenopodiaceé: 2%
Brassica napus. 2,5%
Olea europea: 0,5%
Foeniculumwulgare: 1,5%

E08 Eucalyptus sp.: Quercusrobur: 8,49% Mimosagr.: 0,15%
18,49% Taraxacumofficinale:  Plantago gr.: 2,17%
Foeniculum 4,93% Galactites tomentosa: 0,58%
vulgare: 23,41% | Cistusalbidus: 13% Echiumvulgare: 0,44%
Daucus carota: Pollen indéterminé: 1,19%
/ 12,63% Papaver rhoeas: 0,01%

Ziziphus jujuba: 9% Matricaria recutita: 2,42%
Pinusgr.: 0,13%
Brassica napus: 1,51%
Hedysarum coronarium:

1,45%
E09 Foeniculum Calendula officinalis: Cichoriumgr.: 0,5%
vulgare: 55% 3,5% Allium cepa: 2%
Reseda Alba: 4% Oxalisgr.: 1%

Adonis Estivalis: 4% Helianthus anuus: 2,5%
Convolvulusgr. : 45% Galactites tomentosa: 1,5%
Daucus carota: 9,5% | Echiumwvulgare: 3%

/ Pollen indéterminé: 0,5%
Viciagr.: 2,5%

Matricaria recutita: 1,5%
Chenopodiaceé: 2%
Brassica napus. 0,5%
Olea europea: 2%
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Foeniculum vulgare !
Eucalyptus sp.
Ziziphus jujuba
Hedysarum coronarium
Olea europea
Daucus carota
Brassica napus
Pinus gr.
Chenopodiaceé
Genista gr.

Cistus albidus

Matricaria recutita

Vicia gr.
Convolvulus gr. mE01
Papaver rhoeas W EO2
Pollen indéterminé mEO3
Echium vulgare HEO4
Taraxacum officinale j = EO5
Quercus robur | = E06

Citrus sp
- W EOQ7

Adonis Estivalis :

il HEO8

Reseda Alba
T E09

Galactites tomentosa
Plantago gr.
Calendula officinalis
Helianthus anuus
Oxalis pes-caprae
Raphanus raphanistrum
Mimosa gr.

Allium cepa

Borrago officinalis
Cichorium gr.

Prunus gr.

Rosmarinus officinalis
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Figure 55: Spectres polliniques de différents miels analysés.
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Les résultats montrés dans le tableau 09 et la figure 55 nous donnent une image claire
sur la flore mellifére dans la région de I’ouest Algérien. Ainsi I’origine botanique des miels de
cette région ; I’étude mélissopal ynol ogique nous a permis de déterminer les principal e especes
botaniques origines des appellations florale de différents miels étudiés a savoir : Foeniculum
vulgare, Hedysarum coronarium, Olea europea, Ziziphus jujuba qui sont présents en pollen
dominants dans les miels N°01, N°04, N°06, N°07 et N°09 respectivement avec des
pourcentage supérieures de 45% soient 46% 45,12% 52,4% 73% et 55% respectivement. De
ce fait, quelques miels ont confirmé leurs appellations florales présumés ; se sont les miels
N°02, N°03 et N°08 qui sont des miels multifloraux et I’échantillon N°07 présumé miel de
«Jujubier ». Cependant le reste des miels n’ont pas confirmé leurs origines botaniques
présumées par les apiculteurs; certaines especes peuvent étre surreprésentées car, tres
polliniféres, leur pollen est abondant mais secrétent peu de nectar, au contraire, d’autre
espéeces peuvent étre sous représentées c'est-a-dire qu’elles produisent peu de pollen méme si
elles sont trés nectariferes, ceci explique les résultats d’analyse de miel dont la dominance
végétale mentionné par I’apiculteur n’apparait pas dans I’analyse palynologique. De méme,
malgré la dominance d’une espéce donneée, en présence de variabilité florale, les abeilles
manifestent une préférence d’especes par rapport a d’autres et les visitent plus fréquemment
gréce a sa concentration en sucres laplus éevée.

D’autres especes et genres botaniques sont classés sous forme de pollen
d’accompagnement tel que I’Eucalyptus sp. (Miels N°02, N°05 et N°08), Daucus carota
(Miel N°03), Pinus gr. (Miel N°05) et genre Genista gr. (Miel N°02) avec des pourcentages
compris entre 16 et 45%. Les espéces comme Taraxacum officinale, Brassica napus,
Matricaria recutita, Papaver rhoeas, Adonis Estivalis, Echium wvulgare, Quercus robur,
Calendula officinalis, Reseda Alba et Adonis Estivalis et les genres comme Vicia gr.,
Chenopodiaceée gr., Citrus gr., Convolvulus gr. et Plantago gr. sont classes dans la catégorie
de pollen isolé important avec des pourcentages varient entre 3 et 15%. Quel ques espéces sont
rarement trouvées dans les échantillons de miels étudiés comme: Allium cepa, Galactites
tomentosa, Lavandula stoechas, Rosmarinus officinalis, Helianthus anuus, Borrago
officinalis, Raphanus raphanistrum et les genres Cichorium gr., Mimosa gr. et Oxalis gr.;
Leurs pourcentages calculés sont inférieures a 3%. Tandis que le pollen indéterminé
représente des valeurs faibles allant de 0,4% a 3,23% dans les miels analysés; il correspond a
quelques grains de pollen qui n’ont pas éte identifiés, mais leur nombre est trés faible, et

n’influence pas I’appellation donnée aux miels.
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Vue les résultats trouvés on peut noter la prédominance des espéces et genres suivants :
Eucalyptus sp., Foeniculum vulgare, Hedysarum coronarium, Olea europea, Ziziphusjujuba ,
Daucus carota, Genista gr., Taraxacum officinale, Brassica napus, Matricaria recutita,
Chenopodiacée gr. et Papaver rhoeas . Se sont des espéces et genres omniprésents dans les
miels de la région de I’ouest Algérien puisque sont abondants et présentent dans la totalité des
miels analysés. C’est résultats sont similaires a ceux trouvés par plusieurs travaux sur les
miels Algériens (Ouchemoukh et al., 2005 ; Makhloufi et al, 2010 ; Nair et al., 2013, Draiaia
R. et al., 2014). La prédominance de ces espéeces et genres dans les échantillons étudiés refléte
I’importante miellée sur ces essences et leur abondance dans la région de I’ouest Algérien ;
certain espéces comme d’Eucalyptus fournit un nectar trés aromatique et trés apprécié par les
abeilles. Cette ressource mellifére joue dans de nombreuses régions un réle important comme
plante mellifere d’eté. Hooper (1980) cité par Makhloufi (2007) goute que lors des étés
suffisamment chauds, I’Eucalyptus produit une grande quantité de nectar et de pollen. La
récolte des miels en Algérie commence en générale a partir du mois de juin, c’est au cours de
la période de floraison d’Eucalyptus qui s’étale de mai jusqu’a septembre.

En effet, cette diversité de la flore mellifére dans les miels analysés est I’origine d’une
diversité des espéces botaniques dans la région. D’autre facteurs influences les spectres
floraes identifiés dans chaque miel comme le climat, le mode et I’intensité de butinage des
abeilles qui varie d’une plante a une autre ; certaines plantes sont preférées par les abeilles et
constitues une ressources mellifere importante dans les périodes de miellés. De plus, ces
insectes ont besoin d’une source protéique représentée par le pollen, aors gque les plantes
fournissant beaucoup de pollen sont préférées aussi par les abeilles. Nos résultats montrent la
présence de plusieurs especes considérés comme des sources de pollen pour les abeilles;
Louveaux (1968b) rapporte que différents facteurs sont susceptibles d’intervenir pour
déterminer le choix des butineuses.

= Lesplantes qui fournissent le pollen et le nectar alafois sont préférées aux autres.

= Les plantes communes existant en peuplements denses sont également préférées.

= Lalocalisation ainsi que divers facteur écologiques peuvent aussi jouer un role.

En outre, certaines especes sont appréciées a cause de leurs couleurs vives, des
chercheurs ont remarqué que les abeilles visitent plus fréquemment les fleurs de couleur bleue
et jaune, nous avons rencontré ce cas avec les deux espéces Rosmarinus officinalis

«Romarin » et Lavandula stoechas « Lavande maritine » trés visitées malgré leur faible
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densité de répartition puisqu’ils offrent un tres bon nectar dont les abeilles sont trés friandes.
L eurs nectars sont tres aromatiques et tres appréciés par les abeilles.

Le colza «Brassica napus» est ains une plante tres mellifere mais également
pollinifére ; il donne un miel tres riche en glucose elle est donc trés attractif pour les abeilles;
le butinage intense de ces espéces peut étre expliqué par |'abondance de ces essences dans la
région de I’ouest Algérien ou les échantillons de miel ont été récolté.

L’Hedysarum coronarium est une autre plante fourragere qui présente une grande
importance par la qualité de son pollen autant que par sa quantité (Louveaux, 1968b), c’est
également une espece réputee tres néctarifére (Biri, 1981). Louveaux (1968b) rapporte que les
abeilles sélectionnent les pollens en fonction d’un certain nombre de caractéres qui sont liés a
leur valeur alimentaire et a leur valeur biologique et ce peut expliques le choix d’Hedysarum
coronarium qui est I’un des essences les plus riche en azote. L’abondance de cette essence est
due d’une part a sa forte représentation dans cette région et aux facteurs relatifs a son pollen.
Cependant, les espéces comme Malva sylvestris ne sont pas identifiées dans nos échantillons
de miel malgré qu’elles fournissent presque toutes pollen et nectar en grande quantité. C’est a
cause de son pollen trés volumineux ; selon Louveaux (1968b), la qualité et la taille son des
facteurs de choix du pollen chez les abeilles. Les pollens de petites tailles sont plus recherchés
gue les gros. Rabiet (1984), ajoute que les abeilles ne choisissent pas le pollen qu’elles
recueillent seulement d’aprés sa qualité ; la récolte de cette matiere est généralement
subordonnée a celle du nectar dont le critere de choix est sa teneur en sucres et son
abondance.

