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Résumé

La présente étude a pour objectifs 1’étude des caractéristiques polliniques, physicochimiques
(humidité, pH, Conductivité Electrique, HMF, et la couleur, sucres), biologiques et
microbilogiques de soixante quinze (75) échantillons de miel cru de la région de
Mostaganem. L’analyse pollinique quantitative et qualitative a été réalisée par dénombrement
sous microscope optique, Le dosage des sucres a été effectué par résonance magnétique
nucléaire. L’activité antibactérienne a été testée par méthode de diffusion sur gélose sur
quatre souches bactériennes pathogenes responsables de mammite bovine. Le dosage des
composes phénoliques (polyphénols totaux et les flavonoides totaux), ainsi que I’estimation
de I’activité antioxydante (DPPH) ont été évalués par spectrophotométrie. L’identification
phénotypique et génotypique de Lactobacillus isolés a partir des miels frais a été effectuée
ainsi que son pouvoir antibactérien a éte évalue par méthode des disques et méthode des
puits.

Les résultats de I’analyse pollinique révele que 29 miels sont « polyfloraux » et 46 sont
« monofloraux », répartis en cing (5) origines botaniques différentes (Eucalyptus, Citrus,
Genista t, Punica granatum, Daucus carota), 20 familles botaniques et 40 taxons ont éeté
détéctés. La moyenne de la densité en grain de pollen dans le miel est de 2,5x10*grains/g de
miel. La plus part des résultats physicochimiques correspondent aux normes établis par le
Codex Alimentarius. Statistiguement, une corrélation a été observée entre les teneurs en
polyphénols, les flavonoides, 1’activité antioxydante et la couleur. Les miels ont montré des
activités antibactériennes diversifiées. Lactobacillus plantarum et Lactobacillus pentosus
isolées a partir des miels possédent un pouvoir antibactérien.

Les miels dans la région de Mostaganem possédent des qualités palynologiques,
physicochimiques, biologiques et microbiologiques non négligeables dont la valorisation et la
certification pourrait étre confirmes via une labéllisation par un label des indications
géographiques protégées.

Mots clés : Miel, Mélissopalynologie, Physicochimique, Activité biologique, Lactobacillus,

Mostaganem.



Abstract

In order to characterize seventy-five (75) raw honey samples from the Mostaganem region,
collected during year 2019, mellissopalynological analyzes (quantitative en qualitative),
physicochemical (humidity, pH, electrical conductivity, sugars, hydroxymethyl-5-furfural,
color), biological and microniological properties were used.

The quantitative and qualitative pollen analysis was carried out by counting an optical
microscope, the dosage of sugars was carried out by nuclear magnetic resonance. The
antibacterial activity was tested by agar diffusion method on four pathognenic bacterial
starins responsible for bovine mastitis. The dosage of phenolic compounds (total polyphenols
and total flavonoids), as well as the estimation of the antioxidant activity (DPPH) were
evaluated by spectrophotometry. The phenotypic and genotypic identification of
Lactobacillus isolated from fresh honeys was carried out as welle as its antibacterial activity
was evaluated by disk method and well method.

The results of the pollen analysis record 29 polyfloral honeys and 46 monofloral honeys
divided into five (5) botanical origins (Eucalyptus, Citrus, Genista t, Punica granatum, and
Daucus carota), 20 botanical families and 40 taxa were detected. The average of density in
pollen grains in honey is 2,5x10%grains/g. Most of the physicochemeical results correspond to
the standards established by the Codex Alimentarius. Statistically, a correlation was observed
between the levels of polyphenols, flavonoids, antioxidant activity and color. Honeys have
shown divers antibacterial activities.

Lactobacillus plantarum and lactobacillus pentosus isolated from hneys have an antibacterial
power.

The honeys in the Mostaganem region have palynological, physicochemical, biological and
microbiological qualities that cannot be ignored, the valuation and certifation of which could
be confirmed by a label of protected geographical indications.

Keywords: Honey, Melissopalynology, Physicochemical, Biological activity, Lactobacillus,

Mostaganem
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Indroduction

Le miel est une substance naturelle qui accompagne 1’homme depuis la plus haute
antiquite, produite par les abeilles melliféres Apis mellifera a partir du nectar des fleurs ou
des exsudats darbres et des plantes (Liu et al., 2013), sursaturée en sucres avec la
combinaison des minéraux, enzymes, vitamines, composés organiques aromatisants, acides
amineés libres et nombreux composés volatils (Gorjanovic¢ et al., 2013; Kayode et Oyeyemi.,
2014). La composition, la couleur, I’arome et la saveur du miel dépendent de I’origine florale,
I’origine géographique, le climat et les espéces d’abeilles impliquées dans sa production
(Kadri et al., 2017).

En Algérie, D’apiculture est en pleine expansion. Ce phénoméne s’explique par
I’augmentation des apiculteurs agréés et le soutien apporté par le ministere d’agricutlture et
de deéveloppement rural a ces apiculteurs dans le cadre du programme FNRDA (Fonds
national de régulation et de développement agricole) lancé en 2001. L’élévage apicole est
pratiqué principalement dans le Nord du pays ou la flore mellifere fournit une miellée
pendant toute 1’année, notamment dans les régions montagneuses comme les Aures, la
Kabylie et le Dahra, ou encore dans les plaines littorales comme celle d’Oran, de
Mostaganem, de Relizane et dans les vallées des grands oueds comme le Soummam, 1’Oued-
el-Kebir. Différentes variétés de miel sont produites en Algérie, dont treize (13) variétés sont
recensés par le ministére de ’agriculture et du développement rural (miel d’agrumes (Citrus),
d’Eucalyptus (Eucalyptus globulus), de romarin (Rosmarinus officinalis t) , de lavande
(Lavandula angustifolia), de jujubier (Ziziphus lotus), d’euphorbe (Euphorbia t), de la carotte
sauvage (Daucus carota), d’arbousier (Arbutus unedo), de thym (Thymus t), de caroubier
(Ceratonia silliqua), de chardon (Silybium marianum), d’origan (Origanum vulgare), de

peganum (Peganum harmala) et miel de toutes fleurs du printemps.

Malgré une forte augmentation de la production nationale de miel au cours des dix
derniéres années (+85%) avec une quantité de 74420 quintaux/an, soit 176 grammes/an par
habitant (MADR, 2019), elle reste néanmoins trés inférieure par rapport a I’importance et
I’abondance du potentiel mellifére existant dans le pays, cela est due a plusieurs facteurs
notamment le changement climatique, 1’'usage des pesticides et les pathologies apicoles
(ITLEV, 2019). Par ailleurs, trois défaillances principales dans le pays caractérisent la
commercialisation du miel local : I’absence de législation nationale de commercialisation, le

manque de tragabilité dans la production et ’absence de mentions sur les critéres de qualité
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sur I’étiquetage de I’emballage ce qui conduit a la création d’un marché mal structuré.
D’autre part les laboratoires d’analyses de miel ne sont pas accrédités par ALGERAC
(Organisme algérien d’accréditation) en tant que laboratoires compétents cela constitue une
véritable contrainte au développement de la filiere car les organismes accrédités peuvent
controler le miel local et le miel importé et permettre aux producteurs nationaux d’exporter
leur production (ITELV, 2019).

Afin d’assurer au consommateur un miel authentique et de bonne qualité des normes
internationales ont été établis par le Codex alimentaire. L’authentification et la détermination
de I’origine botanique du miel est un processus complexe basé principalement sur I’analyse
mélissopalynologique, réalisés en laboratoire (Belay et al., 2017). Cependant, en Algérie les
appellations attribuées aux miels se font le plus souvent selon la connaissance des apiculteurs
des lieux de butinage de I’abeille en sources melliféres ce qui peut etre considéré comme une
fraude sur le plan international. Par ailleurs, I’analyse des paramétres physico-chimiques des
miels est également essentielle pour contrdler leur qualité et leur authenticité. Les parametres
tels que la conductivité électrique, la couleur, contribuent a l'identification et la confirmation
de I'origine florale d'un miel, tandis que d'autres tels que I'HydroxyMéthyl-Furfural (HMF), le
taux d’humidité, le pH et l'acidité, I’indice diastasique et les sucres déterminent sa qualité
(état de fraicheur) et sa stabilité dans le temps (Da Silva et al., 2016). Ces derniéres années
d’autres techniques d’authentification ont été mise en place notamment, le profil volatil
(Escriche et al., 2011 ; Oroian et al., 2015a), le dosage des sucres (Gasi¢ et al., 2015), le
dosage des mineraux (Bastista et al., 2012 ; Oroian et al., 2015b) et les caractéristiques

sensorielles (khalil et al., 2012).

Dans de nombreux pays, le miel occupe le premier rang dans la médecine traditionnelle
(Algarni et al., 2012), ¢’est 1’'un des principaux ingrédients utilisés comme reméde dans les
mélanges naturels (Algarni., 2011). La propriété curative du miel est due a sa composition
chimique (Arvanitoyannis et al., 2005), certains rapports mentionnent que le miel contient
plus de 200 composants (Kucuk et al., 2007). Par ailleurs, Le miel est de plus en plus utilisé
comme un médicament réputé et efficace par les praticiens de la médecine (Aljohar et al,
2018). En effet, il posséde diverses propriétés biologiques comme, Iactivité anti-
inflammatoire, antioxydante, antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire, antimutagene et

anticancéreuse et immunosuppressive (Bogdanov et al., 2008). Cela a été prouvé par des bons
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résultats cliniques, il existe également des explications rationnelles a ses actions

thérapeutiques (Sampath et al., 2010).

Durant les années précédentes, de nombreuses études ont montré que le stress oxydatif
provoque de nombreuses pathologies comme la formation de cancer, I’inflammation, le
vieillissement (Di Mascio et al., 1991), la pathogenése et la progression du diabéte (Lau et
al.,, 2013), maladies cardiaques, pulmonaires et optiques (Aras, 2006), maladies
cardiovasculaires, affaiblissement du systeme immunitaire, maladies dégénératives du
systemes nerveux (Diplock et al., 1998 ; Koca et Karadeniz, 2003). L’une des
caractéristiques du miel est sa richesse en antioxydants (Isla et al., 2009 ; Wilczyn, 2014).
Ces composeés antioxydants peuvent fonctionner comme une défense antioxydante cellulaire

endogéne contre les radicaux libres (Kelsey et al., 2010 ; Cardozo et al., 2013).

Les effets néfastes des antibiotiques synthétiques et chimiques encouragent 1’utilisation
des méthodes plus traditionnelles et naturelles (Can et al., 2015). Le miel contient des
quantités abondantes de composés antimicrobiens qui agissent soit en synergie soit
singulierement dont les plus connus le peroxyde d’hydrogéne, 1’acidité du miel, acides

phénoliques et la pression osmotique exercée par le miel (Isidorov et al., 2015).

Cependant, des études récentes ont identifié une nouvelle source d’activité
antimicrobienne dans le miel, ¢’est un groupe de bactéries lactiques a été detécté dans le miel
(Lashani et al., 2020 ; Hasali et al., 2015). Il a été démontré que 13 espéces specifiques des
bactéries lactiques comprenant les genres Lactobacillus et Bifidobacterium peuvent avoir un
effet inhibiteur contre des agents pathogenes des abeilles (VVasquez et al., 2012), pathogénes
de plaies humaines (Butler et al., 2014), pahogénes des volailles (Homrani, 2020) et

pathogénes des mammites bovines (Piccart et al., 2016).

L’isolement des bactériens lactiques a partir des miels frais algériens a eté décrit par
Homrani et al, (2019), en Algérie I'utilisation de bactéries lactiques isolées a partir de miel
comme une alternative pour traiter les mammites bovines n’est pas encore étudié, cependant
des recherches antérieures ont montré que les bactéries lactiques produisent des composés
antimicrobiens intéressants pour les utilises comme medicament naturel et efficace contre les

infections (Liu et al, 2003; zalan et al, 2005).

En vue de valoriser et de certifier le miel de la région de Mostaganem, la présente étude a

déterminé les caractéristiques palynologiques (quantitative et qualitative) et

3
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physicochimiques (pH, humidité, conductivité électrique, la teneur en Hydroxy Meéthyl
Furfural, la couleur, dosage des sucres) des miels provenants des différentes régions de
Mostaganem, ainsi que 1I’évaluation de ses propriétés biologiques (antibactrérienne contre des
souches bactériennes pathogene et antioxydante), afin d’évaluer les miels comme une
alternative aux antibiotiques pour le traitement de mammite bovine, des bactéries lactiques
ont été isolés a partir des miels frais et identifiées génotypiquement puis son activité

antibactérienne in vitro a été testée contre des souches responsables de mammite bovine.

L’état sanitaire 1’apiculture algérienne a été étudié récemment par Abed et al, (2022). En
paralléle il existe un manque de réglementation de commercialisation, donc notre recherche
constitue une référence importante sur la qualité des miels de la région de Mostaganem pour
I’établissement des normes de certification, d’autre part donne des perspectives sur la
possibilité de traiter naturellement les mammites bovines par le miel et les bactéries lactiques
isolés a partir du miel comme un traitement alternatif , ainsi la contribution a rechercher

d’une composante qui intervient dans I’activité antibactérienne du miel frais.

Dans cette these, la premiere partie aborde les différentes connaissances bibliographiques
sur les géneralités de miel, la caractérisation mélissopalynologique et physicochimique, les

propriétés biologiques et bactéries lactiques de miel.

La deuxieme partie se consacre sur I’étude expérimentale qui vise premierement
I’objectif de I’étude, ensuite le deuxiéme volet détaille la zone d’étude, le matériel et les
méthodes analytiques sont développés dans le troisieme volet et les résultats sont discutés en

comparaison avec les travaux analogues notamment en Algérie dans le quatrieme volet.
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Chapitre I. Généralités sur le miel
1.1. Définition

D’aprés le Codex Alimentarius (2001), le miel est défini comme la substance naturelle
sucrée produite par les abeilles mellifiqgues a partir du nectar des fleurs ou de certains
sécrétions provenant de parties vivantes de plantes qu’elles butinent, transforment, combinent
avec des matiéres spécifiques propres, emmagasinent et laissent murir dans les rayons de la

ruche. Cette substance peut étre fluide, épaisse ou cristallisée.

1.2. Origine du miel
1.2.1. Nectar

Le nectar se forme a partir de la séve de la plante au niveau des cellules des nectaires ou
se localisent des transformations biochimiques complexes; ces transformations sont a
I’origine des différents caractéristiques organoleptiques des miels. C’est une sécrétion
aqueuse sucrée qui médie les interactions entre les plantes et les insectes pollinisateurs tels
que les abeilles (Brandenburg, 2009). Les composants chimiques du nectar sont I’eau, les
glucides (saccharose, glucose et fructose), acides aminés et les volatiles qui servent
principalement a I’attraction et la nutrition des visiteurs. Les glucides et les acides aminés
libres dans le nectar sont les plus importants pour la fonction d’attraction, les abeilles
préférent généralement le nectar riche en saccharose (Martin Heil, 2011). Cependant, aucun

aliment artificiel n’a été detécté équivalent au nectar (Mohanna, 1989).

Une connaissance sur les ressources florales en nectar dans le rucher est trés importante
pour les apiculteurs, cela pourrait les aider a planifier la gestion de leurs colonies, ils peuvent
méme exercer la transhumance pendant certains périodes vers une autre région riche en

nectar pour avoir un bon rendement en miel (Taha, 2015).

1.2.2. Miellat

Le miellat est une excrétion épaisse, visqueuse et sucrée rejetée par les hémiptéres et les
homoptéres (psylles, cochenilles et surtout les pucerons) qui filtrent la seve végétale et
excréte le miellat (voir . Le miellat est plus dense que le nectar et plus riche en
azote et acides organiques, il est récolté par les abeilles mellifiques essentiellement sur les

arbres forestiers ou d’ornementation comme le sapin (Alexis, 2013). Les principales especes
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productrices sont le sapin, I’épicéa, le pin sylvestre, le méléze, le chéne. D’autre especes en
produisent, mais peu et de qualité inférieure (Marchenay, 1988). Il existe aussi du « miel de
sucre » qu’est un miel produit par des abeilles nourries de sucres de fruits, de cannes a sucre,
etc... (Schweitzer, 2004).

Figure 01 : insectes sécrétant le miellat. A : un puceron secrétant du miellat

(https://www.myrmecofourmis.fr), B : un psylle (https://www.jardiner-autrement.fr).

1.3. Description des abeilles

L'abeille est le symbole de I'activité laborieuse et de I'organisation vue son comportement
social. On la retrouve un peu partout dans le monde. C'est I'espéce la plus intéressante a
élever car ce sont elles qui assurent les meilleurs rendements par la pollinsation des cultures.
Les principales especes d'Apis mellifera sont : Apis mellifera mellifera (abeille noire d'Europe
occidentale), Apis mellifera ligusuca (abeille Italienne), Apis mellifera carnica (abeille
présente des Alpes a la mer Noire), Apis mellifera caucasica (abeille Caucasienne), Apis
mellifera intermissa (pays du Maghreb), Apis mellifera adansoni (pays d'Afrique tropicale),
Apis Cerana (asiatique), (voir figure 02).

Les abeilles possédent une organisation sociale fascinante. En effet, trois castes assurant
une tache particuliere, structurent la société des abeilles : la reine, les ouvriéres et les faux
bourdons. L'effectif de la population d'une colonie peut varier de 20 000 a 80 000 individus,
dont une reine, 1 000 a 4 000 méles (présents uniqguement d'avril a septembre), le reste étant
constitue par les ouvrieres (Bruneau, 2002) cité par (Bonte, 2013).


https://www.myrmecofourmis.fr/
https://www.jardiner-autrement.fr/
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Figure 02 : principales abeilles melliféres, A : Apis mellifera mellifera, Apis mellifera
liguistica, C : Apis mellifera carnica, D : Apis mellifera caucasica, E : Apis cerana (Trisan
Copley Smith, 2018)
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1.3.1 Période de butinage

Le butinage est une activité purement saisonniére n’a lieu que pendant la période de
floraison, trés peu dans le monde ou le nectar est disponible toute I’année. En hiver, les
abeilles n’hibernent pas mais elles ont une activité réduite (Francois-xavier, 2003). En
Algérie, la période de butinage s’étend essentiellement du mois de Mars a mois d’Octobre

avec un maximum d’activité en mois de Juin et Juillet.

1.3.2. Formation du miel

La formation du miel commence tout de suite aprés la récolte du nectar par I’abeille
butineuse qui I’emmagasine dans son jabot en y ajoutant de la salive qui contient une enzyme

(gluco-invertase) qui transforme le saccharose en deux molécules de sucres simples.
_ S ——
C12H22011+H20 CeH1206+CsH1206

En effet, I’abeille butineuse le transmet a I’abeille ouvriere ou se déroule un autre
processus de transformation qui s’appelle trophalaxie. Ce dernier correspond au transfert du

nectar partiellement digéré d’une abeille & une autre de bouche en bouche par régurgitation.

L’abeille ouvriére déploie et replie plusieurs fois ses pieces buccales, exposant le nectar a
I’air et permettant 1’évaporation de 1’eau cette opération peut durer vingt minutes. A chaque
transfert le produit de régurgitation se concentre en sucre et en enzymes salivaires (Francois-
xavier, 2003). Le produit obtenu subit un asséchement par les abeilles ventileuses jusqu’a ce
que I’humidité relative du nectar soit de 17 a 19%. Par la suite les abeilles déposent une
couche de cire sur chaque cellule pour une meilleure protection de toute absorption
d’humidité (Ravazzi, 2007).

En pleine saison et au cours d’un vol de 15 a 30 min, une abeille butineuse visite 50 a 300
fleurs, elle peut recolter de 50 a 60 mg de nectar et parcourt de 1 a 3 km pour trouver une aire
mellifere (Syndicat, 2019).

1.3.3. Récolte

Le miel est enfin récolté quand les % des alvéoles des rayons de cire sont operculés (Jean-
prost, 2005). Dans la région de Mostaganem cette période se situe entre le mois de Mai et le
mois d’Octobre. Il s’agit différentes étapes pour extraire le miel, d’abord I’enfumage des
ruches, cette étape aura lieu du 11h a 15 h quand les abeilles sont en butinage et les ruches

sont pratiqguement vides et le décollage des cadres sera facile. Dés que, les cadres sont arrivés
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a la miellerie a I’aide d’un couteau a désoperculer 1’apiculteur enleve la couche de cire.
Maintenant la récupération du miel se fait par I’extraction centrifuge, en utilisant 1’ extracteur
ou I’on dispose les cadres désoperculés et de méme poids pour qu’il aura un équilibre, par la
centrifugation les gouttes de miels se trouvent sur les parois de I’extracteur (Jean-le conte,
2005). Apres le miel est versé dans une cuve munie d’un filtre pour éliminer toutes particules
de propolis, de cire ou de pollen, ensuite le miel filtré est munie dans un réservoir
(maturateur) & une température d’environ 30 °C et conditionné pendant plusieurs jours,
permettant a la mousse et aux petites particules de cire de se diffuser a la surface, ces derniers
sont & éliminer. Le miel est offert dans une grande variété de bocaux. Les récipients et les
bocaux doivent étre fermés hermétiquement pour empécher toute altération due a I’humidité

et aux odeurs étrangeres (Bogdanov, 2011). (voir figure 03)

Qo0 000 000

Figure 03 : différentres étapes de I’extraction du miel. A : Enfumage des abeilles, B :
désoperculation, C : La pesée des cadres, D : Emplacement dans I’extracteur, E :

I’écoulement du miel.
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1.4. Production du miel en chiffres dans la région de Mostaganem

L’apiculture est pratiquée depuis la plus haute antiquité et encore largement répandue dans
les régions montagneuses a population dense, comme les Aures, la Kabylie, le Dahra, dans
les plaines littorales comme celle d'Annaba, de la Mitidja, de Relizane, d'Oran ; dans les
vallées des grands oueds comme l'oued El Kébir, Soummam et le sahara. En outre, I'abeille
algérienne est bien acclimatée aux différents écosystemes. Malgré, un potentiel mellifére
varié et trés abondant, cultivé et spontané la production apicole locale se caractérise par un

niveau trés faible.

La production nationale de miel est de 64128 Qx en 2019, la plus grande production de
miel a été enregistrée dans la wilaya de Skikda (7920 Qx) suivi par la wilaya de Bouira
(3875Qx) et Sétif (3875Qx), alors que la wilaya de Mostaganem a enregistré (1420Qx) et
(1240Qx) en 2022 (MADR, 2019) (voir . Il faut noter que la wilaya de Mostaganem

est connue par sa flore mellifére (Eucalyptus et agrumes) appréciée par I’abeille.

Depuis 2011, le nombre des ruches dans la wilaya de Mostaganem est en augmentation
mais cette augmentation ne reflete pas sur le schéma de production de miel, car la production
est inférieure par rapport au nombre de ruches, cela est expliqué par le changement
climatique, les canicules et les incendies qui affectent directement sur la quantité et la qualité
des plantes melliferes par une floraison précoce provoquant ainsi un déficit en source
mellifere durant la saison estivale et aussi par sécheresse de nectar des fleurs due au fortes
températures, ces phénomenes ont pour conséquence une fragilisation des abeilles notamment
en hiver (voir
1,600
1,400
1,200
1,000

800
600

400
200

Miel Qx

2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
2021
2022

Année

Figure 04 : évolution de la production de miel dans la wilaya de Mostaganem (DSA, 2023).
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Figure 05 : évolution de nombre des ruches dans la wilaya de Mostagnem (DSA, 2023).

Il a été constaté une augmentation de la production de miel avec le nombre des ruches dans la
wilaya de Mostaganem (de 400 Qx en 2003 a 1200 Qx en 2022), le pic a été noté en 2019
(1420 Qx), depuis 2020 la production a enregistré un recul, il faut signaler qu’il existe des

ruchers non déclarés qui participent a la production d’une fagcon non négligeable.

Les principaux pays producteurs de miel en 2018 a 1’échelle mondiale sont la Chine (446900
tonnes) suivis par la Turquie (114113 tonnes), I’ Argentine (79468 tonnes), 1’ Iran (77567
tonnes), I’Ukraine (71279 tonnes), les Etats unis (69104 tonnes), I’Inde (67442 tonnes), la
Russie (65006 tonnes), le Mexique (64253 tonnes), I’Ethiopie (50000 tonnes). (FAOSTAT,
2018).
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Chapitre 11. Caractérisation pollinique des miels
11.1. L’ abeille et le monde végétal

Les butineuses assurent le fonctionnement de la colonie et son approvisionnement en
différentes ressources alimentaires tels que : le nectar et le miellat comme aliment sucré
destinés a la production et le stockage du miel, et du pollen aliment riche en protéine
indispensable a I’alimentation des larves. Les butineuses récoltent aussi une substance
résineuse appelée la propolis qui se trouve sur les bourgeons de certains arbres ; la propolis
sert a assurer 1’étanchéité de la ruche. En paralléle, les abeilles assurent la fécondation des
ovules des fleurs, qui peuvent se transformer en fruits, ce phénoméne appelé la pollinisation

(Francois- xavier, 2003).

11.2. Pollinisation

La pollinisation est le transport du pollen des anthéres productrices sur les stigmates
récepteurs, réalisee principalement par le vent (anémophilie) chez 10% des plantes a fleurs et
les insectes pollinisateurs (entomophilie) qui pollinisent toutes les autres plantes a fleurs.
(Berbard, 2002) (voir

Les insectes pollinisateurs comprennent un groupe de différentes espéces (les papillons,
les mouches, les bourdons, les syrphes et certains coléoptéres), mais 1’espéce dominante est
surtout les abeilles car elles ont des besoins plus importants en pollen qui est la source
protéique pour I’alimentation des larves (Cane et Tepedino, 2017). Par conséquent, ils
transportent le pollen de plante en plante en réalisant la pollinisation. La couleur de la fleur,
le parfum et I’abondance de nectar constituent des signaux pour attirer les pollinisateurs. Ces
signaux sont différents d’une espece végétale a I’autre, il s’agit des préférences innées et
acquises des pollinisateurs de certain odeur florale ou des associations d’odeurs florales
spécifiques (Wester et Lunau, 2017). Les odeurs florales sont des facteurs essentiels

impliqués dans les interactions plantes-pollinisateurs (Larue et al., 2016).

La pollinisation réalisee par les abeilles va dependre de la qualité et la quantité des grains
de pollen par exemple un pollen trop abondant ne sera pas récolté, un grain trés fin et trop
agglutinant ne sera pas récolté préferentiellement (cas du troéne); un grain trop gros sera
également délaissé (cas de la mauve sauvage) (Melin, 2002). Chaque plante avec sa recette

particuliére attire les abeilles par le pollen le plus riche nutritionnellement (Percie du sert,

12



2 Revue bibliographique Chapitre I1. Caracterisation pollinique des miels

2009). Les abeilles contribuent majoritairement dans la pollinisation de tres nombreuses
cultures : les rosacés fruitieres (amandier, fraisier, poirier), les cucurbitacées (courgettes,
pastéeque), les solanées (tomates, poivron), les cultures protéagineuses (féverole), les cultures
oléagineuses, les cultures fourragéres (luzerne, colza) et les espéces forestieres comme les

éricacées (arbousier, bruyére), les lamiacees (thym, romarin). (Berbard, 2002).

Pollinator

Polén ‘ \

Pollen Pollen

Pollination \,

Pollen

Figure 06 : mécanisme d’action de la pollinisation

11.3. Pollen

Chez les plantes supérieures I’appareil sexuel méale des fleurs est représenté par les

étamines qui sont constitués par le filet et I’anthere ce dernier posséde les grains de pollen.

Les grains de pollen sont les gamétes méales qui vont féconder 1’ovule, ils sont déposés sur

le stigmate du pistil (organe sexuel femelle) par le vent ou les insectes et surtout les abeilles.

D’aprés Michener (2000), les besoins alimentaires des abeilles (nectar et pollen), leur

I3 FTV

branchus dans le corps) font des pollinisateurs les plus efficaces et les plus précis.

En effet, les abeilles emmagasinent leur pollen dans la corbeille a pollen située sur la face
externe des pattes postérieures en utilisant la brosse a pollen située sur la face interne des
membres antérieurs qui récupeére tout le pollen qui se trouve sur le corps de I’abeille. Dans la
ruche les abeilles le déposent dans des alvéoles placés a coté du nid du couvain (laou il y a
I’élevage des larves). En y ajoutant des ferments lactiques et du miel pour le faire fermenter
ce que I’on appelle pollen fermenté « le pain d’abeille ». Le pollen est facile a récolter par les

apiculteurs par I’emplacement d’une trappe fixée a I’entrée de la ruche (Bradman, 2005).

13
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Les pollens entomophiles sont collants et nutritifs constituent une source importante de
protéine pour I’abeille mais ils sont surtout riches en pigments protecteurs : caroténoides et
flavonoides pour protéger la viabilité de la cellule fécondante des différents agents agressifs
(soleil, dessication, oxygene) (P.percie du sert, 2009). Le pollen peut avoir des couleurs
différentes varient du jaune a orange, rouge sang ou violet, vert ou méme trés sombres,

presque noirs (Simenel et al., 2015).

11.4. Structure, composition et taille du grain de pollen

Un grain de pollen est formé par deux noyaux reproducteurs I’un végétatif et 1’autre

reproductif. Il est entouré d’un sporoderme qui est constitué de deux couches :
L’intine : mince et fragile, principalement constitué de fibres de cellulose.

L’exine : constitué de sporollénine substance des caroténoides qui sert a protéger le grain
du pollen de diverses agressions du milieu extérieur (voir . L’exine contient aussi
des composées lipidiques et des glycoprotéines qui sont a I’origine de I’aspect agglutinant ce

dernier temporairement fixe le grain de pollen sur I’abeille (Ravazzi, 2007).

La composition biochimique et nutritionnelle du pollen varie selon I’espéce végétale ; il se
compose de protéine 20%, glucides 25 a 48%, lipides 1 a 20 %, vitamines du groupe B et de

vitamines liposolubles et sels minéraux.

La taille du pollen varie de moins de 10 pum a plus de 100 um. Elle dépend du degré
d’hydratation et de la méthode de préparation des frottis. En raison de cette variation

naturelle, il est recommandé de classer la taille du pollen (Halbritter et al., 2018) :
-Trés petite (10 pm).
- Petite (10-25 pm).
- Moyenne (26-50 pum).
- Grande (51-100 um).
- Tres grande (> 100 pm)

La taille du grain de pollen peut varier du pollen de petite taille < 20 um a pollen de
grande taille 40-80 pum (Dongock et al., 2008).

14
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Figure 07 : structure du grain de pollen (Nathalie, 2003)

11.5. Forme et symétrie du grain de pollen

L’étude des caractéristiques morphologiques des pollens a apporté une contribution
importante a la systematique des végétaux du fait qu’il est possible, en observant un pollen
isolé, de déterminer I’identité de la plante qui I’a produit. En effet, a chaque espéce végétale
correspond un type de pollen qui sera déterminé aprés observation au microscope optique ou

au microscope électronique (Reille et Pons, 1990)

11.5.1.Symétrie

On définit deux axes I’axe polaire qui joigne les deux pdles proximal et distal et I’axe
équatorial perpendiculaire a I’axe polaire, on distingue : le pollen isopolaire : vue polaires
identiques et symétriques par rapport au plan équatorial, le pollen hétéropolaire : possédant
un axe de symétrie mais les vues polaires sont différentes et le pollen apolaire : ne présentant

pas un axe de symeétrie (voir figure 08).

: . Pollen isopolaire
Pollen héteropolaire Pollen apolaire P

Figure 08 : différentes formes de grain de pollen selon la symétrie (\Van Campo, 1966)
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11.5.2. Forme

Il existe des formes différentes du grain de pollen selon Genier (1966), le pollen peut avoir
la forme en tétrade, calymmée, réguliére, subsphérique et tétrade peu lobée. Chez les plantes
mélliferes on peut déterminer la forme shérique, trangulaire et longiaxe (Chefrour et Tahar,
2009). Selon Louveaux (1970) « in Balaid (1999) » la forme d'un grain se définit en fonction
de la vue polaire et de la vue équatoriale et qui donne lieu a la classification suivante :
En vue polaire, la majorité des grains sont circulaires, triangulaires, subtriangulaires ou bien

de forme complexe (voir figure 09).

Pollen lobé Pollen circulaire Pollen triangulaire

Figure 09 : différentes formes de grain de pollen en vue polaire (\Van Campo, 1966)

En vue méridienne : (P): axe polaire, (E): axe équatorial
—quand P = E, le grain est sphéroidal ou équiaxe;
—quand P > E, le grain est problé ou longiaxe (grain plus haut que large);

—quand P < E, le grain est oblé ou bréviaxe (grain plus large que haut) (voir figure 10).

P : axe polaire
E : axe équaorial

™ :
W,
\J

Pollen longiaxe Pollen équiaxe ou sphéroidal Pollen bréviaxe ou ovoide

Figure 10 : différentes formes de grain de pollen en vue équatoriale (\Van Campo, 1966).

11.5.3. Apertures

Sont des pores ou sillons ou association des deux, peuvent se situer aux poles, a I’équateur
ou étre réparties sur I’ensemble du grain. La forme et le nombre de I’aperture est variable
selon les especes. Les pollens inaperturés sont des pollens ne présentant ni pore, ni sillon. Les
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pollens porés présentant de petites ouvertures circulaires (pores). Les pollens colpés
présentant seulement une ouverture tres allongée (sillon). Les pollens colporés présentant a la

fois des pores et des sillons. (voir figure 11).

Monocolpé Dicolpé Stephanocolpé
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Tricolporé Stephanocolporé Syncolpeé Swyncolporé

Figure 11 : principaux types de grains de pollen selon le nombre et la disposition des
apertures (Punt et al., 1994)
11.5.4. Ornementation de I’exine

L’exine est une membrane externe, inerte et trés résistante du pollen. La morphologie de

I’exine permet I’identification du pollen lors de I’observation microscopique (voir figure 12).
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Lisse Scabre Verruqueuse Clavée Echinulée Striée Rugulée Réticulée
1 : vue en surface

2 :vue de profil

Figure 12 : différentes formes d’ornementation de 1’exine (Punt et al, 1994)
11.6. Origine du pollen dans le miel

Au moment de récolte du nectar des fleurs, I’abeille entre en contact direct avec des piéces
florales notamment les étamines (organe producteur de pollen). Selon la morphologie des
fleurs visitees, ce contact peut intéresser différentes parties du corps de I’abeille mais aussi

permet la contamination du nectar par le pollen. Il est par ailleurs certain qu’avant méme le
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passage de I’abeille, le pollen peut commencer a tomber mdr sur le nectar lorsque la
morphologie des fleurs le permet. Il s’agit la d’un véritable marquage car les grains associés
au nectar vont le suivre dans le jabot de la butineuse, dans les cellules du rayon puis dans le
miel extrait (Ismail et al., 2013). Selon Morais et al (2011), il existe d’autres voies de
pénétration, le pollen abonde a I’intérieur de la ruche surtout sous forme de provisions
stockées dans les cellules a proximité du couvain. Il est également présent dans la fourrure
des abeilles, sur leurs piéces buccales et sur leurs pattes. Il a été évoqué aussi une possibilité

d’une pollution par les pollens atmosphériques pénétrant dans la ruche par un trou d’aération.

