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INTRODUCTION

La connaissance et l'utilisation du miel par I'homme remonte aux temps les plus reculés de

son histoire et fait partie indubitablement des aliments les plus anciens de I'humanité.

Le miel constitue une source abondante de matiéres sucrées, c¢’est un assemblage complexe,
fruit de ’interaction entre les fleurs butinées, le sol et les systémes métaboliques liés a la

singularité génetique des abeilles [1].

Au cours des cinquante dernieres années, I'impact des maladies infectieuses n'a cessé de
croitre dans le monde. Cela revient généralement aux phénomeénes de l'antibio-résistance.
Pour cette raison, des études recentes s'intéressent aux vertus thérapeutiques de certains
produits naturels dont le miel en fait partie de par ses propriétés thérapeutiques et

antibactériennes.

La production de miel en Algérie reste trés basse par rapport aux potentiels melliféres
que le pays possede, en effet la diversité vegetale et les conditions climatiques favorables pour
les abeilles ainsi que les ressources naturelles trés variées des zones rurales du littoral

pourraient si elles sont bien exploitées propulser la production nationale du miel.

Dans le présent travail, on va s'intéresser a l'activité antibactérienne de trois échantillons de

miel récoltés dans différentes régions d'Algérie sur certains germes de référence (ATCC).
Notre étude sera scindée en deux parties :

-Une partie théorique comprenant trois chapitres ou nous présenterons les
connaissances bibliographiques actuelles sur le miel, en particulier I'aspect contrdle qualité

ainsi que les principales propriétés biologiques du miel.

-Une partie expérimentale, qui quant a elle, comprendra le choix de I'échantillonnage
effectué ainsi que les méthodes utilisées pour les analyses physico-chimiques et I'évaluation
de l'activité antibactérienne des échantillons de miel, puis nous présenterons les différents
résultats obtenus et leur discussion par rapport aux références issues de la synthese

bibliographique.

Notre étude finira par une conclusion géneérale résumant les résultats obtenus en donnant les

principales perspectives.

.
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OBJECTIFS

Le présent travail a pour principal objectif la recherche de nouvelles alternatives, naturelles et

disponibles en Algeérie, aux agents antimicrobiens de synthese.

Pour atteindre cet objectif on a choisi d’étudier trois échantillons de miel de différentes

régions du pays sur deux volets :

e Analyse physico-chimique pour vérifier la conformité de nos échantillons.
e Evaluation de I’activité antibactérienne des trois échantillons de miel vis-a-vis de

certains micro-organismes de référence.
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1. Historique

La plus ancienne représentation des relations Homme- Abeille date de la période du
Néolithique : elle concerne une peinture rupestre datant de 7 000 ans avant Jésus- Christ,
trouvée sur les parois d'une grotte espagnole de la région de Valence, et montrant une

Silhouette humaine pratiquant la récolte du miel a I'aide d'un panier.

En Egypte, l'abeille était exploitée dés 2 400 ans avant Jésus-Christ. Le miel était alors
largement utilisé comme édulcorant, il entrait aussi dans la composition de médicaments et

dans celle des parfums préparés dans les temples.

Le papyrus egyptien du XVle siecle avant notre ere, a permis de découvrir une quantité de
préparations a base de miel guérissant toutes les blessures, maladies du tube digestif, des

reins, des yeux, etc.

Dans la Gréce antique, les athlétes ne pénétraient jamais dans une aréne ou dans un stade sans
qu'ils aient préalablement absorbé du miel.

Les Romains étaient persuadés que le miel faisait partie des aliments qu'appréciaient les morts
et ainsi, ils les embaumaient fréquemment dans le miel. Le miel était également employé pour
ses propriétés médicinales. Ainsi, Dioscoride recommande de I'utiliser cuit avec du sel gemme
pulvérisé afin de guérir les plaies, les douleurs d'oreilles et autres maux, Galien le préconise

pour combattre I'inflammation des tissus et Pline décrit ses nombreux effets bénéfiques.

Le fait qu'Hippocrate ait largement contribué a préconiser I'utilisation du miel en alimentation
et en médecine n'est pas le fruit du hasard, car il connaissait bien ses vertus bénéfiques en
diététique, et certaines de ses propriétés thérapeutiques, en particulier le fait que, cuit avec du
chou, il s'avérait excellent pour traiter la colique et la dysenterie, qu'il facilitait la cicatrisation

des plaies, le préconisait contre les ulceres et les hémorroides, associé au mélilot, etc. [1].

2. Définition

Le miel est la substance naturelle sucrée produite par les abeilles Apis mellifera a partir du
nectar de plantes ou a partir de secrétions provenant de parties vivantes de plantes ou
a partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de plantes, que les
abeilles butinent, transforment en les combinant avec des substances spécifiques qu'elles
sécretent elles-mémes, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mdrir dans

les rayons de la ruche[2].

-
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2.1. Le miel de nectar

C’est le miel qui provient des nectars de plantes, il est obtenu essentiellement a partir des
nectars des fleurs, il contient environ 90% de sucres, des acides organiques, des protéines, des
acides aminés libres et des composés inorganiques [2].

2.2. Le miel de miellat

Le miellat est la substance excrétée par les pucerons et cochenilles qui parasitent les végétaux.
IIs aspirent la séve de divers arbres ou arbustes et rejettent par ’anus ’excés de sucres et
d’eau qu’elle contient. Les abeilles récoltent ensuite ce miellat sur les végétaux et le
transforment en miel. Sa production est aléatoire d’une année sur 1’autre puisqu’elle dépend
de la présence des parasites, et donc, des conditions climatiques qui leur sont ou non
favorables. Les miels de miellat ont souvent une teinte foncée, ils cristallisent moins
rapidement, contiennent moins de glucose et de l1évulose mais davantage de sucres supérieurs

que les miels de nectar [3].
3. Types de miel

Les abeilles peuvent produire divers types de miel suivant la région dans laquelle elles vivent

et les fleurs (plantes et arbres) qui y sont présentes [4].
3.1. Miels monofloraux

Comme leur nom l'indique, les miels monofloraux sont en principe issus d'une seule variété
florale, mais il est dans la pratique impossible de certifier que les abeilles ont bien butiné le

nectar de cette seule et unique variété a cent pour cent !

On considére qu'un miel est monofloral s'il provient d'une seule et méme variété a 80 %.
Méme si la floraison d'une variété est abondante et bien localisée, il suffit parfois de quelques
facteurs imperceptibles pour I'nomme (un changement de vent dominant, de température,
d’hygrométrie) pour que les abeilles décident d'aller un peu plus loin, la ou d'autres variéteés

sont également en train de fleurir [5].

Les principaux miels monofloraux :
-Miel de bruyeére callune ;
-Miel d'eucalyptus;

-Miel de lavande;

-
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-Miel de romarin;
-Miel de saule;
-Miel de thym;

-Miel de tournesol [5].
3.2. Miels polyfloraux

Ces miels sont élaborés par les abeilles a partir du nectar et/ou du miellat provenant de

plusieurs especes végetales.

Pour valoriser leur spécificité et permettre au consommateur de reconnaitre leur caractere
dominant, les apiculteurs indiquent de maniére plus ou moins précise leur origine
géographique. Celle-ci correspond soit a l'aire de production (région, département, massifs...),

soit a un type de paysage faisant référence a une flore identifiée (garrigues, maquis, foréts...)
[6].

Les principaux miels polyfloraux :

-Miel de causse ;

-Miel de haute montagne ;

-Miel de maquis ;

-Miel de montagne ;

-Miel de printemps ;

-Miel de forét ;

-Miel de garrigue [6].

4. Fabrication du miel par les abeilles

4.1. Butinage
Pour récolter du nectar et du pollen, les abeilles peuvent parcourir plusieurs kilométres.

Le nectar est un liquide sucré secrété par les plantes. Le pollen, lui, est une fine poussiére

produite par les organes males de la fleur appelés étamines.

La fonction de I'étamine est d'atteindre le pistil, I'organe femelle des fleurs et de féconder
I'ovule. L'abeille, en allant chercher le nectar et le pollen, pollinise donc de nombreuses

plantes.

-
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Lorsqu'une butineuse arrive sur une fleur, elle aspire le nectar avec sa trompe. Celui-ci est
ensuite stocké dans une poche réservoir appelée jabot. Le jabot est un renflement de

l'eesophage de l'abeille [7].
ANATOMIE INTERNE D'UNE ABEILLE

aorte
dorsale oesophage  coeur

glande salivaire

cerveau .

intestin
rectum
aiguillon
antenne
pharynx ™ grifie
chaine nerveuse jabot sac a venin
ventrale Infovisualingo

Figure 1 : Anatomie interne de I'abeille [8]

Les abeilles butinent également le miellat. Cette substance se présente sous forme de
gouttelettes sucrées fixées sur les feuilles des végétaux. Le miellat est fabriqué par de petits
animaux comme les pucerons. Ces derniers se nourrissent de la s€ve et rejettent ce qu’ils ont
en trop sous la forme de ces petites gouttelettes. Lorsque la quantité de nectar sur leur zone est
insuffisante les abeilles le récolte [9]. On trouve du miel de miellat vers les milieux boisés

riche en seve [7].

Pour récolter le pollen, I'abeille gratte les étamines. Avec sa bouche, elle humecte le pollen de
quelques gouttes de nectar régurgitées. Avec ses pattes, elle fabrique une boulette de pollen
bien collante, qu'elle stocke dans son « panier a pollen » situé sur ses pattes arrieres. Ainsi,

elle peut constituer deux pelotes de pollen.

Lorsque, enfin elle rentre dans sa ruche elle dépose son chargement de pollen dans les cellules

de stockage [7].
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4.2. Processus de transformation

Le nectar, lui, est converti en miel par les abeilles grace a leur salive riche en invertase
(enzyme de la famille des saccharases) permettant I'hydrolyse du saccharose : la molécule de
saccharose est séparée en une molécule de fructose et une molécule de glucose. Le nectar
passe dans le jabot d'ouvriéres ou de males qui y ajoutent leurs salives et sucs digestifs ; au fur
et a mesure qu’il passe d’abeille en abeille, ce mélange s’enrichit, se transforme, se concentre

pour devenir du miel. Il est ensuite placé dans des alvéoles.

Durant le processus de transformation, des « ventileuses » maintiennent la température de la
ruche a environ 36°C- 37°C en battant leurs ailes pour ventiler la ruche. Cela permet au miel
de perdre plus de la moitié de son eau et d'arriver a une composition de 18% d'eau et 80% de
glucose et fructose. Une fois que le miel a sa composition finale, les abeilles referment les
alvéoles remplies d'une mince couche de cire pour le stocker. L'alvéole ne sera rouverte que
lorsque que les abeilles auront besoin de miel. C'est la qu'il achévera sa transformation

biochimique [7].

Quelques chiffres :

- Une abeille visite entre 3000 et 4000 fleurs et parcourt environ 25 kilometres pour rapporter
environ un demi-gramme de nectar par jour.

- Les abeilles font environ deux fois le tour du monde et butinent 1 million de fleurs pour faire
1 kilogramme de miel.

- Le jabot a une capacité de 50 a 70 pl [7].
5.Composition chimique du miel

5.1. Sucre

Contrairement aux sucres extraits et raffinés a partir de la canne ou de la betterave, les sucres

contenus dans le miel ne sont pas des saccharoses.

Le Saccharose est un Disaccharide (sucre complexe) qui, pour étre assimilable, doit étre

décomposé en plusieurs molécules de sucres simples, dont le glucose et le fructose.

Les sucres du miel sont composes de glucose et de Iévulose directement assimilables par le

sang. lls n‘ont donc pas besoin d'étre digérés par l'organisme.

Il contient aussi des traces d'autres sucres dont le saccharose [10].

-
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5.2. L’eau
Avec un pourcentage variable suivant les saisons et le moment choisi pour la récolte [10].
5.3. Protides

Substances azotées indispensables a la construction des cellules du corps humain. Les protides
sont les constituants essentiels des cellules des aliments de croissance : viandes, poissons,

ceufs, etc.

L'intérét de ces protides serait restreint s'ils ne contenaient pas des acides amines

indispensables et dont le corps humain ne peut faire la synthese [10].
5.4. Acides organiques

Dont les plus intéressants semblent étre l'acide formique, responsable en partie des qualités
bactéricides et toniques du miel, ainsi que 1’acide gluconique dont l'origine serait une bactérie,
appelée gluconobacterie, qui, lors de la maturation du miel, transformerait le glucose en acide

gluconique [10].
5.5. Sels minéraux

Le miel continent plusieurs sels minéraux dont les sels : de calcium, de cuivre, de fer, de

magnésium, de phosphore, de potassium, etc.

A savoir : les miels clairs sont moins riches en matieres minérales que les miels foncés

(notamment en fer et en manganése) [10].
5.6. Vitamines

En quantités infimes et qui ne peuvent couvrir les besoins quotidiens de I'hnomme, mais
intéressantes sur le plan qualitatif, au niveau du métabolisme genéral. Sont présentes toutes
les vitamines du groupe B, indispensables au métabolisme des sucres et au bon

fonctionnement du systéme nerveux.

Les miels les plus riches en vitamines sont ceux de romarin, de lavande, de thym, de sauge, et

surtout de luzerne [10].
5.7. Essences aromatiques

IIs sont responsables de la saveur et de I'aréme [10].

-
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5.8. Diastases des sucres

Les diastases des sucres sont des éléments capables d'en faciliter la digestion, ils sont

sensibles a la chaleur [10].
5.9. Grains de pollen

Les grains de pollen que contient le miel sont représentatifs de la flore de la région. La
reconnaissance a l'analyse de ces grains de pollen permet de déceler les fraudes de provenance
[10].

5.10. Facteurs antibiotiques

Le miel continent des facteurs antibiotiques sensibles a la lumiére et a la chaleur, tel que la
glucose oxydase, une enzyme qui participe a la production de 1’eau oxygénée une des

principales inhibines contenues dans le miel.

Il apparait donc que le miel est une substance complexe, riche d'éléments indispensables a
I'équilibre organique. De ce simple fait, sa consommation comme élément sucrant semble

préférable a celle du saccharose, parfaitement inerte [10].
6. Conservation du miel

Lors de sa conservation sur de longues périodes, le miel subit des modifications de sa
composition chimique. Sa coloration devient plus intense. Son taux d’HMF augmente avec
une évolution plus rapide dans la 2°™année de conservation. L’acidité libre augmente. La
teneur en glucose diminue, tout comme les activités enzymatiques. Ces phénoménes sont

ralentis lorsque le miel est conservé a une température aux environs de 14°C [11].
6.1. L'eau

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.

Pour éviter ce desagréement, l'apiculteur doit veiller a ce que le miel récolté soit suffisamment

sec. ldéalement, la teneur en eau d'un miel ne doit pas dépasser 18%.

Le codex alimentarius (ensemble de normes alimentaires internationales sur la qualité et

Iinnocuité des aliments élaborées par la Commission mixte Food and

-
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AgricultureOrganization -Organisation mondiale de la santé) limite a 21% la teneur en eau
des miels. Seuls les miels de Bruyere et de Tréfle peuvent avoir une teneur supérieure sans
toutefois dépasser 23% [12].

6.2. Role des enzymes

Les miels contiennent des enzymes qui viennent des abeilles ou des insectes qui ont rejete les

miellats (pucerons, cochenilles...).

Les enzymes sont des protéines fragiles qui vont se dégrader lentement et ce processus est
accéléré par la chaleur. En fonction de l'origine botanique du miel, la quantité d'enzymes

présentes varie fortement.

La mesure de l'activité des enzymes va indiquer si le miel a subi ou non une dégradation.
Deux enzymes peuvent étre analysées dans le miel : I'amylase et l'invertase. La mesure de
leurs activités permet de savoir si un miel a été chauffé ou conservé a une température trop
élevée. Normalement, les opérations réalisées par l'apiculteur de la récolte au

conditionnement ne portent pas préjudice a ces enzymes [12].

6.3. L'hydroxyméthylfurfural

Les monosaccharides, et tout particulierement le fructose, sont dégradés en milieu acide par
déshydratation moléculaire avec formation d’hydroxyméthylfurfural (HMF). Le taux d'HMF
est le critere le plus fiable pour déterminer I'dge d'un miel ainsi que son éventuelle

dégradation.