Aucune cellule de levure n’a été révélée dans les échantillons de miel étudiés ce qui
signifie que ces miels sont bien conserver. Quant I’absence totale des champignons a été
signal € dans les sédiments de ces échantillons du miel. Cependant, certains miels marguent la
présence des impuretés, ce qui indique une male épuration lors de I’extraction qu’est faite
traditionnellement de fagon manuelle c’est le cas des échantillons N°07 et NO8.

La participation des Apiculteurs est tres importante par |e biais de leurs connai ssances et
leurs suivis de par leur présence sur le terrain. L’observation permanente nous permettra de
collecter d’autres informations telles que la préférence et la fréquence de butinage. Enfin,
cette étude devrait s’élargir a d’autres régions en Algerie afin de connaitre les caractéristiques
de chague zone mellifére.

Les observations microscopiques par le microscope optique et éectroniques de

différents miels étudiés sont représentées dans les figures ci-dessous :
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Fv : Foeniculum vulgare

Ca : Daucus carota

Figure 56: Observation de I’échantillon N°01 par Microscope optique (400X)

442016 | HV [det [mag O] HFW |

Fv : Foeniculum vulgare

Ca : Daucus carota In : Pollen indéterminé

Figure 57: Observation de I’échantillon N°01 par Microscope électronique a balayage (4000X)
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|
Br : Brassica napus Eu : Eucalyptus sp. Mi : Mimosa gr. Ta : Taraxacum officinale Ca: Daucus carota

Figure 58: Observation de I’échantillon N°02 par Microscope optique (400X)

41412018 /[ det [mag O] HFW | WD |spot|——— 40 pm
00.07 Pii | SO00KV |LFD | 2400 | 124 um 99 mm | 35 CRAPC

Co: Convolvulus gr. Fv: Foeniculum vulgare  Eucalyptus sp.

Figure 59: Observation de I’échantillon N°02 par Microscope électronique a balayage (800X)
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He: Hedysarum coronarium Fv: Foeniculum vulgare Br: Brassica napus

Figure 60: Observation de I’échantillon N°03 par Microscope optique (400X)

det [ m: WD |spot| ——— 100 ym —
M|10.00 kV|LFD| 800x |373pm |87 mm| 3. CRAPC

Co: Convolvulus gr. Ta: Taraxacum officinale Fv: Foeniculum vulgare Br: Brassica napus
He: Hedysarum coronarium Pa: Papaver rhoeas Ma: Matricaria recutita

Figure 61: Observation de I’échantillon N°03 par Microscope électronique a balayage (800X)
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He
By . . |
L\ 1
Fv: Foeniculum vulgare He: Hedysarum coronarium

Figure 62: Observation de I’échantillon N°04 par Microscope optique (400X)

D @
> Cal

A 42018 HV det \mag O| HFW WD [spot| — 100 prm —
41T G PM 1000 KNVILFD | 500 x [587 ym (86 mm | 3.5 CRAPC

Vicia gr. Ma: Matricaria recutita He: Hedysarum coronarium Pa: Papaver rhoeas Fv: Foeniculum
vulgare Ca: Daucus carota

Figure 63: Observation de I’échantillon N°04 par Microscope électronique a balayage (500X)
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-

— T o X

Ca: Daucus carota Eucalyptus sp.

Figure 64: Observation de I’échantillon N°05 par Microscope optique (400X)

J
HY det | mag O [ HFW WD | spot — 10 pm ——
SO00KVILFD 6000% (497 pm BB mm | 4.0 CRAPC

Eucalyptus sp.

Figure 65: Observation de I’échantillon N°05 par Microscope électronique a balayage (3000X)
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Ca: Daucus carota Eucalyptus sp. Oe : Olea europea

Figure 66: Observation de I’échantillon N°06 par Microscope optique (400X)

Oe : Olea europea Ta: Taraxacum officinale

Figure 67: Observation de I’échantillon N°06 par Microscope électronique a balayage (1000X)
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Zi: Ziziphus jujuba In : Pollen indéterminé

Figure 68: Observation de I’échantillon N°07 par Microscope optique (400X)

Zi : Ziziphus jujuba Ta: Taraxacum officinale

Figure 69: Observation de I’échantillon N°07 par Microscope électronique a balayage (1500X)
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Br : Brassica napus Eu : Eucalyptus sp. He: Hedysarum coronarium Fv: Foeniculum vulgare

Figure 70: Observation de I’échantillon N°08 par Microscope optique (400X)

0 prm
CRAPC

He: Hedysarum coronarium Fv: Foeniculum vulgare Ta: Taraxacum officinale Eu: Eucalyptus sp.
Ca: Daucus carota Ma: Matricaria recutita

Figure 71: Observation de I’échantillon N°08 par Microscope électronique a balayage (800X)
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Fv: Foeniculum vulgare Ch: Chenopodiacée gr.

Figure 72: Observation de I’échantillon N°09 par Microscope optique (400X)

410/2016 | HV | det |[mag O| HFW | WD
4:2%353 PM [1.50 kW [ETD [ 1 600 x | 1868 um

Fv: Foeniculum vulgare  Br: Brassica napus  In: Pollen indéterminé

Figure 73: Observation de I’échantillon N°09 par Microscope électronique a balayage (800X)
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5. Etudein vivo de I’effet immunomodulateur du miel

5.1. Application du test ELISA pour I’étude de I’effet immunomodulateur du
miel chez les souris Balb/c

La premiere étape d’optimisation des différents paramétres du test ELISA a permis de
déterminer les dilutions optimales pour le dosage des anticorps IgG de souris anti-OVA ; la
concentration de ’OVA a été fixée a 5ug/ml lorsgue les dilutions en immunosérums (1S) de
souris anti-OV A et en conjugué sont respectivement de 1/300 et 1/2000.

Afin d’étudier I’effet immunomodulateur de miel chez les souris Balb/c, I’échantillon
N°03 a été retenu pour sa meilleur qualité physicochimiques ; sa teneur haute en polyphénol
et de son activité antioxydante élevée ainsi sarichesse en plante médicinales.

Un test ELISA a été adopté pour évaluer cette activité immunomodulatrice chez
différents groupes de souris a la suite de I’administration de 100 pl du miel a différents
intervalles de temps: 24 h, 6 h avant, 0 h (en méme temps) et 24 h, 6 h aprés immunisation
avec I’'OVA.

Les résultats présentés dans la figure 74 montrent que la réponse des anticorps 1gG
anti-OVA est significativement supprimée (p<0,01) a la suite d’administration du miel 6 h
avant et 06 h aprés I’injection d’OVA.

m 10pgd'OVA = 10 ugd'OVA + 100 ul de miel
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Figure 74: Influence du miel sur le taux d’IgG de souris anti-OVA en fonction du temps d’injection.
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D’apreés la figure N°73, le test ELISA donne des valeurs de densité optique (D.O.) de:
2,901+0,894 et 2,677+0,84 pour les groupes de souris recevant 100 ul de miel 24h avant et
24h aprés I’immunisation avec I’OVA respectivement. Ces résultats ne sont pas
significativement diminués quand ils sont comparés a ceux du groupe témoin qui a montré
une D.O. de 3,092+0,655 (P<0,05).

Les autres groupes de souris qui ont regus la méme dose de miel 6h avant et 6h aprés
I’immunisation par ’OVA montrent des valeurs de D.O. de 2,179+0,414 et 1,873+0,401
respectivement. Ces résultats sont nettement diminués de maniéere tres significative en
comparaison avec le témoin (P<0,01).

Le dernier groupe de souris qui aregu une dose de 100 pl de miel en méme temps que
I’injection de 10 pg d’OVA montre des effets similaires par le test ELISA avec des valeurs de
D.O. de 1,734+0,348, valeur hautement significative (p=0,001) par rapport au groupe témoin.
5.2. Discussion

Une grande sensibilité du test ELISA indirecte non compétitif en phase hétérogene
optimisé est révélée au cours du dosage des IgG de souris anti-OVA. Les résultats obtenus
montrent une diminution des taux des IgG de souris anti-OV A cette diminution est nettement
significative (P<0,01) par rapport au groupe témoin pour les groupes de souris immunisés
avec 10 pug d’OVA plus 100 pl du miel a différents intervalles du temps a savoir 6 h avant, 0
h et 6 h aprésimmunisation par I’OVA.