11.7.Plantes melliféres

Certaines espéces végétales sont butinées par les abeilles pour la constitution du miel, ce
sont des plantes melliféres au sens strict, qui fournissent nectar et miellat ou les deux. (Briane
et Cabrol, 1986). D’aprés Louveaux (1980), les plantes melliferes les plus importantes sont
celles qui ont une productivité nectarifere élevée et réguliére, qui existe en vastes
peuplements et qui donnent un miel de trés bonne qualité. D’autres espéces végétales ne
servent qu’a la nourriture des abeilles et des larves et n’entre pas dans 1’élaboration du miel
ce sont des plantes polliniféres, procurant uniquement du pollen aux abeilles. Enfin, d’autres
végétaux sont utilisés par la colonie pour I’amélioration des structures de la ruche ou comme
élément bactéricide dans ce cas la ces espéces fournissent de la propolis a partir de la gomme
des bourgeons, de la résine, de la seve d’écorce (cas du tremble, Populus tremula). En outre,
certaines plantes apportent plusieurs de ces éléments a la fois; cas des tilleul ( Tilia sp) :
nectar et miellat, les saules (Salix sp) : nectar et pollen, le chataigner (Castanea sativa) :
nectar, pollen, miellat. (Briane et Cabrol, 1986). L’Algérie posséde un couvert végétal
mellifere riche et varié, il est réparti dans des étages bioclimatiques différents (humide,
subhumide, semi-aride, aride et saharien). Les miels algériens sont caractérisés par des
spectres polliniques dominés par Eucalyptus, Hedysarum, Pimpinella, Tamarix, Rubus,
Daucus carota, Vicia, Citrus, Centaurea, et Sedum type (Makhloufi et al., 2010). Selon
Homrani et al (2020), la présence de certains types polliniques et leur répartition dans le miel
peut étre un indicateur de 1’origine géographique. En comparant les spectres polliniques des
miels, selon les étages bioclimatiques et leur zone de production, il est bien constaté que
I’Eucalyptus soit tres fréquent dans toutes les zones. Il est toutefois plus abondant dans les
zones semi-arides des régions telliennes, plus particulierement dans la région de

Mostaganem, de méme pour Olea europea, Genista, Hedysarum coronarium, les formes
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polliniques appartenant a la famille des Apiacaea, notamment Daucus carota, Thapsia

garganica,Coriandrum sativa et Pimpinella anisum. (voir figure 13)

Thapsia garganica Eucalyptus Borago officinalis

Daucus carota Agrume Sinapis alba

Figure 13 : principales plantes melliféres présentes dans la région de Mostaganem
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11.8.Principaux type de miel selon leurs origines florales

Le miel floral est fabriqué par les abeilles a partir du nectar de fleurs, tandis que le miel de
miellat est préparé a partir des sécrétions de parties vivantes de plantes ou excrétions des
insectes suceurs de plantes sur la partie vivante des plantes (Prodolliet et Hischenhuber,
1998). Les miels fabriqués a partir de nectar se divisent en miels monofloraux et miels

polyfloraux.

11.8.1. Miels monofloraux

Les miels monofloraux sont fabriqués a partir du nectar et/ou du miellat provenant d’une
seule espéce vegeétale et cela nécessite d’installer les ruches a proximité de la plante

recherchée. (voir figure 14).

Si de trés nombreux végétaux possedent des qualités melliferes, un nombre restreint

d’entre eux permet une production monoflorale caractéristique (Clément, 2015).

Les miels monofloraux ont des caractéristiques physicochimiques, sensorielles et

palynologiques specifiques (Bogdanov et al., 2004).

Ces derniéres années les apiculteurs ont investi a produire des miels monofloraux plus
appréciées par les consommateurs en réalisant plusieurs récoltes durant 1’année par la
pratiqgue de la transhumance vers les hauts plateaux et méme le sahara. Les miels
monofloraux produits en Algérie sont ceux d’Eucalyptus, de carotte sauvage, d’agrume, de
lavande, de romarin, d’euphorbe, d’arbousier, de thym, de caroubier, de lavande, de jujubier

qui est trés réputé de ses caractéristiques thérapeutiques et organoleptiques.

Figure 14 : aspect microscopique d’un miel monofloral, ma : Macaranga sp, g : Grevillea
banksii. (Manda, 2015).
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11.8.2.Miels polyfloraux

Les miels polyfloraux sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant de
plusieurs espéces végétales (voir figure 15). Pour valoriser leur spécificité et permettre au
consommateur de reconnaitre leur caractére dominant, les apiculteurs indiquent leur origine
géographique (Clément, 2015). Celle-ci précise soit l'aire de production (région, département,
massif...), soit un type de paysage faisant référence a une flore identifiée (garrigue, maquis,
forét...) (Bonte et Desmouliere, 2013).

Figure 15 : aspect microscopique d’un miel polyfloral, m1 : Mimosa sp, m2 : Mimosa
pudica, ma : Macaranga sp, w : Weinmania sp, d : Dombeya sp, e : Euphorbiaceae (Manda,
2015)

Ils existent d’autres classifications des miels par exemple classification selon leurs modes

d’extraction (Bogdanov, 2003) :

- Miel centrifugé : obtenu par centrifugation des rayons désoperculés ne contenant pas de

couvain.
- Miel pressé : obtenu par pressage des rayons, sans chauffage ou avec chauffage modéré.

- Miel en rayons : pour le miel emmagasiné par les abeilles dans les alvéoles operculées de

rayons nouvellement construits, et vendu en rayons entiers ou non.

- Miel égoutté : pour le miel obtenu par égouttage des rayons désoperculés ne contenant

pas de couvain.
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11.9. Mélissopalynologie

La meélissopalynologie est définie comme I’étude du pollen de miel, utilisé pour
déterminer les sources florales et I’origine géographique (Ponnuchamy, 2014). La
Melissopalynologie est une méthode de détermination microscopique de 1’origine repose sur
I’identification et le comptage des éléments figurés obtenus par centrifugation d’une solution
de tout miel produit dans les conditions naturelles. Les plus importants de ces éléments
figurés sont les grains de pollen, les miels peuvent contenir d'autres éléments, spores de
champignons, algues microscopiques, levures, fragments d'insectes et poussieres
atmosphériques. De nombreux études antérieures suggéraient que 1’analyse pollinique permet
d’identifier couramment le type de pollen et donne la possibilité de déterminer les especes
botaniques et I’origine géographique des miels ainsi que 1’appréciation de la biochimie et la
qualité des miels (Herrero, 2002 ; Montenegro, 2010). Par conséquent, I’analyse pollinique
est importante pour I’industrie apicole en développant le miel comnercial et produit a base de
miel (Wahizatul et al, 2015). Dans la melissopalynologie deux types d’analyses sont exercées

: ’analyse pollinique qualitative et une autre quantitative.

11.9.1. Analyse pollinique qualitative

L’analyse pollinique qualitative consiste a identifier les taxons rencontrés dans un
échantillon avec leurs fréquences relatives (Louveaux et al., 1970). L’observation
microscopique de la totalité des pollens donne des informations non seulement sur (I’origine
géographique, origine botanique, I'éventuelle souillure du miel, la quantité de levure, la
présence éventuelle anormale de particules insolubles dans I'eau qui ne se trouvent pas
normalement dans le miel) (Louveaux et al., 1970), mais aussi sur la végétation d’intérét

apicole dans une région (intensité, proportion et répartition).

Les caractéres retenus dans I'identification des grains de pollen sont : la taille, la forme,

I'ornementation de I'exine, les apertures.

L'identification de grains de pollen se limite souvent a la forme du genre. L'appellation
scientifique doit étre limitée aux cas ou une détermination slre est possible. Dans le cas
douteux, il convient d'accompagner le nom scientifique d'une mention précisant clairement
que celui ci doit étre pris dans un sens large: par exemple Trifolium repense s.l. (sensu lato)
ou «groupe Trifolium repense», c'est a dire pollen qui d'aprés ses dimensions et sa structure
est plus ou moins semblable a celui de T. resupinatum ou T. arvens (Maurizio et Louveaux,

1965). Les grains de pollen abortifs et malformés sont comptés, dans la mesure ou il est
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possible de les identifier (Louveaux et al., 1970). Selon Louveaux et al. (1970), les taxons
identifiés sont regroupés en classes de fréquences : pollens dominants et principaux, pollens
d'accompagnement, pollens isolés importants, pollens isolés ou rares. D’aprés Louveaux et
al. (1978), lorsque le nombre de pollen dominant dans un miel est supérieur a 45% c¢a permet
de le considérer comme miel « monfloral » ou «unifloral», s'il n y a pas de pollen dominant,

le miel est considéré comme «toutes fleurs» ou «multifloral.

On considére comme indicateurs de miellat : les hyphes et les spores de Champignons, et
tout particulierement de Fumagines, les Algues et les secrétions cireuses provenant de

certains producteurs de miellat (Louveaux et al., 1970).

Cas particuliers, les pollens de quelques plantes sont sur-représentés dans le miel
correspondant c’est-a-dire que le pourcentage des pollens trouvés est plus éleve que le
pourcentage réel du nectar le cas de chataignier, on peut admettre qu’un miel ne provient en
majorité du chataignier que lorsque le pollen de cette plante apparait avec une fréquence de
90%. Chez d’autres plantes il se produit un phénomene inverse : le pollen se trouve sous-
représenté le pourcentage de pollen considéré est de 10a 30% le cas miel de Citrus, la
lavande, romarain, tilleul. En principe les miels provenant de plantes melliféres dont le pollen
est sous-représenté ont une faible teneur absolue en éléments végétaux (Louveaux et al.,
1970).

11.9.2. Analyse pollinique quantitative

C’est un procédé microscopique consiste & compter le nombre total des éléments figurés

présents dans le sédiment obtenu par centrifugation d’une solution de miel.

Les résultats obtenus sont classés selon la quantité de pollen en 5 classes : Classe | (miels
de fleurs pauvres en pollen et miels de miellat), Classe Il (renferme la plupart des miels de
fleurs), Classe 11l (miels riches en pollen), Classe 1V (miels tres riches en pollen), Classe V

(miels des fleurs extrémement riches en pollen) (Maurizio, 1939).

D’autre part, I’analyse quantitative permet le dénombrement des indicateurs de miellat
présents dans le sédiment et de calculer le rapport 1.M / Pollen pour apprécier la participation

du miellat dans un miel donné. L analyse quantitative donne des informations sur :
- Le mode de récolte du miel : pressage, centrifugation, filtration, etc.,

- Des indications sur d’éventuelles falsifications ou sur la présence en quantités

importantes de particules étrangéres (salissures, succédanés de pollen, levures, etc.).
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11.9.3. Méthodes utilisées en mélissopalynolgie

Depuis les travaux fondamentaux de Zander (1935, 1937, 1941, 1949, 1951), un grand
nombre d’examens microscopiques de miels ont été faits dans beaucoup de pays.
L’expérience ainsi acquise rend souhaitable de donner une nouvelle version des « Méthodes
d’analyse pollinique des miels » publiées par la Commission internationale de botanique
apicole de I’U.I.S.B. (1962-1963) (Louveaux et al., 1970).

Deux méthodes d’analyses polliniques sont appliquées :

11.9.3.1. Méthode classique

C’est une méthode codifiée par la Commission Internationale de Botanique Apicole, se
base sur I’extraction et le montage des grains de pollens. 10 g de miel sont mis en solution
dans I’eau chaude (< 40°C) et centrifugée a 3000 tours /minute pendant 10 minutes. Le
sediment est prélevé, déposé sur une lame, séché, inclus dans la gélatine et recouvert d’une
lamelle. Un sédiment trés faible indique soit un miel naturellement pauvre en pollen (par
exemple miel d’agrumes) soit un miel ayant subi un traitement (filtration sur des matériaux a

pores tres fins) ou une falsification (par exemple nourrissement au sucre).

Les préparations de référence se modifient avec le temps. On constate un gonflement et
une augmentation des dimensions des grains de pollen. Malgré cela les vieilles préparations
ne sont pas sans valeur car elles montrent parfois de facon trés nette certains détails. Elles ne
sont toutefois pas utilisables pour les comparaisons de dimensions. La collection doit donc,
apres quelques années, étre complétée par des préparations nouvelles. Le lutage des
préparations avec du Caedax, du baume du Canada ou du Kranings est recommandé pour

améliorer la conservation (Maurizio et Louveaux, 1970).

11.9.3.2. Méthode de I’ Acétolyse

Elle permet une observation fine et rigoureuse de la structure de la paroi pollinique,
élément qui devient indispensable dans le cas des régions ou la flore mellifére est mal connue
(Gadbin, 1979). Jusqu’en 1970, I’International Commission de botanique apicole (I.C.B.B.)
de I’U.LS.B. ne mentionne pas D’acétolyse du miel parmi les méthodes de
mélissopalynologie. En 1967, Vorwhol exclut 1’acétolyse des méthodes d’analyse du miel «
comme prenant trop de temps et provoquant la destruction d’éléments figurés accessoires tels

que les algues, levures, morceaux d’insectes, intéressants pour 1’étude du miel ». Les
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arguments de Vorwhol demeurent valables pour 1’étude des divers composants du miel, mais

en mélissopalynologie plusieurs

faits ont rendu nécessaire 1’application des méthodes de traitement acetolytique mises au
point par Erdtman (1936, 1943, 1952 et 1960) : d’une part, la recherche de I’origine florale de
miels provenant de zones ou la flore mellifére est inconnue; d’autre part, la rareté, pour ces

régions, des pollens décrits le cas des pollens exotiques mal connus.

Selon Erdtman (1943), 10 g de miel préalablement dissous dans 100 ml d’eau tiéde (pas
plus de 40°C) et centrifuge a 2500 tours par minute pendant 5 minutes. L’acide acétique pur
apres de mélange acétolytique (mélange d’acide acétique et acide sulfirique) sont ajoutés sur
le culot. L’ensemble est placé dans un bain-marie a 70°C. Le culot est rincé par I’eau distillée
réalisant plusieurs centrifugations et décantations, enfin le montage est réalisé dans la

glycérine pure.

11.10. Labellisation du miel

Le meilleur moyen de valorisation et de protection des produits agroalimentaires locaux
est de labelliser. En Europe les produits de haute qualité sont labellisés avec le label I’AOP
(Appellation d’Origine Protégée), I’'IGP (indication géographique Protégee), et la STG
(Spécialité Traditionnelle Garantie). Un produit labellisé est soumis obligatoirement d’un

cahier des charges strict et contraignant, ces labels sont représentés par des logos (voir

La fabrication et la transformation d’un produit labellis¢ AOP doivent avoir lieu dans une
aire géographique déterminée avec un savoir-faire spécifique, reconnu avec des ingrédients
de la zone pour une IGP. Le cahier des charges est identique mais les ingrédients ne
proviennent pas nécessairement de I’aire géographique de la production. La STG considére
les produits dont les ingrédients présentent un caractere traditionnel sans avoir de lien avec
une aire géographique déterminée. Des analyses de laboratoire sont effectuées chaque annee
sur des lots de miel prélevés sur les exploitations apicoles ou sur les mielleries, l'origine
géographique du miel est systématiquement vérifiée grace a la mélissopalynologie. En
Algérie malheureusement aucun type de miel n’est certifié par un label car une stabilité

phytoécologique est nécessaire pour obtenir ce dernier.
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Figure 16 : différents logos des miels

11.11. Etiquetage
11.11.1.Dénomination de vente

D’apres le Codex Alimentarius (1981), la Norme génerale pour I'étiquetage de denrées

alimentaires préemballées ci-aprés s’applique :

- Seuls les produits conformes a la définition du Codex Alimentarius du miel seront désignés
sous le nom de « miel ».

- Pour les miels de nectar, le nom du produit pourra étre complété par le mot « nectar ».

- Pour les miels de miellat, le mot « miellat » pourra figurer a proximité du nom de l'aliment -
pour les mélanges de miel de nectar et miel de miellat, le nom de I'aliment pourra étre
complété par les mots « un mélange de miel de miellat et de miel de nectar ».

- Le miel peut étre désigné elon le nom de la région géographique sous réserve d'étre produit

exclusivement de la zone indiquée dans la désignation et le nom du pays sera aussi indique.

- Le miel peut étre désigné en fonction de la source florale, s'il provient totalement de ladite
source et s'il présente les propriétés organoleptiques, physico-chimiques et microscopiques
correspondant a ladite origine, le nom botanique de la source florale devra mentionnée a

proximité du mot « miel » et le nom du pays sera aussi indiqué.

- Le miel peut étre désigné en fonction de la méthode d'extraction du rayon, (miel pressé,

miel égoutté) et aussi par les modes de présentation suivants :
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- Miel sous forme liquide ou cristallisé ou un mélange des deux formes.

- Miel en rayons entiers operculés ou en sections de rayons operculés.

- Miel avec morceaux de rayons.

.- Miel filtré qui a subi une filtration aboutissant a I'élimination de grande quantité de po..
llen sera désigné par le nom de « miel filtré ».

L’étiquetage comporte aussi : le poids, le nom et l'adresse de l'apiculteur, la date de la

récolte, la date de conditionnement, le numéro du lot de conditionnement.

Pour I’étiquetage des récipients non destinés a la vente au détail, le nom du produit,
I'identification du lot, le nom et l'adresse du producteur, du transformateur doivent étre

mentionné sur le récipient.

11.11.2. Date limite de consommation

Les propriétés organoleptiques et physicochimiques doivent étre conservées. Cette date
doit figurer sur I’étiquette, elle sert & garantir au consommateur que le miel possede tous ses
criteres de qualité. Généralement, la date limite d’utilisation optimale est de deux ans
(Clémence, 2005).
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Chapitre I11. Caractérisation physicochimique
I11.1. Composition chimique du miel

Le miel est un produit naturel dont la composition est trés complexe et variable ; elle est
influencée par de nombreux facteurs tels que : la nature de la flore butinée, la nature du sol,
les conditions météorologiques, la spécificité génétique des abeilles, 1’état physiologique de
la colonie (Bonte, 2013).

Généralement, le miel est constitué d'hydrates de carbone pour 80 % environ, d'eau pour
17 % environ et de divers éléments (acides organiques, acides aminés, protéines, lipides, sels

minéraux, enzymes, pigments et vitamines). Les hydrates de carbone se composent de :

- Les monosaccharides avec en moyenne 31 % de glucose et 38 % de fructose (ou
lévulose) sont les deux principaux sucres du miel. Ils proviennent en grande partie de

I'nydrolyse du saccharose (présent dans le nectar ou le miellat) par I'invertase ou les acides.
- Les disaccharides comme le maltose (7,3 %) et le saccharose (1,3%).

- Les tri et polysaccharides qui représentent 1,5 a 8 %. On peut citer parmi eux : l'erlose,

le raffinose, le mélézitoze, le kojibiose, le dextrantnose, le mélibiose.

Le fructose prédomine dans la plupart des miels suivi par le glucose, alors que les miels

de miellat contiennent plus de sucres supérieurs que de glucose et de fructose.

Selon Prost (2005), la répartition entre le glucose et le fructose conditionne la
cristalisation:
- si le rapport F/G est supérieur a 1, la cristallisation sera lente.

- si le rapport F/G est inférieur a 1, la cristallisation sera rapide.

La teneur en eau constitue un critere important qui conditionne la qualité et la
conservation de miel. Le miel est operculé par les abeilles lorsque sa teneur en eau atteint en
moyenne 17 a 18 % (Bogdanov et al., 2005), un exceés d’eau favorise 1’augmentation de

risque de fermentation de miel. Sa teneur est influencée par nombreux facteurs tels que :
- La teneur en eau du nectar,
- Le niveau d’operculation des rayons,
- Les conditions de stockage,

- Les conditions climatiques au moment de la récolte.
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Le miel contient aussi des acides organiques, le plus dominant est I’acide gluconique on y
trouve également d’autre acides comme l'acide acétique, l'acide citrique, I'acide lactique,
l'acide malique, l'acide oxalique, l'acide butyrique, l'acide pyroglutamique et l'acide
succinique. Des quantités infimes dacide formique, d'acide chlorhydrique et dacide
phosphorique. Les lactones sont présentes d’une facon constante, ont également une fonction
acide. En parlant des acides aminés et protéines, ils sont présents en faible quantité dans le
miel (0,26 %) et la teneur en azote est négligeable, de l'ordre de 0,041 %. Il s'agit
essentiellement de peptones, dalbumines, de globulines et de nucléoprotémes qui
proviennent soit de la plante surtout des grains de pollen soit des sécrétions de I'abeille, les
acides aminés sont présents sous forme de traces comme la proline, la trypsine, I'histidine,
l'alanine, la glycine, la methionine, etc. La proline est souvent la plus abondante des acides

aminés du miel (Bonte, 2013).

La teneur en sels minéraux d’un miel est faible, mais ils sont plus abondants dans les miels
foncés. La teneur dépend des plantes visitées par les abeilles et le type de sol sur lequel elles
poussent. Les sels de potassium représentent prés de la moitié des matiéres minérales, mais il
s’agit également du calcium, sodium, magnésium, cuivre, manganése, chlore, soufre,

silicium, et du fer.

Certains enzymes sont présents dans le miel, comme la gluco-invertase responsable de
I'nydrolyse des disaccharides, les amylases alpha et béta qui permettent la dégradation de
I'amidon, la gluco-oxydase qui transforme le glucose en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogéne. Il est noté également la présence dans le miel d’une catalase, et une
phosphatase ; et qui sont ces enzymes produites par les glandes hypopharyngiennes et les
sécrétions salivaires de I'abeille. Leur nature protéique fragile les rend sensibles a la chaleur,

en effet les enzymes du miel constituent un indicateur de surchauffe.

Une faible teneur en vitamines présente dans le miel, y compris des vitamines du groupe B
issus des grains de pollen qu’il renferme, les vitamines liposolubles sont quasi absentes. Il
s'agit notamment de la thiamine Bl , de la riboflavine B2, de la pyndoxime, de l'acide
pantothénique, de lI'acide nicotimique B3, de la biotme et de I'acide folique B9, la vitamine C

a été également trouvée dans le miel de menthe, provenant du nectar des menthes.

Les substances aromatiques et les pigments qui se trouvent dans le miel sont a 1’origine

des caractéristiques organoleptiques comme le godt et la couleur du miel. Certains substances
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aromatiques sont identifiées notamment le diacétyl, le formaldéhyde, I’acétaldéhyde,

I’acétone et I’isobutyraldéghyde, I’anthranilate.

Les pigments sont constitués principalement par des flavonoides et des caroténoides,
varient quantitativement et qualitativement en fonction de la flore butinée. Parmis les
flavonoides identifiés dans le miel : la pinocembrine, la pinobanskine, la chrysine, la

galangine, la quercetine, la lutéoline et la kaempférol.

On peut aussi retrouver dans le miel des spores, des algues unicellulaires, des levures
osmotolérantes (responsables de la fermentation), et des champignons microscopiques, de
I'nydroxyméthylfurfural (HMF) substance qui provient de la transformation du fructose en
milieu acide, est présent dans les vieux miels ou ceux ayant subi un surchauffage. Le miel
peut contenir des contaminants proviennent des traitements des cultures comme les
pesticides et les herbicides, mais également des résidus d’antibiotiques et des antiparasitaires

utilisés dans les traitements des colonies et des métaux lourds.

111.2. Propriétés physicochimiques des miels
111.2.1.Viscosité

La viscosité est reliée d’une fagon directe a la teneur en eau et a la température ; une
température de 35°C est suffisante pour assurer a un miel normal la fluidité dont il a besoin a
fin de le manipuler dans les appareils de la miellerie. Certains miels dites thixotrope, cas de
miel de callune capable de passer de 1’état gel a 1’état liquide par simple agitation et de

revenir a 1’état gel sans intervenir ni température ni teneur en eau (Louveaux, 1959).

111.2.2. Densité

C’est le rapport du poids de I'unité de volume et le poids du méme volume d’eau. La
densité est variable en fonction de la teneur en eau, plus un miel est riche en eau moins il est

dense, mesurée a I’aide d’un densimeétre, la valeur moyenne est de 1.4225 a 20°C.

111.2.3. Hygroscopicité

Le miel posseéde le caractére d’absorption de 1’humidité de I’air, le fructose participe
majoritairement a cette opération. Un miel normal de 18% d’eau si on le laisse dans une

atmosphére humide peut atteindre une hygrométrie de 55%.
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111.2.4. Activité de I’eau (aw)

L’activité de I’eau est définie comme le rapport entre la pression de vapeur d’eau a la
surface d’un produit et la pression de vapeur de I’eau pure a la méme température du produit,
Les valeurs « aw » moyenne du miel varient entre 0,55 et 0,75. Les miels dont I'aw est < 0,60
peuvent étre, du point de vue microbiologique, qualifiés de stables. Bien que, l'activité de
I'eau soit un facteur de qualité important, on ne la détermine que rarement (Bogdanov et al.,
2003).

111.2.5. Abaissement du point de congélation

Cette caractéristique dépend fortement de la proportion de glucose et de Iévulose ainsi que
de la teneur en saccharose et en dextrines : un abaissement de 1,42°C a 1,53°C en solution

aqueuse a 15% et 2,75°C a 3,15°C en solution aqueuse a 25%.

111.2.6. Couleur

Provient des matieres pigmentaires présentes dans le miel (caroténoides et xantophiles), et
varie en fonction de ses origines florale et géographique. Le miel peut présenter différents
couleurs, car il existe des miels limpides comme de I'eau, des miels jaunes, ambrés, verdatres,
rougeatres, et certains presque noirs. A I'exception du violet et du bleu la couleur des miels
varie a l'infini (Clemence, 2005). Le chauffage, le vieillissement ainsi que la lumiere
favorisent I’intensification de la coloration du miel, méme la présence de certaines substances

encore mal connues est aussi a l'origine de la coloration du miel (Louveaux, 1968).
111.2.7. Solubilité
Le miel est soluble dans I'eau, l'alcool dilué et insoluble dans l'alcool fort, I'éther, le
chloroforme, le benzéne (Clémence, 2005).

111.2.8. Contréle de qualité du miel

Pour qualifier un miel il faut vérifier son authenticité. En effet, le miel doit étre produit par
les abeilles a partir du nectar ou du miellat sans aucune addition ni élimination. Le contréle
de la qualité consiste du miel a déterminer la salubrité c'est-a-dire sans aucune contamination
microbiologique, chimique et évaluer I’intégrité le miel doit étre vérifié de toute addictions,

soustractions, altérations.
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Le Codex Alimentarius (ensemble de normes alimentaires internationales sur la qualité et
Iinnocuité des aliments élaborées par la Commission mixte Food and Agriculture
Organization, Organisation mondiale de la santé (2001) et le Journal Officiel de la
Communauté Européenne (2002) ont mis au point des normes pour certains parametres
physicochimiques. Ces dernieres sont variables en fonction de mode et la durée de
conservation et la composition initiale du miel. En plus des paramétres physicochimiques, le
controle de qualité¢ doit étre complété par la détermination de 1’origine botanique et

géographique.

Pour obtenir des résultats fiables et certifiés par tous les laboratoires les méthodes et les
techniques d’analyses ont été étalonnés par Commission Européenne du Miel en 1997, en
collaboration avec les travaux de Bogdanov et al. (1997), (méthodes harmoniseés par la
commission européenne de miel, publiées dans la revue de Apidologie). Les principaux

indicateurs de qualité physicochimique sont :

111.2.8.1. Teneur en eau

Constitue un important indicateur de qualité, et typiquement variable en fonction de la
saison de récolte, le climat et le moment de la récolt. En effet une récolte précoce donne un
miel dont la teneur en eau élevée (bogdanov, 2004), affecte sur les paramétres physiques du
miel (viscosité et cristalisation) et peut influencer aussi sur la valeur du rapport glucose/eau et
son augmentation provoque la fermentation (Persano-Oddo et Piro, 2004) in (bogdanov,
2004).

Selon les normes du Codex Alimentarius un miel normal doit avoir un teneur en eau est
inférieur ou égale 20% a I’exception du miel de bruyere (Calluna) et Miel de trefle
(Trifolium) ou la teneur en eau ne doit pas dépasser 23 %, mais seuls les miels dont I'humidité
est inférieure a 18% se conservent lentement, Les miels qui ont une teneur en eau de 15 a
18% ont une bonne cristalisation, alors que ceux dont la teneur est inférieure ou supérieure se
cristallisent plus lentement, I’humidité est déterminée habituellement par réfractométrie

(Bogdanov, 1997).

111.2.8.2. Teneur en hydroxymethylfurfural

C’est le critere le plus fiable pour évaluer la fraicheur et la détection d’éventuel
surchauffage. Le HMF se forme quand les monosacharides et plus particulierement le

fructose sont dégradés en milieu acide par déshydratation moléculaire. La production de
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HMF est favorisée par la forte teneur en fructose et par I'acidité du milieu. Le HMF se forme
rapidement dans les miels de nectar que dans les miels de miellat, qui sont moins acides
(Bogdanov, 1999), ni miel de nectar frais ni miel de miellat frais contient du HMF
(Clémence, 2005).

Sa teneur augmente en fonction de I’acidité du miel et la température de stockage et les
normes le Codex Alimentarius admettent une teneur de 40 mg/kg, 1’exception est faite pour
les miels de zones tropicaux en raison de la température élevée de stockage un taux de 80
mg/kg est acceptable. Trois méthodes pour déterminer le taux d' HMF sont décrites et
validées par (Bogdanov et al., 1997); seuls deux d’entre elles sont recommandées: la
méthode de White (1979) par spectrophotométrie au Bisulfite, 1’autre par utilisation de
chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) la plus fiable mais couteuse. La méthode de Winkler (1955) ne doit pas

étre utilisée car 'un des réactifs est la paratoluidine, qui est cancérogéne.

111.2.8.3. Indice diastasique

La présence des enzymes dans le miel est bien évidemment connue, et parmi les enzymes
comme la diastase ou I’amylase provenant essentiellement des sécrétions salivaires des

abeilles.

L’activité diastasique difféere d’un miel a un autre, probablement dépend de stade
physiologique des glandes salivaires au cours de la saison productive et le rythme de flux du
nectar (Bogdanov, 2004). La diastase perd totalement ses propriétés a température élevée
35°C, a traversla mesure de I’activité disatasique, 1’état de vieillissement et les altérations par
surchauffage sont dététectés. Deux méthodes sont utilisées en routine : la méthode de Schade
(1958) par I’utilisation de I’amidon comme substrat et la méthode de Phadebas (Persano-
Oddo et al., 1999) pour les miels qui ont une faible teneur en enzymes. L’indice diastasique
d’un miel normal est de 8 sur I’échelle de Schade. La grande variabilité de ce paramétre due
fortement a D’origine botanique du miel. Chez les miels de robinier, d’agrumes, de
Taraxacum, d’Erica et particuliérement d’arbousier la diastase peut étre absente ou en tout
cas inférieure au minimum de 3 prévu par les normes, par contre les miels d’Hedysarum, de
miellat, d’Eucalyptus, de chataigner et encore plus de thym ont un indice diastasique éleve.
Cette grande variabilité a conduit a reconsidérer ce parametre comme indicateur de la
fraicheur du miel, car les limites légales sont trop larges pour certains types de miels et trop

restrictives pour d’autres (Persano-Oddo et al., 1990).
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111.2.8.4. pH et acidité

Tout les miels sont acides en raison de la présence d’acides organiques, le pH et ’acidité
ont un certain pouvoir de classification des miels (Bogdanov, 2004). Les miels de nectar ont
un pH généralement oscillant ente 3,5 et 4,5 alors que les miels de miellat leur pH oscille
ente 4,5 et 5,5. Le pH agit sur le degré de dégradation des monsacharides et enzymes présent

dans le miel ; plus le miel est acide plus il est rapidement dégradable.

L’acidité est considérée comme un critére important de qualité, contribue plus ou moins
sur sa saveur et sa stabilité (Bogdanov, 2004). La norme européenne fixe une valeur

maximale de 50 milliéquivalents/kg (Bogdanov, 1997).

111.2.8.5. Conductivité électrique (CE)

La mesure de CE a été introduite il y a long temps (\Vorwohl, 1964) in (Bogdanov, 2004)
comme paramétre de la qualité. Actuellement, la CE est le parametre de qualité de plus
utilisé pour la classification des miels selon ’origine (nectar ou miellat) ; la CE des miels de
miellat est plus élevée que celle de miel de nectar. La CE est introduite dans les normes de
Codex Alimentarius en remplacent la teneur en cendres et en effet la CE correspond a la

teneur en minéraux (Accorti et al., 1987) cité par (Bogdanov, 2004).

La CE est déterminée par une instrumentation peu couteuse et sa valeur est exprimée en
milli Siemens/cm a 20c®. Les miels de nectar a I’exception des Arbutus, Erica, Eucalyptus,
Lavandula, Gossipium, Calluna, Tilia ont une conductivité inférieure a 0,7 mS/cm tandis ce
que les miels de miellat et le miel de chataignier ont une conductivité supérieure a 0,7 mS/cm
(Bogdanov, 1997).

111.2.8.6. Sucres

Constituent la partie la plus importante du miel, responsable de sa viscosité, sa
cristalisation et son hygroscopie. Il s’agit notamment en grande partie du « glucose et
fructose », du saccharose, du maltose, du isomaltose, et du turanose. A I’état de traces il
existe de I’erlose, le mélézitose, le tréhalose, le mélibiose, le nigérose, le turanose, le
kojibiose, le raffinose, le palatinose. Seules les méthodes de chromatographie
(chromatographie liquide a haute performance, chromatographie en phase gazeuse) donnent
des meilleurs resultats des teneurs en sucres (Bogdanov, 2004). La nature des sucres présents
dans le miel dépend des especes de plantes butinées et la quantité des enzymes excrétées par

les glandes salivaires de 1’abeille. Le rapport fructose/glucose conditionne la cristalisation, si
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le rapport F/G est supérieur a 1 la cristalisation est lente et si le rapport F/G est inférieur a 1,
la cristalisation est rapide (Prost, 2005). Il existe des différences entre les miels de nectar et

les miels de miellat ces derniers contiennent le mélézitose et le raffinose (Bogdanov, 2004).

111.2.8.6.1. Teneurs en matiéres insolubles dans I’eau

Cette opération consiste a détecter les impuretés présentes dans le miel par exemple :
pollen, des ailes d’abeilles, des pattes d’abeilles, particules de cire etc. Elles sont obtenues et
identifiées apres plusieurs filtrations, par la suite le filtrat est lavé, séché et pesé. Le Codex
Alimentarius, et UE en 1997 ont autorisé une teneur de 0,1 g/100 g de matieres insolubles

pour un miel normal et une teneur de 0,5 g/100 g pour miel pressé. (voir

Tableau 01 : recommandation de /'Union Européen, 2002 et Codex Alimentarius, 2001de

certains critéres de qualité.

Type de miel

Recommandation UE

Recommandation codex

Miel en général
Bruyere et trefle

Miel en général
Miel de miellat, ou mélanges
avec
miel de nectar

Miel en général
Miel de miellat ou mélange
avec miel de nectar
Luzerne, hedysaron, agrume,
eucalyptus rouge

Miel en général
Miel préssé

Tout les miels

Miel en général
Miel pauvre en enzymes(
acacia, agrume)

Miel en général
Miel de miellat ou mélange
avec miel de nectar
Exception : Arbousier,
eucalyptus, bruyére commune
et cendree, Tilleul

Eau g/100g
20 au max
23 au max
Teneur en (fructose et
glucose)g/100g
>60
>45

Teneur e saccharose g/100
<5
<10

<10

Substances insolubles g/100g
0.1 au max
0.5 au max
Teneur en HMF mg/ kg
<40
Indice diastase (en unités de
Schade)
>8
<3

Conductivité électriquemS/cm
<8

>8

Pas de recommandation

20 au max
23 au max

>60
>45

<5
<10

<10
0.1 au max
0.5 au max

<40, <80 en pays chauds

>8
Pas de recommandation

<8
>8

Pas de recommandation
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111.3.Conditions de stockage du miel

Comme tout les produits d’origine animale, le miel présente des risques de vieillissement
et d’altération et c’est pour ce la il est strictement recommandé de conserver le miel dans des
conditions optimales a fin de sauvegarder sa fraicheur et ses propriétés (sensorielles et

physico-chimiques).

D’apres Bogdanov (1999), une température de stockage basse (10-18°C) conjuguée a une
humidité dans 1’air de moins de 60% et & une odeur neutre, constituent une atmosphére de

bonnes conditions d’entreposage.

111.3. Modes d’altération du miel
111.3.1. Cristalisation

Vu que le miel est une solution sucrée sursaturée, il est prédisposé lors de son stockage a

des transformations de couleur et de texture : ¢’est la cristalisation.

La cristalisation est un processus naturel (Bogdanov, 1999), elle peut étre fine ou
grossiere, fine dans les miels de luzerne, trefle, colza, bruyere et grossiere dans les miels de
chataignier, oranger, sapin, tilleul. Certains miels se cristallisent rapidement (dans les jours
qui suivent la mise en pot) comme le miel de colza, alors que d'autres restent a I'état liquide
pendant des années a temperature ordinaire, le cas du miel d'acacia et des miels de miellat
(Clémence, 2005).

La vitesse de cristalisation dépend des facteurs suivant :

-Teneur en sucres : plus la teneur en glucose est élevée plus rapidement sera la
cristalisation, les miels avec plus de 28% de glucose se cristallisent rapidement, chez les

miels de miellat une teneur en mélézitose de 10% se transforme en miel dit miel-ciment.

-Teneur en eau : les miels qui ont une teneur en eau de 15 a 18% subissent une bonne

cristalisation. Ceux dont la teneur est inférieure ou supérieure se cristallisent plus lentement.