Ni les nectars, ni les miellats, ni les miels frais ne contiennent de I'HMF, ce produit se forme
trés lentement au fil du temps et son évolution est exponentielle. La production de HMF est

favorisée par la forte teneur en fructose et par I'acidité du milieu [12].

6.4. Fermentation et Pasteurisation

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 déteriorées. Pour ralentir ce processus, il est possible de pasteuriser le miel au méme titre
que le lait. La technique et ses conséquences sur la qualité du miel ont été décrites par des

chercheurs de 'INRA en 1964. Sous réserve de ne pas dépasser une température de 78°C et

.
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un temps de pasteurisation de 6 minutes, les conséquences de la pasteurisation sur la qualité
du miel peuvent étre considérées comme minimes. Les avantages sont une stabilisation du
miel a 1’état liquide pendant au moins 6 mois et une garantie contre toute fermentation

ultérieure [13].
6.5. Date Limite D'utilisation Optimale

Jusqu'a la Date Limite D'utilisation Optimale (DLUO) le miel doit conserver ses propriétés
sensorielles et physico-chimiques. Cette date limite garantit au consommateur que le miel

possede toutes ses qualités. Généralement la DLUO est de deux ans [12].
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1. Caractéristiques organoleptiques du miel
1.1. Couleur

En fonction de ses origines florales et geographiques, le miel peut présenter différent coloris. Il
existe des miels limpides comme de I'eau, des miels jaunes, ambrés, verdatres, rougeatres, et

certains presque noires. La couleur d'un méme miel peut varier d'une année a l'autre.

Des comparateurs visuels sont utilisés. Un centimétre de miel liquide est, a la lumiére blanche
solaire, comparé a la couleur de verres colorés et numérotés, inclus dans deux disques, I'un pour
les miels clairs, I'autre pour les miels fonceés. La mesure est généralement convertie en unités
Pfund [14].

1.2. Odeur

Les odeurs du miel varient considérablement mais s'évaporent trés rapidement. Elles sont
vegétales, puissantes ou non, florale ou fruitées, fines, lourdes, vulgaires.

Certains miels peuvent avoir une odeur de fumée, de métal de fermentation ou de produits
chimiques cet état pourrait provenir des manipulations de 1’apiculteur, ¢’est un défaut ne doit pas

étre perceptible [15].
1.3. Godt et arémes

Suivant son origine florale, le miel peut présenter une grande variété de saveurs et d'ardbmes
différents. Il existe une roue des odeurs et des arbmes (figure 2) qui permet de décrire, les
sensations percues tant au niveau olfactif que gustatif lors de la dégustation d'un miel.

Le Centre Apicole de Recherche et d'Information (CARI) est une association wallonne a but non
lucratif qui ceuvre pour la promotion et le développement de I'apiculture. Le CARI a mené des
recherches sur les saveurs et les ardmes des miels et a réalise une roue des odeurs et des ardbmes
[12].
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RONDE DES AROMES DE MIEL
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Figure 2 : Roue des odeurs et des ardbmes des miels [16].
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1.4. Cristallisation

Cristallisé finement ou grossierement, dur ou souple, pateux ou liquide, le miel peut se présenter

sous de nombreux aspects.

S'il est parfaitement fluide au moment de son extraction, le miel ne reste cependant pas dans cet
état de facon indéfinie. La vitesse de cristallisation varie avec la composition en sucres, la teneur

en eau, la température de conservation.

Certains miels cristallisent dans les jours qui suivent la mise en pot, alors que d'autres restent a

I'état liquide pendant des années a température ordinaire (18 a 25 °C).

L'aptitude a cristalliser d'un miel est fonction du rapport glucose/eau. La cristallisation est nulle
ou tres lente pour un indice inférieur & 1,6. Elle est rapide et totale lorsque l'indice dépasse 2
[12].

2. Caractéristiques physiques :

2.1. Densité ou poids spécifique
Le miel a une densité relativement élevée qui varie entre 1,40 et 1,45 g/cm3 a 20°C. Elle est en

fonction de la teneur en eau et a moindre degré de la composition chimique du miel [17].
2.2. Fluidité et viscosité

Le miel est un liquide visqueux et sa viscosité dépend de sa teneur en eau, sa composition
chimique et de sa température, la viscosité est tres élevée a basse température et décroit
rapidement lorsque la température augmente. Pour 30 a 35°C, la viscosité est minimale (<100
poises) [17].

2.3. pH et acidité

La plupart des miels sont acides. Les miels de nectar, trés acides, ont un pH compris entre 3,5 et
4,5. Les miels de miellats, moins acides, ont un pH supérieur a 4,5 [17]. Les miels de chataigner
font exception qui peut atteindre une valeur de 6. Le pH du miel est en fonction de la quantité

d’acides ionisable, qu’il renferme ainsi que de sa composition minérale [18].

L’acidité des miels est essentiellement due a 1’acide gluconique. C’est un critére de qualité
important durant ’extraction et le stockage, en raison de son influence sur la texture et la

stabilit¢ du miel ; de plus, le miel falsifié¢ avec un sirop de sucre ordinaire a un indice d’acidité
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tres bas (inférieur a 1) alors que celui falsifié avec du sucre industriel interverti a une acidité

nettement accrue [17].

En ce qui concerne I’acidité libre, le codex Alimentarius a fixé la norme pour une valeur

inferieur a 50 még/Kg [2].

2.4. Indice de réfraction

L’indice de réfraction du miel est inversement proportionnel a sa teneur en eau et de la
température, sa mesure au moyen du réfractométre constitue la méthode la plus rapide et 1’une
des plus sdres pour évaluer la teneur en eau des miels. Il varie entre 1,5041 et 1,4915 a 20°C
pour une teneur en eau allant de 13 a 18% pour la majorité des miels.

La table de chataway revues et corrigées par White donne la correspondance entre 1’indice de

réfraction et la teneur en eau [17].
2.5. Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la caractéristique optique que possédent les sucres de dévier le plan de la
lumiere polarisée [18]. Certains sucres la dévient a droite comme le D-Glucose et le saccharose,
d’autres a gauche comme le D (-) Fructose et en raison de leur composition en sucres, tous les
miels de nectar possédent un pouvoir rotatoire négatif « Lévogyres » alors que c’est I’inverse
pour les miels de miellat qui sont « dextrogyres », donc le pouvoir rotatoire est un excellent
moyen pour les différencier [17]. Cette propriété est tres utilisée pour la détermination de

I’origine botanique du miel [18].
2.6. Conductivité thermique

La conductivité thermique est la mesure de transfert de chaleur. Elle est aussi désignée en tant

qu’indice thermique.
Normes

Elle est relativement faible dans le miel, et s’¢léve a 12*10°cal.cm™.s.°C? pour les miels

liquides, tandis qu’elle est de 12,9*10** cal.cm™.s™.°C™? pour les miels cristallisés [18].
2.7. Conductivité électrique

La conductivité électrique (CE) du miel est I'un des paramétres efficaces pour la distinction entre

le miel de miellat et le miel de nectar.
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Normes

La CE de miel de miellat est supérieure a 0,8 mS/cm et celle de nectar est inférieur a 0,8 mS/cm.

Elle est d’autant plus €élevée que sa teneur en substances minérales est élevée [18].
2.8. Activité de I’eau

L’activité de 1’eau est définie comme le rapport de la pression de vapeur d’eau de 1’aliment (p)
sur la pression de vapeur d’eau de I’eau pure (p0) a la méme température. Ce parametre dépend
de la teneur en eau libre et varie de 0,5 & 0,65 dans le miel. Au cours de la cristallisation, le miel

montre une activité de 1’eau plus élevée [17].
2.9. Hygroscopicité

Un miel a 18% d'eau se trouve en équilibre dans une atmosphére dont I'hnumidité relative est de
60% et dont la température est de 14°C. S’il contient plus de 20% d’eau, le miel dégagera du
CO. et fermentera [19].

3. Caractéristiques chimiques
3.1. Hydroxyméthylfurfural (HMF)

L’hydroxyméthylfurfural, ou simplement HMF, un dérivé de déshydratation des hexoses qui se
forme dans le miel au cours de son vieillissement, dans un miel conservé a température ordinaire
(entre 15 et 20 °C) [20].

Ni les nectars ou miellats ne contiennent d’H.M.F. contrairement aux enzymes et autres
substances présentes originellement dans les miels, la teneur en H.M.F. n’est donc pas une
propriété intrinseque du miel. Un miel « frais » qui vient d’étre récolté n’en contient presque pas,

en moyenne 3 mg/kg [21].
Ce processus est accéléré si les miels sont chauffés ou s’ils sont trés acides [22].

Deux parametres entrent en jeu dans cette formation ; la température et la durée. Ils sont
constatés, en effet qu’une chaleur modérée (35 a 40°C) pendant plusieurs jours peut avoir le
méme effet sur les miels, qu’un chauffage de quelques heures a 50°C ou de quelques minutes a
80°C [23].
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Normes

La teneur du miel en hydroxyméthylfurfural aprés transformation et/ou mélange ne devra pas
dépasser 40 mg/kg. Toutefois, dans le cas des miels d'origine déclarée provenant de pays ou de
régions ou régnent des températures ambiantes tropicales, et des mélanges de ces miels, la teneur

en HMF ne devra pas dépasser 80 mg/kg [2].

3.2. Teneur en eau

La teneur en eau est une caractéristique importante des miels, elle conditionne la conservation du
produit, son poids spécifique, et dans une certaine mesure sa cristallisation, sa saveur ; en un seul

mot sa qualité [24].

Normes

La teneur en eau, pour tous les miels, ne devrait pas dépasser 20% Il ne faut pas établir de
distinction d'aprés l'origine végétale, car une teneur en eau plus élevée abrége la durée de
conservation, a cause du risque de multiplication des micro-organismes et du plus grand risque

de fermentation [2].

3.3. Activité diastasique (ou enzymatique)

Le miel contient de nombreuses diastases parmi lesquelles on cite :
e Les amylases qui provoquent la dégradation de I'amidon en donnant des dextrines puis
des maltoses.
e La gluco-invertase (glucosidase) qui joue un réle essentiel dans la scission des molécules
de saccharose.

e La gluco-oxydase qui est a I'origine de la formation de I'acide gluconique.

L'activité diastasique et en particulier celle de I'amylase est susceptible d'apporter de précieux
renseignements sur I'état de fraicheur d'un miel et des dégradations éventuellement subies lors
d'un exces de chauffage par exemple.

Bien qu'il existe d'autres enzymes dans le miel, c'est la diastase qui a été la plus étudiée en

fonction de la qualité, puisque cet enzyme est ajouté par I'abeille [25].

Normes

En 1958, l'activité diastasique et la concentration en HMF ont été standardisées pour devenir la

norme suivante :
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- Indice diastasique > 8 si [HMF] < 40 mg/kg ;
- Indice diastasique > 3 si [HMF] < 15 mg/kg [2].

3.4. Teneur en glycérol (glycérine)

Le glycérol est un sous-produit de la fermentation des levures osmophiles présentes dans les
miels. Sa haute température de fusion (= 290°C) empéche qu’il soit éliminé lors des éventuels

traitements thermiques des miels quels qu’ils soient [26].
Normes

Les miels fraichement récoltés ont toujours une teneur en glycérol inférieure a 50 mg/Kg.

Durant leur vieillissement, cette teneur peut augmenter [26].

3.5. Mélissopalynologie :

Avec I’augmentation des miels importés, il devient important de connaitre leur origine. Et c’est
la qu’entre en jeu la mélissopalynologie, une science qui concerne I’étude des pollens présents
dans le miel. Elle a su s’avérer bien plus efficace que 1’analyse des caractéres organoleptiques
(godt, parfum) ou des propriétés physico-chimiques, tous deux difficiles a manier.

Le grain de pollen est spécifique d’une plante, et il existe une description morphologique de
chaque pollen. En regardant un échantillon au microscope, ou peut identifier et la compter les
grains présents dans le miel.

Il est également possible de savoir si un miel provient d’une fleur unique ou s’il s’agit d’un

mélange [27].

3.6. Dosage des protéines

La détermination du taux de protéine se fait par la méthode de KIELDAHL, cette méthode
consiste a un dosage indirect des protéines par le dosage de I'azote, sachant que la quantité de
protéines est de 6.25 fois celle de I'azote protéique [25].

La teneur en protéines varie avec la quantité de grains de pollens dans les miels, les protides
sont présents dans le miel en faible quantité : 1.7 g/kg, soit une teneur de 0.26 %, il s'agit
essentiellement de peptone, d'albumines, de globulines et d'acides aminés libres telle que la
proline, qui provient des sécrétions salivaires de l'abeille.

La teneur en proline donne des informations sur la maturité du miel et peut servir a détecter des

falsifications. On considere qu'un miel est arrivé a maturité lorsque sa teneur en proline est




PARTIE THEORIQUE CONTROLE QUALITE DU MIEL

supérieure a 183 mg/kg. Des valeurs plus basses indiquent un manque de maturité ou une
falsification [28].

3.7. Dosage des sucres

Chaque miel est susceptible de contenir une bonne dizaine de sucres. Ce sont des mono, di, tri ou
polysaccharides représentant au total plus de 80% du poids total du miel.

Deux d'entre eux, le glucose et le fructose, dominent nettement et font a eux seuls prés de 70%.
Les autres sucres, loin d'étre tous présents, dans un méme miel, peuvent se trouver a

L’¢tat de traces ou en quantité plus ou moins importantes mais toujours dans des proportions ne
dépassant pas quelques pour cent.

Les méthodes employées pour le dosage des sucres sont nombreuses, elles font appel a la chimie

analytique classique ou a I'analyse chromatographique effectuée par un laboratoire spécialisé.

Normes

Dans ce contexte, nous pouvons citer I'exemple de la Iégislation Francaise (décret sur le miel
1976) prévoit :

- une teneur apparente en sucres réducteurs exprimés en sucre intervertis pas moins de 65% pour
le miel de nectar, et une teneur apparente en saccharose inférieur a 5% exception faite pour les

miels d'acacia, lavande et bauksie (flore Australienne) [29].

3.8. Teneur en cendres

Les cendres totales constituent la partie inorganique du miel obtenue apres que I'échantillon fut
brdlé a 600 °C pendant deux heures.

L'incinération du miel est donc le procédé qui permet de connaitre sa teneur en constituants
minérauX, cette teneur est trés variable. Celle des miels clairs est plus faible que les miels foncés.
Elle est comprise entre 0.020 et 1.028 g/100g de miel.

La teneur en cendres est un critére de qualité dépend de l'origine botanique du miel. Le miel de
nectar a une teneur en cendres plus faible que le miel de miellat. La teneur en cendres des miels
est comprise entre 0.020 et 1.028% [29].

Normes

La teneur maximale autorisée par les normes internationales est de 0,6 g/100 g et pour le miel de

miellat ou mélanges de miel de miellat et de nectar, miel de chataignier est de 1.20 g/100g [2].
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Introduction

Le miel est un aliment-médicament car il posséde maintes propriétés biologiques
(nutritionnelles, antibactériennes, anti oxydantes et thérapeutiques etc.). Ces propriétés sont dues
essentiellement a sa composition qui est variable en fonction des plantes butinées, des conditions

climatiques et environnementales [30].

Avant I'apparition du sucre de canne, le miel était la seule substance sucrée disponible pour les
préparations culinaires. 1l était aussi considéré comme un remede capable de prévenir et de
guérir de nombreux maux, et ce, dans diverses civilisations. Mais, avec I'avénement de la chimie
moderne, son usage est tombé dans I'oubli. N'ont subsisté que des utilisations empiriques. Des
études scientifiques commencent a redonner au miel et aux produits de la ruche, la juste place
que les anciens leur avaient attribuée. Des chercheurs ont réecemment démontré scientifiquement
les multiples vertus du miel : antibactérien, antifongique, antiviral, cicatrisant etc. A I'heure ou la
médecine moderne se trouve confrontée a divers problémes (résistances aux antibiotigques,
augmentation des dépenses de santé...), les thérapeutiques dites naturelles suscitent un regain
d'intérét. Le miel, au vu de ses multiples propriétés, mériterait plus d'attention de la part du corps
médical [12].