Cette étude a demontré que la réponse humorale des anticorps 1gG anti-OVA est
supprimée aprés I’administration par voie Intra péritonéale de 100 pl de miel a différents
intervalles de temps a la suite d’une immunisation par I’OVA. Ces résultats sont confirmés
par d’autres travaux dans le méme axe de recherche a savoir ceux de Duddukuri et al., 2001
qui ont étudie I’effet immunosuppresseur du miel de Manuka sur les différentes classes d’IgG
chez des souris Balb/c et ont montré que la sous classe 1gG; est significativement supprimée
par le miel (P<0,01). En revanche, le miel n’a pas montré un effet immunosuppresseur sur la
réponse des anticorps appartenant a d’autres sous classes des 1gG telles que 19G2; et les 1gGs.
De plus selon ces mémes auteurs, la réponse humorale des 1gG totales est significativement
supprimée par I’administration de miel 12 h avant et apres I’ immunisation par I’OVA. Aussi,
ces mémes auteurs en 1997 ont démontré que le miel exerce une activité immunosuppressive
sur la réponse des anticorps d’isotype IgE anti-OVA. Ces derniers résultats sont en
contradiction avec la médecine chinoise Hochu-ekki-to qui montre que le miel supprime la

réponse des anticorps IgE sans affecter le taux des 1gG;, 1gG2a (Masahiro et al., 1997).
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Le dexamethasone, un corticostéroide puissant inhibe sélectivement les IgE et les IgA
mais n’influence pas les taux d’1gG et d’1gG; (Puignerb et al., 1995).

A la lumi&e de ces résultats on peut conclure que le miel induit une
immunosuppression de la réponse des anticorps anti-OVA et par conséquent peut étre utilise
comme agent antiallergique, apres investigations complémentaires.

Plusieurs expérimentations animales mettent en évidence une activité
immunosuppressive du miel. L’origine de cette activité immunosuppressive n’est pas encore
connue, quelques recherches d’actualité essayent de purifier les immunosuppresseurs présents
dans le miel et d’identifier leur nature chimique (Duddukuri et al., 2001).

Ces immunosuppresseurs jouent un réle similaire a celui des médicaments utilisés
pour bloquer a un certain niveau la réponse immunitaire lors de |la transplantation des organes
ou les maladies auto-immunes par exemple.

Dans une étude sur des leucocytes isolés, le miel ainhibé |'activité enzymatique de la
myél operoxydase phagocytaire. Ces résultats sont en concordance avec la certitude commune
que lingestion de miel peut soulager I’hypersensibilitté au pollen. Cette méme
immunosuppression jouerait également un réle positif dans les maladies auto-immunes
(Bogdanov, 2009). Ces immunosuppresseurs du miel peuvent provenir des plantes
médicinales dont les abeilles récoltent e pollen et le nectar. Par conséquent le miel possede
quel ques propriétés thérapeutiques des plantes médicinales visitées par les abeilles et dont les
pollens présents dans le miel conferent & ce dernier les effets anti-inflammatoires et
antiallergigues comme ceux de la camomille (Camomille allemande) et I’oignon (Allium
cepa) (Bogdanov, 2009).Une éude a concerné I’utilisation d’une plante médicinale Hochu-
ekki (HOT) en médecine chinoise traditionnelle et a montré qu’elle diminue le taux des IgE et
suggére un effet antiallergique par I’inhibition de la réponse des cellules Ty, qui représentent
laclef pour le déclenchement de laréponse immunitaire (Kaneko et al., en 1999).

Ce type de recherche peut contribuer au traitement des maladies auto-immunes et de
I’hypersensibilité sous ses différentes formes.

137



Partie expérimentale Résultats et Discussion

Effet antibactérien de miel

6. Etude de I’effet antibactérien des miels

L’étude in vitro de neuf échantillons de miel récoltés de I’ouest Algérien a montré
I’efficacité des miels testés sur les six souches bactériennes: Escherichia coli, Bacillus cereus,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus hominis, Proteus mirabilis et Pseudomonas
aeruginosa).

6.1. Résultats d’antibiogramme

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches bactériennes vis-a
vis de différents antibiotiques. Nous avons testé I’activité de 14 antibiotiques par la méthode
standard des disques. Les mesures des zones d’inhibition sont rapportées dans le tableau ci-
dessous.

Tableau 10 : Résultats de I’antibiogramme (Diamétre de la zone d’inhibition en mm, R : Bactérie résistante).

Antibiotiques | E.coli | B.cereus E.cloacae | S.hominis | P. mirabilis | P. aeruginosa
F 300 23 23 18 27 24 (O~
FA 10 ()" 18 ()" 17 15 ()"
CIP5 41 34 26 30 25 35
B 10 ()" () ()" 20 19 ()"

CAZ 30 09 OF OF OF OF OF
AK 30 20 29 14 35 32 24
NA 30 27 24 23 26 20 ()"
SXT 25 31 22 20 ()~ 9 ()"
AMC 30 09 OF OF OF OF OF
TE30 29 22 20 35 27 12
CN 120 28 32 18 35 25 30
P 10 9 12 ()~ 22 18 ()"
AM 10 21 Bk () 24 22 ("
E 15 18 35 ()" 30 16 08

F 300: Nitrofurantoin, FA 10: Fusidic acid, CIP 5: Ciprofloxacin, B 10: Bacitracin, CAZ 30:
Ceftazidime, AK 30: Amikacin, NA 30: Nalidixic acid, SXT 25: Trimethoprim/sulphamethoxazole, AMC
30: Amoxicillin/clavulanic acid, TE 30: Tetracycline, CN 120: Gentamicin, P 10: Penicillin, AM 10:
Ampicillin, E 15 : Erythromycin.

Les résultats du tableau 10 montrent que les différents antibiotiques possédent des
effets presque similaires sur les bactéries étudiées et parmi lesgquelles les souches les plus
résistantes aux antibiotiques sont E. cloacae et P. aeruginosa. Alors que le reste des souches
bactériennes, E. coli, B. cereus, S. hominis et P. mirabilis sont sensibles a la plupart des

antibiotiques avec des zones d’inhibition allant jusqu’a 35 mm. Il est évident de conclure que
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la mgjorité des souches bactériennes utilisées dans cette études présentent des phénomenes de
résistances aux antibiotiques. Les antibiotiques CN120, TE30, AK30 et CIP5 sont les plus
efficaces vis-avis des souches testées (figure 75). Tandis que le reste des antibiotiques
montre un effet moindre ou les différentes souches présentent une résistance variable d’un
antibiotique a un autre.

Zone d'mbubition  Disques d'antibiotiques

P, geruginosa .

.

F300) 1 i o

LA L
 en 120

Figure 75 : Sensibilité des souches bactériennes aux différents antibiotiques
F300: Nitrofurantoin, CIP5: Ciprofloxacin, CAZ30: Ceftazidime, SXT 25: Trimethoprim/sulphamethoxazole,
AMC 30: Amoxicillin/clavulanic acid, TE 30 : Tetracycline, CN 120 : Gentamicin, P 10 : Penicillin, AM 10:
Ampicillin, E 15 : Erythromycin.
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6.2. Méhode de diffusion sur gélose

Les différentes bactéries testées sont classées en fonction du diametre de leur
destruction: Sensibles si la zone d’inhibition est supérieure @ 12 mm, Modérément Sensibles si
la zone d’inhibition est comprise entre 6 et 11 mm, Résistantes si la zone d’inhibition est
égalea 6 mm (figure 76 et tableaull).

8. hominis 2 S, hominis

. ;
. ?‘
i

Figure 76 : Résultats de I'activité antibactérienne des miels contre les six souches étudiées
[T-: Témoin négatif (EDS: Eau Distillée Stérile); EO1, ... E09: Echantillons Miel].
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P aeruginosa

Figure 76 (Suite A) : Activité antibactérienne des miels contre des six souches testées.
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P. mirahilis

Figure 76 (Suite B) : Activité antibactérienne des miels sur les six souches expérimentées

L’évaluation de I’activité antibactérienne des différents échantillons de miel testés vis-
avis des six souches bactériennes montre que la totalité des miels présente une activité
antibactérienne (figure 76). Les valeurs des diametres des zones d’inhibition de la croissance
des souches bactériennes sont représentées dans le tableau 11.

Tableau 11: Valeurs des diamétres des zones d’inhibition de la croissance des souches bactériennes par les
différents miels (en mm).

Souches bactériennes
Miels E. coli S.hominis E.Cloacae B.cereus P.mirabilis P.aeruginosa
EO1 10 10 8 8 12 11
EO02 12 9 8 12 13 )
EO3 15 18 10 18 14 12
EO4 13 12 9 12 11 10
EO05 13 20 10 18 14 13
EO06 12 14 10 13 12 )
EO07 12 9 ) 10 10 11
E08 12 8 ) 13 10 )
EO09 14 14 9 15 14 11
MoyennesET 12 56+1,38 12,67+4,09 09,14+0,86 13,22¢325 12,22¢159 = 11,33t0,98
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Au vu des résultats, les quatre bactéries testées sont toutes sensibles ou modérément
sensibles aux différents miels testés avec des diameétres de zones d’inhibition allant de
9,14+0,86 mm pour E. Cloacae jusqu’a 13,22+3,25 mm pour B. cereus.

6.3. Micro-méthode en milieu liquide

Les travaux sur microplaque permettent d’étudier différentes concentrations de miel
sur différentes souches de bactéries afin de déterminer la concentration minimale efficace
nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne aussi la CMB peut étre déterminé par
ensemencement sur gélose a partir des concentrations inhibitrice (figure 77).

F. aeruginosa RE. coli

i n i & &
ma%ﬁ 50% ﬁ 20% ﬁ 10% ﬂ 2:5%1]
80%  40% 15% 595 C

Cc : Contrdle de croissance C: controle négatif
bactérienne

Figure 77: Effet antibactérien de miel N°01 a différentes concentrations sur Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa en utilisant une plaque de microtitration.