La consistance varie selon la teneur en eau, les miels tartinables ont une teneur en eau de
17 a 18%, ceux au contenu hydrique faible deviennent durs, alors que ceux avec plus de 18%
d’eau restent mous. D’aprés Bogdanov (2011) les miels ayant une haute teneur en eau se
cristalisent souvent en deux phases (une phase solide de glucose cristalisé et une phase

liquide).
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-Température de stockage : une température de 10 & 18°C constitue une température
optimale pour la cristalisation .une température de 14°C est idéale. A basse température par
exemple dans le congélateur, le miel reste liquide ; les miels a cristalisation rapide comme le
miel de colza se figent sous la forme de cristaux trés fins. A température élevée (plus de

25°C), la cristalisation est lente et grossiére. (Bogdanov, 1999).

Selon White et al. (1962), lI'aptitude a cristaliser un miel est en fonction du rapport
glucose/eau, la cristalisation est nulle ou tres lente lorsque I’indice est inférieur a 1,6 mais

elle est rapide et totale lorsque l'indice dépasse 2.

111.3.2.Fermentation

La fermentation du miel dépend de la teneur en eau, de la température de stockage et de la
quantité initiale des levures. Lorsque la teneur en eau est élevée et la température du stockage
est convenable a la multiplication des levures, le miel va se fermenter. Tout miel fermenté est

un miel acide dont I’acidité est beaucoup plus élevée par rapport a la norme.

Les levures responsables sont des levures osmophiles qui proviennent du nectar, des
pollutions dues aux abeilles ou par contamination aprés la récolte (Makhloufi, 2011). Selon
Gonnet (1982), seuls les miels dont la teneur en eau est inférieure a 18% sont de bonne
conservation. Toute augmentation de la teneur en eau au cours du stockage provoque une
augmentation des levures, Vu les propriétés trés hygroscopique, le miel absorbe I’humidité de
I’air quand celle-ci est plus de 60% ; les récipients contenant le miel doivent étre étanches a

I’air et a I’eau (Bogdanov, 1999).

111.3.3.Changement de couleur du miel

Lors du stockage, la couleur du miel varie, elle devient plus foncée a la chaleur et a la
lumiere (Bogdanov, 1999).

- A droite : & la lumiere et a température ambiante.
- Au milieu : dans I’obscurité et a température ambiante.

- A gauche : dans I’obscurité et a température de 15¢°. (voir
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Figure 17 : les variations de la couleur selon la lumiére et la température.

111.3.4. Détérioration par la chaleur

En fonction de la durée et de la température lors de 1’entreposage du miel, 1’activité
enzymatique diminue et la teneur en HMF augmente. En effet, la saccharase est beaucoup
plus sensible que la diastase, la teneur en inhibine (glucose-oxydase) baisse aussi selon la
durée de I’entreposage. La teneur en HMF augmente lors de 1’¢lévation de température, la

valeur du pH joue un r6le important. (voir tableau 02)

Tableau 02 : détérioration des enzymes et formation d” HMF en fonction de température
(White et al., cité par Bogdanov, 1999).

Temps nécessaire a

Température du ) Durée de demi-vie Durée de demi-vie
la formation de 40mg _
stockage, C° Diastase Invertase
HMF/kg

10 10-20 annees 35 années 26 années
20 2-4 années 4 années 2 années
30 0.5-1 année 200 jours 83 heures
40 1-2 mois 31 jours 9,6 jours
50 5-6 jours 5.4 jours 1,3 jours
60 1-2 jours 1 jour 4,7 heures
70 6-20 heures 5.3 heures 47 minutes
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Chapitre 1V. Propriétés biologiques du miel
IV.1. Propriétés antibactériennes

Actuellement, des travaux médicaux ont montré non seulement que le miel est efficace
pour soigner et cicatriser les plaies mais aussi le miel est considéré comme un alternatif
intéressant dans la thérapeutique anti-infectieuse et surtout contre les germes résistants aux

antibiotiques. Ces germes sont a I’origine des problémes majeurs de santé.

Le terme antibactérien engendre un ensemble de composantes qui peuvent tuer totalement

les bactéries (bactéricide) ou réduire la multiplication bactérienne (bactériostatique).

Plusieurs mécanismes interviennent dans 1’activité antibactérienne et agissent en synergie,

il s’agit notamment (voir

1V.1.1.Pression osmotique

Le mécanisme de la pression osmotique est induit par la forte teneur en sucres du miel,
entrainant un abaissement de I’activité de 1’eau car le circuit d’eau suit la loi osmotique ce qui
provoque par conséquent une diminution de disponibilité de 1’eau nécessaire au
développement bactérien et deshydratation des bactéries. Mais la teneur en sucres du miel est
suffisante pour conserver l'activité antibactérienne du miel lorsqu'il est dilué a environ 30 a
40 %. Dans le cas des dilutions plus élevees, l'activité antibactérienne est due a d'autres

composes que les sucres (Kwakman et Zaat, 2012).

IV.1.2. pH

Il est bien connu que le miel est acide, son pH situe entre 3.5 et 6, ce faible pH semble étre
suffisamment efficace pour inhiber la croissance des microorganismes pathogenes.
Cependant, quand il s’agit la dilution du miel par exemple les fluides corporels peuvent étre
responsables cette dilution, I’effet du pH bas est facilement négligé (Kwakman et al., 2010),
donc il existe d’autres composés impliqués dans I’activité antibactérienne et qui sont a

élucider.

1V.1.3. Formation du peroxyde d’hydrogéne

La principale activité antibactérienne du miel est due a la production enzymatique de

peroxyde d’hydrogene gréce a la glucose oxydase (voir , qui est une enzyme
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secrétée par les glandes hypopharyngiennes des abeilles au moment de récolte du nectar ou

miellat et aussi lors des trophallaxies successives (White et al., 1963).

Glucose +H20------------ glucose —oxydase --------------------- > Acide gluconique +H202

Figure 19 : formation enzymatique du peroxyde d’hydrogene selon Bang et al. (2003)

La fonction principale du H2O; est la prévention de I’altération d’origine microbienne du
miel non mur lorsque la concentration en sucres est insuffisante pour inhiber la croissance

bactérienne.

Le glucose oxydase est inactivé dés que le miel est mur mais elle retrouve son activité lors
de la dilution du miel. L'accumulation de H20: est la plus elevée dans la plage de 30 a 50%
de miel et diminue rapidement en dessous de 30% de miel en raison de l'affinité relativement
faible du glucose oxydase des abeilles melliféres pour son substrat glucose (Schepartz et al.,
1964). C’est une enzyme thermolabile et photosensible, les miels qui ont été stockés dans de
mauvaises conditions produisent moindre de peroxyde d'hydrogéne. Il a été suggéré que la
catalase provenant du pollen, du nectar ou des micro-organismes représente 1’antagoniste

responsable de I'activité neutralisante enzymatique H2O2 du miel (Huidobro et al., 2005).

1V.1.4. Méthylglyoxal (MGO)

Il existe différents miels dont I’activité antibactérienne est non peroxyde substantielle, le
miel Manuka est réputé par sa forte activité antibactérienne sans production de peroxyde, en

parallele des niveaux élevés en MGO ont été trouvés dans ce miel (Mavric et al., 2008).

Le MGO se forme au cours du stockage du miel par la conversion non enzymatique de la
dihydroxyacétone présente en concentrations élevées dans le nectar des fleurs de
Leptospermum scoparium, sur la base de la forte corrélation entre les niveaux de MGO et le
potentiel du miel a inhiber la croissance bactérienne. Il a été suggéré que le MGO est
entierement responsable de l'activité antibactérienne non peroxyde du miel de manuka
(Adams et al., 2008).

1VV.1.5. Défensine d'abeille-1

C’est un peptide secrété par les glandes hypopharayngiennes de I’abeille, posséde une
puissante activité antibactérienne contre les bactéries notamment les bactéries a Gram positif

tels que B. subtilis , S. aureus et Paenibacillus larvae (Kwakman et al., 2010). Cette derniére
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bactérie représente 1’agent causal de la loque américaine (une maladie a déclaration
obligatoire, dévastatrice des larves). La présence et la concentration de défensine-1 d'abeille

dans différents miels n'ont pas encore été établies.

1V.1.6.Composés phénoliques

Les composés phénoliques ont été proposés comme source potentielle de composés
antimicrobiens dans le miel. D’aprés Aljadi (2003), des fractions phénoliques complexes
trouvées dans les miels malaisiens ont un pouvoir antibactérien mais I’identification de ces

fractions est mal connue.

IV.1.7.Microorganismes

Des bactéries réputées par leur pouvoir antibactérien contre les bactéries a gram positif et
gram négatif ont été isolés a partir des miels tels que bactéries lactiques qui peuvent produire

et excréter des composés antimicrobiens lorsqu'elles sont cultivées in vitro.

D’apreés Bogdanov et Blumer (2001), autres composés sont incriminés dans 1’activité
antibactérienne tels que les lysozymes, flavonoides, acides aromatiques et autres composants

indéterminés ont été décelés.

High sugar content: Hydrogen Peroxide:
Increases water potential Oxdation causes DNA
outside of bacterial celis Polyphenolic compounds: damage through generation Low pH:
Inhibits DNA B helicase of hydroxyl radicals Effects proton motive force

across membrane and ionisation
of enzymes, altering their activity

Polyphenolic compounds:
Induces topoisomerase IV
mediated DNA cleavage

LU

\ Polyphenolic compounds:
Disrupts membranes effecting
}\ transport and motifity
\k \’/l‘ \ii >,
R

D

~ ~
\ \ v V High osmotic pressure:

Reduces bactenal growth rate
Methyiglyoxal:
Alters structure of fimbnae
and flagella which limits Bee defensin-1:
bacterial adherence and Proteins from Bee innate
motiiity immune system disrupts
membrane permeability

Figure 18: différents mécanismes de I’activité antibactérienne de miel (Nolan, 2019).

IV.2. Activité antioxydante

L’oxygene, molécule indispensable pour la vie, peut entrainer des dommages cellulaires

importants par la formation d’espéces radicalaires (réactives) de 1’oxygene (ERO), de trés
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nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont suggeéré le réle des ERO dans le

développement de nombreuses pathologies comme 1’athérosclérose et la cancérogenese.

A 1’état physiologique, les antioxydants et les prooxydants sont équilibrés mais lorsque cet
équilibre est corrompu en faveur des prooxydants, le stress oxydatif se déclenche. Tout
déficit en antioxydant (par une alimentation pauvre en vitamine A, C et E ou une diminution
de l'activité des enzymes de défense antioxydantes) ou une production excessive des radicaux

libres conduit a I’apparition du stress oxydatif (Pincemail et al., 2002).

Un radical libre est une substance chimique (arébme ou molécule) qui possede un électron
non apparié, instable et fortement réactif, libéré principalement lors de processus
inflammatoire produit par les cellules phagocytaires activées ou lors des agressions par des

agents infectieux, la pollution, UV, la fumée de cigarette.

Les radicaux libres les plus courants sont le radical superoxyde (O, -), le radical
hydroxyle (OH¢) et le monoxyde d’azote (NOe<). D’autres molécules, comme le peroxyde
d’hydrogéne (H20>) et I’ion peroxynitrite (ONOO-), sont des substances oxygénées réactives
non radicalaires, ne sont pas des radicaux libres mais des dérivés de radicaux libres et ils
peuvent étre génerés par différentes réactions chimiques. On regroupe sous le terme d’ERO
les radicaux libres et leurs dérivés activés depuis longtemps considérés comme
potentiellement toxiques car ils ont la capacité d’endommager différents composants
cellulaires vitaux, tels que les lipides, les protéines et I’ADN cellulaire en augmentant les

mutations, et de conduire a la mort cellulaire par stress oxydatif (Ré et al., 2005).

Une alimentation riche en antioxydants est potentiellement suffisante pour empécher la
libération des radicaux libres. Les antioxydants sont présents naturellement dans les fruits,

Iégumes, plantes médicinales et le miel puisqu’il est élaboré a partir des plantes. Les pri
ncipaux agents antioxydants du miel sont :

- Les antioxydants primaires ou antiradicalaires : capables de piéger les radicaux libres tels
que les radicaux hydroxyles (OH), anion superoxyde (O2-) et radicaux peroxylipidiques ; il

s’agit principalement les composés phénoliques.

- Les antioxydants secondaires ou préventifs : La vitamine E est le principal antioxydant
liposoluble, responsable de la détoxification des radicaux peroxydes et alkoxyles et donc dans
la prévention des réactions en chaine de la peroxydation lipidigue. Comme autres

antioxydants liposolubles on peut citer I'ubiquinol (coenzyme Q), les caroténoides et la
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vitamine A, les flavonoides. La composition phénolique des différents miels a été définie par
David et al., (2011) par la méthode HPLC (chromatographie liquide a haute performance) et
par électrophorese capillaire (CE) avec des techniques de détection par barrette de diodes
(DAD) (voir La vitamine C ou acide ascorbique est un piégeur d’ERO a spectre
large, efficace contre les radicaux peroxyles, hydroxyle et superoxyde ainsi que contre le
peroxinitrite (Ré et al., 2005). Plusieurs composés enzymatique et non enzymatique
interviennent dans 1’activité antioxydante du miel notamment la glucose oxydase, la catalase,
I’acide ascorbique, les acides phénoliques, les derives de caroténoides, les acides organiques,
des protéines et les flavonoides. Les variations des activités antioxydantes des miels sont en
fonction du caractére quantitatif et qualitatif de leur contenu phénolique (Aljadi et
Kamaruddin, 2004). La composition de I’activité antioxydante du miel dépend de la source
florale et de I’environnement (voir , il a été déemontré une corrélation entre le
profil des flavonoides et I’origine florale (Yao et al., 2004) cité par (Marghitas, 2009). Les
oligo-élements tels que le seéléenium (Se) est le zinc (Zn) jouent eux aussi un réle important
dans I’équilibre prooxydant-antioxydant. I1ls ont un fort pouvoir antiradicalaire et
interviennent au niveau du fonctionnement des enzymes qui préviennent le

photovieillissement (Rigal, 2012).

Tableau 03 : composeés phénoliques des miels et leurs méthodes d’identification (David et

al., 2011)
Type du miel Technique Composés phénoliques
identifiés
Eucalyptus, bruyere, HPLC-DAD L'acide 4-hydroxybenzoique
chataigne, lavande, acide protocatéchuique, acide
tournesol, romarin gallique, acide syringique,
acacia, orange acide
vanillique
acide férulique, acide
caféique,
acide p-coumarique
Miel d'eucalyptus HPLC-DAD Acide chlorogénique, acide
(australian) ellagique, acide gallique,
acide
caféique, acide p-
coumarique, acide
férulique
Agrumes, lavande, thym, CE-DAD Acide gallique, acide
romarin caféique, acide
p-coumarique, acide
syringique,
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acide chlorogénique, acide
férulique, acide cinnamique
Miel d’eucalyptus HPLC-DAD Myricétine, tricetin
quercétine,
lutéoline
éther, quercetine-3-méthyl,
Kaempferol, pinocenbrin
chrysin,
pinobanksine genkwanine,
isorhamnétine
Miel de romarin CE-DAD Kaempferol, chrysin, acide
p_
coumarique, pinocenbrin
acide
férulique

1VV.3. Activité anti-tumorale et anti-inflammatoire

Des études ont montré que 1’application de miel sur un site tumoral inhibe d’une facon
significative la croissance tumorale chez la souris et certaines cellules cancéreuses in vitro.
En effet, Moammed (2020) a prouvé que le miel d’acacia possede un effet anti-tumoral
contre trois lignées de cellules cancéreuses humaines in vitro (foie, sein, colon), alors
qu’aucun essai clinique chez ’homme n’a confirmé ce potentiel d’action anti-cancéreux
(Bogdanov et al., 2008).

Les polyphénols sont connus par ses propriétés chimiopréventives, il a été démontré que le
miel avec une charge phénolique plus élevée, est plus puissant pour inhiber la prolifération
des cellules cancéreuses (Jaganathan et Mandal, 2009). Divers polyphénols présents dans le
miel ont été singulierement étudiés pour leurs mécanismes d’action sur des modeéles de
cancer, y compris ’acide caféique, les dérivés de 1’acide caféoylquinique, acide rosmarinique
et ses derives, acide ellagique, ainsi que les flavonoides : chrysine, luéoline, acacétine,
fisétine, myricétine, wogonine, apigénine, hespéridine, galangine, quercétine, kaempférol, la

pinobanksine et la pinocembrine (Jaganathan et Mandal, 2009; Abubakar et al., 2012).

Lors de I’application du miel sur les plaies, on observe une diminution remarquable de
I’inflammation avec atténuation de I’cedéme et disparition d’exsudat. Concernant la douleur,
une autre composante de I’inflammation peut aussi étre diminuée par le miel (Viuda-Martos.,
et al 2008). Le mécanisme supposé serait une action sur la production de radicaux libres

agissant sur les tissus inflammeés.
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Sur le plan histologique, des biopsies de blessures d’animaux sans infection, moins de
leucocytes associés a I’inflammation ont été observés lors de 1’application du miel sur une
plaie (Molan, 2001). L’action anti-inflammatoire du miel joue un réle thérapeutique
important. L’inflammation peut devenir délétere et empécher la guérison lorsqu’elle est
excessive et prolongee, surtout avec la production de radicaux libres dans les tissus. Méme si
les antioxydants n’agissent pas directement sur I’inflammation, mais ils éliminent les

radicaux libres et évitent leurs effets néfastes (Bergman et al., 1983 ; Burdon, 1995).

En plus d’élimination des radicaux libres formés, le miel possede une activité antioxydante
par le biais du peroxyde d’hydrogéne, qui génére la séquestration des ions méttaiques, tels le

fer et le cuivre, et constitue un important systeme antioxydant (Benhanifia, 2011).

1V.4.Activité immunomodulatrice

En plus de son activité antibactérienne directe, le miel permet de combattre I’infection en
stimulant le systeme immunitaire. 1l a été, également, rapporté que la multiplication des
lymphocytes T et lymphocytes B en culture est stimulée en présence de miel (Abuharfeil et
al., 1999). Il active aussi les polynucléaires neutrophiles et il a également été rapporté que la
stimulation des monocytes en culture libere les cytokines TNF-a, interleukine IL-1 et IL-6
impliquées comme messagers cellulaires activant la réponse immunitaire face a I’infection
(Bergman et al., 1983).

L’acidité du miel favorise I’action antibactérienne des macrophages comme elles sont des
vacuoles de phagocytose impliquées dans la destruction des bactéries ingérées, car elles ont
un pH acide (Boukraa et al., 2010). Les sucres fermentescibles du miel puissent stimuler le

systéeme immunitaire (Tonks et al., 2007).

Mehdi et al. (2016) confirment la vertu thérapeutique attribuée par le miel de la région de
Tiaret qui s’est traduit par une manifestation suppressive sur le plan humoral de la réponse
immunitaire des souris soumis sous allergéne, cela ouvre une perspective intéressante dans le
domaine clinique, car les agents immunosuppresseurs jouent un rdle important dans le greffe

des organes et les maladies du systeme immunitaire.

IV.5. Activité antidiabétique

Il a été démontré que le miel est capable de réduire la glycémie dans des modéles animaux
et chez les patients présentant une intolérance au glucose ou au diabete. Le fructose est un

agent antidiabétique potentiel tandis que la présence dans le miel d’un mélange équilibré de
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fructose et de glucose pourrait jouer un role supplémentaire dans ce genre d’effet puisque les
deux sucres sont connus pour agir en synergie dans le métabolisme glucidique hépatique
(Erejuwa, 2012). L’administration du miel chez les rats provoque une augmentation
significative du taux de cholestérol HDL et une réduction des triglycérides et du cholestérol
LDL (Yaghoobi, 2008). La combinaison de metformine et de miel a entraineé des réductions
supplémentaires des triglycérides, du cholestérol total et du LDL, tandis que le cholestérol

HDL a été augmenté chez les rats diabétiques (Erejuwa, 2011).

IV.6. Apithérapie et miel médical

Vient des mots grec « Apis » pour abeille et « therapia » veut dire la cure ou le soin, est
une discipline qui consiste a utiliser les produits récoltés, transformés ou sécrétés par I’abeille
(miel, propolis, pollen, gelée royale, cire et méme le venin) pour leurs bienfaits sur notre
santé et notre bien étre. L’apithérapie est utilisée depuis I’antiquité dans de nombreuses
cultures et communautés, et maintenant fait 1’objet de nombreux travaux dans le monde

entier.

1V.6.1. Miel médical

En médecine douce le miel agit en prévention et permet de soigner les pathologies en
stimulant I’organisme. Le miel est le plus utilisé en apithérapie, vue ses vertus thérapeutiques
et il est considéré comme un « alicament ». Le miel médical doit répondre a certains critéres :
une composition et qualité constante, sans contaminants surtout pas bactériologique, une
bonne capacité d’inhibition des germes rencontrés en milieu hospitalier et un potentiel de
cicatrisation. Pour assurer le bon fonctionnement des principes actifs du miel, il doit étre frais
et non chauffé. Cependant, les miels commercialisés sont souvent stockés avant d’étre
consommeés. Le miel médical n’est pas un miel ordinaire, il doit étre standarisé par la charte
établie par I’association européenne de I’apithérapie. Le contrdle du miel destiné a des fins
médicales est effectué durant toutes les étapes de I'élevage, de la production et du

conditionnement.

Pour éviter la contamination chimique, les ruchers sont placés dans des zones
géographiques préservees, et les exigences en matiere de qualité bactériologique préconisent
que la totalité des germes ne doivent pas dépasser 50 unités formant colonies (UFC) par
grammes. Le non respect des dispositions de la charte entrainera, l'interdiction définitive de

produire du miel a vocation thérapeutique (Clémence, 2005).
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1VV.6.2. Conditionnement du miel médical

Plusieurs laboratoires commercialisent des tubes de miels stériles ou produits dérivés du
miel a des fins thérapeutiques. Ces miels sont conservés dans des tubes en aluminium afin de
les protéger de la lumiére et de maintenir autant que possible une température constante ou

variant moins a I’intérieur du tube, limitant donc la perte de ses propriétés (Fanny, 2015).

I1V.6.3.Contre-indications et précautions d’emploi

Peu de contre-indications retrouvées a I’utilisation du miel, I’ingestion est formellement
contre-indiquée chez le nourrisson de moins de 12 mois en raison du risque de Clostridium
botulinum, tout risque potentiel pour la santé du aux spores de Clostridium Botulinum peut
étre éliminé par une irradiation du miel aux rayons gamma sans perte de son activité

antibactérienne (King et al., 2010).

Les patients allergiques aux miels ou au pollen doivent étre prévenus d’une possible

réaction, méme si les cas d’allergies rapportés sont tres rares (Fanny, 2015).

L’utilisation thérapeutique du miel médical est devenue courante dans les établissements
hospitaliere par exemple en France, entre cing et six services du CHU de limoges

commandent régulierement du miel et notamment la réanimation (Clémence, 2005).

1V.6.4. Usages externes
1V.6.4.1. Applications sur la peau et les muqueuses

Des études antérieures décrivent les effets positifs du miel sur la guérison des plaies, il
peut étre utilisé comme excellente thérapie d’appoint pour les patients postopératoires
(Norhafiza, 2013). Van der Weyden (2003) a montré une guérison rapide et compléte des
plaies, il a constaté aussi 1’efficacité du miel pour soigner des escarres, l'une située a la
cheville l'autre concernant la région sacrée chez deux de ses patients. De plus, il a souligné
les effets désodorisant et anti-inflammatoire du miel ainsi qu'une atténuation de la douleur.
Lorsque le miel est comparé a la sulfadiazine argentique (SSD), le pansement au miel
améliore la cicatrisation des brulures, rend la plaie stérile en moins de temps, donne des

meilleurs résultats en termes de prévention de cicatrisation hypertrophique et des contractures
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post-brulures et diminue le besoin de débridement quel que soit le moment d’admission
(Baghel et al., 2009).

La plus part des patients sous radiothérapie et chimiothérapie developpent une mucite,
limitant ou empéchant I’alimentation per 0s. Le miel semble trés efficace en terme de
guérison des mucites induites par chimiothérapie (Abdulrhman et al., 2012). Il est
recommandé d’administrer le miel avant et aprés la radiothérapie, et au coucher (Fanny,
2015).

1V.6.4.2. En ophtalmologie

L’application du miel est un promoteur alternatif dans le domaine d’ophtalmologie. Il a
été prouvé que le miel réduit les rougeurs et les gonflements de la conjonctive et éradique les
infections bactériennes oculaires (Al-waili et al., 2004). Des preuves montrent que le miel
peut étre utile dans le traitement de sécheresse oculaire, cedéme cornée postopératoire et
kératopathie bulleuse, cependant les preuves scientifiques a 1’appui de ces propriétés

bénéfiques du miel sont limités (Majtanova et al., 2016).

IV.6.5. Usages internes
1V.6.5.1. Traitement des gastroentérites

Depuis les temps anciens, les gens ont spéculé sur les propriétés curatives du miel. Les
anciens égyptiens, azssyriens, chinois, grecs et romains utilisaient tous le miel en
combinaison avec d’autres herbes et seul, pour traiter les maladies de I’intestin.(Molan et al.,
1998).

En Europe, les gastroentérites sont tres majoritairement d'origine virale (Rotavirus) ; par
contre, dans les pays en voie de développement, ce sont les bactéries (Salmonelles,
colibacilles, shigelles) qui sont le plus souvent impliquées (Clémence, 2005). Le miel a été

détecté bactéricide pour ces bactéries pathogenes et d’autres organisme a gram négatif.

Le miel est capable d'inhiber la croissance in vitro d'Helicobacter pylori (Osato et al.,
1999 ; Al Somai et al., 1994) qui provoque des gastrites, des ulceres gastriques et des ulceres

duodénaux .

1V.6.5.2. Affections respiratoires
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L’organisation mondiale de la santé recommande la prise de miel dans le traitement de la
toux depuis 2008. Cohen et al. (2012) ont mené une étude avec 300 enfants de 1 a 5 ans
souffrant de toux nocturne due au rhume, la moitié recevait, avant le coucher, 10 g de miel
alors que l'autre recevait un sirop de datte a la texture et au golt semblables, des parametres
sont évalués par les parents a I’aide de scores, ils notaient, une diminution de la fréquence des
quintes et la sévérité de toux et une amélioration de la qualité du sommeil a été plus

importante dans le groupe ayant recu le miel.

L’efficacité s’explique par la composition sucrée du miel, qui provoque un réflexe de
salivation qui pourrait induire une sécrétion de mucus au niveau des voies aériennes. Ces
sécrétions de mucus peuvent avoir un effet de soulagement sur I’inflammation du larynx et du

pharynx (responsables de I’augmentation de la toux, particulierement de la toux seche).

La relation anatomique entre les fibres sensitives nerveuses qui initient la toux et les fibres
nerveuses gustatives peuvent aider a produire un effet antitussif via le systeme nerveux
central (Fanny, 2015).

IV.6.5.3. Effet prébiotique

Des oligosaccharides non digestibles sont fournis en tant que substrats prébiotiques
fermentescibles pour moduler 1’équilibre microbien intestinal en faveur des lactobacilles et
des bifidobactéries probiotiques, et aussi améliorer la fonction métabolique de 1’héte. Le miel
contient des oligosaccharides qui peuvent étre utilises par les fermenteurs saccharolytiques

pour produire des métabolites bénéfiques qui favorisent I’effet prébiotique (Mohan, 2017).
I1V.6.6. Usage vétérinaire du miel

1V.6.6.1.Traitement des mammites chez les bovins

La Mammite est une inflammation du tissu mammaire, causée le plus souvent par une
infection bactérienne. La mammite bovine est devenue courante et causant d’énormes pertes
a l’industrie laitiere. Le traitement habituel est basé sur I’antibiothérapie mais cette derniére
présente des inconvénients d'une part sur son codt éleve, et d'autre part, le lait ne peut étre

commercialisé avant la disparition de toute trace d'antibiotique.

Il a été montré que le miel inhibe la croissance in vitro des bactéries les plus fréquemment

impliqués dans les mammites comme suit : Actinomyces pyogenes, Klebsiella pneumoniae,
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Streptococcus agalaciiae, Streptococcus dysagalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus

xylosus, Staphylococcus simulans, Enterobacter, E coli.

L'utilisation du miel présente un double avantage: le colt du traitement est relativement
faible et le lait n'est pas "pollué" comme avec les antibiotiques. Le miel apparait donc comme

une alternative intéressante a l'antibiothérapie pour traiter les mammites (Clémence, 2005).

Dans une étude préliminaire, L’efficacité du miel s’est avéré 1’une des nouvelles thérapies
alternatives pour traiter les mammites subcliniques bovines due au Pseudomonas aerogenosa
et Staphylococcus aureus. D’autres études pourraient e€lucider la sensibilité des
microorganismes pathogenes impliqués dans les mammites bovines cliniques et subcliniques,

ainsi la dynamique et la perfusion du miel dans la glande mammaire (Benhanifia, 2019).

IV.6.7. Intéréts
IV.6.7.1 .Disponibilité et facilité de conservation et d’utilisation

La pratique de I’apiculture est possible dans toutes les régions du globe a 1’exception des
zones polaires. L’élevage est simple, maintenu durant toute 1’année et ne nécessite ni un
niveau scolaire déterminé (une formation aux techniques d’apiculture est suffisante pour
gérer un rucher), ni un équipement couteux mais nécessite par contre une surveillance de
I’état de la ruche et de 1’abondance des ressources florales melliféres. Le miel est une denrée
qui se conserve bien si elle a été extraite dans de bonnes conditions d’hygiéne, ces derniéres

permettent d’obtenir un miel dépourvu de toute contamination microbienne.

Enfin, D'utilisation thérapeutique, ne nécessite ni transformation ni addition, et son
administration est facile soit par voie orale ou par application topique. Toutes ces qualités

font du miel un produit utilisable partout, par tous et pour tous.

1V.6.7.2. Colt

A T’heure actuelle les économies en matiere de santé ont pris 1’attention des autorités un
peu partout dans le monde, cet aspect joue indéniablement en faveur d’utilisation

thérapeutique du miel.
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Il faut souligner la cherté des antibiotiques, sans oublier les pertes économiques en termes
de délais d’attente en élevage bovin (viandes rouge et lait). Le miel semble étre un alternatif

moins colteux et peu onéreux.

1V.6.7.3.Innocuité

Le miel présente trés peu d'effets indésirables. Il peut étre administré chez tous les patients
quel que soit leur &ge sauf chez I’enfant moins d’un an (risque de botulisme). Chez les sujets
diabétiques présentant une glycémie non controlée, la surveillance glycémique devra étre
renforcée. Il est important de mettre en évidence qu'il n'existe aucune interaction entre le miel

et les médicaments
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Chapitre V. Miel et bactéries lactiques
V.1. Microorganismes du miel

Le miel est utilisé depuis la plus haute antiquité comme produit thérapeutique dont la
propriété la plus réputée est D’activité antibactérienne, cette derniére est due de sa
composition chimique qui le rend efficace contre les microorganismes. A propos de sa
composition détaillée dans chapitre I, peu de microorganismes ont la capacité de se
développer ou de rester dans le miel. Ces microorganismes sont issus de sources primaires ou
secondaires. Sources primaires : constituent les principales sources sont liées au tube digestif
qui sont des microorganismes naturels et des sources de collecte tels que nectar, pollen,

propolis, I’environnement naturel a ’intérieur de la ruche.

Sources secondaires : issues de l’incorporation des microorganismes apres la récolte
(Olaitan, 2007). Parmi les bactéries pathogénes qui résident dans le miel on peut citer
Bacillus sp et Clostridium Botulinum. Cette derniere a été a peine détectée dans le miel ;
cependant avec des techniques moléculaires comme la PCR, la détection était plus précise,
elle pénétre dans la ruche par 1’eau contaminée ou par méme par contact direct du produit
avec le sol. Elle est responsable du boutilisme chez I’homme, en particulier chez les enfants

(Poormontaseri et al., 2014).

Les agents pathogenes du genre Bacillus appartient au groupe Bacillus cereus. Cet
micoorganise est un producteur d’entérotoxines a un pH de 6,0 a 8,0 et a une température
allant de 10°C a 21°C mais il est nécessaire de consommer 107 cellules/mL pour obtenir la
toxicité (Jay et al., 2005).

Durant la production de miel, les abeilles ingérent du nectar et le transforment en miel a
I’aide d’enzymes et ils incorporent lors de régurgitation certains microorganismes symbiotes
associés au tractus gastro-intestinal qui peuvent étre bénéefiques pour la santé humaine (Endo
etal., 2013).

La flore bactérienne associée a I'abeille domestique A. mellifera est complexe et elle a été
décrite comme étant principalement composé de levures, de bactéries Gram-positives (tels
que Lactobacillus rigidus apis, S. constellatus, Bacillus spp, Streptococcus et Clostridium), et

Bactéries a Gram négatif (Achromobacter, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia
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coli, Flavobacterium, Klebsiella, Proteus et Pseudomonas) (Rousseau et al., 1969 ; Mohr et
al., 2006).

Gilliam (1997) a rapporté que ces bactéries pourraient étre endémiques du tube digestif
des abeilles adultes et indépendantes des saisons et des facteurs nutritionnels. Elles sont
différentes en fonction des sources de nectar et la présence d’autres genres bactériens dans
I’estomac de I’abeille. En plus du microbiote dans I’intestin, une nouvelle flore bactérienne
lactique composée de 13 especes de lactobacillus et de Bifidibacterium bien définies sur le
plan taxonomique a été découverte dans la culture des abeilles. (Olofosson et al., 2008 et
2014)

D’aprés Endo et al. (2013), les abeilles sont des sources riches en bactéries lactiques
frutophiles, principalemet L.kunkeei : cette espéce se trouve principalement dans les produits

apicoles et en larves.

Des recherches effectuées avec des miels de différents sources florales ont montré la
présence des champignons de différentes espéces tels que : Alternaria alternana, A spergillus
nger, Aspergillus proliferans, Aspergillus spelunceus, Chaetomium globosum, Cladosprium
cladosporioides, Daldinia concentrica, Emericella discophora, Emericella gingixianii,
Penicillium concentrica, Penicillium decumbens, Penicillium polonicum et Penicillium
echinulatum dont P. corylophilum et A. niger les plus fréquents, mais en faible quantité,
indiquant la capacité de la mutiplication de ces champignons dans le miel (Sinacori et al.,
2014).

V.2. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et
font partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale (Dortu et al., 2009). Ce sont
des bactéries a Gram positif et oxydase négative, utilisant les hydrates de carbone comme
sources d’énergie, tolérant des pH acides, de niches écologiques anaérobies ou anaérobies
facultatives et se montrant catalase négative. L'oxygene peut parfois leur étre substrat, mais
conduit au peroxyde d'hydrogene qui leur est toxique. Certaines souches possédent un

superoxyde dismutase a manganese permettant I'élimination des radicaux libres oxygeéne.
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Les bactéries lactiques exigent la fourniture exogéne d'acides aminés pour leur croissance
car elles sont incapables d'en effectuer la synthése a partir d'une source azotée plus simple. La
fraction azotée non protéique du lait est en fait une source importante d'azote pour
les bactéries lactiques. Des phénomenes de transport de différents peptides ont aussi été mis
en évidence, les protéines du lait sont utilisées grace a des protéinases liées a la paroi sous
l'influence des ions calcium. D'autre part, elles possédent un riche équipement en
aminopeptidases liées aux membranes et en protéinases et en diverses exopeptidases
intracellulaires. Enfin, les bactéries lactiques exigent un certain nombre de vitamines, de
bases azotées et de minéraux. Dans certains cas, le gaz carbonique serait essentiel pour leur

croissance (Desmazeaud, 1983).

Les bactéries lactiques posseédent des propriétés intéressantes non seulement pour
I’industrie alimentaire mais aussi pour leurs bénéfices sur la santé (Naido et al., 1999). En
effet, elles sont impliquées dans un grand nombre de fermentations spontanees de produits
alimentaires (Stiles et al., 1997), ce qui a permet a la reconnaissance de leur statut GRAS
(Generally Recognized As Safe) (Klaenhammer et al., 2005). Actuellement, les bactéries
lactiques se regroupent en treize genres bactériens différents : Lactobacillus, Bifidobacterium,
Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus,

Weissella, Aerococcus, Streptococcus, Tetragenococcus et Vagococcus (Dortu et al., 2009).

V.3. Intéréts des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques provenant de différentes sources sont connues pour produire
différents composés, qui ont la capacité d’inhiber la croissance des bactéries de champignons
(Muhialdin et al ., 2011). En effet, elles produisent de hombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de
carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactériocines. Les bactériocines sont des peptides
antimicrobiens inhibant la croissance de bactéries altérantes ou pathogenes. Les souches les
produisantes peuvent donc également étre utilisées dans des produits non fermentés en tant
que culture protectrice. Une culture protectrice est une culture antagoniste ajoutée a un
produit alimentaire pour inhiber les bactéries pathogenes et/ou altérantes et ainsi prolonger sa
durée de vie en changeant ses propriétés organoleptiques le moins possible (Rodgers, 2001 ;
2003 ; Vermeiren et al., 2004). Ce qui a conduit a utiliser les bactéries lactiques en tant que

starter dans les produits alimentaires fermentés ou elles permettent de développer certaines
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caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la durée de conservation (Abee, 1995 ;
Hugenholtz et al., 1999).