1. Propriétés anti-oxydantes

Le mécanisme protecteur antioxydant du miel utilise a la fois les enzymes tels que la peroxydase,
les composants phénoliques, les flavonoides, les acides organiques comme 1’acide ascorbique et

des acides aminés comme la proline [31].

Toutefois, les composés phénoliques sont les plus importants dans cette activité. Les
antioxydants sont des substances qui, présentes a faible concentration, sont capables de

supprimer, retarder ou empécher les processus d’oxydation et ses conséquences.

Les composés phénoliques appartiennent a la classe des antioxydants primaires ou
antiradicalaires (type 1) : leurs actions reposent sur leurs capacités a inactiver les radicaux libres,
car ils inhibent la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogénes aux

radicaux libres présents.

D’autres composants du miel appartiennent a la classe des antioxydants secondaires ou
préventifs (type Il) : ils préviennent la formation des radicaux libres par différents mécanismes.

Certains chélates les ions métalliques réduisant 1’effet pro-oxydants des ions ; c’est le cas de

&



PARTIE THEORIQUE PROPRIETES BIOLOGIQUES DU MIEL

certains acides organiques et de certaines protéines. D’autres sont des piégeurs d’oxygene

comme par exemple 1’acide ascorbique, les ou certains systémes enzymatiques [32].

Vu son caractere antioxydant le miel est utilisé en agroalimentaire pour le décantage des jus de
fruits, pour la conservation des denrées alimentaires (évite le brunissement) et enfin comme

additif dans de nombreux produits alimentaires (produits laitiers, patisseries, confitures) [33].

2. propriétés anti bactériennes

2.1. Systeme peroxyde d’hydrogéne (inhibine)

La principale « inhibine » que contient le miel est le peroxyde d’hydrogene (H202) encore appelé
eau oxygénée. C’est un trés bon antiseptique. Il est produit par réaction enzymatique. C’est la
gluco-oxydase sécrétée par les glandes hypo pharyngiennes de I’abeille lors de la transformation

du nectar en miel qui permet la réaction suivante :

Gluco-oxydase

Glucose + eau + O — acide gluconique + H.O>

Catalase

La production d’eau oxygénée et d’acide gluconique résulte de 1’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 sécrétée par 1’abeille. L’acide gluconique formé accroit ’acidité du miel et le rend peu

favorable au développement de colonies bactériennes [34].

La catalase représente 1’antagoniste de la gluco-oxydase, et elle réduit I’cau oxygénée. La
concentration en peroxyde d’hydrogéne dépend donc directement de [’activit¢ de ces deux
enzymes. Certaines bactéries possedent 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’hydrogéne physiologiques. Lors de
I’application de miel, la libération de peroxyde d’hydrogene se fait de fagon lente et prolongée.
De ce fait, la catalase n’est que faiblement activée, et ne peut donc pas détruire ’activité
antibactérienne du miel produite par le peroxyde d’hydrogéne. Ce peroxyde d’hydrogene a donc
un meilleur potentiel antibactérien quand il est libéré par le miel que lorsqu’il est utilisé seul

dans une préparation antiseptique [35].

g
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2.2. L’effet osmotique :

L’effet osmotique du miel est li¢ a sa forte concentration en sucres. En effet, ces derniers ont une

activité antibactérienne par leur pouvoir d’abaissement de 1’activité de I’eau.

La quantité¢ d’eau libre ou activité¢ de I’eau exprime le degré de disponibilité¢ de I’eau dans un
milieu ou un produit donné. On a donc défini un coefficient hydrique « aw » (Water activity)

pour mesurer ’eau libre. Dans le miel, elle est comprise entre 0.562 et 0.62.

Entre les sucres du miel et les molécules d’eau, il se produit une forte interaction, et par
conséquent, il y a treés peu d’eau libre disponible pour le développement des microorganismes.
Le miel agit donc de maniere osmotique. En provoquant une forte déshydratation des germes qui

n’ont plus alors suffisamment d’eau pour survivre [36].

2.3. Acidité

Le pH du miel est suffisamment acide (entre 3 et 6) pour inhiber le développement de nombreux
microorganismes pathogeénes. Le pH du miel non dilué est un facteur antibactérien significatif ;
cependant, si on le dilue, le pH peut ne plus étre assez bas pour limiter la prolifération des
bactéries. Les fluides corporels peuvent étre responsables de la dilution du miel ; c'est une

donnée dont il faut tenir compte lorsque I'on est dans une démarche de soins [12].

2.4. Viscosité

Du fait de sa viscosité, le miel va former une barriere protectrice qui va préserver la zone a traiter

de toute surinfection. C'est une propriété purement mécanique [12].

2.5. Facteurs phytochimiques

Les huiles essentielles des nectars de fleurs, comme le thymol de thym ou la pinocembrine qui
est un flavonoide identifié réecemment dans une douzaine de miels, ont un pouvoir antibactérien
connu. L’activité antimicrobienne de la pinocembrine est caractérisée vis-a-vis notamment de

Staphylococcus aureus [37].

2.6. 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’homme, 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 a-défensines,

)
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présentes au sein de certains granules sécrétoires dans les leucocytes ou des cellules
immunitaires spécialisées, et les B-défensines, présentes dans I’ensemble des épithéliums et au
sein de nombreux organes. Elles jouent un réle prépondérant dans les pathologies infectieuses, et
elles modulent la réponse immunitaire. Les défensines constituent une famille de peptides
cationiques antimicrobiens. Ce sont de petits peptides, de masse moléculaire variant de 3,5a 6
kDa, qui possédent un large spectre d’activité antimicrobienne (bactéries Gram positif et Gram

négatif, champignons, virus enveloppes) [38].

3. Propriétés cicatrisantes :

Le miel naturel montre une activité cicatrisante importante, il jouit d'une propriété nettoyante et
désinfectante. En plus, son action énergétique profite aux cellules jeunes, en favorisant
notamment la multiplication cellulaire. Des études comparatives ont montré des résultats trés

intéressants dans la cicatrisation de brdlures ou de plaies nécrosées [39].

3.1.PH:

Les fibroblastes jouent un réle fondamental dans le processus de cicatrisation. Or, leur migration
leur prolifération, et surtout la synthese de collagéne sont optimales dans un environnement
légérement acide. Le pH du miel varie entre 3 et 6 : les pansements au miel favorisent donc
I'activité fibroblastique [12].

3.2. Hydratation

Le miel contribue a I'hydratation de la plaie. Et un environnement humide est favorable a la
premiére étape de la cicatrisation : la détersion. En effet. La détersion en milieu humide permet
de solliciter la flore bactérienne normalement présente sur la peau qui est capable d'éliminer les

débris nécrotiques et/ou fibrineux [12].

3.3. Les sucres

Les sucres et notamment le 1évulose et le fructose présents dans le miel améliorent localement la
nutrition de la plaie et donc accélére le processus d’épithélialisation. Les cellules (macrophages,
fibroblastes ...) impliquées dans le processus de cicatrisation trouvent grace a ces sucres une

source d'énergie supplémentaire qui contribue a leur bon fonctionnement [12].

&
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4. Propriétés nutritionnelles

Depuis les temps anciens, le miel est utilisé a la fois comme aliment et comme meédicament. I
est tres riche en composés végétaux bénéfiques et offre plusieurs avantages pour la santé. Le
miel est particulierement sain lorsqu'il est utilisé a la place du sucre raffiné, qui est composé a

100% de calories vides.

Sur le plan nutritionnel, 1 cuillére a soupe de miel (21 grammes) contient 64 calories et 17
grammes de sucre, y compris le fructose, le glucose, le maltose et le saccharose. Il ne contient
pratiquement aucune fibre, graisse ou protéine. Il contient également des traces de plusieurs
vitamines et minéraux, mais il faudrait manger de nombreux kilos pour répondre a aux besoins
quotidiens [40].

5. Action contre les maladies cardiovasculaires

Véritable cardiotonique, le miel améliore 1’assimilation des sucres par le myocarde.
L’acétylcholine qui le compose a les propriétés de ralentir et de régulariser le rythme cardiaque,
et de favoriser la dilatation des vaisseaux. Ces derniéres agissent sur la tension artérielle en la
diminuant et sur les artéres coronaires en améliorant leur irrigation.

Le miel aide aussi a la diminution du mauvais cholestérol « LDL cholestérol » et permet une

Iégére augmentation du bon « HDL cholestérol » [41].

6. Propriétés digestives

Le miel agit directement sur la sphére digestive, et est efficace pour traiter les infections de
I’estomac et de I’intestin, diminuer les inflammations ou ulcéres gastriques, ainsi que les
constipations passageres. Grace a ses enzymes “diastases”, il aide a la digestion et stimule
I’estomac [42].

Gréace a son doux pouvoir laxatif du fait de sa concentration en fructose, le miel permet a
I’intestin une meilleure rétention de 1’eau, il augmente ainsi le volume des selles et facilite leur
évacuation (Le miel de thym est particulierement recommandé pour soulager la constipation). Il
agit aussi favorablement sur le développement d’une flore bactérienne intestinale saine
notamment grace a la lactulose qu’il contient. Cette molécule favorise la croissance de
Bifidobactéries, il en résulte une plus grande efficacité de I’immunité digestive et une

amélioration du transit.
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Du fait de son acidité, il améliore la digestion des graisses et des protéines, mais il permet aussi
la précipitation des caséines en de fins flocons. Cette transformation du lait par 1’estomac
entraine une rapide et meilleure élimination, laquelle enraye toutes les douleurs abdominales et
les ballonnements liés a 1’acceptation du lait par le nourrisson. Dans D’intestin, le miel est
facilement absorbé et résorbé, il ne fermente pas, le risque de flatulences et de ballonnements

intestinaux est nul [41].

7. Propriétés respiratoires

Contre la toux ou les maux de gorge, le miel apporte un effet immédiat et durable d’apaisement.
Grace a ses propriétés antiseptiques et anti-inflammatoire, il est efficace pour calmer les
symptdmes du rhume et apaiser I'appareil respiratoire. Il calme les irritations respiratoires et
permet de diminuer 1’adhérence des bactéries a la paroi respiratoire, empéchant ainsi leur

prolifération [42].

8. Propriétés sédatives et calmantes

Le miel permet la libération de sérotonine, un neurotransmetteur qui va favoriser le sommeil
[42].

9. Stimulation du systeme immunitaire et de la croissance cellulaire

Outre son action antibactérienne directe, le miel permet de combattre 1’infection en stimulant le
systeme immunitaire. 1l a été rapporté que le miel stimule la multiplication des lymphocytes T et
des lymphocytes B en culture, il active aussi les polynucléaires neutrophiles. 1l a également été
rapporté que la stimulation des monocytes en culture libere les cytokines

TNF-a, interleukine IL-1et IL-6 impliquées comme messagers cellulaires activant la réponse
immunitaire face a I’infection.

En plus de la stimulation de ces leucocytes, le miel fournit un apport en sucre aux macrophages
leur permettant la production de peroxyde d’hydrogene, principale composante de leur activité

antibactérienne [43].

10. Effets métaboliques

Des études ont montré que le fructose reduit les niveaux de glycémie dans des modéles de
rongeurs diabétiques. La consommation de fructose prolonge la vidange gastrique, ce qui peut

ralentir la vitesse d'absorption intestinale. L'effet du miel sur les micro-organismes intestinaux

&
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non pathogenes est bénéfique et bien documente. Des études in vitro et in vivo ont montré que le
miel augmente de maniére largement significative le nombre de Lactobacilles (Lactobacillus
acidophilus et Lactobacillus plantarum). Il renforce également la croissance de Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus. Le miel a été signalé pour
produire une réponse glycémique plus faible chez des lapins diabétiques ou non. Chez les rats
nourris au miel, on a constaté une augmentation significative du taux de cholestérol HDL et une
réduction des triglycérides et du LDL. Aussi, la combinaison de Glibenclamide avec du miel a
abouti a de nouvelles réductions des triglycérides et du LDL. La combinaison de Metformine et
miel a entrainé des réductions supplémentaires des triglycérides, du cholestérol total, du LDL
cholestérol tandis que le cholestérol HDL a été l1égérement augmenté chez les rats diabétiques
[44-45].

11. Propriétés anti cancéreuse

Le miel inhiberait la prolifération des cellules cancéreuses, selon 1I’étude européenne publiée
dans le Journal of Functional Foods. Les chercheurs ont analysé des cellules tumorales en
laboratoire et ont incorpore des échantillons de miel dans certaines d’entre elles.

Résultat : la substance sucrée bloque le cancer. En effet, les lignées cellulaires étudiées, qui
présentaient un cancer du c6lon, ont rapidement été traitées via ce procédé.

Le potentiel anti tumoral du miel consiste a bloquer le cycle cellulaire en régulant certains genes,
notamment la cycline.

Les composés du miel permettent également d’éliminer le récepteur du facteur de croissance
épidermique des cellules, essentiel pour leur survie. La migration cellulaire est alors inhibée et
les cellules contaminées détruites.

En plus d’inhiber la prolifération des cellules cancéreuses, les propriétés anti tumorales du miel
d’arbousier se révelent dans d’autres plans d’action. Il permet de diminuer certains facteurs de
transcription, d’inhiber I'activité de certaines enzymes et de réduire la glycolyse des cellules

tumorales [46].
12. Propriétés spécifiques a chaque miel

A ces facultés générales, chaque miel allie les vertus médicinales de la fleur dominante dont il
provient. Méme s’il n’existe aucun transfert de principe actif de la plante au miel, un mécanisme
similaire a celui de la potentialisation homéopathique est envisagé. Il existe donc des miels
spécifiques préconisés dans certaines pathologies comme le montre le tableau I. Les quantités

&
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que I'on conseille d'absorber sont, en général, de 1 a 2g de miel par kilogramme de poids (pour

une personne pesant 60 kg : 60 a 120 g de miel) [47].

Tableau | : Propriétés et indications thérapeutiques plus spécifiques attribuées aux
principaux miels unifloraux (DONADIEU, 1984) [48].

Origine oy [ e o N
botanique Propriétés plus spécifiques Indications plus particuliéres
. . . . - Paresse intestinal, notamment chez le jeune
Acacia - Régulateur intestinal
enfant
st desvies | AT v e e
urinaires et diurétiques ; - . . , g . q
L ) I'insuffisance rénale et chronique ;
Bruyere Antianémique ; - Certains anemies;
’ - Dynamogeénique des voies - Etats de fatigue e’n énéral ;
respiratoires et des voies ] convalescengceS' g ’
urinaires. . ’
Sénescences.
- Antiseptique des voies - Affection touchant a la sphére
Eucalyptus | respiratoires et des voies respiratoire et a I'arbre urinaire dans leur
urinaires. ensemble.
. et - Etats spasmodiques d'origines diverses ;
Oranger nébr\\r;gj)r:asmomque ;- Sedatif -Nervosisme en général et troubles qui en
' découlent : insomnies, palpitations.
s, ) - Certains anémies ;
- Antianemique ; . . . o
o . - Affection touchant a la sphére respiratoire
- Antiseptique et anti- _
. . . . dans tout son ensemble ;
Sapin inflammatoire des voies . \ .
L - Affections de I'arbre urinaire dans son
respiratoires ; - o
S ensemble et dans le régime diététique de
- Diuretique. . . . .
I'insuffisance rénale et chronique.
- Antiseptique et anti-
inflammatoire des voies - Affection touchant a la sphére respiratoire
Lavande respiratoires ; dans tout son ensemble;
- Antispasmodique ; - Sédatif | - Rhumatismes chroniques (arthrose).
nerveux.
- Maladies infectieuses en général touchant
Thym - Antiseptique général. aussi bien les sphéres respiratoires,
digestives et urinaires.
_ - Antispasmodique : - Sédatif | - Etats spasmodlqu,es,d origines dlversgs ;
Tilleul - Nervosisme en général et troubles qui en
nerveux. . - : o
decoulent : insomnies, palpitations.
- Etats de fatigue ;
Trefle - Dynamogénique. - Convalescences ;

- Efforts physiques (chez les sportifs en
particulier.
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Notre mémoire s’est porté sur I’étude de 1’activité antibactérienne de trois échantillions de miel

algérien.
1. Type de I’étude : Descriptive.
2. Lieu de I’étude

La partie expérimentale portant sur le contréle physico-chimique des échantillons de miel a été
réalisée au niveau du laboratoire d'hydro-bromatologie de la faculté de médecine UMMTO, a
I'exception du dosage spectrophotométrique de I'HMF, qui a été réalisée au niveau du laboratoire
de chimie analytique de la faculté de médecine UMMTO.