Les résultats obtenus avec les différents échantillons de miel aprés 24h d’incubation a
37°C et utilisant 50 pl de suspension bactérienne & une concentration de 10° bactéries par mi
gjoutés a 150 ul de BHI a des concentrations finales de miel de 2,5 a 100% sont rapportés
danslesfigures 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 83 et 89 ci-dessous.
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E. coli
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Figure 78: Activité de différents miels a différentes concentrations sur Escherichia coli
B. cereus
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Figure 79: Activité de différents miels a différentes concentrations sur Bacillus cereus.
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E. cloacae
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Figure 80: Activité de différents miels a différentes concentrations sur Enterobacter cloacae
S. hominis
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Figure 81: Activité de différents miels a différentes concentrations sur Staphylococcus hominis
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P. mirabilis
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Figure 82: Activité de différents miels a différentes concentrations sur Proteus mirabilis.
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Figure 83: Activité de différents miels a différentes concentrations sur Pseudomonas aeruginosa.
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E. coli
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Figure 84: Variation du pourcentage d’inhibition (1%) d’E. coli en fonction des concentrations des différents

miels.
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Figure 85: Variation du | % de Bacillus cereus en fonction des concentrations des différents miels.
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E. cloacae
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Figure 86: Variation de 1% d’Enterobacter cloacae en fonction des concentrations des différents miels.
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Figure 87: Variation de 1% de Staphylococcus hominis en fonction des concentrations des différents miels.
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Figure 88: Variation de % d’inhibition de Proteus mirabilis en fonction des concentrations des différents

miels.
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Figure 89: Variation de 1% de Pseudomonas aeruginosa en fonction des concentrations des différents miels.
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Les figures 77, 78, 79, 80, 81 et 82 précédentes montrent la variation des valeurs de la
densité optique (DO) ou I’absorbance pour chaque souche en fonction de la concentration des
miels étudiés. En général les vaeurs de la DO diminuent avec I’augmentation de la
concentration en miel de 2,5 a 100%. Une chute des valeurs de la DO est observée a partir de
la concentration de 20% de miel. La méme constatation est faite pour tous les miels testés
contre les différentes souches bactériennes. Il y a donc une diminution de la croissance
bactérienne qui se traduit par une diminution de la turbidité du milieu de culture. Cependant,
une |égéere augmentation des valeurs de la DO est constatée pour certains miels a partir de la
concentration de 80%. Cette augmentation est tres remarquable pour I’échantillon N°03 qui
présente une couleur trés foncée ce qui explique I’augmentation des valeurs de la DO. Les
résultats de la détermination des valeurs de la CMI et la de la CMB confirment cette
explication puisque les souches bactériennes sont inhibées a partir de la concentration de 40%

pour laplupart des miels testés (tableaul?2 et figure 90).

Les pourcentages d’inhibition des souches bactériennes sont calculés a partir des
valeurs de la DO obtenues. Les résultats de ces calculs sont indiqués dans les figures 83, 84,
85, 86, 87 et 88 précédentes. Contrairement aux valeurs de la DO, une augmentation des
pourcentages d’inhibition (1%) est constatée avec un accroissement de la concentration en
miel de 2,5% a100%. Les reésultats montrent des pourcentages d’inhibition trés élevés a partir
de la concentration de 20% pour tous les miels vis-a-vis les différentes souches bactériennes.
Cela montre I’effet inhibiteur des miels devant les souches bactériennes pathogenes testées et
confirme ains les activités antibactériennes réalisées en milieu liquide sur une plague de

microtitration (figure 76).

6.4. Détermination delaCM| et CMB

Les données relatives a la concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration
minimale bactéricide (CMB) des miels vis a vis de chague souche bactérienne sont présentées
dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales bactéricides (CMB) des

miels vis-a-vis de chaque souche bactérienne (%)

P

E.coli | B.cereus. | E.cloacae S. hominis mirabilis P. aeruginosa
CMI 40% 40% 40% 40% 40% 40%
= CMB > 100% > 100% 100% > 100% 100% 40%
CMI 40% 40% 50% 40% 40% 40%
= CMB 80% > 100% > 100% 100% 100% 40%
CMI 40% 20% 40% 40% 40% 40%
=03 CMB 50% > 100% 100% > 100% 100% 40%
CMI 15% 15% 40% 15% 40% 15%
=04 CMB 50% > 100% 100% > 100% > 100% 20%
CMI 15% 15% 80% 40% 40% 20%
=05 CMB 50% 100% 100% 100% 80% 40%
CMI 40% 40% 40% 40% 40% 40%
=0 CMB 50% 80% 100% 50% 80% 50%
CMI 40% 40% 40% 40% 40% 40%
=07 CMB 80% > 100% 100% > 100% > 100% 80%
CMI 40% 40% 80% 40% 40% 40%
=0 CMB 100% > 100% > 100% > 100% 100% 80%
CMI 40% 15% 40% 40% 40% 40%
= CMB 40% > 100% 50% > 100% 50% 40%

Les données présentées dans le tableau indiquent que les valeurs de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) des miels varient de 15 a 80% soient 0,15 a 0,8 g/ml. Aprés

I’ensemencement sur milieu gélosé, les valeurs des CMB obtenues a I’encontre des bactéries

Gram positif et Gram négatif varient de 20% a des concentrations supérieures a 100% de

miel soient 0,2 a plus de 1g/ml (Tableau 12 et figure 90). Il en résulte que toutes les souches

sont affectées par les miels et que le degre d’inhibition de leur croissance varie en fonction de

la souche bactérienne considérée et le type de miel.
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E02 Vis-a-vis §. hominis E04 Vis-a-vis 8. horninis E06 Vis-a-vis S. hominis

Figure 90: Détermination des valeurs de CMB
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E09 Vis-d-vis P aeruginosa E08 Vis-a-vis P aeruginosa E06 Vis-a-vis P. aeruginosa

Figure 90: Déterminations de valeurs de CMB (Suite)

Nos résultats montrent que les différentes variétés de miel semblent avoir une activité
antibactérienne sur les six souches testées a partir d’une concentration faibles de 2,5% et 5%.
La concentration minimale inhibitrice pour la plupart des miels est proche ou égale a 40%.
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Alors que la concentration minimale bactéricide (figure 90) est éablie avec des
concentrations fortes en miel soient 80%, 100% et plus.

6.5. Discussion

La résistance des bactéries pathogenes représente un probleme critique pour la
médecine moderne dans le monde entier (WHO, 2014) et par conségquent, les efforts
scientifiques se développent pour lutter contre les infections bactériennes avec la médecine
aternative utilisant le miel comme thérapie antibiotique classique (Molan, 1997). Le spectre
d’activité du miel est large et couvre en particulier tous les germes mis en cause dans les
infections cutanées : Proteus mirabilis, Proteus species, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Serratia marcesens, ...etc. (Balas F. (2015).

Les résultats de notre étude indiquent que la sensibilité des souches Gram-positives
(Staphylococcus hominis, Proteus mirabilis, Escherichia coli et Bacillus cereus) aux
différents miels est beaucoup plus élevée que celle des Gram-négatives (Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter cloacae) qui montrent une résistance devant les miels étudiés.
Bien que les deux souches bactériennes Gram-positif et Gram-négatif sont sensibles au miel,
certaines bactéries Gram-négatives (Salmonella dublin et Shigella dysenteriae) sont plus
sensibles que les souches Gram positif (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus) (Bogdanov,
1984). Cette activité antibiotique s’explique par plusieurs facteurs : Un effet osmotique, d0 &
la forte teneur en sucre, un pH acide constituant un milieu défavorable pour les bactéries, des
substances antibiotiques d’origine animale avec la glucose-oxydase qui permet une libération
continue et prolongée de faibles doses de peroxyde d’hydrogene et des substances
antibiotiques d’origine végétale dont le réle peut étre important (Benoit, 2004).

L’effet antibactérien du miel est principalement manifeste contre les bactéries a Gram
positif (Marcucci et al., 2001). Cet effet est trés complexe en raison de I'implication de
plusieurs composes et en raison de la grande variation des concentrations de ces composes
dans les miels. Plusieurs études sur des miels algériens (Moussa et al., 2012 ; Bourabah et al .,
2014 ; Nedji et Loucif-Ayad, 2014) et différents miels dans le monde (Dustmann, 1979;
Molan, 1992 ; Bogdanov, 1997; Taormina et al., 2001 ; Mundo et al., 2004 ; Tumini et al.,
2005 ; Sesta, 2006; Baltrusaityte et al.. 2007; Rindt et al., 2007; Hyungjae et al., 2008;
Adams et al., 2008; Mavric et al., 2008 ; Adetuyi et al., 2009; Tgjik et Jalali, 2009; Osho et
Bello, 2010; Sherlock et al., 2010; Halawani et Shohayeb, 2011), ont prouvé I’effet

antibactérien de ce produit alimentaire précieux sur différentes bactéries pathogenes.

154



Partie expérimentale Résultats et Discussion

Effet antibactérien de miel

Les travaux de Molan, 1992 et 1997 offrent un apercu complet des substances
antibactériennes et des effets du midl.

= Effet du pH: le pH du miel est relativement acide, il varie entre 3.2 et 4.5,
cette acidité est principalement due a sa teneur en acide gluconique et en gluconolactone. Le
pH du miel semble étre suffisamment bas pour ralentir ou éviter la croissance de nombreuses
especes pathogenes (Bogdanov et Blumer, 2001).

» Qsmolarité: Yatsunami et Echigo, 1984 suggérent que cette activité du miel
est associée a une haute concentration en sucre, a de basses valeurs du pH et a I’accumulation
du dioxyde d’hydrogéne. La teneur en eau du miel est comprise entre 15 et 18%. Il agit ainsi
de la maniéere osmotique qui absorbe I’eau des agents pathogenes.