L’utilisation abusive d’antibiotiques comme chimiothérapie antimicrobienne a été 1’une
des principales raisons de diminution de I’espérance de vie moyenne. Cependant, les
microbes qui sont devenus résistants & I’antibiothérapie causent un probleme de santé
publique dans le monde (Hsueh et al., 2005). Pour lutter contre la résistance bactérienne, des
suppléments et remedes naturels ont éte étudiés largement en termes de propriétés
antimicrobiennes potentielles afin des les utilisés comme thérapeutiques alternatifs (Mandal
et al., 2010). Parmi ces thérapeutiques alternatifs utilisés récemment les probiotiques. Les
probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés
en quantités adéquates, ils conférent un effet bénéfique sur 1’héte (FAO et OMS, 2008). lls
ont été largement étudiés comme une nouvelle approche pour prévenir les infections chez les
animaux, surtout dans le tractus gastro-intestinal et vaginal (Otero et Nader-Mcias., 2007 ;
Walsh et al., 2008). L’effet bénéfique des probiotiques sur la santé de 1’héte se consacre sur
différents mécanismes tels que : adhésion a 1’épithélium cellulaire, formation de biofilm,
colonisation, production de biotensioactifs, agrégation et co-agrégation, compétition pour les
nutriments, modulation des enzymes et/ ou du systéme immunitaire et production de
métabolites antagonistes comme les bactériocines, peroxydes d’hydrogenes, acides

organiques (voir figure 20)

Figure 20 : mécanisme d’inhibition des pathogénes par les bactéries lactiques
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Des études précédentes ont éetudiés les propriétes probiotiques des bactéries lactiques en
particulier les espéces de lactobacillus en vue d’évaluer leurs effets bénéfiques sur la santé
animale, Frola et al. (2012) ont montré la capacité d’adhésion de deux souches de
lactobacillus (Lactobacillus prolens CRL 1724 et Lactobacillus plantarum CRL 1716) a

I’épithélium du canal mammaire et ses actions préventives contre la mammite bovine.

V.4. R6le des bactéries lactique dans le miel

Les bactéries lactiques du genre Lactobacillus et Bifidobacterium se trouvent dans les
colonies d’abeilles (Ngalimat et al., 2020). Au moins 45 espéces de bactéries lactiques ont été
isolées et identifiés a partir des abeilles et des produits apicoles et méme des sources florales
tels que pollen et nectar. Lactobacillus était le genre le plus fréquent dans la ruche, et
constitue 90% de la totalité des bactéries lactiques dans le miel, 74% dans le pollen, 83.9%

dans le pain d’abeille et 93% dans la gelée royale (Asama et al., 2015).

Certaines bactéries lactiques comme Lactobacillus kunkeei et fructobacillus fructosus sont
des composants microbiens du tractus intestinal de 1’abeille et se trouvent également dans les
fleurs (Endo et Salminen, 2013). Le nectar stocké dans I’estomac de l'abeille est régurgité
dans les rayons de la ruche dont la température de 35°C, qui correspond a la température
optimale pour le développement des bactéries lactiques (Jones, 2004). Des études ont
confirmeés la présence de Gluconobacter et Lactobacillus dans les miels en cours de
maturation (Ruiz et Rodriguez, 1975). 1l a été suggeré qu’il ya une transmission verticale des
LAB (Mc Frederick et al ., 2012).

Des études ont montré que les bactéries lactiques jouent un réle clé dans la conversion du
nectar en miel et du pollen en pain d’abeille en raison de leurs propriétés de fermentation.
(Olfosson et al., 2008 ; Vasquez et al., 2009). La présence de Lactobacillus acidophillus dans
le miel a emis I’hypothése que certains propriétés bénéfiques du miel sont dues a ces
bactéries lactiques (Aween et al., 2012). Elles ont des réles majeurs dans la protection contre
les agents pathogenes (Forsgren et al., 2010 ; Vasquez et al., 2012) et contribuent aux

propriétés antibactériens du miel (Olofsson et al., 2014).
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I. Objectifs
Cette etude fait partie des travaux de recherche du Laboratoire des Sciences et Techniques

de Production Animale, de I’Université de Mostaganem.

L’objectif principal de cette recherche est la caractérisation et valorisation des miels de la

région de Mostaganem.

Un apercu sur la situation de la filiere apicole dans la wilaya de Mostaganem est
nécessaire pour fournir des données précieuses de I’apiculture et un diagnostic de son état

actuel par une enquéte de terrain.

Les miels algeriens portent des noms attribués par les apiculteurs mais ce nom doit étre
authentique, donc une analyse palynologique est nécessaire pour déterminer les spectres
polliniques des miels et 1’évaluation de la diversité mellifere qui se trouve dans différentes

régions dans la wilaya de Mostaganem.

Dans le but d’évaluer la qualité et d’éviter la falsification des miels une caractérisation
physicochimique a été également étudiée (teneur en eau, pH, conductivité électrique, teneur

en hydroxyméthylfurfural (HMF), taux et compostion en sucres et couleur).

En vue de determiner la qualité biologique une partie de notre recherche vise a évaluer
l’activit¢ antioxydante et antibactérienne des miels contre des souches bactériennes

pathogénes.

Le quatrieme volet est une contribution a I’étude microbiologique des miels frais dont
I’objectif principal est 1’isolement des bactéries lactiques et 1’évaluation de leur activité
antibactérienne contre des souches bactériennes pathogenes responsables de mammite

subclinique bovine.
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I1.Présentation de la zone d’étude
Notre étude a été menée au niveau de la wilaya de Mostaganem située au Nord-Ouest de

I’Algérie (35° 55'59.999" N 0° 4' 59.999" E). Elle dispose d’un littoral maritime de
124km délimitée au nord par la Méditerranée, a I’Ouest par la wilaya d’Oran, a I’est par la

wilaya de Chlef et au sud par les wilayas de Mascara et Relizane. (voir figure 21).

Figure 21 : représentation géographique de la wilaya de Mostaganem

Mostaganem se divise en quatre unités morphologiques appartenant a deux régions

distinctes, le Plateau de Mostaganem et le Dahra.

Les vallées basses de 1’Ouest englobent les communes : Hassi Mameche, Mazagran,

Stidia, Ain Nouissy, El Hassiane et Fornaka.

Les monts du Dahra englobent les communes : Sidi Belattar, Oued EI Kheir, Sidi Ali,
Ouled Maallah, Tazgait, Nekmaria, Kheireddine, Ain Boudinar et Safsaf.

Le centre de la wilaya de Mostaganem englobe les communes suivantes : Mostaganem,

Ain Tedles, Sour, Bouguirat, Sirat, Souaflia, Mesra, Ain Sidi Cherif, Mansoura, Touahria et

Sayada.

Les vallées de I’Est englobent les communes : Achaacha, Khadra, Ouled Boughalem, Sidi

Lakhdar, Hadjadj, Abdelmaalek Ramdane. (voir figure 22).
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Kheireddine

Mostaganem

Figure 22 : communes de la wilaya de Mostaganem

Le climat de la wilaya est dominé par un climat méditerranéen chaud en été et pluvieux et
froid en hiver. La région de Mostaganem s’intégre dans 1’étage bioclimatique semi aride a

variante fraiche ;

La surface agricole totale de la wilaya est de 177,310 ha dont 132,268 ha est représenté
par la surface agricole utile. Les fourrages, le maraichage, les légumes secs, les agrumes
représentent les prinicipales activités de la région. Les agrumes sont trés appréciés par les
abeilles ; montre la production de cette derniéere dans les différentes régions de la

wilaya de Mostaganem.
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Figure 23 : production des agrumes dans la wilaya de Mostaganem (DSA, 2019).

Les terres forestieres (foréts, maquis et reboisement) occupent une superficie de 27 451Ha

(DGF, 2022). Les espéces forestieres qui se trouvent : I’Eucalyptus, les genevriers, les pins et

le Casuarina. (voir figure 24).
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Figure 24 : répartition des foréts dans la wilaya de Mostaganem, photo délivré par (DGF)
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I11. Matériels et méthodes

111.1.Matériels

I11.1.1.Echantillonnage

Soixante quinze (75) échantillons de miels ont été récoltés aupres des apiculteurs selon la

disponibilité, dans les heures qui suivent la récolte durant la période qui s’étend du mois de

Mai & Octobre 2019. (voir

pots stériles et conserves au frigo.

Tableau 04 : identification des échantillons des miels.

. Les échantillons des miels ont été stockés dans des

Région localité Miel code Saison et Mode
année de d’extraction
récolte

Mesra El Printemps/2 Centrifugé
019

Sidi Flellag E2 Printemps/2 Centrifuge
019

Mesra E3 Printemps/2 Centrifugé
019

Mostagan Souaflia E4 Printemps/2 Centrifugé
em (n=24) 019

Ain tedles E5 Printemps/2 Centrifugé
019

Mansoura E6 Printemps/2 Centrifugé
019

Mesra E7 Printemps/2 Centrifugé
019

Bouguirat E9 Printemps/2 Centrifuge
019

Sirat E10 Printemps/2 Centrifugé
019

Touahria Ell Printemps/2 Centrifuge
019

Sidi Fellagu E12 Printemps/2 Centrifugé
019

Ain Tedles E13 Printemps/2 Centrifuge
019

Mansoura E16 Printemps/2 Centrifugé
019

Sirat E31 Eté/2019 Centrifugé

Sirat E32 Eté/2019 Centrifugé

Bouguirat E37 Printemps/2 Centrifuge
019
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Bouguirat E38 Printemps/2 Centrifugé
019
Mozaya E46 Eté/2019 Centrifugé
Mozaya E47 Eté/2019 Centrifugé
Mozaya E48 Eté/2019 Centrifugé
Mozaya E49 Eté/2019 Centrifugé
Souaflia E51 Eté/2019 Centrifugé
Souaflia E69 Eté/2019 Centrifugé
Hadjad] E20 Eté/2019 Centrifugé
Hadjadj E21 Eté/2019 Centrifugé
Hadjad] E33 Eté/2019 Centrifuge
Hadjadj E34 Eté/2019 Centrifugé
Khadra E39 Eté/2019 Centrifugeé
Est (n= Khadra E40 Eté/2019 Centrifugé
23) Ben Abd Malek E41 Ete/2019 Centrifugé
Ramdane
Khadra E42 Eté/2019 Centrifugé
Khadra E43 Eté/2019 Centrifuge
Khadra E44 Eté/2019 Centrifugé
Ouled Boughalem E45 Eté/2019 Centrifuge
Sidi Lakhdar E57 Eté/2019 Centrifugé
Hadjadj E58 Eté/2019 Centrifugé
Ben Agd Malek E59 Eté/2019 Centrifugé
Ramdane
Hadjad] E62 Eté/2019 Centrifugé
Hadjadj E63 Eté/2019 Centrifugé
Hadjad] E64 Eté/2019 Centrifuge
Hadjadj E66 Eté/2019 Centrifugé
Sidi Lakhdar E67 Eté/2019 Centrifugé
Hadjadj E25 Eté/2019 Centrifugé
Khadra E70 Eté/2019 Centrifugeé
Khadra E72 Eté/2019 Centrifugé
Achaacha E75 Eté/2019 Centrifuge
Ouest (n Mazagran E28 Eté/2019 Centrifugé
=2) Mazagran E29 Ete/2019 Présse
Dahra Sidi Ali E73 Eté/2019 Centrifugé
(=126) Sidi Al E74 Eté/2019 Centrifugé
Ouled maallah ES8 Printemps/2 Centrifugé
019
Hchachta El4 Printemps/2 Centrifugé
019
Sidi Ali E15 Printemps/2 Centrifugé
019
Hchachta E17 Printemps/2 Centrifuge
019
Ouled Maallah E18 Printemps/2 Centrifugé
019
Tazgait E19 Printemps/2 Centrifuge
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019
Tazgait E22 Eté/2019 Centrifugé
Hchachta E23 Eté/2019 Centrifugé
Touahria E24 Printemps/2 Centrifugé
019
Ouled Maallah E26 Printemps/2 Centrifuge
019
Hchachta E27 Printemps/2 Centrifugé
019
Tazgait E30 Printemps/2 Centrifuge
019
Negumaria E35 Eté/2019 Centrifugé
Hchachta E36 Eté/2019 Centrifugé
Sidi Ali E50 Eté/2019 Centrifugé
Hchachta E52 Eté/2019 Centrifugé
Sidi Ali E53 Eté/2019 Préssé
Safsaf E54 Eté/2019 Préssé
Hchachata E55 Eté/2019 Centrifugé
Nekmaria E56 Eté/2019 Centrifugeé
Sidi Ali E60 Eté/2019 Centrifugé
Sidi Ali E61 Eté/2019 Centrifugeé
Hchachta E68 Eté/2019 Centrifugé
Sidi Ali E71 Eté/2019 Préssé

111.1.2. Souches bactériennes pathogénes

L’évaluation du pouvoir antibactérien a été réalisée contre quatre souches bactériennes
responsables de mammites subcliniques chez la vache laitiere (Klebsiella pneumonae,
Enterobacter sp, Staphylococcus Xylosus et Staphylococcus Simulans). Ces bactéries ont été
isolées et identifiées par galerie API120 et galerie Staph au niveau de laboratoire des sciences

et technologies de production animale, de 1’université de Mostaganem.

111.1.3. Milieux de cultures utilisées

Les milieux utilisés en bactériologies étaient, MRS (Man Rogosa and sharp), MRS
supplémenté de bicarbonate de sodium (CaCos), MRS supplémenté de 0,1% de Cystéine et
2% fructose et le milieu Rogosa pour I’isolement des bactéries lactiques a partir des miels, la
gélose nutritive pour revivication et purification des souches bactériennes pathogenes et
I’évaluation de 1’activité antibactérienne des miels et la gélose Muller Hinton (MH) pour la
mise en eévidence de I’antibiogramme de quatre souches bcatéirennes responsable de

mammite bovine.
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111.2. Méthodes
111.2.1. Situation de la filere apicole dans la région de Mostaganem

Une enquéte a été menee auprés des apiculteurs de la wilaya de Mostaganem (80
apiculteurs) par un questionnaire durant les mois de Mai a Octobre 2019 . L’enquéte a été
congue en particulier pour collecter des données sur les pratiques apicoles Algériennes et les
productions. Un entretien a été fait avec ’apiculteur lui-méme, seulement 03 apiculteurs ont

accepté de visiter leurs ruchers.
Le questionnaire de notre enquéte aborde quatre volets :

- Le premier volet : vise a identifier I’apiculteur (1’age, sexe, I’ancienneté dans la filiére, la

formation, I’intégration aux structures, participation aux séminaires).

- Le deuxiéme volet : il s’intéresse a la conduite de rucher et a déterminer les pratiques

apicoles.

- Le troisieme volet : se consacre sur les différentes productions et leurs

commercialisations.

- Le quatrieme volet : concerne les contraintes de la filiere.

111.2.2. Analyses polliniques des miels (mélissopalynologie)

La mélissopalynologie consiste a observer sous microscope d’un sédiment obtenu aprés
centrifugation d’une solution de miel a fin de séparer les grains de pollen de la matiere qui les

entoure (louveaux et al., 1978).
Deux types d’analyses polliniques ont été réalisés au niveau de laboratoire :

- L’analyse pollinique quantitative consiste a quantifier les grains de pollen présents dans

chaque échantillon de miel.

- L’analyse pollinique qualitative consiste a 1’identification des pollens présents dans
I’échantillon au niveau de I’espéce, de genre ou du type a fin de déterminer 1’origine

botanique ou géographique des miels.

111.2.2.1.Analyse quantitative

Dix 10g de miel prélevé d’un échantillon bien homogénéisé a été dissout dans 30 ml de
I’eau distillé puis centrifugé a 3500tr/min pendant dix minutes apres le surnageant est éliminé

et le culot est conservé. Ensuite ce culot est mis en suspension dans 30 ml de I’eau distillée
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puis centrifugé encore une fois a 3500tr/min pendant dix minutes. Le surnageant est jete, a
I’aide de micropipette 10ul de culot homogénéisé est transféré et déposé en double sur une

lame étiquetée, le frotti a été séché sur une plaque chauffante.

Aprés séchage les frottis ont été recouverts par une lamelle sur la quelle une goutte de
glycérine-gélatinée colorée avec de la fuchsine a été préalablement déposée. Le comptage de
grain de pollen a été effectué a 1’aide d’un microscope optique (OPTIKA) au grossissement
100X, dés que le comptage a éte realise dans tous les champs d’observation, le nombre de

grains de pollen dans 1g de miel (B) a été calculé comme suit :

B=A4x5ml/0,01lml x X

B : Nombre de grains de pollens présent dans 1g de miel ;
A : Nombre de grains de pollens dénombré dans 10 ul de solution de miel ;

X : Quantité de miel en gramme (g) utilisé pour préparer la solution de miel

Les résultats du comptage ont été ensuite presentés sous forme de classe, selon la méthode
de Maurizio (1975). (voir

Tableau 05 : classification de Maurizio (1975)

Classes Nombre de grain de pollen pour 1 g de miel
I <2000
1 2000-10000
i 10000-50000
v 50000-100000
\% >100000

111.2.2.2. Analyse qualitative

Les lames utlisées dans I’analyse qualitative ont préparrées selon le méme protocole de
celles ayant servies a I’analyse quantative, seulement on préléve a 1’aide de micropipette un

volume de 100ul de culot homogénéisé et on le dépose en double sur une lame étiquetée.

L’identification des espéces a été réalisé a I’aide de microscope optique (OPTIKA) 100 X
des champs différents ont été observés et la détermination de I’espéce, le genre ou le type a

été réalisée par la comparaison avec les grains de pollens des espéces melliféres des
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collections de références tels que I'Atlas photographique ainsi que certains ouvrages (Walter
etal., 1983 ; Valdés et al.,1987 ; Punt et al., 1988 ; Punt et Blackmore, 1991).

Le type correspond a tous les genres et especes qui représentent le méme type
morphologique, les pollens nommés par le genre et 1’espéce sont des pollens des espéces
végétales connues. Les résultats de comptage de chaque espece dans un échantillon ont été
exprimes sous forme de pourcentage. Zander (1935) regroupe les pollens en classes de

fréquence afin de nommer les miels.

-D : Pollens dominant et principaux : représente plus de 45% du total
-A : Pollens d’accompagnement représente 15 a 45% du total
-1 : Pollens isolés importants représente de 3% a 15% du total

-R : Pollens isolés rares : représente moins de 3%.
111.2.3. Caractérisation physicochimique

111.2.3.1. Teneur en eau

L’indice réfraction a éte utilisé pour la détermination de la teneur en eau, selon la
méthode harmonisée par la commission internationale du miel (Bogdanov, 2002).
L étalonnage a été effectué par une goutte d’eau distillée a 20°C, aprés une goutte de miel
liquifié et bien homogénéisé a été prélevée et étalée sur la platine du prisme du réfractometre
type (KRUSS) et la valeur de réfraction a été notée a 20°C. Les résultats obtenus ont été

traduits en se référant a la table de Chataway et al. (1932).

111.2.3.2.Conductivité électrique

La conductivité électrique a été mesurée selon la méthode harmonisée par la commission
internationale du miel. Une solution de 20g de matiere seche de miel a été dissoute dans
100ml d’eau distillée puis la cellule de conductimetre a €té inroduite dans cette solution, la
lecture de la conductivité électrique a été effectuée a 20C°. Les résultats ont été exprimés en

milli Siemens par centimétre (mS/cm). (Bogdanov, 2002).
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111.2.3.2. pH

La détermination du pH a été effectuée en utilisant un pH-metre type Inolab pH 7110
avec la méme solution préalablement préparée apres un calibrage par des solutions tampon de
pH 7 et 4.

111.2.3.3. Détermination de la teneur en Hydroxyméthyl-fulfural (HMF)

Le taux d’HMF des échantillons des miels a été mesuré par méthode de
spectrophotométrie AOAC (2005). Le principe de cette méthode est basé sur la détermination
de lI'absorbance UV de 1’HMF a deux longueurs d’onde 284 nm et 336 nm. Un aliquote de 5
g de miel bien homogénéisé a été dissoute dans 25 ml d’eau distillée, puis 0.5 ml de carrez |
et 0.5ml de carrez 1l ont été ajoutés, le mélange a été ajusté au trait de jauge avec de I’eau

distillée a 50 ml. Une filtration sur papier filtre a été effectuée,

Un volume de 5 ml du filtrat a été transféré aux deux tubes, dans 1’un des tubes 5 ml d’eau
distillée ont été ajoutes et dans I’autre 5 ml de bisulfite de sodium a 0,2% es ajoutée (solution
de référence). La lecture des absorbances par spectrophotométre type (JENWAY 7305) a eté
faite a 284 et 336 nm par rapport a la solution de référence. La teneur en HMF a été mesurée

en mg pour 100 g par le calcul suivant :

HMF mg/100g = (A1-A2) xfx5/P
Al : Absorbance mesurée a 284nm.
A2 : Absorbance mesurée a 336nm.
P : poids de I’échantillon en g.

. 14.97 a exprimer e mg/100g.

111.2.3.4. Intensité de la couleur ABS450

Les échantillons de miel ont été dilués a 50% (p/v) avec de I’eau distillée tiede (45-50°C),
ensuite la solution résultante a été filtrée pour éliminer les grosses particules. L’absorbance
des échantillons a été mesurée a 450 et 720 nm a I’aide d’un spectrophotométre type
(JENWAY 7305) et la différence de I’absorbannce a été exprimée en absorbance unit AU.
(Beretta et al., 2005).
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111.2.3.5. Dosage des sucres

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton (1H) a été utilisée
pour déterminer la quantité les sucres dans le miel (fructose, glucose, saccharose, maltose,
turanose et melezitose). Huit échantillons de miel ont été envoyés au laboratoire AB LABO

en France.

Cette méthode d’analyse, récemment appliquée aux miels, permettent par différents
procedes de détecter les sucres et de déceler presque tous les types de fraudes d’adultération
du miel. Elle est plus précise que les méthodes traditionnelles, il peut s’agir de fraudes liées a
des dilutions et par 1’ajout des sucres exogenes dans le miel. Cette technique permet
notamment de détecter les additions de sucres issus de plantes non melliferes comme la canne
et le mais (mais pas encore ceux issus du blé, du riz ou de la betterave) et permet également

de détecter un miel en cours de fermentation.

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une propriéte de certains noyaux atomiques
possédant un spin nucléaire (par exemple 1H, 13C, 170, 19F, 31P, 129Xe...), placés dans un
champ magnétique. Lorsqu'ils sont soumis a un rayonnement électromagnétique
(radiofréquence), le plus souvent appliqué sous forme d'impulsions, les noyaux atomiques
peuvent absorber I'énergie du rayonnement puis la relacher lors de la relaxation. L'énergie
mise en jeu lors de ce phénomeéne de résonance correspond a une fréquence trés précise,

dépendant du champ magnétique et d'autres facteurs moléculaires.

Ce phénomeéne permet donc l'observation des propriétés quantiques magnétiques des
noyaux dans les phases gaz, liquide ou solide. Seuls les atomes dont les noyaux possedent un
moment magnétique donnent lieu au phénomeéne de résonance. Le noyau 1H est utilisé dans
notre application. D’un cété plus pratique, les échantillons de miel sont dissous dans de I’eau

et ajustés a un pH défini par notre méthode. Puis analysés par RMN.

Les résultats sous forme de spectre sont comparés automatiquement a une base donnée,
pour emettre un rapport d’analyse avec les différents paramétres analyses. L’analyse des
sucres renseigne sur 1’origine florale et sa teneur doit étre supérieure a 60% (glucose +
fructose). La composition en fructose varie peu selon les types de miel, la composition en
glucose est en revanche plus variable (de 27,8% pour le chataignier a 37,3% pour le

printemps.

En revanche, il n’existe pas de normes légales sur les sucres mineurs. Le turanose par

exemple, est un sucre qu’on ne trouve pratiquement que dans les miels, il y est présent en
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faible quantité (de 0,5 a 3 % suivant l'origine du miel). La quantification du turanose dans le

miel permet de définir si un miel a été additionné de sirop de sucre.

111.2.3.6. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux contenants dans les miels a été effectué en utilisant le
folin-ciocalteu selon la méthode colorimétrique de Singleton et al. (1999). Le folin-ciocalteu
est un composé constitué par un mélange d’acide hosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PM012040). Le principe de cette méthode est basé sur 1’oxydation
des polyphénols par le folin-ciocalteu de couleur a la base jaune résultant 1’oxyde métallique
de tungstene W8 023 et le molybdéne M08023 de couleur bleu ayant une absorption
maximale a 750nm dont I’intensité en fonction de la concentration de polyphénols présents
dans 1’échantillon de miel. Le dosage des polyphénols a été mesuré par la comparaison de
I’absorbance observée de 1’échantillon a celle trouvée par un étalon d’acide gallique de

concentration connue et préparée dans les mémes conditions.

Cing grammes (5g) de chaque échantillon de miel est traité avec 50 ml d’eau distillée,
filtré et mélangé en utilisant un filtre qualitatif.500ul de cette solution a été mélangé avec
2,5ml de réactif de Folin (0,2N) apres 2 minutes on ajoute 2ml de bicarbonate de sodium
(7,5%). Tous les échantillons ont été incubés a température ambiante dans 1’ obscurité pendant
2 heures et leur absorbance a été lue a 760 nm. La teneur totale en composés phénoliques a
été mesuree en se référent a la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent d’acide gallique par 100 g de miel (mg EAG/100 g).

111.2.3.7.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été mesuré selon la méhode d’Arvouet-Grand et al. (1994).
Le principe cette méthode se traduit par 1’oxydation des flavonoides par le trichlorure

d’aluminium (AICIs) ce qui conduit a la formation d’un complexe flavonoides-métaux.

Un volume de 1ml de solution de miel (1mg/ml) a été melangé avec 0,3ml NaNO; (5%),
apres 5 minutes 0.3 ml de AICI3 (10%) ont été ajoutés pouis on a ajoutée 2 ml NaOH (1M), les
lectures ont été faites & 510 nm. La teneur en flavonoides a été mesurée en se référant a la
courbe d’étalonnage effectué par la quercétine dans les mémes conditions et les résultats sont

exprimes en mg équivalent quercétine par 100 g de miel (mg EQ/100 g) (Al et al., 2009).
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111.2.4. Caractérisation biologiques des miels
111.2.4.1. Activité antioxydante

L’estimation de I’activité antioxydante a été réalisée en utilisant la méthode de piégeage
du radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). La molécule de DPPH (2,2-diphinol-1-
picrylhydrazyl) est un radical libre stable par la vertu de la délocalisation de 1’électron
disponible qui provoque la couleur violette, il réagit avec des groupements amines, les
phénols et les acides et présente une absorption a 517nm. Lorsque la solution de DPPH est
mélangée avec une substance qui peut donner un atome d’hydrogéne ou un électron, cette
derniére provoque la forme réduite (DPPH2) avec la perte de la couleur violette et

I’apparition d’une couleur jaune péale.

L’IC50 est défini comme la concentration de miel en mg/ml nécessaire pour réduire 50%
du DPPH ou la concentration du composé phénolique nécessaire pour atteindre une
disparition de 50% du DPPH a I’équilibre, il est mesuré a I’aide d’une courbe linéaire de

différentes concentrations de 1’échantillon.

L’¢évaluation de I’'TC50 des miels est réalisee comme suit : 2,7 ml de la solution de DPPH
(6 x 10-5 M) a été mélangé avec 300 pl de solution de miel (0,1 mg/ml) dilué dans le
Méthanol, aprés 30 min d’incubation & température ambiante et & I’abri de la lumiere
I’absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin composé d’une solution de miel avec de
I’eau distillée, le blanc est constitué d’un mélange de 0,3 ml d’eau distillée et 7 ml de solution
de DPPH (Brand-Williams et al., 1995).

L’activité anti-radicalaire des miels est exprimée en pourcentage de Radical Scavenger

Activity (%RSA) et est calculée par la formule suivante :
RSA (%) = [(Ab-At)/Ab]/100

Ab = Absorbance du radical vierge (DPPH sans miel)
At = Absorbance de I’ échantillon de test (DPPH avec miel)

L’acide ascorbique est souvent porté comme une référence d’antioxydant.
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111.2.4.2. Activité antibactérienne
111.2.4.2.1. Revivification des souches pathogénes

Une colonie bien isolée de chaque souche pathogéne a été prélevee de gélose nutritive a
I’aide d’une anse a platine et ensemencée sur gelose nutritive puis incubée a 37°C en

aérobiose pendant 24 h.

111.2.4.2.2. Antibiogramme des souches indicatrices

Deux a trois colonies bien isolés, obtenues par la méthode précédemment citée ont été
trompés a ’aide d’une anse a platine dans un tube contenant de 1’eau physiologique. Le
mélange a été bien homogéneisé a I’aide d’un vortex, ensuite la densité de la suspension

bactérienne a été standardisée a 0.5 Mc Farland avec un densitomeétre.

L’antibiogramme a été réalisé selon la méthode de diffusion sur gélose Muller Hinton
(MH) et adapté par les recommandations de Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2010). Un écouvillon sterile a été trompé dans chaque tube de suspension bactérienne
en suite des boites de pétri contenants la gélose MH ont été ensemencés en réalisant des stries

de haut en bas.

Ensuite, des disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface des boites ensemencés :
Amoxicillin + Acid clavulanic 20+10ug, Penicillin 6ug, Oxacillin 1ug, Bacitracine 130ug,
Ampicillinl0ug, Streptomycin 300ug, Trimetoprim+ Sulfametoxazol 1.25+23.75 pg. les
boites ont été incubés a 37C° pendant 24 heures en aérobiose et les zones d’inhibions

produites ont été mesurées en mm a I’aide d’un pied a coulisse.

111.2.4.2.3. Estimation de I’activité antibactérienne des miels

Des boites de pétri de gélose nutritive ensemencés avec des suspensions bactériennes de
0.5 Mc Farland par écouvillonnage, des puits de 5mm de diametre et de 24 mm d’espaces
entre eux ont eté creusés a I’aide les cloches du Durham stériles, ensuite les puits sont remplis
de 100pl de miel brut et miel dilué par 1’cau distillé de différentes concentrations (25%, 50%,
et 75%)(V/V), les boites ont été incubés a 37°C pendant 24 heures et en aérobiose. L’effet
inhibiteur se traduit par un halo clair autour des puits et sa lecture a été effectuée par la

mesure de son diamétre en millimétre a I’aide d’un pied a coulisse.
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111.2.5. Isolement, identification et effet inhibiteur des lacobacilles
111.2.5.1. Isolement des lactobacilles a partir des miels
111.2.5.1.1. Préparation de la solution mere

Dix grammes (10g) de miel frais, (c'est-a-dire dans les jours qui suivent la récolte,
maximum 15 jours), pesés dans un sac stomacher stérile et additionnés avec 90 ml d’cau
peptonée (0,1% p/v), ensuite le mélange a été homogénéisé a I’aide d’un stomacher pendant 3

minutes.

111.2.5.1.2. Pré-enrichissement et isolement de bactéries lactiques

Dans deux tubes contenant chacun 9 ml de bouillon MRS, 1 ml de la solution mére a été
ajouté et dans 1’un des tubes trois gouttes de huile de paraffine ont été ajoutées pour obtenir
un milieu anaérobique puis les tubes ont été transférés dans une étuve a 30°C pendant 24

heures.

La croissance bactérienne se manifeste par un trouble et chaque suspension bactérienne
subie des dilutions. Un volume de 0,1ml de chaque suspension bactérienne diluée a été
ensemenceés par etalement a 1’aide d’un rateau sur les boites de pétri contenants les géloses
solidifiés suivantes : MRS Agar (De Man Roggosa et Sharpe), MRS Agar supplémenté de
CaCO03 0,8%, MRS Agar supplémenté de L-cystéine 0,1% et Fructose 2% et le milieu
Rogosa aprés 10 minutes les boites de Pétri ont été transférés dans une étuve a 37°C, en

anaérobiose pendant 72 heures.

111.2.5.2. Identification phénotypique

Aprés 72 heures d’incubation plusieurs colonies ont été obtenues. Selon le manuel de
Bergey de Bactériologie systématique (Hensyl, 1994) des colonies ont été pré-selectionnées

par rapport aux critéres phénotypiques des bactéries lactiques.

Seules les colonies qui possedent un aspect macroscopique de bactéries lactiques (forme,
couleur, taille), catalase négative, coloration de Gram positive et forme de batonnet ont été
CONSEerves.

111.2.5.2.1. Test de catalase

Une colonie a été prélevée dans les conditions stériles a partir de la surface de gélose des

milieux précédemment cités et mise en suspension avec une goutte de solution de peroxyde
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d'hydrogene (3%) sur une lame, la réaction positive se manifeste par un dégagement
immédiat de bulles d’air (Marchal et al., 1991).

111.2.5.2.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram a été utilisée pour non seulement la détermination de Gram (positif
ou négatif) mais aussi pour distinguer la forme (cocci, bacille) et I’aptitude de regroupement
(amas, chainette, diplocoque). Les mémes lames qu’on a déja utilisées pour le test de catalase
ou les souches sont fixés, quelques golttes de violet de gentiane ont été versees et laissées

agir pendant 1 minute, puis ringage avec I’eau.

Aprés les lames ont €té recouvertes avec le lugol pendant 1 minute pour le mordancage
suivi d’une décoloration par 1’alcool 95°C pendant 30 secondes ; durant cette étape les lames
ont été inclinées puis rincage par 1’eau distillée. Ensuite une recoloration, quelques gouttes de
fushine de Ziehl ont été déposées pendant 30 secondes. Aprés lavage et séchage des lames,
quelques godttes d’huile d’immersion ont été déposees et 1’observation SOUS Microscope
optique (x100) type (OPTIKA) a été effectuée

111.2.5.2.3. Purification et conservation

Des repiquages successifs ont été réalisés sur les mémes milieux d’isolement et dans les
mémes conditions pour 1’obtention des souches pures, ensuite la conservation aura lieu dans
le bouillon MRS avec 15% de glycérol a -20°C.

111.2.5.3. Identification moléculaire par REP-PCR (séquencage d’ADNr 16S)

Cette opération a été déroulée au niveau de I’institut de nutrition et tchnologie alimentaire
« Canstantine » . Le principe de La PCR consiste a amplifier un géne entier ou non, avec des
amorces spécifiques, qui peut étre ultérieurement révélé par électrophorese sur gel d’agarose
ou capillaire, par hybridation, ou encore séquencé et comparé avec des séquences déposées

dans des banques de données (par exemple, EMBL, NCBI, BiBi, Genebank).

Le choix de ’ARN 16S plutdt que 23S ou 5S est d’ordre technique (taille du géne, nombre
d’informations) et surtout les banques de données de séquences du gene 16S sont aujourd’hui

tres développées.
Les étapes de cette identification génotypique ont été réalisées comme suit :

- Extraction de I’ADN génomique a partir des isolats bactériens.
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- Détermination de la concentration et de la pureté de I’ ADN par spectrophotométrie.
- Amplification d’ADN par PCR.
- Electrophorése sur gel d’agarose.

- Comparaison des séquences d’ADN obtenues.

111.2.5.3.1. Extraction de PADN

L’ADN total bactérien de nos isolats sélectionnes et des souches de références utilisées a
été controlée et extraite selon la méthode d’extraction élaborée par les laboratoires BIO-RAD
et adoptée par Cholet (2006) ; Gevers et al. (2001) et Koenraad et al. (2008).

Une colonie bien individualisée a été prélevée et mis dans une suspension de 1ml d’eau
distillée stérile apres une centrifugation a été menée a 3000 tours pendant 10 minutes. Le
culot obtenu de la centrifugation a été stocké a -20°C pendant 1 heure, aprés un lavage du
culot obtenu a été assuré avec 1ml de tampon TES ensuite a été mis en suspension dans 300
pl de tampon STET (sucrose+triton+EDTA+tris). Un volume de 75ul de tampon de lyse a été
ajoute a la suspension obtenue avec une incubation a 37°C pendant 1 heure puis un volume de
40ul d’une solution SDS (solution de dodécylsulfate de sodium) a 20% d’un tampon TE
composé de 10mM Tris-HCL et de 1mM EDTA, de pH= 8.0 a été ajouté.