La partie expérimentale portant sur I’étude de I’activité antibactérienne, a été réalisée au niveau

du laboratoire de Microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou.

3. Durée de I’étude

La partie théorique (recherche bibliographique) ainsi que la partie pratique de notre mémoire

s’est déroulé entre le Premier Décembre 2019 et le 10 Mars 2020.
4. Déroulement de I’étude

Partie théorique (recherche

bibliographique) .
Echantillonnage

Partie pratique
Controle physico-
chimique

Evaluation qualitative de ’activité

Etude de Pactivité antibactérienne

antibactérienne

Evaluation quantitative de ’activité
antibactérienne

5. Echantillonnage

Notre étude a porté sur 3 échantillons de miel locaux collectés auprés des apiculteurs de

différentes régions des wilayas de Tizi-Ouzou, Thessa,Chlef.

Le choix de ces régions a pour but d’avoir un échantillonnage diversifi¢ par sa localisation

géographique ainsi que son origine botanique. La collecte de nos échantillons s’est déroulée a la

.
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fin de I’année 2019, et cela pour satisfaire a I’exigence d’avoir des miels frais et pouvoir donner
une interprétation correcte a nos résultats.

Les miels sont classés selon leurs origines florales, leurs provenances ainsi que la date de leurs
récoltes (Tableau I).

Tableau |1 : Présentation des échantillons de miel étudiés

N°_ Date de Origine Origine Aspect
Echantillon récolte géographique florale Spec Couleur

El Juin 2019 W#%f;s‘le Miel de Thym Liquide | Jaune doré
: Wilaya de -

E2 Juin 2019 Chief Liquide Ambré

Miel d'Eucalyptus

. Bouzguene - Ambré

E3 Juillet 2019 Liquide ;

(Tizi-Ouzou) q fonce

Miel toutes fleurs

Figure 3

: Les échantillons de miel.
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6. Matériels utilisés pour I'analyse physico-chimique

6.1. Verrerie, consommable et appareillage

Tous les appareillages, verreries et consommables utilisés dans 1’analyse physicochimique sont

résumeés dans les tableaux ci-dessous

Tableau 111 : Verrerie et consommable utilisés lors de I'analyse physico-chimique

Verrerie

Consommable

Baguette en verre

Baguette magnétique

Becher en verre de différents VVolumes

Barreaux magnétiques

Burettes graduées de 10ml, 25ml

Compte-Goutte

Entonnoir Blichner

Gants propres

Entonnoir en verre

Lunette de protection

Erlenmeyers de différents Volumes

Masque FFP2

Flacons en verre, hermétiques, opaques de différents volumes

Pissettes d'eau distillée

Flacons en verre, hermétiques, transparents de différents volumes

Poires

Fiole a vide

Fiole jaugée de 50ml, 100ml, 200ml

Pipettes graduées en verre de 2ml, 5ml, 10 ml, 20 ml, 25 ml
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Tableau 1V : Appareils utilisés lors de I'analyse physico-chimique

Appareillage

Model

Fonction

Agitateurs magnetiques/ Plaques
chauffantes

Nahita 690-1

Agitation magnétique et chauffage

Agitateurs magnétiques/ Plaques
chauffantes

Stuart YB 1720

Agitation magnétique et chauffage

Bain marie

Harry Gestigkeit

Chauffage du miel

Balance de precision

Kern PLT 2000-3DM

Pesée précise

Conductimétre

Inolab cond 720 wtw

Mesure de la conductivité

series
Distillateur GFL 2004 Fournir de I’eau distillée
pH-metre Mettler Toledo Mesure du PH
Pompe a vide Filtration sous vide
Spectrophotometre Série Lambda 25 Mesure des densités optiques a des
UV-Visible Perkin Elmer longueurs d’ondes du spectre UV-Visible

Refractomeétre a miel

Chincan FG 116

Mesure de I'humidité du miel,
degré Brix, degré Baume

Thermometre

Mesure de la température
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6.2. Réactifs utilisés pour I'analyse physico-chimique

Tableau V : Réactifs utilisés et leurs préparations

Réactifs Préparation

4 g BBT dans 200 mL d’alcool a 95 %.
Ajouter 200 mL d’eau distillée bouillie et

3. Solution de sulfite de sodium

% refroidie a ’abri de I’air jusqu’a I’obtention de

- 1. Bleu de bromothymol la coloration verte.

9w Ajuster ensuite a 1000 ml avec de 1’eau

T = distillée bouillie et refroidie a I’abri de 1’air.

c .2

= Q

& © 2 Solution d . Hydroxyde de sodium 29

oo .Solution d'’hydroxyde de sodium A

S 3005N Eau distillée 1000 ml

N3]

O 3.Solution d'acide sulfurique a Acide sulfurique 2.45 ml

0,05N Eau distillee 1000 mi

. . L Acétate de zinc 309

[%2] 0,

§ 1.Solution d'acétate de zinc a 30% Eau distillée 100 ml

s

g 2.Solution de ferrocyanure de Ferrocyanure de 15¢

8 potassium a 15% potassium Eau distillée 100 ml

o asp

4 . - Sulfate de cuivre 409

@

S 3.Liqueur cuivrique Eau distillée gsp 1000 ml

-]

2 Sel de Seignette 200g

% 4.Liqueur alcaline Soude cau_st!que 1509

c Eau distillée 1000 ml

2 qsp

) -

] Sulfate ferrique 50¢

= 5.Liqueur ferrique Acide sulfurique concentré 200g

E Eau qsp 1000 ml

D

N 6.Solution de permanganate de Permanganate de potassium 3.169

a Potassium 0,1 N Eau distillé 1000 ml

_ 1. solution Carrez | Ferrocyanure de potassium 15¢g

= LL Eau distillée 100 ml

= = Acétate de zinc 30g

EST 2. solution Carrez I Eau distillée 100 ml

g 3

A © 0,20% dans de I'eau distillée
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7. Matériels utilisés pour I'analyse bactériologique

Tous les appareillages, instruments et milieux utilisés dans I’analyse bactériologique sont

résumés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau VI : Instruments utilisés lors de I'analyse bactériologique

Anse de Platine

Lames et lamelles

Ecouvillon

Gants stériles

Pipette pasteur

Masque chirurgical

Tube a essais

Pince brucelle

Micropipette Dragon lab (5-50ul)

Tube en verre a fermeture a vis

Pipettes graduées en verre de 2ml, 5ml

Pied a coulisse

Spatules

Disques stérilisés de papier buvard (6mm)

Disque d'antibiotique

Boite de pétri

Tableau VII : Milieux utilisés lors de I'analyse bactériologique

Gélose nutritive (GN) : ¢’est un milieu d’isolement non-sélectif ; I’isolement est réalisé dans le

but de contrdler la pureté d’une souche bactérienne ou de purifier la souche bactérienne si elle est

contaminée.

Gélose de Muller-Hinton (MH) : I’utilisation de cette gélose est recommandée par le Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Francaise de microbiologie (milieu utilisé pour tester la sensibilité

des bactéries aux antibiotiques).

BHIB : Bouillon cceur-cervelle : Milieu nutritif tamponné polyvalent, c'est un milieu

d'enrichissement.

|
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Tableau VIII : Appareils utilisés lors de I'analyse bactériologique

Appareillage

Fonction

Etuve / Incubateur

Permet I’incubation des milieux microbiologiques a 37°C et a pression

atmospherique.

Microscope optique

Observation des colonies bactériennes

Bec Bunsen

Manipulation en atmosphere stérile, Stérilisation rapide d'objets

contaminés, fixation des lames.

Densitométre
(Densichek plus)

Mesure de la densité de la suspension bactérienne
fonctionnement basé sur la mesure de la densité optique.

Agitateur vibrant vortex

Mélange et homogénéisation des différentes solutions.

8. Caractérisation physico-chimique

8.1 Teneur en eau

Elle est déterminée a 1’aide du réfractometre (Chincan FG 116) étalonne avec de I’eau distillé, la

lecture est réalisee a 20 °C (Annexe 1) [49].

» Mode opératoire

Quelques grammes de miel sont introduits dans un tube, ce dernier est placé au bain marie a

50°C jusqu’a dissolution des cristaux de sucre. Aprés une agitation et un refroidissement a

température ambiante, il faut assurer la propreté du prisme du réfractomeétre [50].

La surface de ce dernier est couverte par une goutte de miel. La lecture est faite a travers
I’oculaire au niveau de la ligne horizontale de partage entre une zone claire et une zone obscure,

cette ligne coupe une échelle verticale graduée directement en pourcentage d’humidité dans le

miel [51].

g




PARTIE EXPERIMENTALE MATERIELS ET METHODES

Figure 4 : Réfractomeétre a miel (Chincan FG 116)

8.2. Degré Brix

Le réfractometre est un appareil de mesure qui détermine I’indice de réfraction de la lumiere
d’une matrice solide ou liquide. Cet indice s’observe par la déviation d’un faisceau lumineux
suivant la nature du milieu dans lequel il se propage. L’angle du faisceau dévie en fonction du
taux de matiere seche soluble dans le milieu, plus la concentration de matiere seche soluble est

élevée, plus la réfraction est importante.
Grace a cette méthode de réfractométrie, nous avons évalué le taux de matiere seche.

La lecture est faite sur 1’échelle qui indique la teneur en matiere seche ou « Degré Brix » qui se

trouve en paralléle avec 1’échelle de I’indice d'humidité [51].
8.3. Degré Baumé

Le degré Baumé est une unité de mesure indirecte de concentration, via la densité, inventée par

Antoine Baumé. On le note par °B, °Be ou °Bé.
La correspondance entre la densité et le degré Baumé est la suivante :

e Pour les liquides plus lourds que I'eau (densité > 1) : d = 145 + (145 -B°) ;
e Pour les liquides plus Iégers que I'eau (densité < 1) : d = 140 + (B° + 130).

Gréace a la méthode de réfractométrie, nous avons mesuré directement ce dernier (Degré Baumé)

qui nous indique la concentration en matiéres séches dans un liquide [51].
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8.4. pH
» Principe

Le pH du miel est mesuré sur une solution a 10% de miel a ’aide d’un pH-metre (Annexe I1).

C’est une méthode potentiométrique utilisant une électrode de verre spécifique aux ions H+.

La notion de pH qui traduit « 1’acidité » d’une solution rend compte de la concentration en ions

H+ (H30+) de la solution gréce a la relation suivante : pH= - log [H30+]

Un pH-métre est composé d’un millivoltmeétre électronique relié a deux électrodes rassemblées
dans la sonde. Le pH-metre mesure la tension (différence de potentiel) entre ces deux électrodes.
Celle-ci est directement liée au pH de la solution dans laquelle la sonde est immergée. L’une des
électrodes est appelée électrode de référence au calomel (Hg) saturé ou Ag/AgCl (préférable

pour I’environnement). Son potentiel E est constant & une température donnée.

L’électrode de verre est 1’¢lectrode indicatrice de pH : son potentiel est une fonction affine du
pH.

Par conséquent, la tension E mesurée par le millivoltmetre est de la forme suivante :
E = E.verre — E.ref
Avec: Eref: Potentiel de 1’électrode de référence.

E.verre : Potentiel de 1’électrode de verre [52].

» Mode opératoire

Le pH-métre est d’abord calibré a pH égal a 4 et 9 avec des solutions tampons. 5g de miel sont
dissous dans 50ml d’eau distillée. Pour prendre le pH, les électrodes du pH-metre sont

immergeées dans la solution et la valeur du pH s’affiche [52].

Figure 5 : pH-metre (Mettler Toledo)

e



PARTIE EXPERIMENTALE MATERIELS ET METHODES

8.5. Conductivité électrique

» Principe

La détermination de la conductivité électrique est basée sur la mesure de la résistance électrique,
dont la conductivité électrique est la réciproque. La conductivité électrique d'un fluide
correspond & la conductance d'une colonne de liquide comprise entre deux électrodes métalliques
de 1cm? de surface et séparées l'une de l'autre de 1cm. Elle est mesurée par un conductimétre
(Annexe I11). Le temps de mesure doit étre aussi court que possible a cause du phénomene de

polarisation qui peut conduire & de faux résultats.

Les mesures sont effectuées a 20°C dans une solution aqueuse de miel a 20% (p /v). La lecture
est faite directement aprés immersion de la cellule du conductimetre dans la solution.

Le résultat est exprimé en milliSiemens par centimetre (mS/cm) [53].

» Mode opératoire

Une quantité de 10g de miel est mise dans un bécher de 50ml, le miel est dissout avec de 1’eau
distillée, puis le volume est ramené & 50ml. Cette solution est transférée dans un autre bécher
placé dans un bain thermostaté a 20°C. Apres que la température voulue est atteinte, la cellule du
conductimeétre est plongée dans le bécher pour la mesure de la conductivité électrique. 1l faut
noter qu’avant chaque mesure, la cellule du conductimétre est rincée soigneusement avec de

I’eau distillé [53].

L

Figure 6 : Conductimétre (Inolab cond 720 wtw series)
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8.6. Acidité libre et combiné

» Principe

L’acidité libre est la quantité d’acide titrable par une solution d’hydroxyde de sodium jusqu’a pH
7 en présence de bleu de bromothymol comme indicateur de fin d'équivalence.

L’acidité mesurée est celle d'une solution de miel a 10%.

L'acidité combinée est titrée par une solution d'acide sulfurique, c’est un dosage volumétrique en

retour [54].

» Mode opératoire

- Utiliser une solution du miel a tester qui a été obtenue par dissolution dans I’eau distillée de
10 g de miel pour 100 ml de solution.

- Remplir les burettes avec 10 ml de NaOH a 0,05N.

- Peser une prise d'essai de 5g de la solution de miel a 10%, noté m.

- Ajouter 2 a 3 gouttes de BBT. Le milieu réactionnel se colore en jaune.

- Titrer avec du NaOH a 0,05N jusqu'a coloration du BBT en vert foncé (pH 7).

- Relever le volume équivalent de NaOH noté Veq.

- Verser le NaOH restant dans le bécher et sans tarder opérer un dosage en retour avec une autre
burette contenant 10ml de H>SO4 & 0.05N, jusqu'a virage de la couleur du bleu au vert foncé.

- Relever le volume équivalent de H2SO4, noté Veq' [52].

Figure 7 : Virage du jaune au vert foncé (Dosage par le NaOH)
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» Mode de calcul

L’acidité libre se calcule selon la formule suivante :

AL =1000 x Veq x N/ m en meqg/kg

Avec :

AL : acidite libre en meqg/kg

Veq : Volume équivalent de NaOH en |
N : normalité de la solution de NaOH eq/I

m : prise d'essai de la solution de miel en kg

L'acidité combinée :

AC=1000[(10-Veq) N-0.05Veq’] / m en meq/kg

Avec:

AC : Acidité combinée en meg/kg

Veq : volume équivalent de NaOH en |

N : normalité de la solution de H2SO4 eq/I
Veq' : volume équivalent de H.SO4 en |

m : prise d'essai de la solution de miel en kg [54].

Acidité totale : AT= AC+AL

8.7. Dosage des Glucides réducteurs

» Principe

Le dosage des sucres se fait par la méthode de Bertrand. C’est une méthode d’oxydoréduction

qui permet le dosage des oses réducteurs grace a un dosage en retour.

Les sucres réducteurs réduisent partiellement la liqueur de Fehling en exces, I'oxyde cuivreux
constitué (précipité rouge) est dosé par manganimétrie. Une table donne la correspondance entre
la masse de cuivre et la masse des sucres réducteurs. La réaction doit se dérouler a chaud et
pendant trois minutes a partir de I'ébullition pour respecter la correspondance des tables.

Une quantité des sucres réducteurs réagit avec les ions cuivre (1) en exces pour former un

précipité rouge brique. L'exces d'ions cuivre (I1) est éliminé. Le précipité réagit avec un exces
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d'ions fer (I1l) pour le dissoudre. On obtient des ions fer (1) dosés par une solution de

permanganate de potassium [55].