= Le peroxyde d’hydrogéne H,O,: I’activité antibactérienne de certains miels
dépend de leur contenu en peroxyde d’hydrogene endogene (Brudzynski, 2006). L’eau
oxygénée aussi appelée peroxyde d’hydrogene est considérée comme la principale inhibitive
du miel (Bogdanov et Blumer, 2001).

» Le Methylglyoxal: Plusieurs recherches ont attribué I’effet antibactérien élevé
du miel de Manuka en New Zealand au methylglyoxal qui est présent avec une concentration
de 800 mg/kg dans le mid de Manuka mais inférieure dans les miels classiques avec des
concentrations allant de 1 a 10 mg/kg. Cela explique son effet antibactérien élevé. Cette
activité non-peroxydique reste stable sous I’effet du chauffage et de lalumiere (Adams et al.,
2009).

= Autres substances antibactériennes: en plus que I’H,O; qui est produit dans
les miels conventionnels par |a glucose oxydase, plusieurs autres facteurs non-peroxydique se
trouvent pour étre responsable de cette activité antibactérienne unique du miel (Simon et al.,
2008). Ces substances antibactériennes sont surtout des lysozymes, des flavonoides, des
acides aromatiques, des substances volatiles et autres composants indéterminés (Russell et al .,
1988 ; Bogdanov et Blumer, 2001 ; Allen et al., 1991).

On peut expliquer aussi la différence des degrés d’inhibition entre les différents
échantillons par les différentes origines florales possédant des activités inhibitrices différentes
sur diverses souches bactériennes. (Lal omiteanu et Daghie, 1973 ; Bogdanov, 1979 ; Molan et
al., 1988 ont rapporté une relation entre I'activité antibactérienne et la source florale du miel.
IIs ont utilisé le miel de Manuka qui posséde une activité antibactérienne significativement
plus élevée que celle d’autres sources florales. Ces résultats sont corroborés par I’étude

réalisee par Je-Ruel Liu et al., 2013 qui montre une activité antibactérienne de six
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échantillons de miel de différentes origines florales connues. Ces auteurs ont rapporté que
I’effet inhibiteur de ces miels est variable devant des bactéries pathogénes Gram négatives et
Gram positives et que cette variation de I’effet antibactérien d’un miel a I’autre est due aleurs
teneurs variables en polyphénols et en flavonoides.

En général, I’action antibactérienne de nos échantillons de miels a été prouvée, Il faut
noter aussi, qu'en fonction de sa concentration et de son origine botanique, un miel peut étre
bactéricide (C'est-a-dire qu'il peut totalement tuer les bactéries) ou étre bactériostatique (les
bactéries ne sont pas tuées, mais leur développement est stoppé) (Hoyet C., 2005) ;

Des différences importantes de sensibilité des bactéries a différents miels sont
observées et doivent étre prises en compte dans la sélection de miels & usage médical (Assie
Benoit, 2004). En outre, L’ importance de I’action anti-inflammatoire et anti-oxydante de
certains composants du miel est établie, mais seule I’action antibactérienne est mesurable et
standardisable. 1l est par conséquent important d’identifier la nature de chacun de ces
composants et de poursuivre des recherches afin de sélectionner un miel donnant les meilleurs
résultats thérapeutiques et nutritionnels (Assie Benoit, 2004).
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Conclusion

Conclusion

Le miel est un composé hiologique trés complexe dont la composition qualitative
dépend de nombreux facteurs comme la race des abeilles, I’éat physiologique de la colonie,
les conditions météorologiques lors de la miellée, la nature de la flore visitée et du sol et les
processus de récolte et de conditionnement (chauffage excessif, fermentation,... etc.). L’étude
des paramétres physico-chimiques est un bon critere de qualité du miel, souvent utilisé dans le
contrble de routine. Les caractéristiques physico-chimiques du miel de la région de I’ouest

Algérien sont conformes aux normes proposees par la commission du Codex Alimentarius.

L’Algeérie de part sa superficie et ses différents climats se voit pourvue d’une grande
richesse en plantes melliferes (nectarifere et pollinifere) et d’une floraison qui peut s’étendre
pratiquement tout au long de I’année. La Mélissopalynologie a permis I’identification de 10
genres et 23 espéeces vegetales. En effet, |’analyse du spectre pollinique du miel de chague
point de préléevement ne peut se différencier de celui des miels des régions voisines que par
des formes d’importance locale a titre d’exemple : Les espéces vegétales melliferes comme
I’Eucalyptus sp., Foeniculum wvulgare, Hedysarum coronarium, Olea europea, Zizphus
jujuba, Daucus carota, Taraxacum officinale, Brassica napus, Matricaria recutita, et
Papaver rhoeas sont prédominantes dans les miels éudiés, ce sont |es especes omniprésentes
dans la majorité des spectres polliniques, ce qui montre la présence d’une ressource mellifere
importante dans la région de I’ouest Algérie. Selon les taxons butinés, les échantillons des
miels analysés contiennent une quantité variable de pollens. Cependant, la majorité d’entre

eux sont tresriches.

Le miel est le produit issu de la nature. Il n’échappe donc pas a la pollution de
I’environnement. En effet, les miels peuvent contenir des résidus de métaux lourds, de
pesticides utilises dans I’agriculture et d’antibiotiques issus de la pratique apicole. Les
résultats de recherche de certains contaminants comme les résidus de chloramphénicol et
certains métaux toxiques (Pb et Cd) indiquent que les échantillons de miel prélevés de points
différents de la région ouest d'Algérie, sont pour la plupart de bonne qualité chimique,
répondant aux normes imposees, sauf pour le miel N°08 provenant de Tissemsilt qui présente
des traces de chloramphénicol. Les éléments traces qui sont présents dans nos échantillons de
miels en quantité modérée ne présentent aucun risque pour la santé tant qu’ils sont en faibles
doses et par contre participent au bon fonctionnement de I’organisme. Les éléments toxiques
décelés dans les midls éudiés, ne présentent aucun risque du fait qu’ils sont en-dessous de la
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limite maximale résiduelle mais a ce jour, on connait peu les effets a long terme de leurs
combinaisons sur la santé. Il est important donc de prendre des précautions indispensables
pour assurer la normalisation et la rationalisation des techniques apicoles, les procédés de

fabrication et les processus de stockage pour améliorer laqualité du miel.

Ce produit est doté d’une tres grande diversité, lui conférant une multitude de
propriétés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan thérapeutique. Gréce a sa
composition particuliere, d’une grande complexité, il possede des propriétés intéressantes
antioxydantes, immunomodulatrices et antibactériennes. Les différences et les similitudes
dans la composition chimique des miels affectent leurs propriétés bioactives. Les teneurs en
flavonoides et en polyphénols sont liés a I’activité antioxydante des miels. L’étude de cette
derniere a montré que les miels étudiés possedent des propriétés trés puissantes a pieger les
radicaux libres. Ce pouvoir antioxydant confirme les résultats obtenus pour le dosage des
polyphénols totaux et flavonoides et I’échantillon N°03 présumé miel de forét présente la
teneur la plus élevée et par conséquent I’activité antioxydante la plus importante. En effet il
existe une relation étroite entre la concentration en composes phénoliques du miel et I’origine

des espéces végétales visitées par I’abeille.

En outre, la sensibilité du test ELISA choisi pour le dosage des immunoglobulines
chez les souris Balb/c immunisés avec I’ovalbumine, a montré un effet immunosuppressif tres
hautement significatif (P<0,01) a la suite de I’administration du miel 6 h avant et aprés
I’injection d’ovalbumine. Cette activité immunomodulatrice peut étre utilisée pour des
applications cliniques telles que les maladies auto-immunes et les allergies. |l reste afaire des
investigations complémentaires en vue de purifier ces immunosuppresseurs présents dans le
miel. Par ailleurs les essais in vitro sur I’activité antibactérienne de miels de la région ouest
d’Algérie ont montré leur efficacité contre les différentes souches pathogénes testées en
milieux gélose et liquide. Les miels étudiés possedent un effet inhibiteur sur la croissance de
bactéries pathogéenes Gram+ (Bacillus cereus, Saphylococcus hominis) qui sont plus
sensibles que celles Gram- (Escherichia coli et Proteus mirabilis). Cependant, Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter cloacae ont montré une résistance aux différents miels testés mais

se sont inhibées ou éliminées a des concentrations €l evees (>40%).

Les valeurs obtenues restent similaires aux études publiées sur les miels mais toute la
chimie reste a explorer laissant ainsi un large champ d’étude a découvrir. Par ailleurs, le
méthylglyoxal et la défensine-1 aux propriétés antimicrobiennes, secrétés par les abeilles ne
font pas I’objet d’'une enquéte approfondie dans les études sur le miel et reste donc difficile de
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déterminer si ces composés sont réellement efficaces en tant qu’agent antimicrobien. 1l serait
intéressant d'explorer exhaustivement ces paramétres et de les comparer avec d'autres études.
Cela permet d’ouvrir une perspective intéressante dans le domaine médical et pharmaceutique
ou les antibiotiques jouent un réle important dans la lutte contre les infections et les

intoxications alimentaires.