Une homogénéisation au vortex pendant 60 secondes avec une incubation a 37°C pendant
10 minutes, aprés une autre incubation de 10 minutes a 65°C avec I’ajout de 100 pl du
tampon TE. L’extraction du lysat a été réalisée avec un volume égal de phénol de

chloroforme et de 1’alcool iso amylique.

Pour la séparation des phases une centrifugation a 3000 tours pendant 20 minutes a été
menée puis un mixage de la phase aqueuse avec 70 ul de NaCl 5M et 1 ml d’isopropanol. Le
précipité de I’ADN a été récolté par une centrifugation a 3000 tours pendant 15 a 20 minutes.
Le culot obtenu est lavé dans de 1’éthanol a 70% refroidi a 8 +2°C. Enfin le culot d’ADN
pure est dissout dans I’eau distillée stérile et préparé ainsi pour la REP-PCR ou conservé a -

20°C pour des prochaines analyse
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111.2.5.3.2. Détermination de la concentration et de la pureté de I’ADN par
spectrophotométrie

La concentration et de la pureté de I’ADN ont été contrblées par spectrophotomeétre type
Thermo Scientific™ 840-210600. L’ADN pure doit exprimer un pic d’absorption spécifique

aux procaryotes a 260 nm.

111.2.5.3.3. Amplification d’ADN par PCR

Les fragments d’ADN obtenus de I’extraction ont été amplifiés par 1’utilisation des
amorces spécifiques qui permettront d’amplifier le fragment d’ADN codant la région 16S
avec un cycler de Biorad (Biord, USA).

Les séquences spécifiques des amorces utilisées ont été obtenues du laboratoire Qbiogéne
Research Service Germany. Cette étape se consacre sur le mettre dans le thermocycleur un
aliquote contenant un mélange de 4ul de ’ADN exctraite et 20ul d’une solution mixte

réactionnelles. (voir

Tableau 06 : tableau réactionnel de la PCR

Réactifs de la solution mixte

Volume utilisé pour un microtube de 20yl

Solution Tampon 2.5u
DNTP 2
Amorce Fwd (50um) 0,5u
DNTP 0,51
Amorce Fwd (50um) 0,25u
DNTP 14,25

Apreés le placement des microtubes a eppendorf qui contiennent I’ADN bactérien dans le
thermocycleur, une pré-dénaturation a été effectuée a 94°C pendant 15 minutes, ce dernier a

été suivi par amplification spécifique de quatre étapes d’hybridation répétées en 35 cycles.

Aprés une étape de dénaturation de 94°C pendant 3 minutes , une hybridation des
amorces a une température de 53°C pendant 1 minute suivie par une élongation par
polymérisation & une température de 72°C pendant 5 minutes, enfin I’obtention des produits
de la REP-PCR
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111.2.5.3.4. Electrophorése sur gel d’agarose

Un aliquote de 1.2 g d’agarose déshydraté a été mis dans une solution de tampon TBE, 10
ul de Bromure d’Ethidium (BET) a été ajouté au mélange Agarose-TBE avec une agitation

douce.

Ensuite le moule de 1’électrophorése a été préparé et le coulage a été également effectué et
un peigne spécifigue a été utilisé pour la formation des espaces destinés au puits.
L’enlévement de peigne a été réalisé aprés un temps de refroidissement de 30 minutes. Les
puits sont remplis par un mélange de 7ul d’ADN amplifié avec 5ul de la solution de la

solution de charge composée de bleu bromophénol a 1’aide de la micropipette.

La migration des fragments d’ADN a été lancée en branchant les fils & un voltage de 90v a
100 v pendant 40 minutes, le courant électrique est éteint quand le témoin de migration atteint
I’extrémité du gel. La visualisation de I’ADN sur le gel d’agarose est réalisée par un colorant
fluorescent le bromure d’Ethidium (BET) dans 1’obscurité a 1’aide d’un systéme d’imagerie
pour gel d’électrophorése avec un appareil photo numérique incorporé CSL15 et un

traitement a I’aide du logiciel d’analyse des gels CSL 030.

111.2.5.3.5. Comparaison des séquences d’ ADN obtenues

Les séquences obtenues par la REP-PCR sont comparées d’une part avec ceux obtenues
des souches de référence et d’autre part avec celles de la banque de données GeneBank par

I’utilisation du Programme blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de NCBI.

111.2.6. Etude de P’activité antibactérienne des lactobacilles isolés a aprtir des miels :
111.2.6.1 Methode des spots (Flemeing etal 1975)

Un ensemencement en touche de 5ul de culture de 18 heures de chaque bactérie lactique sur
gélose MRS préalablement coulé sur les boites de pétri. Ensuite les boites sont incubées a
37°C pendant 24 heures, dans I’autre coté un ensemencement de la souche indicatrice en
bouillon nutritif et incubation a 37°C pendant 18 heures. Un aliquot de 0,5ml de la culture de
souche indicatrice est ensemensé dans 9 ml de gélose nutritive en surfusion, le mélange est
coulé sur les boites déja incubées. Pour une deuxiéme fois les boites sont incubées a 37°C
pendant 24 heures, 1’activié¢ antibactérienne se manifeste par halo clair autour des spots, et les

zones d’inhibition sont mesurées par millimétre a I’aide d’un pied a coulisse.
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111.2.6.2. Méthode des puits (Barfoot et Klaenhammer, 1983)

Des boites de pétri contenant de gelose MRS sont ensemencées en masse par culture
fraiche de 18 heures en bouillon nutritif de souches indicatrices. Des puits sont creusés a
I’aide d’un emporte piece et sellés par 10ul de gélose MRS. 100ul de surnagent des cultures
des bactéries lactiques déja centrifugés a (6000 rpm/20 mn). Aprés une incubation a 37°C
dans le bouillon MRS est coulé sur les puits, puis les boites sont incubées a 37°C pendant 24
heures. Si le surnageant contient des substances antibactériennes une zone claire se forme

autour des puits, le diamétre de la zone d’inhibition est mesurée en millimétre.

111.2.7. Traitement statisque des résultats

Des analyses de la variance (ANOVA) a un seul facteur sont effectuées pour différents
parameétres. Le test de corrélation a été aussi réalisé entre les différents parametres. Des
analyses descriptives (moyenne, écart-type, quartiles et I’étendue, ...), sous forme de box plot

selon I’origine florale et la région de production
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IV.1. Situation de I’apiculture dans la région de Mostaganem

IV.1.1. Apiculteur

L’age des apiculteurs varie de 25 et 71 ans avec une moyenne de 45,35 ans. La totalité

des apiculteurs sont de sexe masculin, et leur ancienneté dans le domaine apicole allant de 5 a

31 ans avec une moyenne de 14,70 ans dont 64% sont des professionnels. Il a été constaté

que 58,82% des apiculteurs sont issus des familles qui exercent déja I’apiculture et 72,5% des

apiculteurs possédent un agrément sanitaire d’élevage apicole fourni par 1’inspection

vététrinaire de la wilaya de Mostaganem. Pour ce qu’est la particpation aux regroupements

apicoles, seulement 32% des apiculteurs participent aux séminaires et 52% aux salons

d’expositions.(voir

Tableau 07 : age et anciennete des apiculteurs

Critére Pourcentage (%)

Age des éleveurs (an)
25435225
35a 50 41,25
50471 36,25
Acienneté des apiculteurs (an)
5a1568,75
15425 18,75
25431125

Tableau 08: formation, I’entourage, agrément sanitaire et participation aux séminaires

Critére Pourcentage (%)

Niveau de I’apiculteur Professionnel Amateur
64% 36%
Issu d’une famille du Oui Non
domaine 58,82% 41,18
Possédant un agréement Oui Non
sanitaire 72,5% 27,5
Participation aux Oui Non
regroupements apicoles 32% 68%
Participation aux salons Oui Non
d’expositions 52% 48%
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1VV.1.2.Conduite de rucher

La majorité des apiculteurs enquétés utilisent les ruches de langstroth. L’alimentation des
abeilles dépend de la disponibilité de la flore méllifere mais lorsqu’il s’agit un manque
essentiellement la période d’hiver les apiculteurs appliquent le nourrissement 82% des
apiculteurs appliquent le nourrissement par le sirop préparé a base sucre, 13% utilisent le
sirop commercialisé et 5% utilisent le miel. En ce qui concerne 1’essaimage 95% des
apiculteurs font I’essaimage artificiel, 81% des apiculteurs renouvellent la reine selon leur
performance. La transhumance est exercée par 49,01% des apiculteurs intérogés vers les
wilyas des hauts plateaux (Tiaret, Djellfa) et de sud Algérien (Béchar, Ain safra, Byedh). Sur
le plan épidémiologique, chez la totalité des apiculteurs la varroase est le principal ennemi,

elle cause des dégats considérables. (voir

Tableau 09 : pratiques utilisées dans la conduite du rucher.

Critére Pourcentage %
Type de ruche Langstroth
100%
Nourissement Sirop Sirop commercialisé Miel
82% 13% 5%
Essaimage artificiel Oui Non
95% 5%
Renouvellement de la reine Oui Non
81% 19%
Transhumance Oui Non
49,01% 50,99%
Existance de la varroase Oui Non
100% 0
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1VV.1.3. Production

La totalité des apiculteurs produisent essentiellement le miel, tandis que 46,84 % des
apiculteurs produisent le pollen; en ce qui concerne la propolis, la gelée royale sont
respectivement 27,96 %, 21,6% des apiculteurs qui les produisent et enfin 3,6%21,6% des

apiculteurs font le produit de la cire (voir

Tableau 10 : différentes productions de la ruche.

Produit Pourcentage des apiculteurs
Miel 100%
Pollen 46,84%
Propolis 27,96%
Gelée royale 3,6%
Cire 21,6%

1V.1.4.Contraintes de la filiere

La cherté des outils et des produits apicoles constitue un probléeme majeur dans la filiere
avec un pourcentage de 38,7%, 20% des apiculteurs ont comme contrainte le manque de
marché d’exportation. Il faut noter que 26% des apiculteurs enquétés ont déclaré que les
pathologies sont a 1’origine des pertes economiques non négligeables, d’autres apiculteurs
avec une proportion de 12,08% ont signalé que la séchresse a influencé sur le couvert végétal
les ressources d’eau, et le manque de subvention ....ect, et seulement 3,22% des apiculteurs

ont ajouté qu’il y a un manque de formation (voir
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m Cherté des outils apicoles ®m Manque d'exportation H Pathologies W Autres B Manque de formation

3%

Figure 25 : principales contraintes de I’apiculture dans la wilaya de Mostaganem

Les données caractéristiques de la filiere apicole dans la wilaya de Mostaganem tels que la
conduite du rucher, les productions apicoles, 1’age et le niveau de I’apiculteur peuvent fournir
des informations précieuses sur 1’état actuel de 1’apiculture et une prévision de son

développement futur.

Nos résultats sont en accord a ceux trouveés par Bedad et Rafed ( 2021) dans la wilaya de
Tissemsilt concernant 1’age moyen et le niveau des apiculteurs. Il faut noter que la
transhumance est moins pratiquée par les apiculteurs intérogés par rapport aux autres wilayas
comme Bouira et M’sila ou le taux de transhmance est beaucoup plus élevé (Sebti et
Dahmani, 2019 ; Ziane et Brikat, 2020). Il faut signaler aussi que la varroase constitue une
maladie dominante dans 1’élevage apicole dans tout le territoire national. En ce qui concerne
les productions on a constaté que I’apiculteur ne s’intéresse que par le miel et ne profite pas
de tous les produits de la ruche ; cependant la richesse de la biodiversité ne refléte pas le
schéma de production dont la technicité pourrait étre améliorée. En outre, I’existence des
contraintes climatiques et la forte sécheresse a influencé sur le couvert végétal ces derniere
années, il serrait intéréssant de faire des plantations et I’irrigation des surfaces agricoles. La
mise en place d’une stratégie opérationnelle de subvention par le secteur agricole en matériels

apicoles peut développer la filiére en matiere de production.
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V.2. Analyse palynologique
1V.2.1. Analyse pollinique quantitative

La richesse pollinique et sa classification ont été déterminées grace a I’analyse pollinique
quantitative. Selon Maurizio (1975) on peut classer les miels en cing classes par rapport au

nombre de grain :
Classe | : <2000 grains pour 1g de miel pauvre ----- > en pollen
Classe 11 : 2000<grain de pollen <10000 pour 1g de miel moyen
Classe 111 : 10000< grain de pollen<50000 pour 1g de miel riche
Classe 1V : 50000< grain de pollen<100000 pour 1g de miel tres riche
Classe V :> 100000 grain de pollen pour 1g extremement riche.

Les résultats ont montré la variation de la richesse en pollen et les cing classes ont été
retrouvées avec une moyenne de 25000 GP/g. La valeur minimale a été observée dans le miel
E69 (700 GP/g) de la région de Souaflia alors que la valeur maximale a été observée dans le
miel E71 (118350 GP/qg) de la région de Sidi Ali (voir
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Tableau 11 : classes de richesse en pollen des miels étudiés

Miel GP/g Classe miel GP/g Classe
El 1050 I E36 45350 i
E2 1450 I E37 46400 i
E3 1550 I E38 40700 i
E4 1350 I E39 3750 I
E5 1250 I E40 8900 I
E6 1100 I E41 48850 i
E7 1850 I E42 40700 i
E8 1700 I E43 34900 i
E9 1800 I E44 37700 i

E10 2050 I E45 12350 i

Ell 2100 I E46 15400 i

E12 2150 I E47 7450 1

E13 4150 I E48 8350 I

El4 4550 I E49 5250 I

E15 6250 ] ES50 11350 i

E16 5700 ] E51 42550 i

E17 6600 I E52 27050 i

E18 6450 I E53 100850 \%

E19 7100 I E54 102850 \%

E20 3050 I E55 10700 i

E21 3450 I E56 37850 i

E22 2550 I E57 8750 I

E23 4250 I E58 32700 i

E24 7550 ] E59 44050 i

E25 6300 I E60 6150 I

E26 1900 I E61 78500 v

E27 2250 I E62 10550 i

E28 50350 v E63 9900 1

E29 100250 \Y/ E64 4900 I

E30 40350 i E65 10850 i

E31 7250 I E66 27400 i

E32 4750 I E67 37800 i

E33 6450 I E68 49350 i

E34 6700 ] E69 700 I

E35 9350 i E70 101350 v

E71 118350 \% E73 71250 v

E72 99600 v E74 73950 v

E75 73750 v
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Parmi les miels étudiés 42% sont considérés comment moyennement riches en pollen. Ils
sont ensuite suivis par les miels riches en pollen (31%), les miels pauvres en pollen (15%),

les miels trés riches en pollen (7%) et enfin les miels extrémement riches en pollen (5%).

On a constaté qu’une grande partie des miels de la région de Mostaganem appartiennent a
la classe 11, moyennement riches en pollen. Ces résultats sont similaires a ceux de Homrani et
al. (2020) ayant travaillé sur les miels algériens. Makhloufi (2015) a également constaté que
la plus part des miels algériens étudiés sont moyennement riches en pollen. Il a été rapporté
que les miels espagnols sont également moyennement riches en pollen (Ortiz-Valbueana,
1991). Par contre Zerrouk (2014) et Laallam (2018) ont signalé que les miels du Nord, des
hauts plateaux et du sud de 1’ Algérie appartiennent majoritairement a la classe 111 « riches en
pollen ». Une étude menée par Mehdi (2016) sur les miels de 1’Ouest algérien indique que les

miels analyses appartiennent aux classes IlI, IV, V.

Les échantillons E29, E 53, E54, E71 appartiennent a la classe V. L’extréme richesse de
ces miels en pollen peut étre expliquée par le fait qu’ils ont été extraits par pressage. En effet,
selon Escuredo (2012) la variation de la richesse en pollen est influencée par le mode
d’extraction, par exemple les miels extraits par pressage « miels artisanaux » sont beaucoup
plus riches en pollen que ceux extraits par centrifugation, parce que ces derniers dits « miels
industriels » obtenus aprés plusieurs opérations de filtrations et donc une grande partie des
grains de pollen sera par la suite éliminée. Cependant, d’autres facteurs tels que la nature du
sol et sa composition en matiére organique et en éléments minéraux, la colonie d’abeilles
(type de ruche, force de la colonie) peuvent influencer la variation de la quantité du pollen
dans le miel (Amri, 2015). De plus, la quantité de pollen produite par la fleur butinée est
différente d’une espéce a I’autre, ce qui peut avoir un impact sur la richesse du miel en
pollens (Rabiet. 1984). D’aprés Louveaux (1985) Une forte humidité au moment de la
floraison favorise la production de grain de pollen. Les études menées par Bruneau (1998)
ont révélées que la déhiscence des anthéres et 1’ouverture des fleurs sont influencées par la

température.

82



Parte expérimentale Volet V. Résultats des analyses palynologiques

Figure 26 : classe de richesse en pollen des miels.

V.2.2.Analyse qualitative
V.2.2.1. Nombre des formes polliniques et leurs densités relatives

Les résultats montrés dans la figure (27) indiquent que 39 formes polliniques ont été
inventoriées dans la région de Mostaganem dont 36 distingués comme especes nectariferes et

trois especes non nectariferes (Olea europea, Buxux sempervirens, Quercus ilex)

Les formes de pollen présentes dans les miels étudiés peuvent étre subdivisées en quatre
groupes d’aprées la densité relative, un pollen dominant (> 45%) dans un échantillon peut étre
un pollen d’accompagnement (16-45%), un pollen isolé important (3 -15%) ou un pollen
isolé rare (<3). L’analyse qualitative a mis en évidnece 5 taxons appartenant au groupe de
pollen dominant dans les échantillons de miel (Eucalyptus globulus, Genista t, Daucus
carota, Punica granatum,Citrus) soit 10% de I’ensemble des taxons recensés et 25 taxons
appartiennent au groupe de pollen d’accompagnement (Melilotus t, Quersus, Ceratonia
siliqua, Silybium marianum, Olea europea, Centaurea t, Coriodrium sativum t, Punica
garantum, Papaver rhoeas t, Thapsia garganica, Daucus carota, Genista t, Eucalyptus,
Hedysarum coronariu t , Sinapis alba t, Capparis, Vicia faba, Buxus, Brassica napus t,
Dittrichia viscosa, Eriobotrya japonica, Foeniculum vulgare t, Scabiosa columbaria) soit
64.1% de la totalité des taxons, 37 taxons sont représentés comme pollens isolés imporants, le

quatrieme groupe de pollen est caractérisé par la présence de 27 taxons.
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Figure 27 : fréquence de distribution des taxons.
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V.2.2.2. Diversité taxonomique spécifique

La diversité taxonomique est le dénombrement de tous les types polliniques identifiés par
échantillon de miel analysé. Le nombre de taxon pour chaque échantillon est de 3 a 11 taxons
avec une moyenne de 07. La valeur la plus élevée a été enregistrée dans les échantillons (E14,
E17) provenant de Hchachta tandis que la valeur la plus faible a été notée dans les
échantillons de Mozaya (E48), de Khadra (E72) et celui de Sidi Ali (E73).

Il est possible de classer les miels selon la diversité taxonomique en se référant a la
calssification de Maurizio (1975), miels tres pauvres en espéces botaniques (de 1a 5 types
polliniques), miels moyennement pauvres (6 a 10 types polliniques), miels riches (11 a 15

types polliniques), miels trés riches (16 a 20 types polliniques).

Notre étude indique que 32% des miels sont trés pauvres et 65,33% sont moyennement

pauvres et seulement 2,6% sont riches (voir figure 28).

Diversité taxonomique des miels
65.33%

32%

2.60%

Classe | Classe Il classe lll

Figure 28 : classes de diversité taxonomique

Nos résultats sont largement inférieurs a ceux de Makhloufi et al. (2015) qui ont ont noté
une moyenne du nombre de taxons 14,57%, dont la moitié renferme entre 14 et18 formes
polliniques. Une étude récente de Homrani et al. (2020) a montré que le nombre des taxons
des miels algériens varie de 12 a 35 formes, avec une moyenne de 22,25. Cette diversité est
expliquée par la diversité des étages climaques, par contre notre étude a été menée dans une
seule zone tellienne, d’autre facteurs influencent sur la diversité floristique tels que les

conditions atmosphériques, la force de la colonnie et la contribution de I’apiculteur.
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V.2.2.3. Spectre de fréquence des types polliniques des miels analysés

Le indique que I’Eucalyptus est trés fréquent (présent dans plus de 50% des
échantillons), 12 taxons sont fréquents (présents dans 20 a 50% des échantillons) et 10 taxons
sont peu fréquents (présents dans 10 a 20% des échantillons) tandis que 16 taxons sont

considérés comme pollens rares (presents dans <10% des échantillons).

Tableau 12 : fréquence de répartition des taxons dans le miel.
Pollen Tres fréquents (> 50%) Pollen peu fréquent (20-10%)

Cirsium arvense, Sinapis alba, Borago
officinalis, Echium, Hedysarum coronarium,
Eucalyptus ) )
Brassica napus, Ceratonia, Quercus*,
Convolvulus, Acacia,
Pollen Fréquent (50%-20%) Pollen Rare (<10%)
Rosmarinus officinalis , Pimpinella
Citrus, Thapsia garganica, Oléa anisum t, Trifolium repens, Lantana t,

europea”, Coriandrum sativum t, Centaurea,  Scorzonera, Dittrichia viscosa, Taraxacum

Melilotus t, Génista t, Punica granatum, officinale, Erica arborea, Scabiosa, Malus
Daucus carota. Silybum marianum, Papaver domestica, Foeniculum vulgare t, Buxus
rohares t, Plantago simpervirens”, Vicia faba, Capparis,

Chrysanthemum t, Eriobotrya japonica.

* : espéce non nectarifere.

D’aprés la classification des taxons selon la fréquence de distribution, il a été constaté que
les miels étudiés contiennent a la fois des pollens de plantes cultivées et ceux des plantes

spontanées.

Les principales plantes cultivée butinées par les abeilles sont les arbres forestiers tels que
I’Eucalyptus, mais aussi des arbres fruitiers tels que Olea europea, Punica granatum, Citrus

et également des herbacées comme Coriandrum sativum.

Les principales plantes spontanées butinées dans la région de Mostaganem sont les
herbacées comme Papaver rohares, Plantago, Daucus carota, Thapsia garganica, Melilotus,

Centaurea mais également les plantes arbustives tels que Genista.
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IV.2.2.4. Spectre de fréquence des familles botaniques des miels analysés

Les familles répertoriés dans les échantillons sont réparties en 20 familles botaniques (voir
tableau 13) : Fabaceae (7 taxons), Astreaceae (7 taxons), Apiaceae (5 taxons), Myrtaceae (1
taxon), Oleaceae (1 taxon), Boraginaceae (2 taxons), Brassicaceae (2 taxons), Lamiaceae (2
taxons), Rosaceae (2 taxons), Fagaceae (1 taxons), Papaveraceae (1 taxon), Plantaginaceae
(1 taxons), Lythraceae (1 taxon), Rutaceae (1 taxon), Convolvulaceae (1 taxon),
Capparaceae (1 taxon), Caprifoliaceae (1 taxon), Ericaceace (1 taxon), Buxaceae ( 1 taxon),

Verbenaceae (1 taxon).

Il a été constaté aussi que les familles les plus fréquentes dans les miels de la région de
Mostaganem sont : Fabaceae (72%), Astreaceae (69,66%), Apiaceae (62,85%), Myrtaceae
(59,33%), Oleaceae (45,33%), Lythraceae (33,30%), Boraginaceae (32%), Papaveraceae
(32%) comme I’indique la figure 29. L’abondance de la famille de Fabaceae, Astreacea,
Apiaceae, Myrtaceae dans nos miels est un indicateur de I’importance de ces familles dans
I’apiculture mostaganémoise, Makhloufi (2015) et Homrani (2020) ont prouvé que ces
familles semblent d’une importance majeure pour 1’apiculture algérienne. Selon Crane
(1991), les Asteraceae et les Fabaceae sont trés nectariféres, de méme Melin (2011) rapporte
que la Famille des Fabaceae regroupe des plantes importantes pour l'apiculture, connues par
une production abondante de nectar. D’aprés Louveaux et Abed (1984), les Apiacées jouent
un role trés important dans I’apiculture de I’ Afrique du nord. Philippe (1994) rapporte que
dans la flore mondiale quatre grandes familles sont particuliérement nectariferes : les
fabacées, les lamiacées, les astéracées et les brassicacées dont la concentration du nectar en

sucres est élevée.
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Figure 29 : spectre de fréquence des familles botaniques en % des miels
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Tableau 13 : familles botaniques et les taxons correspondants

Famille Type pollinique Famille Type
pollinique
Papaveracea 1(Papaver rhoeas t) Capparaceae 1(Capparis)
e
Apiaceae 5(Daucus carota, Caprifoliaceae 1(Scabiosa)
Coriandrum sativum t
,Foeniculum vulgare t
Pimpinella anisum t,
Thapsia garganica)
Plantaginac 1(Plantago) Ericaceace 1(Erica
eae arborea)
Lythraceae 1(Punica granatum) Myrtaceae 1(Eucalyptus)
Astreacea 7(Centaurea t Fabaceae 7(Acacia,
Chrysanthemum t Ceratonia,
Scorzonerart, Genista t,
Taraxacum officinale Hedysarum
t,Silybum coronarium,
marianum,Cirsium Melilotus
arvense,Ditrichia t, Trifolium
viscosa) repens t, vicia
faba)
Rosaceae 2(Eriobotrya Fagaceae 1(Quercus”)
japonica,Malus
domestica)
Rutaceae 1(Citrus) Lamiaceae 2(Lavandula
t,
Rosmarinus)
Boraginacea 2(Borago officinalis, Oleaceae 1(Olea
e Echium) europea’)
Brassicacea 2(Brassica napus t, Buxaceae 1(Buxus
e Sinapis alba t) sempervirens”)
Convolvulac 1(Convolvulus)) Verbenaceae 1(Lantana t)

€ae

* . Espece non nectarifére.

1V.2.2.5. Spectre pollinique des miels selon I’origine géographique

Il est bien connu que la présence de certain type pollinique, leur répartition et leur
abondance different selon ’origine géographique. Il a été enregistré aprés une comparaison
des spectres polliniques selon les localités de production que 1’Eucalyptus est frequent dans
toutes les localités, cependant il est trés fréquent et plus abondant dans les régions des valleés
de I’Est. Les especes de Citrus sont présents particulierement dans la région de Mostaganem
centre et les vallées de I’Ouest ce qui confirme son importance comme plante mellifére

malgré que son pollen est sous-représenté ; egalemet Genista est omniprésent dans la région
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de Mostaganem centre et les monts du Dahra et vallés de I’Ouest. De méme pour les formes

polliniques de la famille des Asteracea notamment Centaurea et Silybum marianum.

Les formes polliniques de la famille des Apiacea, notamment Daucus carota, Thapsia
garganica, Coriandrum sativa, sont plus abondantes dans les monts du Dahra. Le pollen de
I’espece Daucus carota est dominant dans Cing échantillons (E26, E30, E36, E68, E27)
collectés dans les monts du dahra et deux échantillons (E33, E34) collectés dans les vallées
de I’Est. L espéce Olea europea est présente dans 50% des miels provenant de chaque région
de Mostaganem. Cette espéce est exclusivement pollinifére et trés appréciée par les abeilles.
Punica garantaum a été enregistré plus abondant dans la région de Mostaganem centre, avec
particulierement une dominance dans 1’échatillon E31. Papaver rohaeas est omniprésent
dans les monts du Dahra et la région de Mostaganem centre et les types polliniques de la
famille de Boraginaceae sont plus abondants dans les vallées de I’Est et les monts du Dahra

mais cette famille est sous représentée dans la région de Mostaganem centre.

Vu les résultats trouvés, il y a de noter qu’il s’agit donc d’une diversité des ressources
melliferes représentées de nombreuses espéces végétales et qui utilisées par les abeilles dans
les différentes régions de Mostaganem. Cette diversité est en fonction de la présence et
I’abondance de I’espéce ainsi que de la biologie de la fleur. Selon Louveaux (1968) la qualité
et la taille sont des facteurs de choix du pollen chez les abeilles, I’abondance de nectar et sa
teneur en sucre, et aussi des condtions atmosphériques, le type du sol, la participation de

’apiculteur et la période de récolte.

Nos résultats sont simillaires a ceux trouvés par Homrani (2020) ayant travaillé sur les
miels de la région de Mostaganem, a montré une prédominance des espéces : Eucalyptus,
Citrus, Punica garanatum, Genista, coriodrium sativum. D’apres Mehdi (2016) les miels de
I’Ouest Algérien sont caractérisés par prédominance des types polliniques : Eucalyptus sp,
Foeniculum vulgare, Hedysarium coronarium, Olea europea, Ziziphus lotus, Daucus carota,
Genista, Taraxacum officinale, Brassicanapus, Chenopodiacees, Papaverrhoeas. Cepandant.
une étude menée par Zarrouk (2014) sur les miels produits dans le centre du pays a révéle la
prédominance des especes Eucalyptus, Trifolium, Echium, Hedysarium corornarium et dans
une moindre mesure Rubus et Citrus. Les spectres polliniques des miels du Nord algérien
sont caractérisés par la dominace des taxons: Citrus, Eucalyptus, Hedysarum coronarium,
Rubus et Rosmarinus, Thymus vulgaris, et Lavandula angustifolia, Lathyrus sp. (Louveaux et
Abed ., 1984 ; Ouchemoukh et al., 2007 ; Nair et al., 2013).

89



Partie expérimentale Volet V. Résultats des analyses palynologiques

V.2.2.6.0rigine botanique et typicité des miels dans la région de Mostaganem

La diversité de la flore mellifere dans les miels dans la région de Mostaganem est a
I’origine d’une diversité des espéces botaniques. L’intensité de butinage des abeilles varie
d’une espece botanique a I’autre. Certaines plantes préférées par les abeilles a cause de leur
abondance en nectar et d’autres plantes sont préférées a cause de leurs réserves protéiques
représentées par le pollen. Certaines especes sont trés polliniféres, car leur pollen est trés
abondant (Olea europea) comparativement au nectar qui est secrété en quantité minime donc
ces espéces sont sur-représentees dans le miel. D’autre especes fournissent tres peu de pollen
mais sont tres nectariféres donc peuvent etre sous-représentés dans le miel (Citrus). Les types
polliniques des plantes non nectariféres sont inclus dans les spectres polliniques des miels
analysés, mais ne sont pas pris en considération pour la détermination de 1’origine botanique,
étant donné que le miel est produit a partir du nectar. Le miel ne peut pas prendre
I’appellation d’une espéce non nectarifere (Louveaux et al., 1978 ; Von Der Ohe et al.,2004).
Louveaux (1968); rapportant qu’il ya différents facteurs qui influencent le choix des
butineuses. En effet, les plantes qui fournissent le pollen et le nectar a la fois sont préférées
par rapport aux autres. Les plantes communes existant en peuplement denses sont également
préférées. Les facteurs tels que la localisation et les conditions écologiques jouent également
un réle dans le choix des abeilles sur la plante & butiner. La dominance d’un pollen d’une
plante, avec une fréguence relative égale ou supérieure a 45% dans le sédiment de miel
permet d’affirmer que ce dernier provient principalement du nectar de la plante considérée,

donc d’indiquer I’origine botanique du miel analysé (Louveaux et al., 1978).

Notre étude indique que sur 75 miels analysé 46 miels ont été enregistrés comme miels

monofloraux soit 61,33% et 29 miels sont enregistrés comme polyfloraux soit 38,66 %.

Les miels monofloraux sont répartis en 5 origines botaniques différentes : miels
d’Eucalyptus (n=19) d’origine géographique essentiellement des vallées de I’Est (E39 E40,
E41, E42, E43, E44, E45, E57, ES9, E67, E70), la région de Mostaganem Centre (E37, E38,
E46, E47, E48, E49) et les monts de Dahra (E71, E74). En suite les miels d’agrumes (Citrus,
n=12) provenant principalement de la région de Mostaganem Centre (E1, E2 E3 E4 E6 E7
E10 E11 E12 E24) et deux échantillons provenant des vallés basses de 1’Ouest E28 et E29.
Les miels & dominance des Fabaceae (Genista t, n=7) proviennent des monts de Dahra et la
région de mostaganem centre respectivement E5, E14, E15, E22, E23, E5, E13, E16. Les
miels de carotte sauvage (Daucus carota, n= 7) sont originaires échantillons E26, E30, E36,

E68, E27 et deux échantillons E33, E34 dans les les vallés de I’Est. Le miel de grenadier
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(Punica garantum, n= 1) découle de la région de Mostaganem Centre bien que le pollen de
Punica garantum a été apercu dans les autres régions. Les miels monofloraux se caractérisent
par la présence des pollens dominants et absence de pollens d’accompagment et dans certains
cas le pollen d’accompagnement se trouve avec 1 ou 2 taxons au maximum. Ces taxons se
trouvent en pollen important ou pollen d’accompagnement : Eucalyptus, Daucus carota,
Thapsia garganica, Foenuculumvulgare t, Coriodrium sativum, Silybum marianum,
Centaurea, Ceratonia, Olea europea, Hedysarum coronarium, Scabiosa, Erica arborea,
Eribotrya japonica, Malus domestica. Les autres taxons sont répartis dans les deux classes de

fréquences polliniques qui sont pollens isolés importants et pollens isolés rares.