Equations de réactions :
- Premiere étape :

Réduction de la liqueur alcalino-tartro-cuivriqgue (FEHLING A+ FEHLING B) par les sucres

réducteurs avec formation d’oxyde cuivreux (Cu20) de coloration rouge brique.

Cu?*+ sucre réducteur —————» CUZO|+ sucre oxydé

v

- Deuxieme étape :

Reéaction de 1’oxyde cuivreux avec un exces d’ions ferriques.

Cu*+ Fe3* ———— Cu?" + Fe?*

Cu20 + Fe2(S04)3 + H2SO4 —— 2CuSOs+ 2FeSOs + H20

- Troisiéme étape :

Dosage manganimétrique des ions Fe?* formés en milieu acide

5 Fe2* + MnOs + 8Ht ——— 5 Fed* + Mn?* + 4H20

[53]

» Mise en solution du miel (Défécation)

- Les hydrates de carbone a doser se trouvent généralement mélangées a d'autres substances en
solution ou en suspension comme eux et pouvant empécher ou fausser le dosage des sucres.
Ces substances etrangeres doivent étre eliminées sans que la teneur en hydrates de carbone S’en
trouve modifiée ; cette clarification est obtenue en provoquant la formation d’un précipité dans le
liquide, opération appelée « défécation ».

- Les réactifs de Carrez (hexacyanoferrate 1l de K et sulfate de Zn) agissent uniquement par
adsorption. lls provoquent la formation d'un précipité a "I’état naissant” entrainant les substances
étrangeres par "occlusion™ [55].

&
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» Mode opératoire

% Mise en solution du miel (Défécation)

10 g de miel est dissout dans une fiole de 100 ml avec de I’cau distillée, puis sont ajoutés 2 ml de

la solution carrez 1 (hexacyanoferrate de potassium a 15 %) et 2 ml de la solution Carrez 2
(acétate de zinc a 30 %).

Le mélange est bien agité. Nous ajustons au trait de jauge, une filtration est faite aprés 15 minute
[56].

Figure 10 : Filtration du mélange apres repos
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+ Dosage des sucres réducteurs

- Une dilution a 1/10 est préparée a partir du filtrat. Un volume de 20 ml est prélevé, puis 20 ml
de liqueur de Fehling A et 20 de liqueur de Fehling B sont ajoutés.

- Ce mélange est mis dans un Erlenmeyer, puis porté a ébullition pendant 3 minutes. Apres
refroidissement, le dép6t de Cu.O est rincé avec de 1’eau bouillie refroidie, jusqu’a I’obtention
d’une eau de lavage claire. Cette derniére est filtrée a travers un filtre en verre fritté (porosité 4).

Le filtrat est jeté.

- Puis un volume de 30 ml d’une solution ferrique acide est ajouté au précipite rouge. La solution
obtenue est filtrée a travers le méme filtre, puis titrée avec une solution de KMnQOs (0,1 N)

jusqu’a I’apparition d’une couleur rose stable [56].

Figure 11 : Le mélange est porté a ébullition Figure 12: Formation de I'oxyde cuivreux

.
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Figure 13 : Filtration sous vide Figure 14 : Virage vers le rose
(Dosage Permanganimétrique)

+«» Dosage des sucres réducteurs totaux (apres inversion)
e Inversion de solution de miel

-Prendre 10ml de solution de miel filtré, ajouter 50ml d'eau distillée plus 1ml de HCL concentré

(d=1,19) puis mettre au bain marie a 75°C pendant 15min

-Refroidir puis neutraliser avec une solution de NaOH (30%) en présence de phénolphtaléine
ensuite avec la solution de HCL a 10% jusqu'a décoloration puis on compléte a 100ml avec de
I'eau distillée [55].

e Dosage

20 ml de la solution neutralisée sont prélevés et additionnés de 20 ml de la solution de liqueur de
Fehling A et 20 de liqueur de Fehling B. La suite du mode opératoire est la méme que celui des
sucres réducteurs [57].

E
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% Conditions opératoires

-Le précipité n’est jamais en contact avec 1’air pour éviter son oxydation.
-Utiliser de 1’eau distillée bouillie pour éviter 1’oxydation par 1'02 dissout dans 1’eau.

-Laver abondamment le précipité pour éliminer le tartrate, sinon le virage avec le permanganate
ne sera pas visible [53].

+» Mode de calcul

Utilisation des tables de Bertrand apres calcul de la masse du cuivre (Annexe IV et Annexe V)

Masse du Cuivre= 5xV KMnOs xC en mole/l KMnO4 xMasse molaire Cu

e Taux de saccharose

On obtient le taux de Saccharose par deduction de sucre réducteur apres inversion et de

sucre réducteur avant inversion en le multipliant par un facteur de 0,95 (Annexe VI).

Avec : S (saccharose)= (G'-G) *0.95

G : la quantité de sucres réducteurs précédemment établie

G': la totalité des sucres (sucres réducteurs naturels et sucres intervertis)

0.95 : le coefficient d'inversion dont il faut tenir compte en raison de la différence des poids
moléculaires du saccharose et du glucose. Donc la correspondance en poids moléculaire est de
342 pour 360 soit le rapport 342/360=0.95 : coefficient d'inversion [58].

Tableau IX : Réaction d'inversion du Saccharose et les poids
moléculaires correspondants [53].

Cy2H3704; | +|Ha0 | =| CgH;206 | +| CsH1206

poids moléculaire 342¢g 180g 180g
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8.8.HMF (Hydroxy-méthyl-furfural)
> Principe

Normalement, le HMF est généré par la décomposition du fructose en conditions acides
(Annexe VII). Il se produit naturellement dans la plupart des miels et augmente rapidement avec
un traitement thermique du miel. Par conséquent, il peut étre utilisé comme indicateur du temps
de chauffage et de stockage a des températures élevées. Le miel de bonne qualité contient moins
de HMF.

Le HMF peut étre déterminé par une méthode de spectrophotométrie UV/Visible dans laquelle
I’absorbance a 284 nm d'une solution aqueuse de miel clarifiée est déterminée contre une
solution de reférence du méme miel dans laquelle le HMF a été détruit par le bisulfite.

Cette différence de spectre représente la teneur en HMF dans I'échantillon, sans l'absorption

interférente du miel [59].

> Protocole
e Préparation des solutions :

- Peser approximativement 5g de miel dans un bécher de 50ml ;

- Dissoudre dans 25 ml d’eau distillée et transférer cette quantité dans une fiole de 50 ml ;

- Ajouter 0,5 ml de la solution carrez 1 et mélanger ;

- Ajouter 0,5 ml de la solution carrez 2 et mélanger puis compléter jusqu’au trait de jauge avec
de I’eau distillée (une goutte d’éthanol peut étre ajouté pour éliminer la mousse) ;

- Filtrer la solution en utilisant un papier filtre en jetant la premiére dizaine de ml de filtrat ;

- Pipeter 5 ml dans deux tubes a essais ;

- Dans le premier tube, on ajoute Sml d’eau distillée et on mélange (solution échantillon) ;

- Dans le second tube on ajoute 5 ml de la solution bisulfite (0,2) et on mélange (Solution
témoin) [53].

Tableau X : composition des solutions aqueuses de miel [53].

Ajouter au tube a essai

Solution échantillon

Solution témoin

Solution initiale de miel 5ml 5 ml
Eau distillée 5mil 0 ml
Solution de bisulfite 0 ml 5ml
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Figure 15 : Solutions aqueuses du miel (solution échantillon, solution de référence)

e Lecture:

La lecture de I’absorbance des solutions aqueuses de miel (solution échantillon, solution de
référence) se fait dans les 60 min a 284nm puis a 336nm. Si 1’absorbance a 284 nm est

supérieure a 0,8 la solution est diluée avec de I’eau distillée pour obtenir des absorbances
suffisamment basses.

Si une dilution D est nécessaire elle est calculée par :

D= volume finale de la solution échantillon /10 [53].

e _ 2

DO RS D D
1 AR

Figure 16 : Spectrophotometre UV-VISIBLE
(Perkin Elmer Série Lambda 25)
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» Mode de calcul

La teneur en hydroxy-méthyl-furfural est exprimée en milligramme par kilogramme et donnée
par la formule suivante :

HMF = (A284 — A336) x 149,7 X D

Avec :

HMEF : quantité d’HMF en mg/Kg

D = facteur de dilution (si la dilution est nécessaire)

A284 et A336 : absorbances respectives a 284nm et a 336nm
Le facteur 149,7 =126x1000x1000/1683x10x5

Ou:

126 : La masse moléculaire de HMF

1683 : L’absorptivité¢ molaire de HMF a 284 nm.

1000 : La conversion des grammes en milligrammes.

1000 : La conversion des grammes de miel en kilogrammes.
10 : facteur de dilution [53].

9. Evaluation de I’activité antibactérienne du miel
Micro-organismes testés

L’évaluation de I’effet antibactérien des échantillons de miel a été faite sur deux groupes de
bactéries : bactéries a Gram négatif a savoir Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), une souche a Gram positif : Staphylococcus aureus
(ATCC 25923).

Les souches nous ont été fournies par le laboratoire de Microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou.
Les sensibilités et les résistances relevées des antibiogrammes effectués dans ce méme

laboratoire sur ces germes sont détaillées dans 1’ Annexe VIII.
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9.1. Evaluation qualitative de P’activité antibactérienne des échantillons de miel

e Preparation des différentes dilutions du miel

Pour chaque échantillon du miel nous préparons les dilutions (A, B, C, D) qui sont
respectivement (25%,50%,75%,100%) a I’aide d’eau physiologique stérile.

Figure 17 : Dilutions des échantillons de miel

e Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure des bactéries a tester sur milieu d’isolement (ayant au maximum
24h), des colonies bien isolées, ont été prélevée a I’aide d’une anse ou pipette pasteur ; puis
déchargées dans 5ml d’eau physiologique stérile a 0,9% la suspension a été homogénéisée, afin
d’avoir une opacité équivalente a 0.5 Mc Farland standardisé a l'aide d'un densitomeétre.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation d’inoculum [60].

Figure 18 : Standardisation de la suspension bactérienne grace au densitométre

E
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e Ensemencement par écouvillonnage

-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

-L'essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum.

-Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée (milieu Mueller-Hinton) de haut en bas
en stries serrées.

-L’opération a été répétée deux fois en tournant la boite de pétri & 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.

-Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de 1a gélose. Dans le cas ou I'on

ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I'écouvillon a chaque fois [60].

Figure 19 : Ensemencement de la suspension bactérienne

Pour I’évaluation qualitative de 1’activité antibactérienne et au vu de la nature visqueuse du miel
nous avons réalisé deux techniques de diffusion sur gélose : par disques et en puits afin de

comparer la diffusion et donc les résultats.
» Méthode de diffusion par disque (aromatogramme)

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme. Elle permet de tester I’effet d’un produit antibactérien sur une souche grace la

mesure des zones d’inhibitions autour des disques imprégnées des différents produits a tester.

L’inhibition quand elle est présente, se manifeste par des zones de stérilité autours des disques

imprégnés de principes actifs (Figure 20.). Leur diamétre nous permet d’évaluer le degré

E
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d’action des composés traités sur la croissance des bactéries. En fonction du diamétre

d’inhibition, la souche sera qualifiée de sensible ou résistante [61].

Z: zone d'mhibition

Croissance nucrobyenne

Figure 20 : Schéma simplifié du principe de la méthode de I’aromatogramme [62].

e Préparation des disques d’aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier Buvard, avec un diamétre de 6 mm, suivant le
diamétre de I'emporte-piéce. lls sont ensuite mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et

stérilisés a l'autoclave a 120°C pendant 15 minutes.
e Dépobt des disques

Aprés I’ensemencement sur des boites du milieu MH par la méthode d’écouvillonnage, des
disques de papier buvard d’un diamétre de 6mm ont été déposés sur l'agar, en appuyant
légeérement a 1’aide d’une pince stérile. Puis ils ont été imbibés par 10 pl des différentes dilutions
de miel [39].

Figure 21 : Dépot des disques et des dilutions de miel
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» Meéthode de diffusion en puits

La méthode utilisée est celle de diffusion par puits sur gélose telle que décrite par Berghe et

Vlietinck (1991). Le milieu MH est coulé sur boite de pétri a une épaisseur de 4 mm.

Aprés inoculation par écouvillonnage avec une suspension de 0,5 Mac Farland, des puits de 6
mm de diametre sont réalisés de maniére concentrique sur les milieux puis a la surface a 1’aide
d’une pipette pasteur stérile. Le miel est déposé avec les mémes quantités dans tous les puits a
I’aide d’une micropipette (des puits d’un diamétre de 6 mm et une hauteur de 4 mm). Les boites
sont incubées a 37°C pendant 24h a 1’étuve [63].

Figure 22 : Réalisation des puits

e Lecture

Elle consiste a mesurer avec précision les diametres des zones d'inhibition qui apparaissent
autour des disques d'aromatogramme et des puits a I'aide d'un pied a coulisse ou d'une regle
décimale.

Vu DP’absence d’une référence de lecture qui détermine le seuil de sensibilité nous avons

considérés que si le diameétre de la zone d’inhibition est :

-Inférieure & 10mm : Souche résistante.
-Egale a 10mm : Souche a sensibilité intermédiaire.

-Supérieure a 10mm : Souche sensible [39].

E
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9.2. Evaluation quantitative de ’activité antibactérienne des échantillons de miel
» Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration d’un agent antibactérien capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps

d’incubation de 18 a 24 heures.

Selon CHAUHAN et al, (2010) la détermination de la CMI des échantillons de miel se fait par la
technique de dilution en milieu liquide.

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentration
décroissante en miel. Aprés incubation a 37°C pendant 18 a 24h, I’observation de la gamme
permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la plus faible concentration en miel capable

d’inhiber toute croissance bactérienne visible [64].
e Préparation de la gamme de dilutions

Des dilutions de demi en demi ont été effectuées pour 1’obtention des concentrations finales de
512 mg/ml, 256 mg/ml, 128 mg/ml, 64 mg/ml, 32 mg/ml. Pour cela 1.024 grammes de chaque
miel, sont placés chacun dans un tube stérile contenant 2ml de BHIB, ensuite 1ml de ce tube sont
transférés dans un second tube contenant 1ml de BHIB et ainsi de suite jusqu’au cinquiéme tube

ou le 1ml sera éliminé [64].

Figure 23 : Préparation de la gamme de dilutions
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e Préparation de I’inoculum et ensemencement en milieu liquide

A T’aide d’une micropipette, ajouter exactement 5ul de la suspension bactérienne standardisée a
10° UFC/ml gréce au densitométre dans chacun des tubes préparés, ensuite les incuber 24 heures
a37°C.

Un tube témoin a été réalisé¢ sans aucun agent antibactérien, pour lequel 5Sul de I’inoculum

standardisé ont éte déposes dans 1ml de BHIB dans les mémes conditions [64].

Figure 24 : Suspensions bactériennes standardisées

e |ecture

Aprés 24 heures d'incubation, la lecture doit se faire en comparant chaque tube de la gamme avec

celui de tube témoin qui se caractérise par un trouble.

La CMI correspond a la plus petite concentration inhibant toute croissance bactérienne visible a
I’ceil nu [64].

» Concentration minimale bactéricide (CMB)

Pour chaque germe et pour chaque miel, la CMB est réalisée sur les tubes ne présentant pas de
croissance a I’ceil nu (dilutions supérieures ou égales a la CMI) et ce par ensemencement en
surface sur gélose MH grace a un écouvillon trompé dans la dilution (I’écouvillon est changé
pour chaque tube/dilution).
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Les boites MH ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. La plus faible concentration dont
aucune croissance bactérienne n’est apparue correspond a la CMB, qui est la concentration

minimale détruisant 99,9% des micro-organismes en culture sur ce milieu [64].

Figure 25 : Réalisation des CMB
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1. Résultats de I’analyse physico-chimique

Le tableau XI suivant présente les résultats de 1’analyse des paramétres physico-chimiques des
échantillons de miel

Tableau XI : Résultats de I’analyse des paramétres physico-chimiques des échantillons de miel.