Actuellement on assiste a un essor de plus en plus important des médecines naturelles
ou dites douces et le miel s’inscrit dans cette tendance, le plus souvent en complément des
traitements conventionnels. 1l trouve ainsi des applications dans des domaines thérapeutiques
tres variés et contente de ce fait les exigences d’un public désireux de retrouver les moyens

simples, naturels, non polluants et sains pour se soigner.
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Abstract

Honey is a food that possesses several antiseptic, antibacterial, anti-inflammatory and immunomodulatory
properties. In this study, the immunomodulatory effect of honey was evaluated by Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) using ovalbumin as an allergen model. To compare the honey quality, we
conducted a range of physicochemical analyses on four different samples from the Tiaret region (Algeria) using
the immunosuppressive or immunomodulatory effect in Balb/c mice. Our results show that the injection of 100
pL of honey before 6 hours, 6 hours after and at the same time as the injection of antigen (ovalbumin) causes a
significant suppressive activity on production of the IgG isotype by Balb/c mice. This result corroborates this
therapeutic virtue ascribed to honey which has resulted in a suppressive demonstration of honey on the humoral
immune response. This opens an interesting perspective in the clinical area, as immunosuppressive agents play
an important role in the transfer of various organs and immune system diseases.

Keywords: Honey, immunomodulatory effect, IgG, ELISA

1. Introduction

The immune system plays a crucial role in natural defence. but its excessive or inappropriate activation may have
adverse consequences for the host. The modulation of the immune system or "immunomodulation" can be applied
to reduce excessive responses or, conversely, to strengthen the inadequate response of the system (Labro., 2006).
Honey is among the ancient foods of mankind. and is one of the few natural products that can interfere with the
immune system by its immunosuppressive agents. It was found to be a suitable alternative for healing wounds
and burns, and a product that can be used in oral health treatments (Molan, 2001: Lusby et al.. 2002:
Gallardo-Chacon et al., 2008: Lavflurric., 2008). It also has a potential role in cancer care and shows
antimicrobial properties (Bardy et al., 2008). Furthermore. it is used much more as a food than for therapeutic
purposes because of its properties. This allows it to be a noble and precious product. The main purpose of this
studv was to investigate some properties of various honey samples collected from Tiaret region of Algeria by
using different honev analysis tests such as moisture, ash. pH. free acidity. electrical conductivity, and
hvdroxvmethvlfurfural. The determinations of the frequency of pollen grain classes were also determined in
these honey samples. in order to verify the floral origin and to obtain a complete pollen spectrum. In the second
part of our work. the best honev sample was used to study the immunomodulatory effect of honev in the Balb/c
mice using an ELISA immunochemical technique and ovalbumin as an allergen model.

2. Material and Methods
2.1 Sample Collection

Four different honeys samples were obtained from individual beekeepers in the Tiaret Region (E1: Sebt, E2:
Sougueur, E3: Sidi Ali Mellel, E4: Dahmouni) of Algeria. All samples were collected in their original packages
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and were transferred to the laboratory and kept at 4—-5°C until analysis. They were labelled using a code number
indicating their geographical origin, harvest date, and their extraction method (Table 1).

Table 1. Description of the sampled honey

Honey samples Harvested period Locality Extraction mode
1 June 2008 Sebt Manual
2 June 2009 Sougueur Mechanic
3 June 2009 Sidi Ali Mellel Manual
4 July 2009 Dahmouni Manual

2.2 Physicochemical Analysis

The physical and chemical parameters of honey samples were studied using the methods harmonized by the
International Honey Commission (Bogdanov et al., 1997). All analyses were performed in triplicate. Electrical
conductivity of honey was determined from a honey solution containing 20% of honey dry matter in 100 mL
distilled water at 20°C. Honey density was determined by weighing 10 mL of honey compared to the same
volume of distilled water using a pycnometer (Bogdanov et al., 1995). The pH value was measured with a pH
meter in a 10% (w/v) solution of honey in distilled water (French Official Journal, 1977). Water content
(moisture) was determined using refractive index (RI) referring to the table of Chataway reported in Gonnet
(1982). Acidity was estimated using the official method of analysis (AOAC, 1990). HMF
(hydroxymethylfurfural) was performed using the Winkler method. The resulting colour was measured with a
UV-spectrophotometer at 550 nm. Ash was evaluated by incineration of honey samples in a muffle furnace at
600°C (International Honey Commission, 2009).

2.3 Immunomodulatory Effect of Honey
2.3.1 Chemicals and Reagents

Ovalbumin (OVA) used to induce anti-OVA response in mice was obtained from Sigma. Multifloral honey of
Africanized bees Apis mellifera (E3) was obtained from the Tiaret region of (Algeria).

2.3.2 Animals

Eight week old Balb/c mice were obtained from the Pasteur National Institute of Algeria. Six mice were used in
each group for determination of antibody response.

2.3.3 Immunization Protocol

Different groups of mice were intraperitoneally (i.p.) injected with 10ug OVA or OVA plus 100 pL of honey on
days 0, 21 and 35 and were bled on day 42 (Duddukuri et al., 2001). The antisera was separated and used for the
estimation of total immunoglobulin IgG. The suppressive effect of honey on OVA-specific 1gG antibody
response was further studied by administering honey at different time intervals (0, 6h, 24h) prior to and after
immunisation with OVA.

2.3.4 Determination of Immunoglobulin Levels by ELISA

Total IgG Anti-OVA levels in the sera from both control and test groups of mice were assayed by ELISA.
Briefly, the 96-well microtitre plates (Nunc, n°167008, Lot: 049283) were coated with 100 pL of OVA at a
concentration of Spug/mL in carbonate-bicarbonate buffer (0.1 M, pH 9,5) and incubated for 2 h at 37°C (or
overnight at 4°C). After incubation, the wells were washed three times with PBS containing 0.1% of Tween-20
(PBS-T). One mL of 5% pork gelatine (Fluka, n: 2325546, Lot: 387213/1 40101) in 9 mL of PBS-Tween was
used to block the nonspecific binding sites for 1 h at room temperature (ELISA incubator: THERMOSTAR
BMG). After washing the plates, the wells were further incubated with 100 pL of diluted sera (1:300 in
PBS-Tween-Gelatine) for 2 h at 37°C. The unbound serum constituents were washed off and the levels of total
bound IgG were measured by incubating with 100 pL of horseradish peroxidase (HRPO) conjugates of goat
anti-mouse IgG (Sigma, 5 CODE 026K4846 A9917-1 mL) at a dilution of 1:2000 for one hour at 37°C. Finally,
the unbound conjugates were washed with PBS-T five times and 100 pL of freshly prepared substrate solution [6
mg of orthophenylen diamine (OPD) in 12 mL of citrate sodium-citric acid buffer 0.1 M, pH 5.5 with addition of
100 pL H,0O, at 3%] was added per well. The reaction was stopped after 15 to 30 min by adding 50 pL of 2N
H,S0O,. The developed colour was read at 492 nm using automatic ELISA reader (TECAN SUNRISE). The data
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expressed was the mean of the optical density (OD) of the triplicates after subtracting the absorbance for the
pre-immune serum.

2.4 Statistical Analysis

All results were statistically analyzed by Microsoft Excel 2007 using Student’s test. A value of p<0.05 was
considered statistically significant.

3. Results
3.1 Quality of Honey Samples

The results of physicochemical parameters of honey samples from the Tiaret region were presented in Table 2.
All honey samples were acidic in nature and the pH values varied between 3.83 and 4.34. Total acidity of
analyzed honey samples was between 20 and 32 meq/kg.

The electrical conductivity was less than 0.8 mS/cm. Sidi Ali Mellal honey sample (E3) had the highest
conductivity (Table 2). The EC found in all of the samples was typical for floral honey. The HMF content in four
honey samples was lower than the allowed maximum limit of 40 mg/kg recommended by the European Honey
Commission (2009).

Table 2. Physicochemical characterization of honeys

Honey samples

Physicochemical parameters El E2 E3 E4
Density 1.343 1.477 1.390 1.403
+0.015 +0.012 +0.010 +0.015
Electrical Conductivity 0.453 0.382 0.484 0.484
(ms/cm) +0.008 +0.003 +0.007 +0.007
pH 4.343 3.830 4.293 3.963
+0.060 +0.085 +0.025 +0.140
Moisture (%) 17.800 18.600 16.200 16.600
+0.265 +0.300 +0.265 +0.265
Ash (%) 0.456 0.059 0.181 0.044
+0.060 +0.003 +0.022 +0.002
Acidity (meq/kg) 20 32 21 32
+1.00 +1.00 +1.00 +0.00
HMF (hydroxymethylfurfural) 36.483 7.683 5.760 15.363
(mg/kg) +1.456 +0.495 +0.288 +0.638

*According to the ANOVA test the relationship between the different honeys and parameters was statistically
significant (P < 0.001).

Table 3. Quantitative melissopalynological analyses

Honey Pollen number Classes Interpretation
samples GP/g

El 314034 A% Rich

E2 79711 v Rich

E3 697452 v Rich

E4 15478 111 Rich
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Table 4. Qualitative melissopalynological analyses

Honey Origin place Predominant and secondary pollen types
samples
El Sebt Eucalyptus sp+ Daucus carota
E2 Sougueur Multifloral+ Eucalyptus sp+Brassica napus
E3 Sidi Ali Multifloral + Hedysarum coronarium + Daucus
Mellel carota + Brassica napus
E4 Dahmouni Multifloral +Eucalyptus sp

3.2 Immunomodulatory Effect of Honey

Different groups of mice were treated with honey at different time intervals (in hours) prior to and after
immunization with OVA on days 0, 21 and 35. The sera collected on day 42 were used to evaluate the
OVA-specific IgG antibody responses (P< 0.01).

In order to examine the possible immunomodulatory activity of honey, the antibody response was induced in
mice by intraperitoneal injection of 10 ug of OVA in the absence or presence of honey. As seen in figure 1, the
administration of 100 pL of honey at different time intervals (0, 6h, 24h) prior to and after immunization with
OVA was found to exhibit a suppression of anti-OVA IgG antibody response. This suppressor effect of honey
was significant (P<0.01) after administration of honey 6h prior to and after immunization with OVA. This
confirms the immunosuppressive effect of honey.