Les miels polyfloraux sont répartis dans toutes les régions, sont le plus souvent colléctés
aupres des apiculteurs qui font la récolte une fois par année c'est-a-dire le rucher est placé
dans une seule zone tout long de I’année ; ces mémes apiculteurs ayant un niveau limité sur
les techniques apicoles. L’existence d’un nombre pareil de miels polyfloraux est due aussi a
I’absence des connaissances sur les localités riches en resources melliféeres d’une part et
d’autre part la séchresse fréquente ces derniéres années affecte 1’abondance de nectar.
D’aprés les résultats montrés dans le et en comparant les origines botaniques
apres I’analyse des échantillons du miel et les origines botaniques données par les apiculteurs,
il a été constaté que 58,66% des miels correspondent aux appellations présumés par les
apiculteurs, alors que le reste des miels ne correspond pas aux appellations aprés analyse
palynologique (voir De ce fait, nous pouvons affirmer que les connaissances des
apiculteurs sur les zones de butinage n’expriment pas 1’origine principale du nectar. Donner
un nom au miel est une forme de valorisation et ce nom doit étre authentique. L’absence de
loi régisssant la commercialisation du miel en Algérie est a 1’origine de falsification, alors

qu’une analyse palynologique constitue une base essentielle de commercialisation rationelle.
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Tableau 14: authenticité des appellations des miels analyseés

Miel OB présumé Nom scientifique|  Miel OB présumé | Nom scientifique
El Polyforal Citrus 15.6 E38 Eucalyptus Eucalyptus 81.77
E2 Agrumes Citrus 17 E39 Eucalyptus Eucalyptus 67.63
E3 Agrumes Citrus 20.57 E40 Eucalyptus Eucalyptus 78.46
E4 Polyfloral Citrus 11.34 E41 Eucalyptus Eucalyptus 70.48
E5 Polyfloral Genista t 46.66 E42 Eucalyptus Eucalyptus76.05
E6 Agrumes Citrus 18.52 E43 Eucalyptus Eucalyptus78.24
E7 Agrumes Citrus 16.52 E44 Eucalyptus Eucalyptus 82.58
E8 Polyfloral Polyfloral E45 Polyfloral Polyfloral
E9 Polyfloral Polyfloral E46 Polyfloral Polyfloral
E10 Agrumes Citrus 17.14 E47 Eucalyptus Eucalyptus 80.25
E1ll Agrumes Citrus 11.7 E48 Eucalyptus Eucalyptus 84.36
E12 Agrumes Citrus 24.3 E49 Eucalyptus Eucalyptus 84
E13 Agrumes Genista t47.83 E50 Polyfloral Polyfloral
E14 | Carotte sauvage| Genistat48.85 E51 Acacia Polyfloral
E15 Polyfloral Genista t 46 E52 | Carotte sauvag Polyfloral
E16 Agrumes Genista t 46.36 E53 polyfloral Polyfloral
E17 Agrumes Polyfloral E54 Eucalyptus Polyfloral
E18 | Carotte sauvage Polyfloral E55 | Carotte sauvag Polyfloral
E19 | Carotte sauvage Polyfloral E56 | Carotte sauvag Polyfloral
E20| Carotte sauvage Polyfloral E57 Eucalyptus Eucalyptus 76.35
E21| Carotte sauvage Polyfloral E58 Eucalyptus Polyfloral
E22 | Carotte sauvage] Genistat 74.23 E59 Eucalyptus Eucalyptus 61
E23| Carotte sauvage|  Genistat 52.89 E60 Polyfloral Polyfloral
E24 Agrumes Citrus 10.08 E61 Polyfloral Polyfloral
E25| Carotte sauvage Polyfloral E62 Eucalyptus Polyfloral
E26 | Carotte sauvage| Daucus carota 54.5  E63 Eucalyptus Polyfloral
E27 | Carotte sauvage| Daucus carota 62.¢ E64 Eucalyptus Polyfloral
E28 Polyfloral Citrus 11.98 E65 Eucalyptus Polyfloral
E29 Polyfloral Citrus 14.16 E66 Eucalyptus Polyfloral
E30| Carotte sauvage| Daucus carota 53.§ E67 Eucalyptus Eucalyptus 72.9
E31 Polyfloral Punica garantum 57| E68 | Carotte sauvag¢ Daucus carota 56.2
E32 Polyfloral Polyfloral E69 Acacia Polyfloral
E33| Carotte sauvage| Daucus carota 61.4 E70 Eucalyptus Eucalyptus 85.28
E34 | Carotte sauvage| Daucus carota 53.5 E71 Eucalyptus Eucalyptus 76.09
E35| Carotte sauvage Polyfloral E72 Eucalyptus Eucalyptus 78
E36 | Carotte sauvage| Daucus carota 48.§ E73 Eucalyptus Eucalyptus 81.51
E37 Eucalyptus Eucalyptus 77.53 E74 Eucalyptus Eucalyptus 75.31
E75 Polyfloral Polyfloral
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H miel authentique B miel non authentique

Figure 30 : pourcentage de 1’authenticité des miels selon les apiculteurs

V.2.2.7.Typicité des miels monofloraux dans la région de Mostaganem
V.2.2.7.1. Miel d’Eucalyptus

Il a été remarqué que le miel d’Eucalyptus occupe une place importante dans la totalité des
miels de la région de Mostaganem (25%). La dominance de pollen d’Eucalyptus confirme
I’importance miellée de ce cette espéce dans I’apiculture de Mostagnem. Par ailleurs, il
refléte également la richesse de la région en zones forestiéres telles que les foréts de Khadra,
Sidi Ali et Mozaya (Bouguirat). D’aprés Louveaux et al. (1978), le pollen d’Eucalyptus et
toutes les myrtaceés sont fortement sur-représentées dans les miels, dont 1’explication est
attribuée a la petite taille de ce pollen et a son abondane dans les fleurs. Mehdi (2016) ajoute
que I’Eucalyptus fournit un nectar trés aromatique et apprécié par les abeilles. Cette ressource
mellifere joue un réle important comme plante mellifere d’été. Vue la sur-représentation de
pollen d’Eucalyptus, un seuil minimal de 60% est accepté pour considérer les miels
monofloraux d’Eucalyptus (Louveaux et al., 1978). Le pourcentage de pollen dans les miels
monofloraux est souvent élevé, proche de 90%. En effet, les plus purs sont d’origine
australienne dont spectre pollinique peut contenir 100% de grains de pollen (Boquet, 1997).
Nos résultats révélent que la fréquence relative du pollen d’Eucalyptus varie de 61 a 85%
avec une moyenne de 77,26%. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Homrani
(2020) qui a noté que les miels d’Eucalyptus produits en Algérie ont une moyene de

fréquence relative de 70,66%. Zerrouk et al. (2014) ont constaté une moyenne de 82% de
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pollen d’Eucalyptus dans les miels récolté en Algérie. Cependant nos résultats sont en
désaccord avec ceux trouveés par Mehdi (2016) qui a signalé que le pollen d’Eucalyptus dans
les miels de ’Ouest Algérien est classé sous forme de pollen d’accompagnement. Les miels
d’Eucalyptus analyses ont éte notés avec la présence de pollen isolé important Olea eurpea,
Daucus carota, Thapsia garganica et d’autres espéces comme pollen rare Punica garantum,
Acacia, Papaver rohaes, Centaurea, Convolvulus, Hedysarum coronarium (voir figure 31).
Makhloufi (2015) a trouvé que la dominance d’Eucalyptus en Algérie se distingue des autres
miels de la région méditerranéenne occidentale par la présence de Papaver rhoeas et
Centaurea. Cependant Ricciardelli d'Albore et Vorwohl (1980) ont noté comme pollens
d’accompagnement les especes d'Acacia, Gleditsia et Hedysarum coronarium pour ceux
collectés en Lybie. Les mémes auteurs ont trouvés les miels d’Eucalyptus tunisiens sont
caractérisés par les espéces de Citrus, d’Acacia, d’Erica multiflora, d’Olea europaea et

d’Hedysarum coronarium en tant que pollens d'accompagnement.
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Figure 32: aspect miCroscopique uc puiicii u Lucaiy piis
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V.2.2.7.2. Miel d’agrumes

Les miels d’agrumes représentent 16% du nombre total des miels étudiés, originaire de la
région centre de Mostaganem notamment Sidi Fellagu, Sirat, Mansoura, Touahria, Masra et
I’Ouset de Mostaganem (Mazagran). La plante de Citrus est beaucoup plus nectarifére que
pollinifére donc son pollen est sous-représenté. Sa fréquence allant de 10,8 a 24,3% avec une
moyenne de 15,80%. Le pollen de Citrus est légerment sous-représenté ce qui confirme les
observations de Castro-Vazquez et al. (2009). Cependant, nos résultas sont largement
inferieurs a ceux trouvés dans la Mitidja (zone reconnue par I’abondance des espéces
d’agrumes) par rapport a une étude menée par Benaziza et Schweitzer (2010) ou les miels
d’agrumes varient entre 50,59 et 69%. Nair (2014) a constaté que la fréquence relative variant
entre 30% a 60% pour les échantillons de 1’ouest et entre 18% a 46% pour les échantillons du
centre Algérien. L’origine géographique de miels de Citrus montre bien le caractére régional
de la production de ces miels. On les trouve essentiellement dans les zones de cultures
d’agrumes a titre d’exemples, Blida (Boufarik), Mascara (Mohammadia, Hacine, El Guetna)
et Mostaganem (Bouguirat). Les miels d’agrumes de la région de Mostagnem sont
caractérisés par la présence de pollen d’Olea europea, Genista, Centaurea comme pollen
d’accompagnement et Punica granatum, Capparis, Papaver rohaes, Sinapis alba t,
Hedysarum coronarium comme pollen isolé important Nair (2014) a noté
que parmi les pollens d’accompagnement des miels de Citrus le pollen d’olivier (Olea) avec

une fréquence qui atteint 30,20 % dans un miel de I’Ouest Algérien.
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Figure 33: fréquence des spectres polliniques de miel d’agrumes
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Figure 34 : aspect microscopique de pollen de Citrus

V.2.2.7.3. Miels de Genista

Neuf pour cent (9%) des échantillons ont été caractérisés comme miels de Genista. La
famille des Fabaceae a été caractérisée par la dominance de Genista. Ces miels proviennent
essentiellement de Sidi Ali et Ain Tadles, et qui confirme son importance comme resources
melliféres dans ces deux régions. Il a été constaté que les miels de Genista présentent une
dominance de pollen de Genista t avec une fréquence relative qui varie de 46 a 74,03%. Les
échantillons montrent également la présence des pollens, Centaurea, Citrus, Daucus carota,
Thapsia garganica, Hedysarum coronarium, Olea eurpea. (voir figure 35). Homrani (2020) a
également noté que les miels de Genista produits dans la région de Mostaganem sont
cacaracterisés par la présence des especes Olea europea et Centaurea Eucalyptus comme

pollen d’accompagement.
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Figure 35 : fréquence des spectres polliniques de miel de Genista
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Figure 36 : aspect microscopique de pollen de Genista

V.2.2.7.4. Miel de carotte sauvage

Neuf pour cent (9%) des échantillons ont été représentés comme miels de carotte sauvage.
Les miels ont été caractérisés par une dominance de Daucus carota avec une fréquence
relative allant de 53,57 a 62,69%. Nos échantillons montrent également la présence de pollen
de Thapsia garganica comme pollen d’accompagnement et les pollens suivants Silybum
marianum, Coriodrium sativum comme pollen isolé important (voir La dominance
de Daucus carota, plante des terres humides a été signalé par Makhloufi (2015). Selon la
méme auteure, Daucus est considéréé comme étant la deuxiéme source en nectar en Algérie.
Nair (2014) et Mehdi (2016) ont constaté la présence de Daucus carota sous forme de pollen
d’accompagnement dans les miels de 1’Ouest algérien. Cependant, Ricciardelli d’Albore
(1998), a ajouté que dans la région mediterranéenne, le miel de ce taxon est principalement

produit en Italie.
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10 um

Figure 38 : aspect microscopique de pollen de Daucus carotta

V.2.2.7.5. Miel de grenadier

Un seul échantillon a été caractéridé comme miel de grenadier en raison de la dominance
dans son spectre pollinique de I’espece Punica garantum. Cette derniere une plante fruitiére,
a plantation relativement facile, cultivée depuis la plus haute antiquité pour ses fruits
comestibles et pour les qualités ornementales de ses grandes fleurs qui offrent une source de
nectar. Le grenadier est trés prisé dans tout le bassin méditerranien. Le miel de grenadier a été
caractérisé par la présence de Eriobotya japonica, Malus domestica, Melilotus, Cirsium
arvense, Papaver rohaeas et Convolvulus. (voir figure 39). Dans une étude menée par

Homrani (2020) sur 63 échantillons des miels produits en Algérie, la dominance de pollen de
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Punica garantum est de 5% de la totalité des échantillons étudiés ; ces miels sont distingués
par la présence des espéces Ziziphus lotus, Eucalyptus, Tamarix, Genista, Echium, O.

europea, Papaver rhoes t et Acacia dans leurs spectres polliniques.
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rohaes domestica japonica arvense granatum

Figure 39 : fréquence des spectres polliniques de miel de grenadier.

Figure 40 : aspect microscopique de pollen de Punica granatum
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VI. Caracteérisation physicochimique
VI. 1.Teneur en eau

L’humidité est un indicateur de qualité et de durée de conservation pendant le stockage
(Prica et al., 2014). Les valeurs du taux d’humidité obtenus pour tous les miels étudiés
varient de 14,2% pour 1’échantillon (E31) provenant de Sirat a 23,1 + 0,14% pour
I’échantillon (E66) provenant de Hadjadj avec une moyenne de 17,72 £ 1,5% Ces résultats
sont en accord avec ceux trouvés par Homrani et al. (2020), soit une valeur moyenne de
17,14 £ 1,87% pour les miels algériens. Cependant, selon d’autres études menées par Boudiar
et al., (2022) et Selles et al., (2018), les miels algériens contiennent un taux d’humidité de
16,2 %. Tandis que les miels palestiniens présentent un taux d’humidité de 18,46+ 1.18%, les
miels marrocains de 14,3 & 20,2%, et saoudiens de 14,9 + 0,2% (Imtara et al., 2018 ; Chakir
et al., 2016 ; Raweh et al., 2023). Nos résultas sont plus au moins simillaires a ceux trouvés
dans la Malaisie ou la teneur en eau est entre 14,16 et 17,53% (Moniruzzaman et al., 2013),
le Portugal entre 15,9 et 17,2% (Gomes et al., 2010), I’ Inde entre 17,2 et 21,6% (Saxena et
al., 2010). La variation de la teneur en eau de miel est en fonction de la variation de la saison
de récolte, les conditions climatiques (air, température et humidité relative), le degré de la
maturité de miel, I’origine géographique et méme la teneur en humidité de 1’origine
botanique (Machado et al., 2020).

Sur la totalité des miels étudiés, cing échantillons (E7, E15, E20, E21, E66) provenant
respectivement des localités Mesra, Sidi Ali et Hadjadj présentent des valeurs supérieures a la
norme recommandée par le codex alimentarius qui est de 20%. Une teneur élevée en eau
conduit a une fermentation du miel provoquée par des levures osmoseuses, produisant du
dioxyde de carbone et de I’alcool éthylique (Khalil et al., 2012). Un seul échantillon de miel
sur les soixante quinze testés a une teneur en eau inférieure a 15%. Donc, le risque de
fermentation est trés faible dans cet échantillon, et ce miel peut étre conservé sans risque
d'altération de leurs propriétés physico-chimiques. Une faible teneur en eau serait un
avantage pour un long stockage avec une durée de conservation prolongee de miel (El
Sohaimy et al., 2015). Pour diminuer le taux d’humidité des techniques sont utilisées comme
la pasteurisation, qu’est une technique trés critiquée a cause de ses effets néfastes sur la

qualité nutritionnelle du miel (Laallam, 2018).
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Au total 23 echantillons de miel présentent des teneurs supérieures a 18%, ce qui permet a
une fermentation par des levures osmotolérantes et donc la formation d’alcool éthylique et de
dioxyde de carbone. En plus 1’alccol éthylique peut a son tour s’oxyder en acide acétique et

en eau donnant un godt amer du miel (Chirife et al., 2006).

Une variation significative de la teneur en eau a été constatée selon I’origine florale
(p=0,001), les miels les plus humides sont de Genista avec une moyenne de 18,18+1,28 %,
suivis respectivement par les miels de Citrus 18,01+1,11%, les miels polyfloraux
17,82+1,82%, les miels d’Eucalyptus 17,66+1,18%, les miels de Daucus carota 16,64+0,91%
et enfin le miel de Punica granatum 14,2%. Ces variations peuvent étre dues a la saison de
récolte. En efet, les miels de Citrus et Genista sont récoltés en printemps tandis que les fleurs
de Daucus carota, d’Eucalyptus et de Punica garanatum présentent une floraison estivale. En
ce qui concerne le miel de Punica granatum, nos résultats sont simillaires a ceux rapportés
par Homrani et al. (2020). D’aprés Boudiar et al. (2022) les miels d’Eucalyptus et
polyfloraux proviennent du nord d’Algérie possédent respectivement des teneurs en eau de
16,60+ 0,05% et 17,60+0,17%. Imtara et al. (2018) ont enregistré une valeur de 16,20+0,1%
pour le miel de Citrus provenant de Palestine, tandis que le miel de I’Egypte, la teneur en eau
est de 14.9+0,01% (Raweh et al., 2023).

Par ailleurs, nous avons également constaté une variation significative de la teneur en eau
des miels selon les régions de production, les miels les plus humides sont les miels de I’Est
avec une moyenne de 18,74+1,42% suivis par les miels de 1’Ouest 17,8+0,28%, ensuite les
miels du centre par un pourcentage de 17,64+1,2%. Les miels du Dahra sont les plus secs

dans la région de Mostaganem avec un pourcentage de 17,12+1,29%. (voir
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Figure 41 : teneurs en eau des miels selon I’origine florale et la région de production
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VI. 2. pH

Le pH ou potentiel d'hydrogéne est défini comme le cologarithme de la concentration en
ions H dans une solution. L’acidité du miel provient d’un grand nombre d’acides organiques
qu’il contient, dont le plus important est 1’acide gluconique, provenant des sécrétions

digestives des abeilles pendant 1’élaboration du miel (Mbogning et al., 2011).

Les valeurs moyennes des pH obtenus pour nos échantillons de miels oscillent entre 3,34
(E67) et 4,39 (E31) avec une moyenne de 3,65+ 0,19. Plusieurs études ont mis en évidence le
caractere acide des miels avec des valeurs pH allant de 3,70 a 4,05 et une moyenne de 3,9
pour les miels de I’Ouest algérien Douakani et al. (2014), de 3,32 a 3,68 pour les miels
Moldova (Chirsanova et al., 2021), de 3,38 a 4,19 pour les miels Serbes (Sakac et al., 2018)
et de 3,61 a 3,81 ceux produits au Brésil (Oliveira et al., 2020). Cependant, d’autres auteurs
ont constaté des valeurs de pH atteignant jusqu’ a 7,51 pour les miels de Omani et (Al-Farsi

etal., 2018) a 6,1 pour les miels saoudiens (Aljohar et al., 2018).

Le pH est un indicateur de 1’origine florale du miel. En effet, selon les normes du Codex
Alimentarius la valeur du pH est comprise entre 3,5 et 4,5 pour les miels issus de nectar et
entre 5 et 5,5 pour ceux qui sont issus de miellat, ce qui confirme que notre miel est un miel
de nectar. Cependant, on constate que 17 échantillons sur 75 présentent un pH légérement
inférieur a 3,5 avec une moyenne de 3,42. Un miel a pH bas est un miel fragile et présente un
risque de fermentation, mais il inhibe la présence et la croissance des micoorgannismes
(Gomes et al., 2010). La détermination de la valeur du pH est important lors de 1’extraction et
du stockage car il influence sur la texture, la satabilité et la durée de conservation du miel
(Terrab et al., 2004).

Il existe une variation siginificative entre les valeurs du pH et 1’origine florale (p=0), les
miels les plus acides sont les miels de Citrus pH = 3,54+0,15 suivis par les miels de Genista
3,57+0,18, les miels polyfloraux 3.66+0.13, les miels de Daucus carota 3.67+0.05, les miels
d’Eucalyptus 3.70+0.23 et enfin le miel de Punica granatum 4,39+0,021 (voir
Homrani et al. (2020) ont également montré que les miels de Citrus sont les plus acides avec
un pH de 3,86 + 0,2. Les miels d’Eucalyptus provenant d’Ecuador (Inde) présentent un pH de
4 £0,16. (\Valdés-Silverio et al., 2018). Abselami et al. (2018) ont confirme que la valeur du
pH est influée par 1’origine florale, indiquant que les miels de Citrus, polyfloraux et

d’Eucalyptus marrocains présentent des pH respectivement 3,79+0,1 ; 4 ,3+0,2 ; 4,22+0,59.
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Figure 42 : valeurs du pH des miels selon I’origine florale et la région de production

VI1.3. Conductivité électrique

Les valeurs de la conductivité électrique sont comprises entre 0,157+00 (E61) et 1,22+00
(E64) mS/cm avec une moyenne de 0,552+0,21 mS/cm. Nos résultats sont semblables a ceux
d’Oroian et al. (2019) pour les miels produits en Romanie avec des valeurs allants de 0,157 a
1,007 mS/cm. Cenet et al. (2017) ont enregistrés des valeurs allant de 0,24+0,21 a 0,9+0,1
mS/cm pour les miels produits en Turquie. Au Bengladech Rabiul et al. (2017) signalent des

valeurs moyennes de conductivité allant de 0,3+0,0 a 0,5+0,1 mS/cm).

La mesure de la conductivité est utilisée aujourd’hui comme contréle de routine pour le
miel. C’est un critére important pour la détermination de 1’origine botanique du miel. En
effet, ce paramétre permet de distinguer les miels floraux des miels de miellat (Bogdanov et
al., 2004). D'apres les résultats obtenus, 64 échantillons de miel ont des valeurs inférieures a
0,8 mS/cm, correspondant a des miels de nectar selon le Codex Alimentarius (2001). En
revanche, onze échantillons de miel (E17, E39, E40, E41, E50, E51, E58, E64, E66, E69,
E70) sur 75 présentent des valeurs supeérieures a 0,8 mS/cm. Selon Gonnet (1986), les miels
de nectar ont une conductivité allant de 0,1 a 0,5 mS/cm, tandis que les miels de miellat sont
entre 1 et 1,5 mS/cm. Les valeurs médianes observées pour ces onze (11) échantillons
suggerent qu'il s'agit de mélange de deux origines (nectar + miellat). Il existe un rapport
linéaire entre la conductivité électrique et la teneur en matieres minérales d'un miel (El
Sohaimy et al., 2015). Un exceés en matiéres minérales dans le miel peut étre apporté par le
pollen, le nectar des fleurs ou le miellat. En outre, la conductivité électrique peut étre affectée

par sa teneur en acides organiques et en protéines présents dans le miel.
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On a constaté également, que les miels polyfloraux présentent la conductivité la plus
élevée avec une moyenne de 0,63+0,26 mS/cm suivis par les miels d’Eucalyptus 0,56+0,19
mS/cm, les miels de Daucus carota 0,505+0,06 mS/cm, le miel de Punica granatum
0,504+0,00 mS/cm, les miels de Genista 0,465+0,162 mS/cm et en fin les miels de Citrus
0,404+0,10 mS/cm. Bakchiche et al. (2018) a signalé que les miels polyfloraux provenant du
Sahara algérien présentent une CE allant de 0,347+0,009 a 0,372+0,008 mS/cm, une valeur
inférieure par rapport a celle qu’on a obtenue, cela peut s’expliquer par les variations des
conditions climatiques et pédologiques entre les différentes régions en Algérie. La méme
constatation a été relevée pour les miels d’Eucalyptus marrocains qui ont montré une valeur
moyenne de conductivité de 0,246 mS/cm (Belhaj et al., 2015). C’est un paramétre qui
montre une grande variabilité selon 1’origine florale et considéré comme 1’un des meilleurs

paramétres pour distinguer les différentes origines florales du miel (Terrab et al., 2004).

Une variation significative a été observée entre les valeurs de la CE selon la région de
production (p=0,02). En effet, les miels de I’Est de Mostaganem présentent la conductivité la
plus élevée avec une moyenne de 0,656+0,19 mS/cm, suivis par les miels de Dahra avec une
moyenne de 0,533+0,154 mS/cm et les miels de 1’Ouest 0,511+0,08 mS/cm, tandis que les
miels de centre de Mostaganem présentent la conductivité la plus basse avec une moyenne de

0,476x0,17 mS/cm. (voir figure 43).
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Figure 43 : valeurs de la conductivité eléctrique des miels selon I’origine florale et la

région de production.
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VI1.4.Teneur en Hydroxyméthyl-furfural

Le HMF est le résultat de dégradation du fructose et du glucose dans un milieu acide.
Dans les miels frais, le HMF n’est présent qu’a 1’état de traces (1 a 3mg/kg) et sa teneur
augmente avec la température, la durée de stockage, et en cas de surchauffage (Ajlouni et al.,
2010) ; c’est un indicateur de fraicheur et de qualité (Escriche et al., 2008). Les
caractéristiques chimiques du miel tels que le pH, la teneur en minéraux et I’acidité totale
affectent également la teneur en HMF, la présence d’acides organiques et la forte teneur en
eau favorisent sa production (Kalabova et al., 2003). Les valeurs de la teneur en HMF des
échantillons des miels oscillent de 5,19+0,26 a 45,54+0,93 mg/kg avec une moyenne de
16,14+9,61 mg/kg.

Les resultats obtenus s’accordent avec les normes recommandées par le Codex
Alimentarius, exception faite pour quatre échantillons présentant des teneurs supérieurs a
40mg/kg (E62, E63, E66, E70). Cette augmentation de la concentration en HMF peut se
justifier par le fait que la formation d’HMF est d’autant plus rapide que les miels sont plus
acides (Benaziza-Bouchema et al., 2010), ou bien par un chauffage lors de I’extraction pour

faciliter I’écoulement du miel.

Selon les normes recommandées par Codex Alimentarius (2001), la teneur en HMF ne doit
pas dépasser 40 mg/kg dans les régions a climat tempéré, tandis que la teneur en HMF de
zones tropicales ne doit pas dépasser 80 mg/kg. Les pays européens tels que 1’ Allemagne,
I’Ttalie, la Finlande, la Suisse, les organisations d’apiculteurs ont mis une valeur maximale de
15 mg/kg pour un étiquetage spécial miel « de qualité » ou miel « vierge » (Bogdanov et al.,
2004). Sur 75 échantillons de miels 45 présentent une teneur en HMF inférieure a 15mg/kg ;
ces miels sont considérés comme des miels de qualité (voir Achouri et al. (2019)
ont trouveés des valeurs en HMF de 5,90 a 47,10 mg/kg avec une moyenne de 21,15 + 11,7
mg/kg dans les miels du secteur Oranais, tandis que Draiaia et al. (2015) ont trouvé des
teneurs entre 0,17 a 571,9mg/kg dans les miels du centre et I’Est algérien. Les miels
marrocains présentent des valeurs en HMF de I’ordre de 0,09 a 53,38 mg/kg (Chakir et al.,
2016) tandis que les miels tunisiens présentent une teneur en HMF entrel12,07 et 27,43 mg/kg
(Boussaid et al., 2018).

Il faut noter que le probléme majeur est celui des températures élevées de stockage induisant

a une augmentation de la teneur de ce composeé.
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Il est nécessaire de sensibiliser les apiculteurs afin de reviser les différentes techniques pour

éviter d’exposer les miels a une chaleur excessive pendant I’extraction.

80 ~
70 -
60 -
50 A
40 -
30 -
20 -
10 -

% Miel

Miel de qualité Miel conforme(HMF<40) Miel non conforme(
(HMF<15) HMF>40)

HMF (mg/kg)de miel

Figure 44 : répartition des miels selon leurs teneurs en HMF

VI .5. Dosage des sucres

De nombreuses études ont décrit les profils des composés du miel qui pourraient
représenter une empreinte d’origines spécifiques, parmi eux, le profil glucidique (Se et al.,
2018). Les principaux sucres du miel sont le fructose et le glucose dont la somme associée a
la teneur en sucrose constitue un critere de qualité. Le miel contient également d’autre mono,
di, tri, oligo et polysaccharides (Bogdanov et al., 2008). Les teneurs en sucres uniques et les
rapports isotopiques du sucre sont des parameétres intéressants pour détecter les falsifications
du miel (Cengiz et al., 2018). Dans notre étude, le dosage des sucres des huits échantillons de
miel (quatre miels d’Eucalyptus E42, E43, E44, E39 et quatre miels de Daucus carota E68,
E36, E27, E26) a été réalisé par la méthode de RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) et
les sucres dosés sont : deux monosaccharides (glucose, fructose), trois disaccharides

(saccharose, maltose, turanose) et un trisaccharide (Mélézitose).

En ce qui concerne les sucres réducteurs, les miels de Daucus carota et les miels
d’Eucalyptus présentent des teneurs allant de 71 a 74,9% avec une moyenne de I’ordre de
71,5+2,27 % et de 67,1 a 70,5% avec une moyenne de 1’ordre 68,95+1,42% . Ces valeurs
sont en accord evec les exigences recommandees par le Codex Alimentarius une teneur en
sucres réducteurs supérieure a >60% pour le miel de nectar, et >45 g/100 g pour les miels de

miellat. Nos résultats se rapprochent de ceux trouvés par Doukani et al. (2014) concernant les
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miels de I’Ouest algérien (64,5 a 65,8%), ainsi que ceux des miels Bulgares, rapportant des
taux entre 71,31% et 73,19%, obtenus également par la RMN (Balkanska et al., 2023). Des
miels Saoudiens ont été mesurés avec des teneurs en sucres réducteurs variant de 58 £ 0,1 a
82 £ 0,2%, avec une moyenne de 71,2 + 1,3% (Raweh et al., 2023). En Ethiopie, la teneur en
sucres réducteurs varie de 45,1 + 2,48% a 63,8 + 1,2% (Aschalew et al., 2020). 1l est
important de noter que la composition en sucre du miel montre une grande variabilité due a
I’origine botanique, et dans une moindre mesure, aux conditions climatiques et

géographiques (Khalil et al., 2011).

Le fructose a montré des teneurs entre 37,9 et 41,95% avec une moyenne de 39,85+1,48%
pour les miels de Daucus carota et entre 37,2 et 40,3 % avec une moyenne de 38,45+1,36%
pour les miels d’Eucalyptus (voir figure 45), tandis que le taux de glucose varie de 30,9 a
33,4% avec une moyenne de 32,05+1,06 % (miel de Daucus carota) et de 28,6 a 33,3 % avec
une moyenne de 30,52+2,14 et (miel d’Eucalyptus) (voir figure 46). Les constatations faites
dans cette étude corroborent les conclusions de Pascual-Mate et al. (2018) sur les miels
espagnols, qui rapportent des taux de glucose compris entre 26,86% et 31,38%. En
Roumanie, les concentrations en glucose varient de 27,24% a 46,30% (Scripca et al., 2021),

tandis qu'en Estonie, ces valeurs s'établissent entre 29,2% et 39,7% (Kivima et al., 2021).

41

37
Daucus carofta Eucalyptus

origine floral

Figure 45 : teneur en fructose selon 1’origine florale
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Daucus carofta Eucalyptus
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Figure 46 : teneur en glucose selon 1’origine florale

La cristalisation est un phénoméne naturel (Ozbalci et al., 2013). La tendance a la
cristalisation peut étre prédite par différents indices. Le miel cristalise plus rapide avec un
rapport fructose/ glucose (F/G) inférieur a 1,11 ; un pourcentage de glucose supérieur a 35% ;
un rapport glucose /eau (G/W) supérieur a 2,16 ou encore avec un rapport de (glucose-
humidité)/fructose ((G-W)/F) supérieur a 0,49. Le miel cristalise lentement lorsque (F/G) est
supérieur a 1,33, une teneur en glucose inférieur a 28%, le rapport (G/W) est inférieur a 1,70
et lorsque le rapport (G-W)/F est inférieur a 0,30 (Cavia et al., 2002 ; Smanalieva et Senge,
2009). Deux échantillons (E42 et E39) sur huit montrent que le rapport (F/G) >1,33 donc ces
miels cristalisent lentement et six miels montrent un rapport (F/G) >1,11 et sont moins
sensibles a la cristalisation. Trois échantillons (E42, E44, E39) montrent que le rapport (G/W)
est inférieur a 1,70 donc ces miel présentent une cristalisation lente et un échantillon a
cristalisation rapide (G/W)>2,16. Louveaux (1985) a signalé que le rapport glucose/eau (G/E)
est plus approprié que le rapport F/G pour la prédiction de la cristalisation du miel (voir
figure 47).
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Cristalisation modérée
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Figure 47 : cristalisation des miels selon le rapport (glucose/eau).

Trois disaccharides ont été dosés (saccharose, maltose, turanose). Le saccharose est un
important sucre sur le plan législatif ; sa limite maximale est de 5%, (10% pour les miels
d’Eucalyptus) Codex Alimentatrius (2001), certaines exceptions (> 5%) pour les miels de
tréfle et de lavande. Nos résultats montrent que les miels analysés sont conformes aux normes
établies par le Codex Alimentarius (<1,9%). Ces faibles concentrations en saccharose
suggerent un stade avancé de maturation du miel, car la conversion du saccharose en glucose
et fructose est compléte (Pasini et al., 2013) et également 1’absence de toute falsification par
I’ajout d’un sirop commercial. Une teneur plus élevée en saccharose dans le miel pourrait étre
attribuée a des raisons telles que la suralimentation des abeilles avec du sirop de saccharose,
falsification ou la récolte précoce de miel (Guler et al., 2007). Selon Homrani et al. (2020),
les miels algériens respectent les normes, avec une teneur en saccharose comprise entre 0,5%
et 3,3%, soit une valeur moyenne d'environ 1,25 + 0,5%. Les travaux de Makhloufi et al.
(2021) ont révélé des concentrations allant de 0,93+0,1 & 3,1+1,4% dans les miels algériens.
Par ailleurs, Belhaj et al. (2015) ont indiqué que les miels marocains contiennent des taux de
saccharose de 2,15% a 3,10%, tandis que des concentrations comprises entre 0,1+0,07% et

1,5+2,47% ont été signalées dans les miels espagnols (Pascual-Mat et al., 2018).

Les concentrations en maltose dans les échantillons de miel oscillent de 1,3+11% a
2,2+11% avec une moyenne de 1,92+0,41% pour les miels de Daucus carota et de 1,3+11 a
2,1% avec une moyenne de 1,62+0,42% pour les miels d’Eucalyptus (voir figure 48). Des
résultats similaires ont été rapportés par Ouchemoukh et al. (2010) sur les miels d’Eucalyptus

algérien avec une concentration moyenne en maltose de 1,62+0,84. Des valeurs légérement
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inférieures ont été rapportées par Homrani et al, (2020) pour les miels des apiacées produits
en Algérie (1,10%). D’apres Cavia et al. (2006) la teneur des miels naturels en maltose est
environ 2 a 3 fois plus élevée que de celle du saccharose. Aucune réglementation n’exige un
seuil limite pour le maltose. Cependant, Une forte concentration de ce disaccharide peut étre
un indicateur de falsification. En effet, certains apiculteurs ajoutent le sirop de maltose pour
augmenter la quantité du produit. Nos valeurs de maltose indiquent que nos miels n’ont pas

fait I’objet de falsification par I’ajout sirop de sucre ou de I’hydrolysat d’amidon.

La teneur en turanose des échantillons de miels analysés varie de de 1,448 a 1,9+8% et de
1,648 a 248 % pour les miels de Daucus carota et d’Euaclyptus. Ces valeurs saverent étre
Iégérement inférieures a celles rapportées par Chettoum et al. (2023) sur les miels produits
dans la région de Annaba (1,8 £ 0,56 % a 2,15 + 0,49 %). Toutefois, elles semblent étre
supérieures a celles rapportées par Balkanska et al. (2023) sur les miels provenant de
Bulgarie (0,28 % a 1,41 %). Par ailleurs, comme indiqué dans la figure 49, on constate une
variation de la teneur en turanose des échantillons selon leur origine florale. Les miels
d'Eucalyptus présentent des concentrations plus élevées en turanose (1,82 + 1,70 %) par
rapport a ceux de Daucus carota (1,52 £ 0,25 %). Ces observations concordent avec celles
de Homrani et al. (2020) sur les miels algériens qui ont constaté que les miels monofloraux
d’Eucalyptus sont plus riches en turanose que les miels des Apiacées. Cependant, ces
résultats sont en contradiction avec ceux d’Ouchemoukh et al. (2010) qui ont rapporté que les
miels d’Eucalyptus renferment des concentrations plus faibles en turanose (0,85 + 0,49 %)

que ceux des apiacées (1,41 £ 0,47 %).
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Figure 48 : teneur en maltose selon 1I’origine floral
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Figure 49 : teneur en turanose selon 1’origine floral

Les résultats obtenus montrent que les concentrations en mélézitose des miels testés de
Daucus carota et d’Eucalyptus sont inférieures a 3,7% . Le dosage de ce sucre a été proposé
pour différencier les miels de nectar de ceux de miellat. Les miels de miellat sont
généralement caractérisés par une concentration plus élevée en oligosaccharides, en
particulier les trisaccharides tels que le raffinose et mélézitose, qui ne sont généralement pas
trouveés ou en tres faibles concentrations dans les miels de nectar (Kaskoniené, Venskutonis et
Ceksteryte, 2010 ; Victorita et al. , 2008 ). D’aprés Olga Escuredo et al. (2014), la quantité de
mélézitose dans les miels de miellat d'Espagne est de 0,14%, la présence de ce sucre dans nos
échantillons peut signifier qu'une partie du miel est fabriquée a partir de miellat (Rybak-
Chmielewska et al., 2013). 1l faut toutefois signaler que la méthode de dosage utilisée dans
notre étude, dans laquelle un seuil limite de détection de 3,7% dans les miels a été établi pour

ce sucre ne nous permet pas d’affirmer leur origine botanique.

Cependant, en raison des résultats obtenus du pH pour tous les échantillons qui était
inférieur a 4,5 ainsi que la conductivité qui était inférieur a 0,8 mS/cm montre que ce sont
des miels de nectar ou mélange de miel de nectar et de miellat. D’aprés plusieurs auteurs la
teneur en mélézitose de miels algériens varie de 0,02 a 0,43% (Mekious et al., 2015
;Ouchemoukh et al., 2010).

La contamination des miels par du miellat peut s’expliquer par la faible richesse floristique
de la zones de butinage poussant les abeilles a collecter le miellat, ou bien a une forte
présence d’insectes responsables de la sécrétion de miellat dans la zone de butinage. Le

mélézitose peut commencer une cristalisation du miel a partir d’une concentration de 8 a 22%
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(Howse, 2017). Par ailleurs, La forte teneur en mélézitose du miel réduit ses caractéristiques
organolepetiques en réduisant le golt sucré (Mussatto et Mancilha, 2007) et en contribuant au
goQt inacceptable par les acides salicyliques et maliques considérés comme fiables marqueurs
chimiques pour miel de miellat (Sopow et al., 2017). Le test ANOVA a révelé qu’il ya une
variation non significative de la concentration de chaque sucre dosé avec ’origine floral et

I’origine géographique.

V1.6.Intensité de la couleur ABSas0

La couleur du miel est la premiére propriété physique et sensorielle percue par le
consommateur, constitue un facteur déterminant son acceptabilité (EI Sohaimy et al., 2015),
dépendante de 1’origine botanique. En effet, la couleur du miel est un élément important dans

l'identification de I’ origine florale (Moniruzzaman et al., 2013).