Parametres physiques Parameétres chimiques
Echantill - o Taux de sucre
chantiflon Humidité | pH Conductivité | Degrés Acidité HMF
(%) (mS/cm) Brix® | Densité | libre Sucres | Sucres | Saccharose | MA/kg
(méa/kg | réducteurs | invertis (%)
) (%) (%)

El 18 3.75 0.247 80 141 3 68 71 2.85 10.32

E2 16.5 4.11 0.798 83.5 1.42 3 63 65 19 7.78

E3 16 3.7 0.614 81.5 142 5 62 64 1.9 7.03

1.1 Taux d'humidité

Le taux d'humidité nous renseigne sur la teneur en eau de chaque échantillon de miel.
Le taux d’humidité est parmi les caractéristiques les plus importantes du miel, car il joue un role

primordial dans la qualité du miel et utilisé par les normes internationales.

L’examen des résultats montre que la teneur en eau dans tous les échantillons varie entre 16 %
(E3) et 18 % (E1) avec une valeur moyenne de 16.83 %
Les résultats obtenus sont représentés par la figure 26.

Taux d"humidité %o

18,5

18

17,5

17

16,5

15,5 ~ —

E1l E2 E3

Figure 26 : Représentation graphique du taux d’humidité de chaque échantillon de miel analysé.
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1.2. Degre Brix

Les valeurs du degré de Brix des échantillons de miel analysés données par le réfractometre a
20°C sont representées par la figure 27.

L’examen des résultats montre que le degré Brix mesuré varie entre 80 % (E1) et 83.5 % (E2)
avec une valeur moyenne de 81.66 %.

Degré Brix
84

83

82

81
80
78 A I I
El E2 E3

Figure 27 : Représentation graphique de la valeur du degré Brix de chaque échantillon de miel
analyse.

1.3. Densité

La densité des échantillons de miel analysés calculées grace au degré Baumé varie entre 1.41 et

1.42. Les valeurs obtenues sont représentées par la figure 28.

Densité
1,6
1,4

1,2 -

1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 - T T

El E2 E3

Figure 28 : Représentation graphique de la densité de chaque échantillon de miel analysé.
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1.4. pH

Le pH est un critere de qualité et qui figure dans les normes internationales. L’examen des
résultats montre que le pH mesuré varie entre 3.7 (E3) et 4.11 (E2) avec une valeur moyenne de
3.85.

Les valeurs de pH des échantillons de miel données par le pH-meétre sont représentées par la
figure 29.

pH

4,5

3,5 -

2,5 -

1,5 4

0,5 -

El E2 E3

Figure 29 : Représentation graphique de la valeur de pH de chaque échantillon de miel analysé.

1.5. Conductivité électrique

La conductivité électrique représente un bon critére pour la détermination de I’origine botanique

du miel, elle est désignée aujourd'hui lors de contrdles de routine du miel.

L’examen des résultats montre que la conductivité électrique mesurée varie entre 0.247 mS/cm
(E1) et 0.798 mS/cm (E2) avec une valeur moyenne de 0.553 mS/cm.

Les résultats de conductivité électrigue de chaque échantillon de miel donnés par le
conductimeétre a 20°C sont représentés par la figure 30.
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Conductivité électrique (Ms/cm)

0,8

0,6

0,4

El

Figure 30 : Représentation graphique des résultats de conductivité électrique de chaque

1.6. Acidité libre

échantillon de miel analysé.

La valeur de I’acidité libre des échantillons de miel analysés varie entre 3 méq/kg (E1 et E2) et 5

méq/kg pour E3. Avec une valeur moyenne de 3.66 méqg/kg.

Les résultats obtenus sont représentés par la figure 31.

Acidité Libre (még/kg)

N W~ 01O

El

E2

E3

Figure 31 : Représentation graphique de 1’acidité libre des différents échantillons de miel
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1.7. Teneur en sucre

La teneur en sucre notamment le taux de saccharose nous renseigne sur 1’authenticité du miel et
la falsification des sucres.

1.7.1. Sucres reducteurs

L’examen des résultats montre que la teneur en sucre réducteur des échantillons de miel varie

entre 62% (E3) et 68% (E1) pour une valeur moyenne de 64,33%

Les teneurs obtenues sont représentées par la figure 32.

Taux de sucres réducteurs (%)

80
70

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

El E2 E3

Figure 32 : Taux de sucres réducteurs des différents échantillons de miel

1.7.2. Taux de saccharose

L’examen des résultats montre que le taux de saccharose des échantillons de miel varie entre
1.9% (E2 et E3) et 2.85% (E1) pour une valeur moyenne de 2.21%.

Ces valeurs sont représentées par la figure 33.
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Taux de Saccharose (%)

2,5 -

0,5 -

El E2 E3

Figure 33 : Taux de saccharose des différents échantillons de miel.

1.8. HMF (Hydroxy-méthyl-furfural)

La mesure de la teneur en HMF est tres importante pour connaitre la qualité des échantillons de
miel étudiés.

L’examen des résultats montre que la valeur de ’'HMF varie entre 7.03 mg/kg (E3) et 10.32
mg/kg (E1). Avec une valeur moyenne de 8.37mg/Kkg.

Les résultats obtenus sont représentés par la figure 34.

HMF (mg/kg)
12

10 -

o N ~ (o} e}
]

E3

Figure 34 : Représentation graphique du taux d'HMF des différents échantillons de miel.
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2. Résultats de I'évaluation de ’activité antibactérienne des échantillons de miel

2.1. Résultats de I'évaluation qualitative de P’activité antibactérienne des échantillons de
miel

» Meéthode de diffusion par disque (aromatogramme)
Les résultats de I’aromatogramme se sont manifestés sous forme d’halos d’inhibition dont les

diamétres ont été mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse, ces diamétres sont présentés dans les
tableaux XII, X1, XIV.

Tableau XI1 : Résultats de I’aromatogramme reflétant la sensibilité d'Escherichia coli (ATCC 25922) aux
différentes dilutions des trois échantillons de miel.

Echantillon
] El E2 E3

de miel
A B C D A B C D A B C D

Dilution
25% | 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100%

Diamétre
. 00 00 00 14 00 00 00 16 00 00 00 19

d'inhibition

(mm)

Image
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Figure 35 : Activité antibactérienne des échantillons de miel et leurs dilutions vis a vis
d' Escherichia coli (ATCC 25922).

Tableau X111 : Résultats de I’aromatogramme reflétant la sensibilité du Staphylococcus aureus (ATCC

25923) aux différentes dilutions des trois échantillons de miel.

Echantillon
. El E2 E3
de miel
A B C D A B C D A B C D
Dilution
25% [ 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100%
Diamétre
e 00 00 00 18 00 00 00 24 00 00 00 30
d'inhibition
(mm)
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Figure 36 : Activité antibactérienne des échantillons de miel et leurs dilutions vis a vis du
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Tableau X1V : Résultats de I’aromatogramme reflétant la sensibilité du
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) aux différentes dilutions des trois échantillons de miel.

Echantillon
. El E2 E3
de miel
A B C D A B C D A B C D
Dilution
25% [ 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100%
Diameétre
. 00 00 11 21 00 00 15 22 00 00 11 20
d'inhibition
(mm)

Image
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Figure 37 : Activité antibactérienne des échantillons de miel et leurs dilutions vis a vis du
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

D'apres les résultats de I'aromatogramme précédemment cités :

o Pour Escherichia coli (ATCC 25922), Seul le miel pur (100 %) des 3 échantillons a eu un
effet antibactérien, les diamétres d'inhibition varient entre 14 et 19 mm, I'échantillon E3

ayant été le plus active avec 19 mm.

o Pour Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Seul le miel pur (100 %) des 3 échantillons a
eu un effet antibactérien, les diametres d'inhibition varient entre 18 et 30 mm,

I'échantillon E3 ayant été le plus active avec 30 mm.

o Pour Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), le miel pur (100 %) ainsi que la dilution a
75 % des 3 échantillons de miel ont donné un effet antibactérien avec des diametres
d'inhibition allant de 11 a 15 mm pour la dilution a 75 % et de 20 a 22 mm pour le miel
pur, I'échantillon E2 ayant été le plus active avec des diamétres de 15 mm et 22 mm

respectivement pour le miel a 75% et le miel pur.
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» Meéthode de diffusion en puits

Les résultats de ’aromatogramme se sont manifestés sous forme d’halos d’inhibition dont les

diamétres ont été mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse, ces diametres sont présentés dans les

Tableaux XV, XVI, XVII.

Tableau XV : Résultats de la méthode de diffusion en puits, reflétant la sensibilité d’Escherichia coli

(ATCC 25922) aux différentes dilutions des trois échantillons de miel.

Echantillon
. El E2 E3
de miel
A B C D A B C D A B C D
Dilution
25% [ 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100%
Diameétre
e 00 00 00 12 00 00 11 18 00 00 10 17
d'inhibition
(mm)
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Figure 38 : Activité antibactérienne des échantillons de miel et leurs dilutions vis a vis
d’Escherichia coli (ATCC 25922) par méthode de diffusion en puits.

Tableau XVI : Résultats de la méthode de diffusion en puits, reflétant la sensibilité du

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) aux différentes dilutions des trois échantillons de miel.

Echantillon

de miel

El

E2

E3

Dilution

25%

50%

75%

100%

25%

50%

75%

100%

25%

50%

75%

100%

Diamétre
d'inhibition

(mm)

00

Image

16

17

28

10

21

25

32

00

19

26

30
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Figure 39 : Activité antibactérienne des échantillons de miel et leurs dilutions vis a vis du

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) par méthode de diffusion en puits.

Tableau XVII : Résultats de la méthode de diffusion en puits, reflétant la sensibilité du

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) aux différentes dilutions des trois échantillons de miel.

Echantillon

. El E2 E3
de miel
A B C D A B C D A B C D
Dilution
25% | 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100% | 25% | 50% | 75% | 100%
Diameétre
L 00 00 10 20 00 00 18 20 00 00 00 23
d'inhibition
(mm)
Image

E
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Figure 40 : Activité antibactérienne des échantillons de miel et leurs dilutions vis a vis du

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) par méthode de diffusion en puits.

D'apreés les résultats de la Méthode de diffusion en puits précédemment cités :

o Pour Escherichia coli (ATCC 25922), toutes les dilutions A et B des 3 échantillons n'ont

pas présenté un effet antibactérien, I'échantillon E1 n'a montré d'activité qu'a I'état pur
(100 %), les diamétres d'inhibition oscillent entre 10 et 11 mm pour la dilution a 75 % et
de 12 a 18 mm pour le miel pur, I'échantillon E2 ayant été le plus active avec des

diameétres de 11 mm et 18 mm respectivement pour le miel & 75% et le miel pur.

Pour Staphylococcus aureus (ATCC 25923), E1 et E3 ont présenté une activité
antibactérienne pour les Dilutions : B, C, D. E2 en a présenté pour toutes les
concentrations. Les diametres d'inhibition oscillent entre 10 et 32 mm toute concentration
confondue, I'échantillon E2 ayant donné le plus grand diametre de 32 mm (miel non
dilugé).

Pour Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), toutes les dilutions A et B des 3
échantillons n'ont pas présenté un effet antibactérien, I'échantillon E3 n'a montré
d'activité qu'a I'état pur (100%), les diameétres d'inhibition oscillent entre 10 et 18 mm
pour la dilution a 75 % et de 20 a 23mm pour le miel pur, I'échantillon E2 ayant donné le

plus grand diameétre de 23 mm (miel non dilugé).
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2.2. Résultats de I'évaluation quantitative de ’activité antibactérienne des échantillons de
miel

«» Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice « CMI »

Les dilutions correspondantes a la CMI (mg/ml) sont exprimées dans le tableau XVIII.

Tableau XVII1 : Résultats des CMI (mg/ml) pour les souches bactériennes testées
Echantillon
: El E2 E3
de miel
Germe
Escherichia coli 256 256 256
Pseudomonas
: 256 256 256
aeruginosa
Staphylococcus
128 128 128
aureus

o Pour Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, il y a eu une croissance bactérienne
visible & l'ceil nu pour le tube du témoin + ainsi que pour les tubes ayant une
concentration allant de 32mg/l a 128mg/l ; celle-ci est devenue absente a partir d'une
concentration de 256mg/l. Les CMI sont donc de I’ordre de 256mg/l pour les trois

échantillons de miel.

o Pour Staphylococcus aureus il y a eu une croissance bactérienne visible a I'eeil nu pour le
tube du témoin + ainsi que pour les tubes ayant une concentration allant d 32mg/l a
64mg/l ; celle-ci est devenue absente a partir d'une concentration de 128mg/l. La CMI est

donc de I’ordre de 128mg/1 pour les trois échantillons de miel.
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Figure 41 : Résultat de la CMI (128mg/ml) pour Pseudomonas aeruginosa (lecture par
comparaison au témoin +).

Figure 42 : Résultat de la CMI (128mg/ml) pour Staphylocoque aureus (lecture par comparaison
au témoin +).

E
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» Concentration minimale bactéricide (CMB)
Pour un germe donné, la CMB correspond a la concentration minimale détruisant au moins
99,99% des bactéries d’un inoculum (< 0,01% de survivants) et donc dans notre cas, a la dilution
minimale a laquelle les milieux de culture (ensemenceés par les dilutions supérieures ou égales a

la CMI) ne présentent pas de croissance visible a I’ceil nu.

Les résultats sont exprimés dans le tableau XIX.

Tableau XIX : Résultats des CMB (mg/ml) pour les souches bactériennes testées

Echantillon

. El E2 E3
de miel

Germe

Escherichia coli

Pseudomonas

aeruginosa
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256

i )

Staphylococcus

aureus

o Pour Escherichia coli il y a eu une culture bactérienne pour les milieux correspondants
aux dilutions 256mg/l et 512mg/l (pour les miels E1 et E3) la CMB est donc supérieure a
512mg/ml. Pour le miel E2 aucune croissance visible n’a été observée pour les milieux
correspondants aux dilutions 256mg/l et 512mg/ml dans ce cas la CMB=CMI est de

I'ordre de 256mg/ml.

o Pour Pseudomonas aeruginosa il y a eu une culture bactérienne pour les milieux
correspondants aux dilutions de 256mg/Il (pour les miels E1 et E2) la CMB est donc de
l'ordre de 512 mg/ml. Pour le miel E3 aucune croissance visible n’a été observée pour les
milieux correspondants aux dilutions 256mg/l et 512mg/ml dans ce cas la CMB=CMI est
de I'ordre de 256 mg/ml.

o Pour Staphylococcus aureus il y a eu une culture bactérienne pour les milieux
correspondants aux dilutions de 128mg/l (pour le miel E1) la CMB est donc de I'ordre de
256 mg/ml. Pour les miels E3 et E2 aucune croissance visible n’a été observée pour les
milieux correspondants aux dilutions 128mg/ml, 256mg/l et 512mg/ml dans ce cas la
CMB=CMI est de I'ordre de 128 mg/ml.
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1.Analyse physico-chimique des échantillons de miel
1.1. Taux d’humidité

La teneur en eau est un critére de qualité utilisé essentiellement pour estimer le degré de maturité

du miel, et renseigne sur la stabilité du produit contre la fermentation durant la conservation.

Les réglementations internationales CEU (Counsil of-European Union), TSE (Turkish Standard
Institute) et CODEX ALIMENTARIUS qui fixe un maximum de 21%. (Sib, 2007).

La teneur en eau du miel peut étre affectée par de nombreux parameétre dont la saison de récolte
(printemps et ét¢), I’humidité initiale du nectar et du miellat, le degré de maturité atteint, ainsi

que I’origine géographique (Nanda et al., 2003)

La faible teneur en humidité protége le miel de la contamination microbiologique et donc il peut

étre conservé pendant des périodes plus longues (EI-Sohaimyet al., 2015).

L’analyse de 15 échantillons de miels a donné des valeurs comprises entre 14 et 18%, avec une
valeur moyenne de 15,55% pour les miels locaux et 17% pour les miels importés, par YOUNES
CHAQOUCHE et al. (Mémoire algérien, 2018).

Selon Chibane et Djillali (Thése Algérienne, 2007), en analysant des miels d’origines diverses,
les valeurs obtenues varient entre 13 a 19,2% avec une moyenne de 17%. L’étude effectuée par
Amrouche et Kessi (Thése Algérienne, 2003) sur les miels algériens a révélé des valeurs

comprises entre 15,0 et 22,6% avec une moyenne de 17,7 %.