H10ug OVA M 10ug OVA + 100 pl honey

3.5 -
3
2.5 A
15
1
0.5
0 -

Witness 24 h before 6h before 6 h after 24 h after

N
1 1

IgG rate of mouse anti-OVA (0.D. at 492 nm)

Times of honey administration at different time intervals before and after OVA
injection

* p<0.01.

Figure 1. Influence of honey administration on OV A-specific IgG antibody response

4. Discussions

4.1 Physicochemical Analysis

To ensure the authenticity of honey samples, it is necessary to study in detail the physicochemical properties
which are important for the certification process that determines honey quality.
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4.1.1 Electrical Conductivity

This parameter is a good criterion related to botanical origin of honey (Bogdanov et al. 2004) and this is very
often used in routine honey control instead of the ash content. Ash and electrical conductivity are two parameters
bound to honey minerals content. The EC found in all of the samples was typical for floral honey. Its value
varied from 0.38-0.48 mScm-1. The lowest value was obtained from honey samples from the Sougueur area and
the highest value of EC obtained from Sidi Ali Mellel area of the Tiaret region.

4.1.2 Density

This parameter depends on the water content; the sample E1 has a slightly lower density than other honey
samples because it has high water content (17.8%).

4.1.3 The pH

The pH values of the studied honeys were consistent with the result of Algerian honeys, the pH range of which
was 3.49-4.53; these results are in the range reported by White (1975), who mentioned that honey is
characteristically quite acidic.

4.1.4 Water Content (Moisture)

Honey moisture content depends on the environmental conditions and the manipulation from beekeepers at the
harvest period, and can vary from year to year (Acquarone et al., 2007). High moisture content could accelerate
crystallization in certain types of honey and increase its water activity to values where certain yeasts could grow.
Moisture contents of honey samples ranged from 15.9 to 17.2, which are well below the imposed limit of 21%
(EU, 2001). These results are indicative of good storage ability of these honeys, since high moisture content
could lead to fermentation during storage.

4.1.5 Acidity

The free acidity of honey may be explained by taking into account the presence of organic acids in equilibrium
with their corresponding lactones. High acidity can be indicative of the fermentation of sugars into organic acids.
In fact, the presence of gluconic acid in all honey originates largely from the activity of glucose oxidase which
the bees add during ripening (Ruiz-Argueso et al., 1973). None of the samples exceeded the limit recommended
by White et al. (1962) (8.68-59.40 meq/kg), which may be taken as indicative of the freshness of all honey
samples.

4.1.6 HMF

The HMF content is indicative of honey freshness (Terrab et al., 2002), because it is absent in fresh honeys and
tends to increase during processing and/or aging of the product. Several factors influence the levels of HMF,
such as temperature and time of heating, storage conditions, pH and floral source; thus, it provides an indication
of overheating and storage in poor conditions (Fallico et al., 2006), and from this point of view most of the
analyzed samples are fresh. The spectrophotometric analysis of our samples revealed that all of them had levels
below the limits HMF (40 mg/kg) suggested by the European Commission of honey.

4.1.7 Ash

The ash values of the honey samples evaluated ranged from 0.04 to 0.45% with an average of 0.18+0.19. These
results are good agreement with those of June et al. (2012) (maximum and minimum limits are 0.01 and 0.65%,
respectively). This variability in the ash content may be attributed to different floral sources or to factors related
to honey sampling such as different geographical locations of various honey types or different environmental
conditions of producing regions (Turgay, 2009).

The physicochemical characteristics of honey samples analyzed in this study completely agree with the
European Commission and the Codex Alimentarius indicating adequate processing, good maturity and freshness
that open the door for the commercialization of Algerian honey from the Tiaret region.

4.2 Immunomodulatory Effect of Honey

In this study, it was found that the OVA-specific IgG antibody response was suppressed (P<0.01) by the
intraperitoneal administration of honey (100ul) at different time intervals (0, 6 h) prior to and after immunization
with OVA. Many animals’ experimentations confirm the immunosuppressor effect of honey; Duddukuri et al.
(1997) found that honey exerted an immunosuppressive effect on the induction of allergen-specific humoral
antibody response in mice as evaluated by passive cutaneous anaphylaxis and Ouchterlony double
immunodiffusion methods. The same authors reported that OVA-specific IgG antibody response was
significantly suppressed by honey (p <0.01) in Balb/c mice, as measured by ELISA. However, honey does not

30



www.ccsenet.org/jfr Journal of Food Research Vol. 5, No. 1; 2016

show an immunosuppressive effect on antibody responses of other IgG subclasses such as IgG2a and IgG3.
Furthermore they showed that the total IgG antibody response was significantly suppressed by the administration
of honey 12 h before and after immunization with OVA. These results are in contradiction with those of herbal
Chinese medicine called “Hochu- ekki-to” which suppresses the IgE antibody response without affecting the levels
of IgG1 and IgG2a. Also, the dexamethasone selectively inhibits IgE and IgA but does not influence IgG and IgG1
levels (Puignerb et al., 1995). These immunosuppressive presentations in honey may come from medicinal plants
from which bees collect pollen and nectar; therefore, honey has some healing properties.

5. Conclusion

Honey is a natural complex and is diverse. However, whatever its origin, the presence of enzymes secreted by the
hvpopharyngeal glands of bees makes it fragile and it has evolved physicochemically over time. Such variations
have allowed many authors to describe honey as a "living product". This food presents all of the qualities required
to enter the list of natural therapeutic samples. either in the cure or prevention, where the composition and
characteristics present important variations related to its geographical and botanical origin. The sensitivity of the
ELISA test chosen for the determination of immunoglobulins in BALB/c mice immunized with ovalbumin, which
showed very highly significant suppression (p<0.01) after the administration of honev 6 h before and after
injection with OVA. This confirms the immunosuppressive effect of honey. This immunomodulatorvy activity can
be used for clinical applications such as autoimmune diseases and allergies. Further investigation, in order to
identify and purify these immunosuppressants, are present in honev. Moreover, the characterization of different
honevs from different regions of our countrv can be an interested. certain especially when the various active
principles specific to each honey will be specified. Composition tables for this purpose will be beneficial to the
various uses of this product.
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Annexe

Correspondance entre I’indice de réfraction et la teneur en eau du miel

(Commission Internationale du miel 2009).

Teneur en eau Indicede Teneur en eau Indicede

0/100g 20°C 0/100g 20°C
13.0 1.5044 19.0 1.4890
13.2 1.5038 19.2 1.4885
134 1.5033 19.4 1.4880
13.6 1.5028 19.6 1.4875
13.8 1.5023 19.8 1.4870
14.0 1.5018 20.0 1.4865
14.2 1.5012 20.2 1.4855
14.4 1.5007 20.4 1.4850
14.6 1.5002 20.6 1.4845
14.8 1.4997 20.8 1.4840
15.0 1.4992 21.0 1.4835
15.2 1.4987 21.2 1.4830
154 1.4982 214 1.4825
15.6 1.4976 21.6 1.4820
15.8 1.4971 21.8 1.4815
16.0 1.4966 22.0 1.4800
16.2 1.4961 22.2 1.4795
16.4 1.4956 224 1.4795
16.6 1.4951 22.6 1.4790
16.8 1.4946 22.8 1.4785
17.0 1.4940 23.0 1.4790
17.2 1.4935 23.2 1.4785
174 1.4930 234 1.4780
17.6 1.4925 23.6 14775
17.8 1.4920 23.8 1.4770
18.0 1.4915 24.0 1.4765
18.2 1.4910 24.2 1.4760
18.4 1.4905 24.4 1.4755
18.6 1.4900 24.6 1.4750
18.8 1.4895 24.8 1.4745
25 1.4740

Correction de température — indice de réfraction

T >a20°C - gjouter 0.00023 par °C

T <a20°C - soustraire 0.00023 par °C




Annexe

Préparation des tampons
» PBS (Phosphate-buffer-saline) pH 7,4 (Hongbao M., 2006)

NaCl 89

KCl 029
NaxHPO, 1449
KH>PO,4 0,24 ¢
Eau distillée 1000 ml

Ajuster pH a7,4 avec HCI

» Gélatinea 5%
Dissoudre 5 g de gélatine dans 100 ml d’eau distillée par chauffage a ébullition.
Répartir en petits flacons stériles et garder a 4°C. Chauffer au bain-marie bouillant

pour redissoudre avant I’utilisation.

» Tampon Carbonate-Bicarbonate 0,1M pH 9.5
Dissoudre 35g de carbonate de sodium (ou 95 g de carbonate de sodium, 10H20) et
569 de bicarbonate de sodium dans 800ml d’eau distillée et compléter le volume a
1000ml.

» Tampon citrate de sodium-acide citrique 0,1 M pH 5,5

Dissoudre 2,9 g de citrate de sodium trisodique et 0,41g d’acide citrique dans
100 ml d’eau distillée.