Les valeurs de I’intensité de la couleur obtenues par la mesure de 1’absorbance a 450 nm
montrent une variation comprise entre 0,360+0,3 (E16, miel de Genista) et 2,458+0,03UA
(E64, miel polyfloral) avec une moyenne 0,988+0,39 UA. Ces valeurs se rapprochent de
celles rapportées par Doukani et al. (2014) sur les miels de I’Ouest algérien (0,447a 1,163
UA). D’autres études ont révélé des concentrations inférieures aux notres, dans les miels
palestiniens (0,074+0,017 a 0,195+0,01 UA), slovéniens (0,07a 0,495 UA), indiens (0,524 a
1,678 UA) (Bertoncelj et al., 2007 ;Saxena et al., 2010 Imtara et al. (2018). A I’inverse,
I’étude menée par (Beretta et al., 2015) sur les miels italiens a révélé une plus grande
variation de couleur allant de 0,025 a 3,413 UA, montrant ainsi une plus grande diversité de

couleur .

En fonction de son origine botanique, le miel présente une palette des couleurs trés
étendue allant du jaune trés pale, presque blanc, au brun foncé, et englobant toutes les
nuances de jaune, d'orange, de marron, voire méme de vert. D’aprés Moniruzzaman et al.
(2013), ce paramétre est un ¢lément important dans l'identification de ’origine florale des
miels, il est utilisé dans la classification des miels monofloraux. Ces observations ont été
confirmées dans notre étude puisque une variation significative a été détectée entre 1’ intensité
de la couleur des miels produits dans la région de Mostaganem et leur origine florale
(p=0,015). Les miels les plus clairs sont les miels de Citrus avec une moyenne de
0,667%0,25UA suivis par les miels de Genista 0,700+£0,27UA, le miel de Punica granatum
0,807+0,01UA, miels d’Eucalyptus 0,981+0,26UA ; tandis que les miels les plus foncé sont
ceux de Daucus carota 1,046+0,17UA et polyfloraux 1,198+0,46UA. En comparaison avec
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nos résultats, pour des miels de mémes origines botaniques, Mekious et al. (2015) a décrit
les mémes constatations, les miels a dominance de genre de Citrus sont clairs et les miels a

dominance des espéces des genres Eucalyptus et Daucus carota sont les plus foncé.

Le test ANOVA a révélé une variation significative de la couleur selon la région de récolte
(p=0), les miels les plus foncés sont les miels provenant de I’Est avec une moyenne de la
couleur de 1,22+0,44UA suivis par les miels de I’Ouest et du Dahra avec respectivement des
moyennes de 1,10+0,15 et 1,00+0,44UA, les plus clairs sont les miels du centre avec une
moyenne de 0,741+0,32UA. (voir Selon Gomes et al . (2010), la couleur varie
fortement selon l'origine géographique principalement en raison de de la richesse du sol en
minéraux. Par ailleurs, ce parameétre est est étroitement lié a la composition chimique du
miel, principalement aux pigments tels que les caroténoides, les flavonoides et les acides
phénoliques, qui contribuent également aux propriétés antioxydantes (Frankel et al., 1998 ;
Juszczak et al., 2009 ; Eleazu et al. ., 2013). Selon plusieurs auteurs les miels de couleur
foncée présentaient des teneurs totales en phénols et en flavonoides totaux plus éleveées, et par
conséquent une activité antioxydante plus élevée que les miels clairs (Meda et al., 2005 ;
Alvarez-Suarez et al., 2010).

D’autres chercheurs ont déclarés que la couleur du miel dépend de se teneur en minéraux,
plus la concentration de ce dernier est élevée plus le miel est de couleur foncée. Par ailleurs,
le miel a tendance a s’assombrir avec le temps (Rodriguez-Flores et al., 2015). La couleur
peut également étre affectée par les pratiques de gestion de 1’apiculteur, notamment par la
fréquence de changement de la cire. (Kavanagh et al., 2019). D’autres facteurs provoque le
brunissement de miel tels que : le temps de stockage, 1’utilisation des vieux rayons,

I’exposition a la lumiére et le contact avec des métaux (Moniruzzaman et al., 2013),
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Figure 50 : variation de I’intensité de la couleur selon I’origine florale et la région de

production

L'augmentation de l'intensité de la couleur semble étre liée a une augmentation des
propriétés antioxydantes et de la teneur en polyphénols du miel (Beretta et al., 2005). En
effet, il existe une forte corrélation entre D’activité antioxydante et leurs composés

phénoliques avec I’intensité de la couleur dans les différents types du miel (Irina et al., 2010).

114



Partie expérimentale Volet VII. Résultats de 1’étude des propriétés biologiques

VII. Etude des propriétés biologiques
VI1.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux sont des composés bioactifs que I'on trouve en quantités variables
dans les aliments naturels et notamment dans le miel. Ces molécules possédent une grande
diversité de structures chimiques et de propriétés bénéfiques pour la santé. lls sont réputés
pour leurs activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Manach et al.,
2004).

La teneur en PT est un critére essentiel pour déterminer la qualité et évaluer les propriétés
nutritionnelles et thérapeutiques des différents types de miels (Al Mamary et al., 2002). Les
principaux composés phénoliques du miel sont les flavonoides (chrysine, pinosembrine,
quercétine, galangine, kaempférol, hespérétine et mycéticine), acides phénoliques (acides

caféique, coumarique, ellagique, férulique et chlorogénique).

Le dosage les polyphénols totaux a été réalisé en utilisant le réactif de folin-ciocalteu par
la méthode colorimétrique de Singleton et al. (1999), en se basant sur une courbe
d’étalonnage (voir Les teneurs en PT sont calculés, sont exprimés en mg

équivalent acide gallique.

Nos résultats montrent une grande variabilité des teneurs en PT entre les différents
échantillons allant de 6,35+0,42 mg EAG/100g (E2, Citrus, Sidi Felag) a 107,59+0,37 mg
EAG/100g (E50, polyfloral, Sidi Ali) avec une moyenne de 47,32+23,05 EAG/100g . Ces
valeurs sont inférieures a celles rapportées par Bouhala et al. (2020) sur les miels de I’Est
algérien qui etaient comprises entre 48, 19 et 147,50 mg EAG/100g, et a celles rapportées par
Ghorab et al. (2021) sur les miels du Nord est algérien qui variaient de 41,8 a 128,3 mg
EAG/100g avec une moyenne de 70,6 mg EAG/100g. D’aprés Alevia et al. (2021), les miels
espagnols ont des teneurs en PT de 24 a 242 mg EAG/100g. Les concentrations en PT des
miels bresiliens varient de 61,16 a 111,7 mg EAG/100g (Bueno-Costa et al., 2016). A
I’inverse, nos valeurs semblent étre nettement supérieures a celles rapportées par Imtara el al.
(2018) sur les miels palestiniens 26,96+0,71 a 70,73+0,84 mg EAG/100g avec une moyenne
de 45,93 mg EAG/100g et celles rapportées par Yaoa et al. (2005) sur les miels australiens.

Selon Flores et al. (2015), la diversité florale a un impact significatif sur la composition
des polyphénols totaux présents dans le miel, entrainant ainsi une grande variabilité en termes

de concentrations et de types de ces composes. D’aprés Alvarez-Suarezetal. (2009) la
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détermination de la teneur en composés phénoliques totaux est considérée comme une
méthode prometteuse pour étudier les origines florales des miels. Dans notre cas, les miels
polyfloraux sont les plus riches en PT avec une moyenne de 55,33+20,44 mg EAG/100g
suivis respectivement par les miels d’Eucalyptus (52,30+20,99 mg EAG/100g), de Daucus
carota 51,15+28,06 mg EAG/100g et de Punica granatum (48,42+0,47 mg EAG/100g) et de
Genista 35,76+19,69 mg EAG/100g. Les miels de Citrus ont les concentrations en PT les
plus faibles avec une moyenne de 24,47£16,57 mg EAG/100g. Zerrouk et al. (2017) ont
signalé que le miel de Jujubier algérien possede un taux élevé en PT 174 mg EAG/100g. A
titre de comparaison, Escuredo et al. (2013) a signalé des variations des teneurs en PT des

miels espagnols selon I’ origine florale.

Selon plusieurs auteurs, 1’origine géographique des récoltes de miel influe sur la teneur du
miel en polyphénols totaux (Scripca et al.,2019 ; Al-Farsi et al., 2018). En effet, Le test
ANOVA a révélé une variation significative de la teneur en PT des échantillons analyses
selon leur origine géographique (p=0,021). Les miels ayant le plus fort contenu en PT sont
ceux qui proviennent de Dahra et de I’Est de la wilaya de Mostaganem avec des moyennes
de 54,62+23,61 et 53,54+22,04 mg EAG/100g respectivement, suivis par les miels de ’Ouest
et du centre avec des moyennes de 32,44+10,86 et 32,21+17,36 mg EAG/100g
respectivement (voir Doukani et al. (2014) ont également démontré que les
variations des concentrations en PT des miels de I’ouest algérien sont en fonction de I’origine
géographique et type de miel, miel de Mostaganem (427,47 mg EAG/100g), Relizane (327,47
mg EAG/100g), Béchar (246,79 mg EAG/100g), Tiaret (215,15 mg EAG/100g), Chlef
(166,11 mg EAG/100g).
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Figure 51 : courbe d’étalonnage de 1’acide gallique utilisée pour le dosage des

polyphénols totaux
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Figure 52 : teneurs en PT des miels selon I’origie florale et la région de production

VI1.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides font partie des composés phénoliques, ils sont de faible poids moléculaire,
constituent des composants vitaux pour 1’ardme et contribuent aux propriétés antioxydantes
du miel, et ils sont décrits comme les plus importants composés fonctionnels du miel (Da

Silva et al., 2016).

Les teneurs en flavonoides totaux ont été dosées par méthode colorimétrique en utilisant le
chlorure d’aluminium (AICI3), les concentrations sont exprimées en mg équivalent
Quercétine par 100 g de miel (mg EQ/100 g), calculées a partir d’une courbe d’étalonnage

(voir figure53).

D’apres les résultats obtenus, les concentrations en flavonoides totaux (FT) oscillent de
0,90+0,39 mg EQ/100 g (E11, Citrus, Touahria) a 20,5+1,35 mg EQ/100 g (E70, Eucalyptus,
Khadra) avec une moyenne atteignant 9,34+4,63 mg EQ/100 g. L’amplitude des valeurs
trouvées est largement supérieure a ceux rapportés par Homrani et al. (2020) sur les miels
algériens et qui ont signalé des teneurs en FT comprises entre 0,24 + 0,03 et 13,4 £ 0,61 mg
EQ/100g avec une moyenne de 5,8 6 £ 2,96 mg EQ/100 g, ainsi que celles rapprortés par
Ghorab et al. (2021) sur les miels du Nord est algérien et qui ont trouvés des les teneurs
comprises entre 2,3 et 9,7 mg EQ/100 g avec une moyenne de 1’ordre de 4,9 mg EQ/100 g.
Les miels thailandais ont montré des concentrations supeérieures a celles que nous avons
obtenues, allant de 31,52 a 60,73 mg EQ/100 g (Chaikham et al., 2016).
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De méme, les miels espagnols et italiens présentent des teneurs en flavonoides totaux
oscillant entre 5,4 et 25 mg CE/100g (Alevia et al., 2021) et de 6,85 a 23,17 mg EQ/100 g

respectivement (Tenore et al., 2012).

Par ailleurs, Nos résultats se situent au-dessus des concentrations en flavonoides totaux
rapportées par Chirsanova et al. (2021) sur les miels de la Moldavie, ou les concentrations en
flavonoides totaux varient de 0,81 a 4,52 mg CE/100g. Selon Ghorab et al. (2021), il est
possible de trouver une grande variation selon la méthodologie de travail utilisée. Il a été
antérieurement observé que la teneur en flavonoides du miel est influencée par la source
florale, et que la composition du nectar de la flore melliféere est également fagconnée par

I'environnement et le climat (Sousa et al., 2016).

On a constaté que les miels polyfloraux présentent les plus fortes teneurs en FT avec une
moyenne de 10,90+4,15 mg EQ/100 g, suivis par les miels d’Eucalyptus et de Punica
granatum avec des moyennes de 10,07+5,26, 9,90+0,48 mg EQ/100 g respectivement, les
miels de Citrus et de Genista présentent les plus faibles teneurs avec des moyennes de
6,30+4,24 et 5,66+1,53 mg EQ/100 g. La méme constation a été montrée par Nakib et al.
(2021) sur. Selon ces auteurs les miels de Atractylis et de Genista produits en algérie avaient
les plus faibles teneurs en FT alors que ceux de I’arbousier, I’Acacia et le polyfloral avaient
la teneur la plus élévée. D’un autre coté, nous avons constaté que les miels provenant du
Dahra et I’Est présentent les plus fortes concentrations en FT 10,33+4,69, 10,09+4,86 mg
EQ/100 g respectivement, suivis par les miels de 1’Ouest et de Centre 9,39+5,50, 7,56+4,69
mg EQ/100 g respectivement (voir
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Figure 53 : courbe d’étalonnage de la quercétine utilisée pour le dosage des flavonoides

totaux
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Figure 54: teneurs en FT des miels selon I’origine florale et la région de production

VI1.3. Estimation de I’activité antioxydante

De nombreuses études ont prouvé que le miel est une source d'antioxydants naturels, qui
sont efficaces pour réduire le risque de maladie cardiaque, cancer, systéme immunitaire et les
différents processus inflammatoires (Gheldof et al., 2002). Les tests les plus couramment
utilisés pour 1’évaluation des propriétés antioxydantes des miels incluent DPPH (activité de
piégeage des radicaux libres), FRAP (pouvoir réducteur / antioxydant ferrique), ORAC
(capacité d'absorption des radicaux d'oxygéne), AEAC (teneur en acide ascorbique) et TEAC

(activité antioxydante équivalente au trolox),

Le radical DPPH est 1’un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’estimation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la
simplicité de I’analyse (Bozin et al., 2008). La méthode de DPPH est basée sur la réduction
du DPPH a une forme non radicalaire DPPH H par les antioxydants donneurs d’hydrogénes
présents dans 1I’échantillon. Cette réaction se traduit par une diminution de I’absorbance de la
solution alcoolique de DPPH a 515nm. Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante
par méthode de piégeage du radical libre sont exprimés en % RSA (Radical Scavenging
Activity).

Les résultats obtenus montrent que les valeurs de I’effet antioxydant varient de
7,07+0,57% (E10, Citrus, Sirat) a 84,92+17,71% (E67, Eucalyptus, Sidi Lakhdar) avec une

moyenne atteignant 40,71+18,45%. Une variation significative a été détectée selon 1’origine
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florale (p=0.038), les miels de Punica granatum, Eucalyptus et polyfloraux présentent les
teneurs les plus élevées de RSA avec des moyennes de 69,92+0,51; 45,29+17,53;
44,64+16,41% respectivement, suivis par les miels de Daucus carota et de Genista avec des
moyennes de 38,15+22,86 et 36,67+23,23%, cepandant les miels de Citrus présentent les
teneurs les plus faibles 26,97+13,03 (voir figure 55). Nakib et al. (2021) ont signalé
également que les miels de Genista avaient des teneurs faibles en RSA, tandis que les miels
polyfloraux et d’Eucalyptus algériens avaient des teneurs supérieurs a 50%. De méme pour
les miels italiens, Perna et al. (2013) ont montré que les variations des valeurs de RSA sont
en fonction de I’origine florale, les miels d’agrumes avaient une teneur de 54,87 £ 8,3% et les

miels de chataignier avaient une teneur de 78,89 + 9,87%.
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Figure 55: pouvoir antioxydant des miels selon I’origine florale et la région de production

La concentration inhibitrice a 50% ou IC50 est exprimée en mg/ml correspond a la
concentration de I'échantillon testé nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux libres.
L’IC50 a éte calculé graphiquement par les régressions linéaires des pourcentages d'inhibition
en fonction de différentes concentrations de chacun des miels testés. IC 50 est inversement
proportionnelle 8 RSA% donc une IC50 faible signifie une meilleure activité de piégeage des
radicaux.

D’aprés les résultats obtenus, la valeur maximale en IC50 est de 55,69+0,02mg/ml et la
valeur minimale est de 2,67+0,07 mg/ml avec une moyenne de 1’ordre de 18,37 mg/ml,
résultats comparables avec ceux trouves par Berrata et al. (2005) sur les miels italiens les
valeurs d’IC50 1,63 a 45,45 mg/ml, cependant nos résultats sont supérieurs avec ceux

rapportés par Bouhala et al. (2020) sur les miels algériens les valeurs de IC50 varient de 4,2 a
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17,92 mg/ml. Les miels espagnols avaient des valeurs de IC50 entre 8,6 a 17,8 mg/ml
(Escuredo et al., 2013). L’origine botanique du miel est considérée comme un facteur
détérminant dans la teneur des composés phénoliques et I’activité antioxydante du miel (Al-
Mamary et al., 2002).

Ferreira et al. (2009) ont montré que le miel foncé avait une teneur en composés
phénoliques plus élevée et une activité de piégeage des radicaux DPPH plus forte que le miel
ambré et miel léger. Des corrélations significatives entre I’activité antioxydante et I’intensité
de la couleur (r= 0,334, p <0,001), les poylphénols totaux et I’intensit¢ de la couleur
(r=0,494, p<0,001), les flavonoides totaux et I’intensité de la couleur (r=0,285, p<0,001).
Plusieurs auteurs ont montré que I’activité antioxydante est fortement corrélée avec le
contenu des composés phénoliques totaux (Beretta et al., 2005). A cété de cela, une forte
corrélation a été trouvée entre l'activité antioxydante et la couleur du miel (Al-Mamary et al.,
2002). Des corrélations significatives entre I’activité antioxydante et les parameétres suivants :
le contenu en polyphénols et les flovonoides, cependant cette corrélation est Iégerment plus
forte avec les flovonoides (r=0.389, p<0.001) qu’avec les composés phénolique (r=0,357,
p<0.001). Méme observation a été montree par Khalil et al. (2012), les coefficients de
corrélation de I’activité antioxydante avec les flavonoides et les plyphénols sont de I’ordre
(r=0,888), (r=0,615) sur les miels algériens. La corrélation entre de DPPH RSA et la teneur
totale en composés phénoliques suggerent que les composés phénoliques étaient les plus forts

contributeurs au RSA de miel (voir

Une corrélation significative a été observée entre la conductivité électrique et la couleur
(r=0.657, p<0,001). La méme observation a été montrée par Escuredo et al. (2013) sur les
miels espagnols. Rodier (1997) a rapporté que la conductivité électrique est influencée par le
pH ; en effet montre que le coefficient de corrélation entre la conductivité
électrique et le pH est de (r = 0,305, P < 0,01). Des corrélations ont été trouvées entre la
conductivité électrique et la teneur en PT, I’activité antioxydante et 1’IC50 respectivement,
(r=0,532,P <0,01), (r=0,369, P < 0,01), (r= 0,341, P < 0,01) (voir
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Tableau 15 : corrélations entre la Cl, la couleur, la teneur en polyphénols, la teneur en flavonoides et activité antioxydante des miels.

conductivité Flavonoide
Humidite | eléctrique | Couleur HMF Polyphénol mgEQ/
pH % mS /cm UA mg/kg | mgeAG/100g 100g RSA% | IC 50 mg/ml
pH Corrélation 1 -0,097 ,305™ 0,173 0,069 0,155 0,122 0,213 -0,146
de Pearson

Sig. 0,406 0,008 0,137 0,558 0,184 0,299 0,067 0,211

(bilatérale)

N 75 75 75 75 74 75 75 75 75
Humidité % Corrélation -0,097 1 -0,075 0,130 -0,043 0,053 0,137 0,162 -0,179

de Pearson

Sig. 0,406 0,521 0,265 0,715 0,650 0,243 0,166 0,125

(bilaterale)

N 75 75 75 75 74 75 75 75 75
conductivité ~ Corrélation ,305™ -0,075 1 657" 0,194 532" 0,223 ,369™ -,341™
éléctrique de Pearson
mS/ cm Sig. 0,008 0,521 0,000 0,098 0,000 0,055 0,001 0,003

(bilatérale)

N 75 75 75 75 74 75 75 75 75
Couleur UA  Corrélation 0,173 0,130 657" 1 243" 4947 285" ,334™ -,491™

de Pearson

Sig. 0,137 0,265 0,000 0,037 0,000 0,013 0,003 0,000

(bilatérale)

N 75 75 75 75 74 75 75 75 75
HMF mg/kg  Corrélation 0,069 -0,043 0,194 243" 1 0,075 0,146 0,069 -0,094

de Pearson

Sig. 0,558 0,715 0,098 0,037 0,523 0,213 0,560 0,424

(bilatérale)

N 74 74 74 74 74 74 74 74 74
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Polyphénol

mgEAG/100g

Flavonoide
mgEQ/ 100g

RSA%

IC 50 mg/ml

Corrélation
de Pearson
Sig.
(bilaterale)
N
Corrélation
de Pearson
Sig.
(bilatérale)
N
Corrélation
de Pearson
Sig.
(bilatérale)
N
Corrélation
de Pearson
Sig.
(bilatérale)
N

0,155
0,184

75
0,122

0,299

75
0,213

0,067

75
-0,146

0,211

75

0,053
0,650

75
0,137

0,243

75
0,162

0,166

75
-0,179

0,125

75

532"
0,000

75
0,223

0,055

75
369

0,001

75
-,341™

0,003

75

494"
0,000

75
285"

0,013

75
334"

0,003

75
-491™

0,000

75

0,075
0,523

74
0,146

0,213

74
0,069

0,560

74
-0,094

0,424

74

75
0,213

0,067

75
357"

0,002

75
-,406™

0,000

75

0,213
0,067

75

75
,389™

0,001

75
-,305™

0,008

75

357
0,002

75
,389™

0,001

75

75
-617"

0,000

75

-,406™
0,000

75
-,305™

0,008

75
617"

0,000

75

75

**_La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).*. La corrélation est significative au niveau 0,05 (bilatéral). N : nombre

d’échantillonVI1.4. L’effet antibactérien des miels contre des bactéries pathogénes
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VII .4. Effet antibactérien des miels contre des bactéries pathogénes

L’évaluation de I’activité antibactérienne (in vitro) des miels bruts et ses dilutions (75%,
50%, 25%) (v/v), contre quatre souches bactérienne a savoir Klebsielle pneumonae,
Enterobacter sp, Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus a éeté realisée par la
méthode de diffusion sur gélose en utilisant la méthode des puits, les résultats sont illustrés

dans la figure 56:

20 ~

15
M miel brut

10 W dilution 75% (v/v)
m dilution 50% (v/v)

| dilution 25%(v/v)

K pneumonae Enterobacter S simulans S xylosus

Figure 56 : moyennes des diamétres des zones d’inhibition de chaque souche bactérienne

D’aprés les résultats enregistrés, on a constaté que tous les miels possédent un pouvoir
antibactérien avec des variations des diamétres des zones d’inhibitions selon le type de miel,

la souche indicatrice et les dilutions effectuées.

Cependant les deux souches de Staphylococcus sont plus sensibles que Klebsiella
pneumonae et Enterobacter sp qui sont les plus résistantes. Les zones d’inhibions les plus
grandes ont été remarquées lors d’utilisation des miels bruts avec des moyennes 12,13+0,81
mm ; 13,87£1,01mm ; 16,26+1,20 mm ; 16,06+1,04 mm tandis que les miels dilués a 25%
présentent les plus faibles diamétres avec des moyennes 5,08+0,02mm ; 5,47+0,08mm ;
7,76+£0,39mm ; 7,40+0,29mm respectivement Klebsiella pneumonae, Enterobacter sp,

Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus.

La valeur la plus ¢levée de zone d’inhibition a été enregistrée lors d’utilisation de miel
brut par 1’échantillon E6 provenant de la localité Mansoura et E36 provenant de la localité
Hchachta contre Staphylococcus simulans et Staphylococcus xylosus avec une moyenne de
21,5 mm.

Dans la dilution 75% les valeurs des zones d’inhibitions varient de 5 mm contre Klebsiella

pneumonae pour 1’échantillon E 72 provenant de la localit¢ Khadra a 20,5 mm contre
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Staphylococcus simulans pour 1’échantillon E6 provenant de la localité Mansoura, tandis que
dans la dilution 50% les valeurs d’inhibitions varient de Smm contre Klebsiella pneumone et
Enterobacter sp a 17,5mm contre Staphylococcus simulans pour 1’échantillon E45 provenant

de la localité de Ouled Boughalem.

Egalement, pour la dilution 25% la valeur d’inhibition allant de Smm contre toutes les

souches indicatrices a 13mm contre Staphylococcus simulans pour I’échantillon E2, E4, E25.

Figure 57 : activité antibactérienne des miels contre des souches bactériennes pathogeénes.
Esp : Enterobacter sp, Ss : Staphylococcus simulans, Sx : Staphylococcus xylosus, kp :

Klebsiella pneumonae.
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VI1.4.1. Effet inhibiteur des miels contre des souches bactériennes pathogénes selon

I’origine botanique

Selon le diamétre d’inhibition, les souches indicatrices sont considérées comme sensibles
si le diamétre d’inhibition est supérieur & 12mm, modérémment sensibles si le diamétre

d’inhibition est entre 6 et 10mm et résistantes si le diameétre d’inhibition est de 5 mm.

Klebsiella pneumonae a été considérée comme modérémment sensible a sensible par

rapport a I’effet inhibiteur des miels étudiés en état brut.

On a constaté que les miels d’Eucalyptus possédent le plus fort effet inhibiteur avec une
moyenne des diameétres des zones d’inhibition (13,5+2,02mm), suivis par les miels de
Daucus carrota (13,42+1,72mm), les miels de polyforal (11,75+1,52mm) et les miels de
Citrus (11,5+3,38mm), tandis que les miels de Punica granatum et de Genista expriment les
plus faibles activités antibactériennes avec respectivement une moyenne des diameétres des
zones d’inhibition de (10,5+£0,71mm), (10+2,25mm). (voir figure 58).
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Figure 58: effet inhibiteur des miels contre Klebsiella pneumonae selon 1’ origine florale

L’effet inhibiteur des miels contre Enterobacer sp varie de modérément sensible a
sensible, le miel polyfloral présente la plus forte activité antibactérienne avec une moyenne
des diametres des zones d’inhibition de (14,22+2,41mm) suivi par le miel d’Eucalyptus et le
miel de Daucus carota (14+1,5mm), (14+2,23mm), le miel de Citrus (13,86+2,54mm),tandis
que les miels de Genista et de Punica granatum présentent les plus faibles activités
antibactériennes contre Enterobacter sp avec respectivement une moyenne des diamétres de
(12+2mm), (12+1,41mm). (voir figure 59).
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Figure 59 : effet inhibiteur des miels contre Enterobacter sp selon I’origine florale

L’effet inhibiteur des miels vis a vis de les souches Staphylococcus simulans et

Staphylococcus xylosus varie de modérément sensible a sensible.

On a constaté que les miels étudiés possédent la plus forte activite antibactérienne contre
ces souches, I’effet inhibiteur de miel de Daucus carota contre Staphylococcus simulans
présente le plus fort effet inhibiteur avec une moyenne des zones d’inhibition de
(18,5+1,80mm) suivis par le miel de polyfloral et d’Eucalyptus avec respectivement une
moyenne des diamétres de (16,51+2,58 mm), (16,23£2,22 mm), tandis ce que les miels de
Citrus, de Genista et de Punica granatum présentent les plus faibles activités antibactériennes
avec des moyennes de (15,86£2,38mm), (14,5£3,53mm), (14+1,41mm).(voir figure 60).
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Figure 60: effet inhibiteur des miels contre Staphylococcus simulans selon 1’origine

florale

Egalement pour Staphylococcus xylosus le miel de Daucus carota a montré la plus forte
activité antibactérienne avec une moyenne des diametres de (17,28+1,67mm) suivi par les
miels d’Eucalyptus, de polyfloral et de Citrus avec des moyenne de (16,78+2,41mm),
(16,44+2,70 mm), (15,72+2,65mm) tandis que les miels de Genista et de Punica granatum
présentent un effet inhibiteur beaucoup plus faible avec des moyennes des diamétres des
zones d’inhibition de (13,72£2,62mm), (12+1,41mm) (voir figure 61).
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Figure 61 : effet inhibiteur des miels contre Staphylococcus xylosus selon I’origine florale
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Les souches les plus sensibles sont S simulans et S xylosus (Gram positif), les souches
bactériennes relativement résistantes sont K pneumonae et Enterobacter sp (Gram négatif).

Cette constatation a été signée par Syed Yaacob et al., (2020) sur les miels malaisiens.

La variation de I’activité antibactérienne dépend de la souche bactérienne et 1’origine
florale du miel, (Al-Waili et al 2013), des conditions géoclimatiques et la saison de récolte

(Azonwadeé et al., 2017), les conditions de stockage, ainsi que la race et I’age de I’abeille.

La mammite bovine présente une cause majeure de perte économique dans le secteur de
production et transformation laitiere dans le monde, et son traitement implique
I’administration d’antibiotiques par voie intramammaire et/ou systémique. Cependant des
études antérieures ont montré que les bactéries isolées a partir de lait mammiteux présentent

des variations de sensibilité aux médicaments antimicrobiens (Mekonnen et al., 2005).

Dans ce sens, cette partie de notre travail sur les miels de la région de Mostaganem est une
contribution a 1’étude de I’activité antibactérienne des miels bruts et ses dilutions contre
certaines souches isolées a partir de lait mammiteux. Les résultats obtenus ont montré que
tous les miels possedent une activité antibactérienne contre les isolats de mammite dont la
variation de sensibilité est en fonction de I’espece de la souche testée, 1’origine florale de

miel et son degré de dilution.

Klebsiella pneumonae est un bacille a Gram négatif, appartient a la famille des
Enterobacteriaceae. Cette espéce est a la fois une bactérie commensale de I’organisme, et un

agent pathogéene responsable des infections variées.

En Occident klebsiella pneumonae est responsable des infections nosocomiales (des
infections urinaires, broncho-pulmonaires, bactériémie), les résistances aux antibiotiques
concernent les aminosides, les céphalosrine de 3™ génération et derniérement les

carbapéenemes.

La mammite causée par Klebsiella est un probleme émergent associé aux environnements
contaminés et surtout avec une mauvaise réponse au traitement (Kleinhenz et al., 2019),
parfois mortelle avec une trés courte période de symptomes cliniques (Silva et Costa, 2001).
L’effet inhibititeur des miels bruts contre k pneumonae montre que cette souche est

modérément sensible a sensible.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Olotu (2020) avec les miels Nygériens

contre Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Bacillus
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subtitlis ATCC 14579. Wahba. (2011) a démontreé I’efficacité des injections intramammaires

de miel dans le traitement de mammite subclinique bovine.

On a constaté que I’activité antibactérienne la plus faible des échantillons de miel a été
observée sur K pneumonae. Nos résultats sont conformes a ceux trouvés par Duskova et al.
(2017) avec des miels appartenant de la république de Tcheque et Slovakia sur K pneumonae

isolés a partir de lait mamiteux chez la chevre.

Les espéces du genre Enterobacter sont des bacilles a Gram négative, font partie a la
famille des Enterobacteriacae, colonisent principalement le tractus gasro-intestinal des
humains et des animaux. Certaines espéece (E. aerogenes et E. cloacae) ont été associées a des
épidémies nosocomiales, et les espéces du genre Enterobacter peuvent causer de nombreuses

infections y compris méningite, infection des plaies, infection urinaire.

Le genre Enterobacter est résistant a I'Ampicilline, aux céphalosporines de premiére et de
deuxiéme génération et a la céphalothine (Farmer et al., 2007). Ces microorganismes sont
largement disséminés dans I’environnement de la vache particuliérement dans la litiere, eau,
fumier. (Gonzailez et al, 1989). Le test d’inhibition des miels contre Enterobacter sp revele
que cette souche est sensible avec un diameétre d’inhibition allant de 7.5 mm dans le cas de
miel de Genista a 20.5 mm dans le cas de miel de polyfloral. Nos résultats sont en accord
avec ceux trouves par Bourabah et al. (2014) sur les miels de 1’Ouest algérien (Tiaret) en
utilisant la méthode de diffusion sur gélose, Enterbacter sp et autres souches pathogénes de
mammite subclinique chez la chevre (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus spp,

Corynabaterium spp) sont sensibles & I’action inhibitrice de miel.

Staphylococcus simulans fait partie au groupe de staphylocoque a coagulase négative,
agent pathogene opportuniste chez les animaux (vaches, chévres, chevaux et autres animaux

d'élevage).

On les trouve sur la peau saine du pis, sur les muqueuses et dans I’environemment de
I’étable, colonise rarement la peau humaine. La propagation de staphylocoques a coagulase

négative a été décrite chez les animaux.

La sensibilité aux antibiotiques habituels est souvent diminuée et peut poser des problemes
thérapeutiques. S simulans a été frequemment associé a la mammite bovine (Unal et al.,

2012), pouvant provoquer des mammites chroniques non négligeables.

D’aprés les résultats de test d’inhibbition des miels, S simulans est tres sensible a tous les

types des miels étudiés, 21,5 mm pour le miel de Citrus E6, 20,5 mm pour le miel polyfloral,
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21,5mm pour le miel de Daucus carota, 21.5 mm pour le miel d’Eucalyptus, 19,5 mm pour le
miel de Genista. Bourabah et al. (2014) ont démontré que les miels de I’Ouest algériens
possédent un effet inhibiteur contre les CNS pathogénes des mammites chez la chévre avec

une concentration minimale inhibitrice de 12,66%.

L’activité antibactérienne de miel contre les CNS a été prouvée par French et al. (2005)
dont la concentration minimale inhibitrice contre S simulans est de 3% dans le cas de miel de

Manuka et 4% dans le cas de miel polyfloral.

Staphylococcus xylosus fait partie au groupe de staphylocoque a coagulase négative, existe
comme un commensal sur la peau des animaux, des humains et dans I’environement. Il a été

associé aux staphylococcose aviaire, pyélonéphrite humaine et infection mammaire bovine.

A la lumiére des résultats que nous avons obtenus S xylosus est tres sensible a I’action
inhibitrice des miels, 21,5 mm pour le miel de Citrus, 20,5 mm pour le miel d’Eucalyptus et

de polyfloral, 19,5 mm pour le miel de Daucus carota, 19 mm pour le miel de Genista.

Nos résultats sont simillaires avec ceux trouvés par Tuksithaa et al. (2018) pour les miels
malaisiens, ayant rapportés que ces miels possédent une activité antibactérienne contre S
xylosus avec un diametre de zone d’inhibition de 21mm. Azonwadé et al. (2017) a montré
I’effet inhibiteur des miels appartenant de Bénin sur différentes souches de Staphylococcus y

compris S xylosus.

Les résultats obtenus montrent que plus les miels sont dilutés plus 1’activité
antibactérienne est faible, donc I’acidit¢ du pH et la teneur en sucres constituent les
compsants actifs de ce test. White et al. (1962) ont décrit que les propriétés antibactériennes
du miel sont dues a I’effet osmotique, par sa teneur €levée en sucres, le pH bas du miel
associé a l'effet osmotique de ses sucres est considéré comme le principal facteur

antibactérien.

Le peroxyde d’hydrogéne, inhibe la bactérie sous l'action d'une enzyme sécretée par I'abeille :
le glucose oxydase, principal agent antibactérien (White et al, 1963 ; Dustmann 1979 ; Morse
1986). Néanmoins, divers inhibiteurs végétaux dits non peroxydes, tels que : les lysozymes,
les flavonoides, et certaines substances aromatiques et volatiles, posséderaient également des

propriétés antibactériennes (Molan, 1997).

D’aprés I’analyse des résultats de I’effet inhibiteur des miels bruts et dilués, on suppose

que la peroxydase, enzyme secrétée par 1’abeille n’est pas le principal agent antibactérien car
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cet enzyme agit quand le miel est dilué. En effet, 1l s’agit d’autres molécules dits inhibines

non peroxydes qui sont responsables de I’activité antibactérienne.

Ces inhibines non peroxydes ont une origine végetale ou ajoutées par les abeilles : le cas
des résidus des antibiotiques qui contribuaient a I’effet inibiteur naturel du miel autre que la
peroxydase et 1’effet osmotique du sucre. On signale que les résidus d’antibiotique sont

insensible a la chaleur, la lumiére et demeurent actifs dans le miel stocké (Roth et al., 1986).
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VIII. Caractérisation microbiologique des miels frais

VII1.1. Isolement des lactobacilles
Aprés pré-enrichissement des échantillons des miels dans le bouillon MRS en aérobie et

en anaérobie, le résultat positif se traduit par des troubles dans le bouillon. Dans ce cas la on a
procédé a I’ensemencement par rateau sur les géloses MRS suivant: MRS, MRS
supplémenté de 0,8% de CaCO3, MRS supplémenté de 0,1% de cystéine et 2% de fructose et
Rogosa). Aprés incubation de 72h en anaérobiose, macroscopiquement il a été observé des
colonies espacées les unes des autres, rondes, certains d’entre elles translucides et d’autres

opaques (blanchatre), de consistance crémeuse et muqueuse (voir figure 62).