Nos trois échantillons de miel utilisés dans cette étude présentent une teneur en eau a 20°C
comprise entre 16 et 18% ce qui est conforme aux normes internationales et comparable aux
résultats des études précédemment citées. Ces taux d’humidité indiquent que ces miels ont un
bon degré de maturité et sont inclus dans la gamme approuvée par ces réglementations
internationales. Ces résultats sont révélateurs d’un bon stockage des échantillons de miels

étudiés.
1.2. Degrés Brix et densité

Le degré Brix du miel indique la quantité de matiéres séches (en g) contenue dans 100 g de miel
refroidi a 20°C. Il existe donc une légere différence entre le taux de sucres et le pourcentage de
matiére séche d’un miel. Plus le miel est minéralisé, plus il contient de matieres autres que des
sucres et plus D’écart entre le véritable pourcentage de matiére séche (degré Brix) et le

pourcentage de sucre risque de devenir appréciable.

=
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Les trois echantillons de miel utilisés dans cette étude présentent des valeurs de degrés de Brix a
20°C tres proches, comprises entre 80 et 83.5 °. Ces valeurs pourront étre comparées par la suite

aux taux de sucre.

Les valeurs de densité obtenues varient entre 1.41 et 1.42, nos résultats répondent aux normes de

I’association frangaise de la normalisation qui sont de 1.39 a 1.52.

1.3. pH

Le Codex Alimentarius (2001) et les Directives européennes 2014/63/UE (Conseil de 1’Union
européenne et Parlement européen, 2014) ne citent aucune valeur de référence pour le pH mais

on le retrouve dans la littérature comme indicateur de l'origine botanique.
Le pH se situe entre 3,5 et 4,5 pour les miels de nectar et entre 4,5 et 5,5 pour un miel de miellat.

Les valeurs de pH obtenues a 20°C varient entre 3.7 et 4.11, ce qui indique que les trois
échantillons de miel analysés sont des miels de nectar.

Tous les miels présentent un pH acide mais, qui peut considérablement varier d’un miel a I’autre.
Une plage de fluctuation du pH allant de 2,25 a 5,5 est obtenue par Terrab et al. (2002) et
Achouri et al. (2015).

Le pH de 15 échantillons de miels analysés oscille entre 3,75 et 5,44 avec une moyenne de 4,29
pour les miels locaux et 4,27 pour les miels importés, résultats obtenus par YOUNES
CHAQOUCHE et al. (Mémoire Algérien, 2018).

Le pH dépend de la richesse du miel en acides organiques, tels que les acides gluconiques,
pyruviques, maliques et citriques, et en éléments minéraux (Cavia et al., 2007).

1.4. Conductivité électrique

La conductivité électrique représente un bon critére pour la détermination de l'origine botanique
du miel. Cette mesure dépend de la teneur en minéraux et de I'acidité du miel, plus elles sont

élevées, plus la conductivité correspondante est élevée (Mazrou, 2008).

La conductivité électrique du miel de miellat est supérieure a 0,8 mS/cm et celle de nectar est
inferieur a 0,8 mS/cm. Elle est d’autant plus élevée que sa teneur en substances minérales est

élevée (Bogdanov, 2005).
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Les résultats de conductivité électrique des trois échantillons de miel analysés a 20°C varient

entre 0.2 et 0.8mS/cm ce qui signifie que ce sont des miels de nectar.

L’analyse de la conductivité électrique de 15 échantillons de miel a donné quatorze résultats
inférieurs & 0.8mS/cm ainsi qu’un résultat supérieur a 0.8mS/cm, par YOUNES CHAOUCHE
et al. (Mémoire Algérien, 2018).

1.5. Acidité Libre

Les valeurs de I’acidité libre obtenues varient entre 3 et 5 méq/kg. Ces valeurs sont inférieures a

la norme maximale fixée par le Codex Alimentarius (2001) qui est de 50 még/kg.

Ces résultats sont également moindres par rapport a ceux obtenues par Finola et al., 2007,
Ozcan et al., 2006, et se rapprochent de certains échantillons de Tizi-Ouzou étudiés par

Kantaoui et Kherraz (These Algerienne 2016).

Le miel contient une large gamme d’acides issus pour certains du nectar directement, pour
d’autres de réactions enzymatiques et de fermentations (Lequet, 2010). Elle est due
particulierement a I’acide gluconique et a quelques ions inorganiques comme les phosphates et

les sulfates.

La variation des résultats obtenues par ces études dans les différents miels peut étre attribuée a
I'origine florale ou a des variations de la saison de la récolte (Pe'rez-Arquillue et al. 1995).
L'acidité naturelle du miel s'accroit avec le vieillissement du miel, lorsqu’il est extrait de rayons

avec de la propolis et notamment lorsqu'il s'altére par fermentation (Horn et Lullman, 1992).

1.6. Teneur en sucres réducteurs

Le dosage en sucres réducteurs des trois échantillons de miel analysés révele des valeurs qui
oscillent entre 62 et 68%. Ces valeurs correspondent aux normes fixées par le Codex

Alimentarius qui exige une teneur en sucres réducteurs supérieure a 60%.

Les résultats obtenus se rapprochent de la teneur en sucres réducteurs des miels d’origine
marocaine (O. BELHAJ et al, 2015), et de la teneur en glucose+fructose de chaque variété de
miel d’El Taref, d’Annaba, de Skikda, de Soukahress et de Tebessa (AMRI A, 2006).

Ce paramétre est considéré comme étant un indicateur de conservation. Pour le miel, la présence
de grande quantité de sucres réducteurs (glucose + fructose) traduit I'aptitude du produit a

devenir hygroscopique (EXAMA, 1995). Le fructose est largement responsable de

=
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I’hygroscopicité du miel. Le glucose, quant a lui, est le principal responsable de la cristallisation
(Manikis etcol. ,2001).

1.7. Saccharose

Le taux de saccharose de nos echantillons de miel se situe entre 1.9 et 2.85%, ce qui répond aux

recommandations établies par le codex Alimentarius qui fixe une limite maximale de 5%.

Ces valeurs se rapprochent du taux moyen de saccharose de quatre miels marocains qui est de
2.62 % (O. BELHAJ et al, 2015), et sont supérieures au taux de saccharose infime retrouvé

dans le miel d’eucalyptus de Tlemcen qui est de 0.3705 % (Bennameur A, 2014).

Le miel est produit par les abeilles a partir du nectar sucré des fleurs. Par conséquent le miel
devrait étre riche en saccharose, ce qui n'est pas le cas. En effet, le saccharose préleve par les
abeilles sur les fleurs, passe par leur jabot ou se trouvent les enzymes capables de transformer le
sucre en glucose et fructose. Ainsi le miel est pauvre en saccharose mais tres riche en glucose et
fructose, directement assimilables quand on I'absorbe. Le miel est en quelque sorte pour I'hnomme
du sucre prédigéré (Benameur A, 2014).

Une teneur plus élevée en saccharose observée dans un échantillon du miel pourrait étre attribuée
a des raisons telles que la suralimentation des abeilles avec du sirop de saccharose, la
falsification ou la récolte precoce de miel, le saccharose n’étant pas été entiérement transformé
en glucose et fructose (Anklam, 1998 ; Azeredo et al., 2003 ; Guler et al., 2007).

1.8. HMF (Hydroxymethylfurfural)

L’analyse spectrométrique des échantillons de miel révéle des teneurs en HMF qui sont situées
entre 7.03 et 10.32 mg/kg.

La teneur en HMF des miels E1, E2 et E3 sont conformes a la norme fixée par le Codex

Alimentarius (2001) qui est d’une valeur maximale de 60 mg/kg.

Ces valeurs sont proches de celles obtenues apres analyse des miels d’Eucalyptus, Caroube et de
Zegoum marocains, le miel de thym présente la teneur la plus élevée qui est de 100mg/kg ce qui
signifie que le miel a été chauffé (O. BELHAJ, 2015).

Les échantillons de miels analysés par MEZHOUD 1 (2013) contiennent un taux d’HMF

Iégerement supéricur aux résultats qu’on a obtenu avec une moyenne de 14.89 mg/kg.




PARTIE EXPERIMENTALE DISCUSSION

La teneur en HMF augmente naturellement lors du stockage a cause de la decomposition de

fructose catalysée par un acide ou par traitement thermique [65].

Par contre le chauffage du miel 1’accélére énormément et ce quel que soit la nature du miel, ce

qui fait de lui le critere le plus important et le plus fiable pour détecter les miels surchauffés [66].
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2. Evaluation de Dactivité antibactérienne des échantillons de miel

2.1. Evaluation qualitative de ’activité antibactérienne des échantillons de miel

La sensibilité des bactéries aux différentes concentrations des échantillons de miels, est
déterminée selon le diameétre du halo d’inhibition obtenu par méthode de diffusion sur gélose
(par disques et par puits) présenté par les Tableaux XX et XXI. Le seuil de sensibilité utilisé

pour la lecture :
Germe résistant (R) <10 mm
Germe sensible (S) > 10 mm

Germe de sensibilité intermédiaire (1) =10 mm

Tableau XX : Récapitulatif des diamétres d'inhibition (mm) obtenus par I'aromatogramme.

Miels El E2 E3

Souches

25% | 50% | 75% | 100 | 25% | 50% | 75% | 100 | 25% | 50% | 75% | 100
% % %

Escherichia coli
00 00 00 14 00 00 00 1 00 00 00 19
(ATCC 25922) 6

RYIKR®R|IR®RIE | R |IER|RIIE (R |R®R|E®IE

Staphylococcus
aureus (ATCC 00 00 00 18 00 00 00 24 00 00 00 30

25923) R IR R [ R [R |® [ R R R 6

Pseudomonas 00 00 11 21 00 00 15 22 00 00 11 20

ey B ® 1O O (® (® e 6 ® R [ O
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Tableau XXI : Récapitulatif des diamétres d'inhibition (mm) obtenus par la méthode de diffusion par puits.

Miels El E2 E3

Souches

25% | 50% | 75% | 100 | 25% | 50% | 75% | 100 | 25% | 50% | 75% | 100%
% %

Escherichia coli
(ATCC 25922)

00 00 00 12 00 00 11 18 00 00 10 17
RIRP[E®IO6 ® ®|e® ® | ®| OO

Staphylococcus

aureus (ATCC
25923) 00 | 16 | 17 | 28 | 10 | 21 | 25 | 32 | 00 | 19 | 26 30
R) [(S) |(S) |5 m{©S [ [ [R) [(S [ |
Pseudomonas
aeruginosa 00 | 00 | 10 | 20 | 00 | OO | 48 | 20 | 00 | 0O | 11 | 23

(ATCC 27853)
R R M [ R R [ [ R R [R [

D'aprés les résultats présentés par les Tableaux XX et XXI on constate que 1’action du miel sur
les trois germes testés varie d’une part selon 1’échantillon de miel et sa concentration et d’autre
part selon la souche bactérienne. On remarque également que la technique de diffusion en puits
présente de meilleurs résultats que l'aromatogramme ce qui peut étre expliqué par une moins

bonne diffusion du miel par la méthode des disques.

Pour les deux techniques de diffusion sur gélose, les trois échantillons de miel ont montré un
extréme effet inhibiteur sur Staphylococcus aureus et un peu moins sur

Pseudomonas aeruginosa, alors que l'activité inhibitrice est encore moindre sur Escherichia coli.

@
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Il apparait donc que Staphylococcus aureus (Gram +) présente une grande sensibilité vis-a-vis
des miels analysés, avec un diamétre d'inhibition assez grand pouvant aller jusqu'a 32mm de
diamétre (miel d’Eucalyptus : E2 & 100%) ce qui est plus élevé que les diametres obtenus avec

les antibiotiques testes par I'antibiogramme (Annexe VIII).

Des résultats similaires ont été rapportés dans 1’étude de Sib A., (2007) ou I’activité
antibactérienne du miel a été testé sur Staphylococcus aureus (ATCC 25923), les zones

d’inhibitions trouvées oscillent entre 29.34 mm et 34 mm.

Les travaux de ATAMNA et al (2017) montrent une inhibition de Staphylococcus aureus a
partir d'une concentration de miel de 25% pour des diameétres allant de 20 a 28 mm, résultats qui
confirment la sensibilité de cette bactérie au miel. Plusieurs autres études vont également dans ce
sens montrant des zones d’inhibitions importantes, exemple : Allen et al, (1991) ; Molam et al,
(1998).

Pour Pseudomonas aeruginosa les miels ont été assez actifs avec des diametres d'inhibition
allant de 10 mm a 23mm pour les concentrations (75% et 100%) ce qui correspond aux résultats
trouvés par Kerdouci et al (2013) qui pour les mémes concentrations de miel (75% et 100%)
donne des diametres allant de 8 a 23 mm, les travaux de Hafsaoui et al (2019) montrent

également des diametres d'inhibition moyen de 20 mm.

Escherichia coli est la moins sensible des bactéries testées avec des zones d'inhibition ne
dépassant pas 19mm, les miels ayant été vraiment actifs qu'a I'état pur, ces résultats ne sont pas
loin de ceux obtenus par Bouchama et al (2015) avec des diameétres d'inhibitions moyens de 15

mm.

L'étude de Tifouti et al (2018) sur I'activité antibactérienne du miel testé sur Escherichia coli
montre des résultats comparables aux nétres : le miel posséde un effet inhibiteur a I'état pur sur la

croissance bactérienne avec des diametres allant de 10 a 23 mm.

Les résultats de la présente étude ont montré que Staphylococcus aureus qui est une bactérie a
Gram positif était plus sensible qu’Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa qui sont des

bactéries a Gram négatif.

Cette sensibilité plus marquée des Gram (+) par rapport aux Gram (-) vis-a vis du miel a déja été
observée dans plusieurs etudes antérieures, elle peut étre attribuée a la différence de structure

membranaire des trois souches. En effet, la paroi cellulaire des bactéries a Gram+ est constituée

&
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d’une seule couche alors que celle des Gram- est plus complexe car possédant une structure

multicouche laissant difficilement pénétrés les substances actives (Annexe 1X) [67].

Les résultats obtenus montrent clairement que toutes les souches bactériennes testées sont
sensibles a I'action inhibitrice des trois échantillons de miel, avec des différences d’un type a un
autre et d’une souche & une autre, ce qui montre le large spectre d'action du miel. Cet effet
antibactérien est plus important avec les échantillons non dilués, il diminue avec des dilutions

successives.

Cette activité antibactérienne est sujette a controverse. Plusieurs hypotheses ont été avancées

pour expliquer ce phénomene :

e Gréce a sa composition, le miel est un milieu défavorable aux microorganismes. Cette
solution concentrée de glucides retire, apreés absorption, 1’eau indispensable a la vie
d’agents pathogeénes.

e De plus, son degré d’acidité, et la valeur de pH le plus souvent faible inhibe la
multiplication des bacteéries.

e En outre, le peroxyde d’hydrogene est considéré comme la principale inhibine du miel.

e Le miel contient la défensine-1, un peptide antimicrobien qui a été déja isolée de la gelée
royale produite par les jeunes ouvriéres. Ce peptide contribue de maniére significative a

[’activité antibactérienne du miel.

L’interaction complexe d’espéces végétales, physiologie végétale, les conditions de croissance,
les variations saisonnieres et la physiologie des abeilles rendent difficile de prédire si oui ou non

un échantillon de miel donné est susceptible d’avoir une activité antimicrobienne [39].

2.2. Evaluation quantitative de I’activité antibactérienne des échantillons de miel

L’activité intrinseque des echantillons de miel a été évaluée selon le ratio CMB/CMI présenté
dans le Tableau XXII.

Sachant que : Si CMB/CMI < 2 I’effet est bactéricide.
Si CMB/CMI 4 a 16, I'effet est bactériostatique.

Si CMB/CMI >16 la bactérie est tolérante [68].