Annexe

Courbe d'étalonnage de polyphénols totaux :
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Courbe d'étalonnage de Test DPPH:
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Annexe

Tableau 08: Normes internationales de miel concernant quelques éléments traces

métalliques

Fe 15

Cu 50

Zn 50

Ni 20)

Pb 0,1% 1@
Cd 0,05, 0,1

@ Codex Alimentaire
@ ggislation Européenne
® Osman K., 2007




Annexe

Lames de préparations

Pollen de Papaver rhoeas (400 X)

Fleur de Rosmarinus Officinalis Pollen de Rosmarinus Officinalis (400 X)

Fleur de Lavandula stoechas Pollen de Lavandula stoechas (400 X)




Annexe

Fleur de Quercus robur (chéne) Pollen de chéne (400 X)

Pollen d’Olea Europea (400 X)

Fleur de Helianthus anuus (Tournesol)  Pollen de Helianthus anuus (400 X)




Annexe

Fleur de Malva sylvestris Pollen de Malva sylvestris (400 X)

Pollen de Mimosa (400 X)

Fleur de Taraxacum officinale (Pissenlit) Pollen de Taraxacum officinale (400 X)




Annexe

Fleur de Galactites tomentosa Pollen de Galactites tomentosa (400 X)

Fleur de Matricaria recutita (Camomille) ~ Pollen de Matricaria recutita (400 X)
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Autres grains de pollen tirés des publications

Ieur de Helianthus anuus

(Tournesol) Pollen de Helianthus anuus (1000 X)
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Fleur de Tillia cordata Pollen de Tillia cordata (1000 X)

=

g

Fleur de Castanea sativa Pollen de Castanea sativa (1000 X)
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Fleur de Taraxacum officinale Pollen de Taraxacum officinale (1000 X)

Fleur de Rosmarinus officinalis Pollen de Rosmarinus officinalis (1000 X)




Annexe

Photomicrographs of selected pollen grains recovered from the honey samples

1. Poaceae type, 2. Catalpa ovata (Bignoniaceae), 3. Ranunculaceae type, 4. Laminaceae type,

5. Humulus sp. (Moraceae), 6. Juglans regia (Juglandaceae), 7. Glycine max (Fabaceae),

8. Sophora japonica (Fabaceae). 9. Ailanthus altissima (Simaroubaceae).

10. Brassicaceae type, 11. Chenopodiaceae type, 12. Allium sp. (Liliaceae),

13. Fagopyrum esculentum (Polygonaceae), 14. Polygonaceae type, 15. Rhus sp. (Anacardiaceae)
16. Salix sp. (Salicaceae), 17. Prunus sp. (Rosaceae), 18. Melilotus suareolens (Fabaceae),

19. Vitex negundo var. heterophylla (Verbenaceae), 20. Lycopodium sp. (Lycopodiaceae)

(Scale bar=20 pm for Nos. 1, 2, 4-7. 9-20.=10 um for Nos. 3, 8).
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1. Poaceae 2. Ranunculaceae 3. Lamiaceae 4.
Castanea 5. Alhagi 6. Apiaceae 7.
Chenopodiaceae 8. Picea 9. Betula 10. Artemisia
11. Ephedra 12. Moraceae 13. Caryophyllaceae
14. Fabaceae 15. Pinus 16. Ulmus 17. Salix 18.
Vitis 19. Typha 20. Potamogetonaceae 21.
Malwvaccac 22. Convolvulaccac 23. Elacagnaccac
24. Polypodiaceae; Scale bar=20 pm.
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1. Ephedra 2. Artemisia 3.
Chenopodiaceae 4. Alhagi 5. Castanea
6. Ranunculaceae 7. Vitis 8.
Flaeagnaceae 9. Malvaceae 1(). Picea;
Scale bar in light microscope (LM)
and scanning clcctron microscopic
(SEM) overview 10 pm, in SEM
close-up 2.5 pm.




Annexe

Chromatogrammes de dosage d’'Hydroxyméthylfurfural (HMF) par HPLC

Echantillon de miels : E02, E04, E09 respectivement,
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Annexe

Chromatogramme de dosage de sucres (Fructose, Glucose, Sucrose et
maltose) de I’échantillon N°08 par HPLC

Shimadzu CLASS-VP V6.14 SP2 Area % Report Page 1 of

Method Name: D:\shimadzu\methods\SUGER10122015ACN.met
Data Name: C:\CLASS-VP\T22-10012

User: System
Acquired: 11/27/2015 2:21:01 PM
Printed: 12/10/2015 3:41:10 PM
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Detector A
Pk# Name Retention Area Height ESTD  Units
Time concentration
1 fructose 5.825 504153 44635 40.264 %
2 glucose 6.358 265140 19079 22238 %
3 sucrose 8450 18302 1062 1419 %
4 maltose 9.025 25933 1091 2357 %
5 9.458 5497 168 0,000
Totals

¥l

819025 660335 66,278




Résumé

Le miel, un produit complexe, extrémement riche, posséde de nombreuses propriétés cosmétiques, nutritionnelles et thérapeutiques. Notre éude est
réalisée sur neuf échantillons de miel récoltés de différentes régions de I’ouest algérien afin de caractériser leurs propriétés physicochimiques (densité, teneur en
eau, matiére seche, acidité totale, cendre, conductivité éectrique, sucres, HMF, polyphénols et flavonoides), de déterminer le niveau des éléments traces
métalliques (ETM) (Fe, Cu, Mg, Zn, Ni et certains métaux toxiques Pb et Cd) et la recherche de résidus de chloramphénicol. Par ailleurs, une analyse pollinique
permettant de déterminer I’origine botanique de ces miels est effectuée. Aussi une détermination des vertus thérapeutiques in vitro et in vivo de ces miels
(activités antioxydante, immunomodulatrice et antibactérienne) est mise en évidence. Les résultats d’analyses physicochimiques, du dosage des ETM toxiques
et des résidus de chloramphénicol ont montré la conformité des miels étudiés aux normes internationales du codex alimentarius a I’exception du miel N°08 qui
présente des traces de chloramphénicol. L’analyse palynologique a permis d’identifier cing miels monofloraux et quatre multifloraux avec une dominance de
I’Eucalyptus sp., Foeniculum wulgare, Hedysarum coronarium, Olea europea, Ziziphus jujuba , Daucus carota, Taraxacum officinale, Brassica napus,
Matricaria recutita, et Papaver rhoeas comme espéces omniprésentes dans la région de I’ouest Algérien. Tous les miels étudiés présentent une activité
antioxydante considérable avec un 1% élevé pour le miel N°03 (27,289%) qui est corrélé (R*=0,99) avec sa teneur élevé en polyphénols. L’effet
immunomodulateur du miel a été prouvé in vivo avec le méme échantillon qui montre une diminution significative (p< 0,01) du taux des IgG Anti-OVA chez
les souris Balb/c injectées de 100ul de miel 06h avant, 06h aprés et en méme temps que I'immunisation par I’antigene OVA. L’étude in vitro de I’effet
antibactérien de ces miels indique qu’ils possedent un effet inhibiteur sur la croissance de bactéries pathogénes Gram+ (Bacillus cereus, Staphylococcus
hominis) qui sont plus sensibles que ceux Gram- (Escherichia coli et Proteus mirabilis). Cependant Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter cloacae montrent
une résistance aux différents miels testés mais sont inhibées ou éliminées a des concentrations élevées (>40%). Ces résultats ouvrent une perspective
intéressante dans le domaine clinique et suggere I'utilisation potentielle du miel comme un aicament en technol ogie agro-alimentaire.
Mots-clés: Miel, Propriétés Physicochimiques, Métaux Toxiques, Chloramphénicol, Analyse palynologique, vertus thérapeutiques.
Abstract

Honey is a complex product, extremely rich, has many cosmetic, nutritional and therapeutic properties. Our study is performed on nine honey samples
collected from different regions of western Algeria to characterize the physicochemical properties (density, water content, dry matter, total acidity, ash,
electrical conductivity, sugars, HMF, polyphenols and flavonoids) to determine the level of metallic trace elements (ETM): Fe, Cu, Mg, Zn, Ni and some toxic
metals (Pb and Cd) and the search for chloramphenicol residues. In addition, a pollen analysis to determine the botanical origin of the honey is made. As a
determination of therapeutic properties in vitro and in vivo of these honeys (antioxidant, immunomodulatory and antibacteria activity) is highlighted. The
results of physicochemica analysis, determination of toxic ETM and residues of chloramphenicol showed compliance of studied honeys with international
standards of alimentarius codex except sample N°08 which shows traces of chloramphenicol. The pollen anaysis identified five single-flower and four
multifloraux honeys with a dominance of Eucalyptus sp., Foeniculum wulgare, Hedysarum coronarium, Olea europea, Ziziphus jujuba, Daucus carota,
Taraxacum officinale, Brassica napus, Matricaria recutita, and Papaver rhoeas species as ubiquitous species in the region of western Algeria All studied
honeys show considerable antioxidant activity with high 1% for sample N°03 (27.289%), which is correlated (R?=0.99) with its high polyphenol content. The
immunomodulatory effect of honey has been shown in vivo with the same sample which shows a significant decrease (p<0.01) of Anti-OVA 1gG levels in
Balb/c mice injected with 100 pl of honey 06h before, 06h after and at the same time that immunization with OVA antigen. The in vitro study of the
antibacterial effect of these honeys indicates that they have an inhibitory effect on the growth of pathogenic bacteria Gram+ (Bacillus cereus, Staphylococcus
hominis), which are more sensitive as Gram- (Escherichia coli and Proteus mirabilis). However, Pseudomonas Aerugenosa. and Enterobacter cloacae. Show a
resistance to various kinds of honey tested but they are inhibited or eliminated at high concentrations (> 40%). These results open an interesting perspective in
the clinical areaand suggest the potential use of honey as a health food in food technology.

Keywords: Honey, Physicochemical Properties, Toxic Metals, Chloramphenicol, palynological analysis, therapeutic virtues
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