0
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Tableau XXI1 : Evaluation de I'effet antibactérien intrinséque des échantillons de miel avec le
ratio CMB/CMI
Echantillon
dame El E2 E3
Care CMI | CMB [CMB/| CMI | CMB |[CMB/| CMI | CMB | CMB/
(mg/ml) | (mg/ml) CMI (mg/ml) | (mg/ml) CMI (mg/ml) | (mg/ml) CMI
Escherichiacoli | 256 | >512 | >2 | 256 | 256 1 256 | >512 | >2
/ Bactéricide
SRS 256 512 2 256 512 2 256 256 1
aeruginosa
Bactéricide Bactéricide Bactéricide
Staphylococcus 128 256 2 128 128 1 128 128 1
aureus
Bactéricide Bactéricide Bactéricide
Apreés l'analyse des résultats du Tableau XXII il apparait donc que Staphylococcus aureus

présente une plus grande sensibilité aux miels que les deux autres bactéries, avec des CMI de
l'ordre de 128mg/ml et des CMB entre 128 et 256mg/ml, l'effet inhibiteur des miels sur

Escherichia coli restent le plus faible ce qui confirme les résultats obtenus par méthode de

diffusion sur gélose.

KWAKMAN et al. (2008) ont étudié¢ ’effet d’un échantillon de miel médical « REVAMIL »
vis-a-vis des bactéries : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli

Aprés 24 heures, toutes les souches ont été tuées avec une concentration comprise entre

128mg/ml et 512 mg/ml : résultats qui sont comparables aux notres
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AHMED et al. (2012) ont rapporté des résultats de CMI de I’ordre de 896mg/ml et de
512mg/ml- 1024 mg/ml vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli

respectivement : valeurs supérieures a ceux trouvées lors de notre étude.

Les travaux de Bouchama et al. (2014) portant sur l'activité antibactérienne des produits de la
ruche montrent des résultats différents de ceux trouvés lors de notre étude avec des CMI et CMB

de I'ordre de 256 mg/ml pour Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

En évaluant les ratios CMB/CMI (Tableau XXII), il a été constaté que les trois échantillons de
miel avaient détruit Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa leur effet sur ces
bactéries est donc bactéricide, contrairement a Escherichia coli pour laquelle seul le miel
d’Eucalyptus (E2) a été bactéricide, pour le miel de Thym E1 et le miel toutes fleurs E3 la CMB
n’ayant pas pu étre déterminée (CMB>512mg/ml) du fait de la présence de culture bactérienne a

une concentration de 512mg/ml, le rapport CMB/CMI n’est donc pas interprétable.

Dans I'ensemble notre étude a abouti a des résultats qui concordent avec les travaux présents
dans la littérature.

On note toutefois une légeére divergence avec quelques études, cette variation peut étre attribuée
a la composition et l'origine florale de chaque miel, en effet chaque miel mono floral, se

caractérise par des propriétés thérapeutiques propres a lui. Ce qui explique également la
différence de sensibilité des germes vis a vis des miels testés dans notre étude.

D’autres facteurs influent également sur la composition et la nature du miel, donc sur ses effets

thérapeutiques, tels que :

e | ’age de I’abeille (le miel de l'abeille jeune est particuliérement clair et moins concentré
par apport a celui de I’abeille la plus agée)

e Lanature des fleurs de nutrition de I’abeille et 1°origine florale de 1’alimentation

e Le climat de I’environnement, la saison de 1'élevage de I’abeille et le mode d’extraction de
miel

e La durée et les conditions de conservation, telles que la température et la lumiére qui

conditionnent l'activité des enzymes de miel et leur efficacité [39].

Dans le cadre de la présente étude, des contraintes et difficultés peuvent étre soulevées :

o La principale contrainte est la nature visqueuse du miel qui engendre des difficultés de

diffusion et d'homogénéité des dilutions et préparations, afin d'optimisé la solubilité du

&
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miel un solvant organique le DMSO aurait pu étre utilisé mais celui-ci présente une
activité antibactérienne susceptible de fausser les résultats obtenus.

o Chaque miel étant unique de par son origine botanique et florale, ses propriétés
thérapeutiques et donc antibactériennes le sont également et difféerent d'un miel a l'autre

d'ou la divergence de nos résultats avec certaines études.
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Le miel est un composé biologique trées complexe, d'une grande diversité, lui conférant une
multitude de propriétés : nutritionnel, thérapeutique et antimicrobienne trés intéressante a

exploiter au profit de la médecine curative et préventive.

L'Algérie possede une diversité végétale et des conditions climatiques favorables pour les
abeilles ce qui lui donne l'avantage d'avoir un miel de bonne qualité et de différents vertus

nutritionnels et thérapeutiques.

Notre étude a été réalisée afin de mettre en évidence l'activité antibactérienne in vitro

d'échantillons de miel récolté dans trois régions du pays (Thessa, Tizi-Ouzou, Chlef).

Cependant, une premiéere étape a tout d'abord été effectuée avec différentes analyses physico-
chimiques pour assurer la caractérisation et la qualité du miel étudie, les résultats obtenus nous
permettent de constater que nos miels s’accordent avec les normes établies par le codex
alimentarius, notamment le taux d’humidité et I'acidité libre critéres importants pour connaitre les
conditions de stockage et de fermentation du miel, pour qui les résultats ont été conformes aux
normes, ainsi que la conductivité électrique et le pH qui nous ont permis de confirmer que les

échantillons étudiés sont des miels de nectar.

Les valeurs de saccharose et de sucres réducteurs répondent aux recommandations du Codex
Alimentarius ce qui prouvent que les miels analysés ne sont pas falsifiés, les valeurs trouvées

pour I'HMF qui est un indice de fraicheur sont également conformes.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des échantillons de miel a été réalisée in vitro sur une
gamme de microorganismes de référence (ATCC) fournis par le service de Microbiologie du
CHU Nedir Mohammed.

Les résultats de I’aromatogramme montrent clairement que le miel est doté d’un large spectre
d’activité inhibitrice sur les souches bactériennes a Gram+ et & Gram-, tous les germes testés ont
¢été sensibles avec une certaine variabilité d’un échantillon de miel a un autre et d’une souche a
une autre, Cet effet antibactérien est plus important avec les échantillons non dilués, il diminue

avec des dilutions successives.

On constate que le pouvoir antibactérien du miel est plus marqué pour les souches a Gram+
notamment le miel d’Eucalyptus (E2) qui a présenté des diameétres d'inhibition pouvant aller
jusqu'a 32 mm vis-a-vis du Staphylococcus aureus surpassant les diametres trouvés avec

I'antibiogramme, I'effet du miel sur Pseudomonas aeruginosa est assez important, I’activité
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inhibitrice est moindre pour Escherichia coli qui s'est avéré le germe le moins sensible de notre

étude.

Les résultats de la CMI et CMB a montré l'effet bactéricide des trois miels analysés sur
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, seul le miel E2 a présenté un effet

bactéricide sur Escherichia coli.
Les résultats de la présente étude ouvrent plusieurs perspectives, il serait donc intéressant de :

o Approfondir I'étude de I'activité antimicrobienne sur d'autres espéces pathogenes.

o Etude de la synergie d’action avec les antibiotiques.

o Reéalisation d'essais clinique pour I'évaluation in vivo de l'activité antimicrobienne du
miel.

o Synthétiser des produits pharmaceutiques et cosmétologique a base de miel

o Introduire les formulations a base de miel en milieu hospitalier.

o Approfondir I’étude de I’activité antimicrobienne sur d’autres types de miels.

o Etude de I’activité cicatrisante du miel sur les plaies purulentes ou infectées.

&
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Annexe | : Composants du réfractométre Chincan FG 116.

Vis de calibration Mise au point

Plaque d’étalement du liquide, / Occulaire
Prise de lumiére '
Zone d’analyse

L Prisme de Fiint Poignée anti-dérapante

Annexe Il : pH-métre.
Définition :
Le pH-metre est un appareil permettant de mesurer le pH d'une solution. Il est constitué de

deux éléments : un boitier électronique qui affiche la valeur du pH et une électrode qui

mesure cette valeur.
Fonctionnement :

Le fonctionnement du pH-métre est basé sur le rapport entre la concentration en ions HzO"et
la différence de potentiel électrochimique qui s'établit dans I'électrode de verre.
En général cette électrode est une électrode combinée, c'est-a-dire qu'elle est constituée de
deux électrodes : une dont le potentiel est connu et constant et l'autre dont le potentiel varie
avec le pH. Le potentiel entre ces deux électrodes est nul a pH=7. On peut alors déterminer la
valeur du pH par corrélation car la différence de potentiel entre les deux électrodes évolue

proportionnellement au pH.
Etalonnage

Le pH-meétre est étalonné avant chaque campagne de mesures avec deux solutions tampon.
Selon les mesures a effectuer, on étalonne par exemple par une solution de pH=7 puis par une
solution de pH=4 pour faire des mesures en milieu acide, ou par une solution de pH=7 puis
une solution de pH=10 pour des mesures en milieu basique. Les valeurs des mesures sont
idéalement comprises entre les deux valeurs de pH des solutions tampon utilisées (les valeurs
de pH=4, 7 et 10 sont les plus communément rencontrées parmi les solutions tampon).
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Annexe 111 : Conductimétre.
Définition :
Un conductimétre est un appareil permettant de mesurer la conductivité d'une solution. Il est

constitué de deux parties : un boitier électronique qui affiche la valeur de la conductivité et

d'une cellule qui mesure cette valeur.
Fonctionnement :

La mesure de la conductivité se fait en courant alternatif pour éviter la polarisation des
électrodes. L'appareil mesure la tension aux bornes d'une cellule plongeant dans la solution a

étudier et I'intensité du courant qui y circule.

Les cellules sont en général formées de deux plaques conductrices paralléles de section S,
séparées par une distance I. Le rapport S/I,K, est appelé constante de cellule et dépend de la

cellule. Il permet de passer de la conductance G a la conductivité c.
G=1/R=0c/K

G est la conductance en S, R est la résistance en Q et K est la constante de cellule en m. Pour
une cellule donnée, la conductance et la conductivité sont donc proportionnelles. L'appareil

peut afficher la conductance ou directement la conductivité.
Etalonnage :

Pour étalonner le conductimeétre on peut utiliser des solutions étalons ou des solutions dont la

conductivité est connue. En général on utilise une solution de Kcl.

-
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Annexe IV : Table de conversion des sucres en mg

sucre en cuivre en sucre en cuivre en sucre en cuivre en
m m m mg m m
. 1o 204 40 775 70 1298
11 24 4 793 71 1314
.12 43 42 811 72 1331
13 263 43 829 73 1347
14 283 4 847 T4 1363
15 302 45 84 75 1379
.18 22 46 882 76 1396
17 342 47 900 77 1412
.18 %2 48 018 78 1428
19 381 49 936 719 1445
20 401 50 954 80 1461
21 420 51 971 8 1417
2 439 52 99 8 1493
23 458 53 1006 8 1509
24 477 54 1023 84 1525
25 496 55 1041 8 1540
26 515 56 1058 8 1556
27 534 57 1076 8 1572
.28 555 58 1093 8 1588
29 572 59 1111 8 1604
% 591 60 1128 90 1620
31 60,9 61 1145 91 163,6
. %2 628 62 1162 92 1652
33 64,6 63 1179 93 166,7
.34 665
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Annexe V : Table de correspondance des sucres invertis

sSucre en
mg
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

cuivre en

mg

20,6
22,6
24,6
26,5
28,5
30,5
32,5
34,5
36,4
38,4
40,4
42,3
44,2
46,1
48,0
49,8
51,7
53,6
55,5
57,4
59,3
61,1
63,0
64,8
66,7
68,5
70,3
72,2
74,0
75,0

sucre en
mg
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

cuivre en
mg
77,7
79,5
81,2
83,0
84,8
86,5
88,3
90,1
91,9
93,6
95,4
97,1
98,8
100,6
102,5
104,0
105,7
107,4
109,2
110,9
112,6
114,3
115,9
117,6
119,2
120,9
122.6
124,2
125,9
127,5

Sucre en
mg
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

cuivre en
mg
129,2
130,8
132,4
134,0
135,6
137,2
138,9
140,5
1425
143,7
145,3
146,9
148,5
150,0
151,6
153,2
154,8
156,4
157,9
159,5
161,1
162,6
164,2
165,7
167,3
168,8
170,3
171,9
173,4
175,0
176,5

=



ANNEXES

Annexe VI : Action de I'invertase sur le saccharose

Invertase
Saccharose + Hp0 w D-Glucose +  D-Fructose
(dextrose) (levulose)
HO | |
4 OH Y
HO
— -
HO H_o
HO
HO H
Ho oy
OH
H OH

Fru

Annexe VII : Formation de I'nydroxyméthylfurfural

O O

AN AN
O —— HO

N

-|'|20 ———)
— HO <« o
OH mOH
OH OH

D-Fructose 1,2-Enediol 3-Deoxyosone

l H,0

@]
AN

o
H 0O
0 HO o 0"‘* 0—
\ J — N\ )

5-Hydroxymethylfurfural

H

- OH
OH

1,2-Diulose
(3,4-Dideoxyosone)
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Annexe V111 : Résultats des antibiogrammes des souches bactériennes testees.

Résultats des antibiogrammes effectués pour Escherichia coli (ATCC 25922)

Antibiotique | TCC | NA | AMX | CL C CIP |[SXT| CN |CAZ| CZ | AK | NIT
testé
Diamétre 27 29 19 15 23 34 28 20 29 25 19 20

d'inhibition
(mm)

Résultats des antibiogrammes effectués pour Staphylococcus aureus(ATCC 25923)

Antibiotique | DO | TE CX | VA C CIP |[SXT | CN | CD | RIF | AK | TEI
testé
Diametre 31 30 30 22 25 31 30 29 27 29 25 19

d'inhibition
(mm)

Antibiotique | E FC K RP
testé

Diameétre 27 31 23 25
d'inhibition
(mm)

Résultats des antibiogrammes effectués pour Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Antibiotique | TCC | CN TI Pl CAZ | CIP | TOB | LE
testé
Diamétre 23 21 23 24 22 33 31 28

d'inhibition
(mm)

Abréviations des antibiotiques testeés :

AK : Amikacine

AMX : Amoxicilline
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C: Chloramphénicol

CAZ : Ceftazidime

CD : Clindamycine

CIP : Ciprofloxacine

CL : Colistine

CN : Gentamicine

CX : Cefoxitine

CZ: Cefazoline

DO:Doxycyline

E : Erythromycine

FC : Acidefusidique

K : Kanamycine

LE : Levofloxacine

NA : AcideNalidixique

NIT : Nitrofurantoine

Pl : Pipéraciline

RIF : Rifampicine

RP : Pristinomycine(Quinupristine -Dalfopristine)
SXT : Co-Trimoxazole = Triéthoprime+ Sulfaméthoxazol
TCC : Ticarciline + AcideClavulanique
TE : Tétracycline

TEIl: Teicoplanine

TI: Ticarciline

TOB: Tobramycine

VA: Vancomycine

\'ll
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Annexe IX : Structure membranaire des bactéries GRAM+ et GRAM-

Copyright € The McGraw-Hil Companies, Inc. Permission required for reproduction or display

Gram-Positive Gram-Negative
Up?(ek:holc acid
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% Résumé

Dans le cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle et naturelle en Algérie et la
situation actuelle ou les antibiotiques de synthése ont montré leurs limites face a 1’émergence des
résistances microbiennes, nous avons choisi d'étudier l'activité antibactérienne de trois
échantillons de miel récoltés dans différentes régions du pays. Pour cela on a d'abord procédé a
une analyse physico-chimique pour caractériser et assurer la qualité de nos échantillons, on a
ensuite évalué leurs activités antibactériennes vis-a-vis de souches bactériennes de référence. Les
échantillons de miel ont tous été conformes aux normes établies et se sont révélés actifs sur tous
les germes testés notamment vis a vis de Staphylococcus aureus pour qui le miel a donné des

diametres plus élevés que les antibiotiques testés.

Mots clés : Activité antibactérienne, Miel naturel, Analyse physico-chimique, Bactéries a

Gram+, Bactéries a Gram-.

«» Abstract

In the context of the valorization of traditional and natural medicine in Algeria and the current
situation where synthetic antibiotics have shown their limits toward the emergence of microbial
resistance, we chose to study the antibacterial activity of three honey samples collected in
different regions of the country. For this purpose, a physicochemical analysis was first carried
out to characterize and ensure the quality of our samples, after that, we evaluated their
antibacterial activities against reference bacterial strains. The honey samples were all in
accordance with established standards and were found to be active on all tested germs,
particularly against Staphylococcus aureus, for which the honey gave larger diameters than the

tested antibiotics.

Keywords: Antibacterial activity, Natural honey, Physicochemical analysis, Gram+ bacteria,

Gram-bacteria.