Figure 62: observation maroscopique des colonnies de lactobacille isolé de miel sur
milieu MRS. A, B : gélose MRS, C : bouillon MRS.
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VI11.2. Screening des bactéries du genre Lactobacillus

Le test de catalase a été réalisé en premier, les colonies qui ont un catalase négatif ont subi
la coloration de Gram, seules les colonies qui ont un catalase négatif et Gram positif ont été
considérées comme présumées de bactéries lactiques. La lecture microscopique nous a
montré non seulement le Gram mais aussi la forme et le mode de regroupement des
bactéries ; il a été observé deux formes bien distinctes. Les coques sont disposées en paires
ou en amas tandis que les batonnets sont disposés en courtes chainettes, en paires ou isolées

VOIr

Selon Woese (1987), la description morphologique des bactéries est une étape clé pour le
pré-identification. Dans ce contexte le nombre total des bactéries lactiques identifiées
phénotypiquement par les tests précédants est de 309 isolats dont 41% en forme de batonnet,
cette forme présumeée du genre de Lactobacillus et 59% en forme de coque et sont présumée
des genres Antérocoque, Streptocoque ou Pédiocoque (Corrieu et Luquet, 2005 ; Galvez et
al., 2011). Seulement les bactéries lactiques présumées lactobacilles ont été conservées dans

le bouillon MRS a la température de — 20°C pour des études ultérieures (voir

Ib Ib 2

N

Figure 63: observation microscopique des bacteries lactiques apres coloration de Gram

(Gx100). Ib : lactobacille, CI : cogue lactique.
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Figure 64: fréquence des bactéries lactiques dans les miels frais.

La présence des bactéries dans le miel a été bien évidemment prouvée par des études
antérieures, ces bactéries peuvent étre pathogénes ou bénéfiques. Parmis les bactéries
bénéfiques isolées a partir du miel sont les bactéries lactiques. Cette partie est une
contribution a I’isolement des bactéries lactiques a partir des miels frais dans la région de
Mostaganem. Les résultats obtenus montrent la présence des bactéries lactiques dans les
miels frais ce qui confirme les travaux de : Lee et al., (2008), Tajabadi et al., (2013), Sinacori
etal., (2014) ett Mohamed et al. (2012).

Les bactéries lactiques détéctées dans les miels peuvent étre originaires de nectar, pollen,
propolis et fleurs (Silva et al., 2017). Endo et Salminen (2013) ont signalé que la source
principale du genre de FLAB existant dans le tarctus intestinal de I’abeille méllifére est la
fleur, par exemple lactobacillus Kunkeei se trouve dans la récolte d’abeille et également
présente en forte proportion dans le pain d’abeille (Anderson et al., 2014), mais égalemet
dans le tube digestif des abeilles. En effet, Elzeini et al. (2020) a prouvé que le tractus
intestinal de Apis mellifera constitue une source importante de bacterie lactique
(Lactobacillus et Enterococccus) et lors de processus de régurgitation que le nectar se
contamine par la flore intestinale. Donc la source des bactéries lactiques dans le miel est
exogéne (pollen et nectar) et endogéne (tarctus intestinal de 1’abeille) (Anderson et al., 2013 ;
Asama et al., 2015).

Cependant, le screnning nous a montré la prédominace des coques par rapport les
lactobacilles. Selon Olofsson et al. (2016), le nombre des lactobacilles dans le miel dépend de
la santé de I’abeille mellifére et la source de nectar. Les études récentes s’intéressent par les

bactéries lactiques symbiotiques des miels, car certaines souches sont considérées comme
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probiotiques en raison de leurs effets bénéfiques sur 1’hote ; par conséquent ils sont ajoutés
aux produits alimentaires a fin de promouvoir la santé humaine et animale. Selon FAO /
OMS (2006), les probiotiques sont des micro-organismes lorsqu’ils sont administrés en

quantité adéquate apportent des bénifices pour la santé de I’hote.

En industrie agro-alimentaire les LAB jouent un réle important dans la fermentation et la
conservation des aliments (Pisano et al., 2014). Ils sont reconnus comme « starter » dans les
aliments fermentés en améliorant les caractéristiques organoleptiques et en inhibant la
multiplication microbienne donc augmenter la durée de conservation. La ruche et ses produits
constituent une source intéressante de la biodiversité des LAB a potentiel probiotique

bénéfique pour la santé humaine et animale (Ramos, 2019).

Dans I’alimentation animale, ’utilisation des systémes biologiques pour la préservation
des aliments a augmenté et se base principalement sur I’effet des LAB qui sont utilisés
comme additifs aux ensilages (Muck, 2010). Par exemple, Lactobacillus plantarum est le
microorganisme le plus utilisé pour la préservation de la qualité nutritionelle des fourrages

ensilés en améliorant la fermentation de 1’acide lactique (Oliveira et al., 2017).

En production avicole, les LAB ont des effets positifs sur les performances de croissance,
le microbiote intestinal, la digestibilté et I’immunité. Certaines LAB ont un effet antbactérien
contre les bactéries pathogenes par exemple Pedioccus sp s’est averé avoir une activité

antibactérienne contre Salmonella enteritidis et E.coli (Noohi et al., 2016).

Un probléme majeur engendré par les mycotoxines entrainant des pertes dans la
production et santé animale tels que I’aflatoxine B1 produite par Aspergillus se trouve
fréqguemment dans les aliments pour poulets et entraine des résidus toxiques dans les produits
de poulet, dans ce contextel’utilisation de LAB : Lactobacillus plantarum et Enterococcus
faecium dans 1’alimentation des poulets a améliorer la fonction immunitaire et réduit 1’ effet

délétére des mycotoxines. (Liu et al., 2018).

En élevage des veaux de boucherie, I’administration orale aux veaux de LAB a révélé une
valeur significative de gain de poids et activité cardiaque legerement élevée (Frizzo et al.,
2010). Des etudes récentes ont montré 1’efficacité de I’administration de Lactobacillus

acidophilus dans la réduction des incidences de diarrhée chez le veau (Ramos, 2019).

En plus des propriéetés antibactériennes, les LAB peuvent avoir des effets probiotiques en
raison de leur contribution & la protection de 1’héte en modulant le microbiote intestinal,

inhibant I’adhérence des agents pathogénes aux muqueuses intestinales et stimulant le
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systéme immunitaire. Par exemple Lactobacillus Kunkkeei isolés a partir des produits des
abeilles a été étudiée chez I’homme, il a été montré que lors de son administration, la

concentration des anticorps IgA a été augmenté dans la salive humaine (Asama et al, 2015).

En production apicole, ou le miel est le principal produit. Le mauvais usage des
médicaments affecte déletérement la qualité et la sécurité de miel en raison de la présence de
résidus de medicaments. Donc I’utilisation des probiotiques en apiculture pourrait prévenir
les maladies, améliorer la santé des abeilles et par conséquent I’augmentation de production
de miel. Audisio et Benitez-Ahrendts, (2011), Budge et al., (2016) et Mattila et al. (2012) ont
rapporté que le Bifidobacterium pourrait moduler la réponse immunitaire ou exclure les
agents pathogenes et donc assurer la protection des abeilles contre les infections. Plusieurs
études ont montre le potentiel probiotique des LAB isolés a partir de I’abeille ou ses produits,
Audision (2011) a évalue I’effet probiotique in vitro contre Paenibacillus larvae de
Lactobacillus johnsonii isolé a partir du tractus intestinal de I’abeille, in vivo Maggi et al.
(2013) ; Audisio et Sabaté (2015); Audisio (2017) ont rapporté 1’effet antiparasitaire contre
Nosema ceranae. Endo et Salminen (2013) et Vasquez et al. (2012) ont signalé le potentiel
probiotique in vivo contre Melissococcus plutonis agent le la loque européene de

Lactobacillus Kunkeei isolé de miel et estomac de ’abeille.

VI 3. Nombre de lactobacilles détéctés dans les miels frais selon leur région, origine

botanique et le milieu d’isolement

Le indique le nombre des présumés des lactobacilles dans chaque miel. Il a
été constaté que 18 échantillons sont positifs sur 39 échantillons testés. Aucune bactérie
lactique n’¢é été détectée dans les échantillons, E5, E6, E7, E10, E25, E26, E28, E36, E46,
E38, E39, E40, E41, E42, E43, E44, E45, E46, EAT, E48, E49, ESO.

Malgré les composants antibactériens que possede le miel (forte teneur en sucre, pH bas),
les lactobacilles peuvent survivre (Aween et al., 2012). La présence des lactobacilles dans des

miels et I’absence dans d’autres peut s’expliquer par 1’incapacité a se multiplier dans le miel.

Les lactobacilles isolés a partir des miels de la région de Plateau (n=68) sont l1égérement
nombreuses par rapport aux miels de la région de Dahra (n=57). La plus grande quantité des
lactobacilles a été observée dans les miels de Citrus (6 échantillons) avec (n=51), suivis par

les miels polyflorals (6 échantillons) avec (n=38), miels de Carotte sauvage (2 échantillons)
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avec (n=8), miels de Genista (2 échantillons) avec (n=7), miel d’Eucalyptus (1 échantillons)

avec (n=7), miel de grenadier (1 échantillon) avec (n=5).

Tableau 16 : nombre de lactobacille isolé de chaque miel.

Miel Origine Origine Nombre d’isolats
botanique géographique de lactobacille

E2 Citrus Plateau 19
I
E12 Citrus Plateau 18
L . . L
E17 Polyfloral Dahra 3
L . . L
E20 Polyfloral Dahra 12
L. . L
E25 Polyfiral Plateau 4
I R
E29 Citrus Plateau 2
O e e e T 2N
E31 Punica Plateau 5
granatum

E33 Daucus carota Dahra 6

E38 Eucalyptus Plateau 7

E26, E36 Daucus carota Dahra 0

E5 Genista Plateau 0

E40, E41, E42, Eucalyptus Dahra 0
E43, E44, E45

|
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Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Homrani. (2019) qui a note la détection
des présumés de lactobacilles dans les miels polyfloral, Genista, Eucalyptus provenant de la
région de Mostaganem. Plusieurs facteurs interviennent dans la variation de la quantité des

lactobacilles dans le miel,

-Facteurs intrinseques : la santé de 1’abeille (une antibiothérapie peut influencer sur le

microbiote inestinal).

-Facteurs extrinséques : la récolte de I’abeille (pollen, nectar), I’emplacement du rucher a
proximité des zones de maraichage ou se trouvent les pecticides et les insecticides, les résidus
d’antibiotiques dans le miel, surchauffage de miel. La variation du nombre des bactéries
lactiques dans le miel est unique, elle est en fonction du nectar et la santé¢ de 1’abeille.

(Knazovicka et al., 2016 ; Olofson et al., 2016).

VII11.4. Fréquence de distribution des lactobacilles selon les mileux d’isolement

Tous les milieux testés sont efficaces pour I’isolement des lactobacilles, cependant il a été
observé que le milieu MRS-fructose+cystéine avec un pourcentage de 39%, suivi par le
milieu MRS avec un pourcentage de 36%, ensuite le milieu MRS-Caco3 avec un pourcentage
14% et enfin le milieu Rogosa avec un pourcentage de 11% (voir Ces résultats
sont en désaccords avec ceux trouvés par Homrani. (2020) qui a montré que le milieu Rogosa

est le plus efficace pour I’isolement de ce genre de bactérie dans le miel.

Le milieu MRS additioné par un autre sucre est courrament utilisé. Par exemple Aween et
al. (2012) ont montré que les LAB peuvent se développer dans le milieu MRS-glucose. Le
milieu MRS est habituellement utilisé pour I’isolement des bactéries lactiques a partir des
produits alimentaires fermentés mais n’empéche pas de I’utiliser pour le miel. Plusieurs
études ont été menées par le milieu MRS pour I’isolement des LAB originaires d’abeille.
Olofsson et al., ( 2016) ; Elzaeini et al.,( 2020) et Olofsson et al. (2014) ont prouvé
I’efficacité de 1’addition de la L-Cystéine au MRS-fructose dans I’isolement des LAB.
Aween et al. (2012) ont ajouté que le milieu MRS- Caco3 aussi semble etre efficace et

permet a la poussée des LAB a partir des miels.
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Figure 65: fréquence de répartition des présumés des lactobacilles selon leurs milieux

d’isolement.

VIII. 5. Identification génotypique

Le PCR séquencage de I’ARN 16S est intéressant pour I’identification précise des souches
bactériennes. Ce géne 16S code la sous-unité de 16S ribosomal (ARNr) essentiellememnt
utilisé en raison de sa structure tres conservée dans toutes les baceéries. 11 est constitué d’une
succession de domaines conservés, sites de complémentarité pour les amorces universelles
utilisées pour le séquencage de ce gene, et d’autres portions de séquences propres a un groupe
de bactéries, nommées sequences signatures (espece, genre, famille). Les résultats obtenus

par sequencage du gene 16S sont simillaires a ceux obtenus avec le génome entier.

Aprés la réalisation de la premiere étape qui consiste a 1’extraction de I’ADN de 11 isolats
de présumés des lactobacilles, I’amplification du fragment d’ADN codant la région 16S par
rep-PCR a été effectué. La visualisation de la taille des amplicons a été réalisée sur gel
d’agarose (voir figure 66 et figure 67).

L’¢lectrophorése des produits d’amplification par REP-PCR montre dans chaque puit une
bande blanche au meme niveau avec celle de la souche de référence. Les séquences ont été
ensuite comparées d’une part avec ceux obtenus par les souches de référence et avec d’autres
souches existantes dans la base de données NCBI GenBank par I’utilistation du programme
BLAST. Seulement 1lisolats sont identifiés génotypiquement isolés a partir des huit miels
(E1, E2, E12 E14, E20, E23, E31, E35). Les résultats du séquencage montrent que les 11
isolats des présumés de Lactobacillus proviennent du genre de Lactobacillus, dont huit isolats
sont des especes de Lactobacillus plantarum subsp. Plantarum (1b75, 10108, Ib133, Ib87,
Ib21, 1b234, Ib109, 1b175) et trois sont Lactobacillus pentosus (1b38, 1b174, 1b170).
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Lactobacillus plantarum constitue un membre trés répandu du genre Lactobacillus, est
I’'une des espéces largement utilisées dans I’industrie alimentaire en tant que probiotique
et/ou starter. Lactobacillus plantarum est également utilisée pour produire de nouvelles
aliments et boissons fonctionnels présentants des caractéristiques nutritionnelles et
technologiques ameliorées. Grace a ses effets probiotiques contre les pathogenes d’origine
alimentaire, la sécurité et la durée de conservation des aliments fermentés est augmenté
(Sudhanshu et al., 2018).

Lactobacillus plantarum est 1’une des espéeces identifiées dans les légumes fermentées, en
raisson de sa capacité a résister a la teneur élevée en sel et en acidité de ces légumes ; il s’agit
principalement le concombre, choucroute et olive (Montet et al, 2014). Cette souche a été
méme testée dans la prévention de développement d’une réponse immunitaire systématique et
intestinale contre les proteines allergisantes, car elle atténue les IgE totaux et spécifiques
(Gheziel et al., 2019).

Lactobacillus pentosus et Lactobacillus plantarum sont des especes étroitement
apparentées génotypiquement et phénotypiquement (Tajabadi et al., 2013). Ils sont trés
répondus dans les environnements alimentaires et non alimentaires, et leur présence est

importante en tant que des bactéries starter ou probiotiques (Annamaria et al., 2012).

Le genre Lactobacillus isolé a partir des produits de I’abeille a été étudiée. Lactobacillus
plantarum et Lactobacillus pentosus ont éte isolé a partir des miels malaisiens par Tajabadi,
et al., (2013). Feizabadi et al. (2020) ont prouvé la prédominance des espéces de
Lactobacillus notamment Lactobacillus plantarum et Lactobacillus pentosus dans les miels
produits en Iran. D’autre especes ont été trouvés dans le miel tels que Lactobacillus Kunkeei
a éte détecté dans le miel par (Olofsson et Vasquez, 2008; Endo et Salminen, 2013; Asama et
al., 2015). Aween et al. (2012) ont signalé la présence de Lactobacillus acidophilus dans les
miels malaisiens. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei et Lactobacillus

fermentum ont été identifiés dans les miels iraniens (Lashani et al., 2020).

En Algérie la détection des lactobacilles dans les miels frais a été étudiée par Homrani et
al., (2019). Ces mémes auteurs ont signalé la dominace de Lactobacillus plantarum suivi par
Lactobacillus pentosus dans 23 échantillons de miel provenant des différents étages

climatiques. La distinction des especes de Lactobacillus dans les miels des différents pays,
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peut étre en fonction de la variation de nectar et pollen, de 1’abeille (race et santé) et de

I’environnement.

T Y F P

Figure 66: profil du dendogramme Lactobacillus pentosus et gel d’électrophorése des
produits de la (GTG)s-PCR des isolats. T : Ib38, Y : Ib174, F : 1b170, P : Souche de référence
ATCC 8041 Lactobacillus pentosus

ab cdeh ij k

Figure 67 : profil du dendogramme Lactobacillus plantarum subsp. plantarum et gel
d’électrophorese des produits de la (GTG)5-PCR desisolats. b : [b108, ¢ : 1b133, d : Ib87, e :

Ib21, i : 1b109, k : Souche de référence ATCC 14917 Lactobacillus plantarum subsp.
Plantarum

VI .6. Etude de Pactivité antibactérienne des miels et des lactobacilles isolés a partir

des miels contre des souches pathogenes

VI1.6.1. Antibiogramme des souches bactériennes indicatrices
L’antibiogramme des souches bactériennes responsables de mammite subclinique bovine a

été réalisé en sélectionnant sept antibiotiques utilisés dans le traitement des mamites et en
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suivant les recommandations de standarisation de I’antibiogramme a 1’échelle nationale
(medecine humaine et vétérinaire), document édité avec la collaboration de ’'OMS, 6™
edition (Réseau Algérien de la surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques).
Les résultats présentés dans le indiquent que Klebsiella pneumonae représente
une résistance a tous les antibiotiques téstés sauf a (SXT), Enterobacter sp sensible a
seulement deux antibiotiques (SXT, AMC), Staphylococcus simulans et xylosus sont
sensibles a (BCT, SXT, AMC, AMP). Sigh et al. (2016) a signalé la résistance des bactéries
isolées du lait mamiteux a Cefotaxime, Ampicillin-sulbactam, Cefixime et Ceftriaxone.
Harini et Sumathi (2011) ont démontré la résistance des souches bactériennes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Staphylococcus epidermis, Streptococcus sp,
Klebsiella sp, Bacillus sp) isolées a partir des laits des vaches laitiéres atteintes de mammite
subclinique en Inde résistantes a Colistine, Néomycine, Streptomycine, Penicilline et
Tetracycline. Une étude récente menée par Bolte et al. (2020) a rapporté que certains isolats
de mammite bovine ont developpé une résistance aux antibiotiques fréquemment utilisés en
nord de 1’ Allemagne.

Tableau 17: sensibilité des souches indicatrices aux antibiotiques

Reférences Bactéries pathogénes indicatrices
des
L Klebsiella Enterobact Staphylococc Staphylococcus
antibiotiques
, pneumonae er spp us simulans xylosus
testes
BCT R R S S
SXT S S S S
P R R R R
AMC R S S S
S R R R R
AMP R R S S
OX R R R R

BCT: Bacitracine, SXT: Trimetoprim+Sulfametoxazol, P: Penicilline, AMC: Amoxicilline Acid Clavulanic

S: Streptomycine, AMP; Ampicilline, OX: Oxacilline, S: sensible, R: resistante.
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Figure 68 : antibiogramme des souches pathogénes : Sx : Staphylococcus xylosus, Ss :

Staphylococcus simulans, E sp : Enterobacter sp, Kp : Klebsiella pneumoniae

VIII. 6.2. activité antibactérienne de la culture des lactobacilles (méthode de double

couche) :

L’effet antibactérien des 11 lactobacillus a été évalué par la méhode de double couche.

Les zones d’inhibition ont été mesurées en mm a I’aide de pied a coulisse.

Les résultats illustrés dans le tableau (18) et la figure 69 montrent que toutes les souches
indicatrices sont sensibles & 1’action inhibitrice des lactobacilles dont les zones d’inhibition
varient entre 5£0,05 mm correspond a Ib87 isolé de I’échantillon E14 a 21,5+2,12 mm
correspond & 1b170 isolé de 1’échantillon E35 pour K pneumonae, de 8+2,83mm correspond a
Ib234 isolé de 1’échatillon E31 & 19,5+£2,12 mm correspond & Ib170isolé de I’échantillon E35
pour Enterobacter sp, de 6+£0,01mm correspond a 1b87 isolé de 1’échantillon E14 & 14,5+0,71
mm correspond a 10234 isolé de 1’échantillon E31 pour S simulans et de 5+0,02mm
correspond & 1b133 isolé de I’échantillon E12 & 14+1,41 mm correspnd a Ib21 isolé de

I’échantillon E20 pour S xylosus.
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Cependant la moyenne de la zone d’inhibition la plus élevée a été observée a Enterobacter
sp suivit par Klebsiella pneumonae, S simulans et S xylosus, permettant nous de conclure que
les cultures bactériennes sont plus efficaces contre les bactéries a Gram négatif que les
bactéries a Gram positif.

Tableau 18: diametres des zones d’inhibition par méthode de double couche.

Diamétre des zones d’inhibion en (mm)

) Isolat de _
Miel ) Klebsiella Enterobacter Staph.
lactobacille . Staph.xylosus
pneumonae sp simulans
El Ib75 13+1,41 15+1,41 11,5+2,12 11+0,01
E2 Ib108 10,5+0,71 13+1,41 6,5+2,12 9,5+0,71
E12 Ib133 13,5+071 19+1,41 10+0,71 10+1,41
E14 1b87 5+0.05 8+2,83 6+0,01 5+0,02
E20 Ib21 18,5+2,12 18+2,83 12+2,83 14+1,41
E23 1b38 8+1.41 14+2.83 11+1,41 10.5£0.71
E31 Ib234 11,5+0,71 8,5+0,71 14,5+0,71 11.5+£2.12
E31 1b109 5,5+0,71 13+1,41 6,5+2,12 9.5+0.71
E35 Ib174 10+0.05 15+1,41 13,5+£2,12 10.5+£0.71
E35 Ib170 21.5+2,12 19,5+2,12 8+2.83 11+1.41
E35 Ib175 14+1,41 13,5+0,71 13,5+0,71 12.54£0.71
25 -
20 -
[ =
2
5 15 - .
:E u Klebsiella
5 10 - B Enterobacter
()]
s B S simulans
N 5 |
B S xylosus
O .
Ib75 1b108 1b133 1b87 1b21 1b38 1b234 1b109 1b174 1b170 1b175
Les lactobacilles

Figure 69: activité antibactérienne des cultures bactériennes des lactobacilles par méthode

de double couche.
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VI11.6.3. Activité antibacterienne des surnageants des cultures bactériennes

La méthode de diffusion sur gélose par utilisation des puits a été réalisée avec les
surnageants des cultures des lactobacilles ciblées. Selon les résultats illustrés dans

et on a constaté que seulement six surnageants ont un effet antibactérien
contre les souches indicatrices. Les valeurs des diamétes d’inhibition les plus élevés ont été
notées dans Enterobacter sp et K pneumonae respectivement 10,5+0,71 et 10£1,41mm pour
Ib38 isolé de 1’échantillon E23. Tandis que, dans les souches de staphylocoque la valeur la
plus élevée est de 7,5+0,71mm pour Ib170 isolée de 1’échantillon E35.

Tableau 19 : diametres des zones d’inhibitions par méthode de surnageant

Diamétre des zones d’inhibion en (mm)

) Isolats des
Miel ) Klebsiella Entérobacter Satph Staph
lactobacilles
pneumonae sp simulans xylosus

El Ib75 0 0 0 0

E2 1b108 7+1,41 8.5+0,71 60,71 6.5£0,71
E12 1b133 0 0 0 0
E14 1b87 0 0 0 0
E20 Ib21 9+0,71 8.5+0,71 7+0.71 6+0,71
E23 1b38 10+1,41 10.5+0,71 60,71 8.5+0,71
E31 1b234 60,01 6.5+0,71 5.5+0,01 61,71
E31 1b109 0 0 0 0
E35 Ib174 8.5+1,41 9+0,71 6.51£0,71 5.5+0,71
E35 Ib170 80,71 10+0,71 7.5£0,71 750,71
E35 Ib175 0 0 0 0
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Figure 70 : activité antibactériennes des cultures bactériennes par méthode de surnageant.

Les résultats de I’activité antibactérienne des cultures des lactobacilles montrent que la
valeur la plus élevée a été observée avec Ib170 issu de I’échantillon E35 (21,5+2,12mm)
contre Klebsiella pneumonae et 10133 issu de I’échantillon E12 (19+1,41mm) contre
Enterobacter sp tandis que les moindres valeurs obt été observées avec Ib87 issu de

I’échantillon E14 contre

S xylosus (5£0,02mm) et S simulans (6+£0,01mm). Nos résultats sont en accord avec ceux
trouvés par Piccart et al. (2016) qui a rapporté que 13 isolats des bactéries lactiques dont
Lactobacillus et Bifidobacterium détectés dans le miel ont un effet anibactérien in vitro
contre les souches bactériennes responsables de mammite bovine. Geetha et al. (2015) ont
démonstré I’efficacité des bactéries lactiques isolées des aliments fermentés contre des
souches bactériennes pathogénes responsables de mammite bovine. Lashani et al. (2018) a
montré que les miels Iraniens peuvent étre une source des différentes souches de
Lactobacillus tels que Lactobacillus plantarum et Lactobacillus paracasei, ainsi leur effet
antibatérien a été prouvé contre Staphylococcus aureus. Ugras et al. (2017) a signalé que
Lactobacillus Kunkeei isolé de 1’estomac des abeilles inhibe la multiplication de Escherichia
coli ATCC 35218, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Yersinia pseudotuberculosis ATCC
911, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Sandi et al. (2016) ont montré I’effet antimicrobien des Lactobacillus kunkeei (Fhon2,
Yubipro, lahm) isolés de tractus digestif de I’abeille contres des souches pathogenes tels que
Serratia marcescens, E.coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, S aureus,

MRSA. L’effet antibactérien des Lactobacillus plantarum et Lactobacillus pentosus détéctés
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dans les miels algériens a été etudié récemment par Homrani et al. (2018) contre des souches

bactériennes a Gram néagtif (Ecoli et Pseudomonas aeurogenosa).

A fin de déterminer les mécanismes d’action inhibitrice des études antérieures ont été
menées dans ce sens, les bactéries lactiques originaires du tube digestif de 1’abeille sont
capables de produire des composés antibactériens a large spectre contre Serratia marcescens,
Eschericia coli, Staphylococcus aureus résistant a la Méthicilline, Klebsiella aerogenes,
Salmonella typhi, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Proteus spp., S. aureus et Bacillus
subtilis. De plus, les bactéries lactiques possédent une activité antioxydante induit a
I’adhérance des cellules épithéliales en cas de plaie (Niode et al., 2019). L’effet inhibiteur
que possédent les Lactobacillus isolés a partir des miels frais est a I’origine de production par
ces Lactobacillus des composés bioactifs tels que 1’acide lactique, acide d’acétate, acide
formique, peroxyde d’hydrogéne, éthanol, enzymes, benzoate, peptides antimicrobiens
(AMP), et composes volatils ; ces composeés agisssent en synergie comme des antimicrobiens

a large spectre contre multiple agents pathogénes (Olofsson et al, 2016).

Selon les mémes auteurs, I’acide lactique, I’acide formique et 1’acide acétique produits par
les lactobacilles réduisent le pH ce qui provoque une intolérance au développement de germe
de Pseudomonas aeroginosa. lls suggérent que ces composés contribuent aux propriétés
antibactériennes des miels et les métabolites des bactéries lactiques ne disparaissent pas avec
le temps. Bulter et al. (2013) montrent que 13 espéces de Lactobacillus et Bifidobacterium
isolés des miels frais de Apis mellifera produisent une grande quantité de protéines et

peptides qui peuvent avoir une fonction antimicrobienne (bactéricine, lysozyme, enzymes).

Les résultats de 1’effet antibactérien du surnageant contre les souches indicatrices montrent
que ces dernieres sont sensibles a I’action inhibitrice du surnageant des cultures de 1b108,
Ib21, 1b38, 1b234, Ib174, 1b170. Lashani et al. (2020) ont démontré que I’effet inhibiteur de
surnageant des cultures de Lactobacillus plantarum, rhamnosus, paracasei, Kunkeei,

fermentum, acidophilus isolés a partir des miels iraniens contre les souches pathogeénes :

B cereus (D14), S enteritidis (F17), EPEC (E2348/69), E coli (O157H7EDL 933), S
flexneri (ATCC 12022), S aureus (ATCC 25923), L monocytogene (PTCC 1295). Aween et
al. (2012) ont démontré que le surnageant de culture de Lactobacillus acidophilus isolé a
partir des miels Malaisiens contient des composés antimicroniennes stables a la chaleur,
différent pH et protéinase contre des souches bactériennes multi-résistantes aux antibiotiques
: Staphylococcus aureus (ATCC25923), Staphylococcus epidermis (ATCC12228) et Bacillus
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subtilis (ATCC21332). Les mémes auteurs ajoutent que la présence de telle bactérie lactique
dans le miel pourrait étre un des critéres a prendre en considération dans le choix du miel

pour des applications pharmaceutiques, des soins de santé et de produits alimentaires.

D’apres Diepers et al. (2016) ont montré le potentiel inhibiteur des bactéries lactiques
isolées a partir des produits laitiers en utilisant le surnageant de Lactobacillus plantarum et
Lactobacillis paracaei contre six agents pathogenes de mammite bovine en Allemange
(Staphylococcus aureus, S epidermidis, S xylosus, Streptococcus uberis, agalactiae et
Escherichia coli. 170), ainsi I’effet adhésif in vitro de ces lactobacilles a 1’épithélium du
canal de trayon, ont suggéré que ces bactéries lactiques peuvent etre utilisées comme

probiotiques pour traiter et prévenir les mammites bovines.

L’absence d’un halo d’ihnibition des autres Lactobacillus (Ib75, 1b133, Ib87, 10109, 1b175)
peut s’expliquer par I’insuffisante quantité des agents antimicrobiens ou mauvaise diffusion
dans la gélose. La formation des halos de différents diamétres est en fonction de la quantité

des composés antimicobiennes qui agissent en synergie.

La presence d’un halo inhibition ne siginfie pas forcément la production de bactériocine,
(Klaenhammer, 1993). Les bactéries lactiques sont connues par la production des acides
organiques dans le milieu, on peut aussi reconnaitre que ces bactéries produisent des
substances antmicrobiennes par le peroxide d’hydrgéne (Barefoot et Klanenhammer, 1984).
La production d’acides oragnaiques par les bactéries lactiques homofermentaires se traduit
uniquement par la production d’acide lactique tandis que les hétérofermentaires produisent
I’acide lactique, formique, acétique, d’éthanol, dioxide de carbone (Liu et al., 2003), ce qui
conduit a I’acidfication du milieu en inhibant la multiplication d’un large spectre de bactérie
pathogene. Le proxyde d’hydrogéne est connu comme un majeur agent de D’activité
antimicrobienne des bactéries lactiques en particulier les lactobacilles, il agit par oxydation
des lipides membranaires et la destruction des proteines cellulaires (Zalan et al., 2005). Il
existe d’autres agents identifiés comme antimicrobiens tels que le diacétyl qui a une action
inhibitrice accentuée en milieu acide, les bactéries a Gram négative sont plus sensibles que
les bactéries a Gram positif. Mathot et al., (1996) et Alexsson et al. (1989), ont découvert
I’action inhibitrice d’un autre agent antimicrobien, la reutérine substance sécretée par

Lactobacillus reuteri, elle a un large spectre d’activité.
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Figure 71: activité antibactérienne des lactobacilles contre les souches bactériennes
pathogeénes. E sp : Enterobacter sp, Kp : Klebsiella pneumonae, Sx : Staphylococcus xylosus,

Ss : Staphylococcus simulans, 1 : méthode des disques, 2 : méthode des surnageants.

La mammite subclinique bovine est une maladie d’origine infectieuse qui touche la glande
mammaire chez la vache latiere (Gomes et Henriques, 2015). Elle constitue la majeure
pathologie dans 1’élevage bovin, touche 50% des vaches laitiéres (1 vache/2 aucours de sa
carrier) et 25% des quartiers, entraine des pertes économiques énormes dans la production

laitiére par fois méme la réforme de la vache atteinte a cause de destruction compleéte du son
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parenchyme mammaire (Romero et al., 2018). Le traitement des mammites est a base de
I’antibothérapie qui entraine par conséquent des pertes financiére sdans la transformation
laitiére (industrie fromagere), le colt des antibiotiques est élevé, 1’émergence de
I’antibiorésistance, donc le traitement alternative par des composés bioactifs doit étre

nécessaire (Cheng et al., 2020 et Diepers et al., 2016).

Le miel est connu par ses propriétés antiseptiques, cicatrisantes, et antibactériennes qui
peuvent agir sur les lésions inflammatoires d’origine infectieuse comme la mammite
subclinique. Récemment une étude préliminaire indique I’efficacit¢é du miel comme un
traitement alternatif contre les souches pathogénes responsables de mammite subclinique
bovine (Benhanifia et al., 2019).

Il faut tenir que le miel est un produit naturel, disponible, moins colteux et ne nécessite

pas un délai d’attente comme les antibiotiques.

Nos résultats ont décrit ’activité antibactérienne que posséde le miel de la région de
Mostaganem contre des bactéries aussi resistantes. Or, la présence des lactobacilles dans ces
miels avec un effet inhibiteur qui se manifeste lors de I’utilisation de surnageant ; c’est a dire
des substances extra-cellulaire sécretées par les lactobacilles, donc on peut déduire que les
lactobacilles ajoutent des composés antimicrobiens aux miels en améliorant les effets
antimicrobiens et therapeutiques de ce dernier. Les résultats obtenus serviront comme une
base pour une étude plus approfondie pour le traitement et la prévention des mammites

subcliniques d’une maniére plus durable a I’avenir.
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Conclusion

Conclusion générale
Le présent travail est une étude rétrospective et prospective sur les caractéristiques
palynologiques, physico-chimiques, biologiques et microbiologiques des miels de la région

de Mostaganem.

Le premier volet apporte des connaissances sur les pratiques d’élevage apicole et de
gestion des ruchers a travers une enquéte sur le térrain. Il se trouve que la majorité des
apiculteurs sont de sexe masculin, ’ancienneté dans le domaine apicole est de moyenne de
14,70 ans dont 64% sont des professionnels, 72,5% des apiculteurs possedent un agrément
sanitaire d’élevage apicole fourni par I’inspection Vététrinaire de la wilaya de Mostaganem,
seulement 32% des apiculteurs participent aux seminaires et 52% aux salons d’expositions.
Concernant le nourissement 82% des apiculteurs appliquent le nourrissement par le sirop,
95% des apiculteurs font I’essaimage artificiel, la transhumance est exercee par 49,01% des
apiculteurs intérogés. La varroase est un ennemi et cause des dégats considérables.
L’enquéte a souligné que la totalité des apiculteurs produisent le miel, 46.84 % des
apiculteurs produisent le pollen, la propolis, la gelée royale, la cire 27,96 % ; 21,6% ; 3,6%
respectivement. La cherté des equipements apicoles, le manque de marché d’exportation, les
pathologies, la séchrésse et I’inffecacité de subvention par le secteur agricole consituent les
principales contraintes de la filiére. Cette mise au point nous a permis de faire un diagnostic
de la situation de I’apiculture dans la région de Mostaganem ; cependant la richesse de

biodiversité ne refléte pas le schéma de production dont la technicité pourrait étre améliorée.

Le deuxiéme volet se consacre sur I’étude mélissopalynologique des miels. L’analyse
pollinique qualitative a révélé la présence de 29 miels polyfloraux et 46 miels monofloraux
répartis en cing (5) origines botaniques : Eucalyptus (n=19), Citrus (n=12), Daucus carota
(n=7), Genista t (n=7), Punica granatum (n=1). Les pollens répertoriés dans les miels sont
réparties en 20 familles botaniques et 39 espéces végétales dont trois représentent des
especes polliniferes, les familles les plus fréquentes dans les miels de la région de
Mostaganem sont les Fabaceae et les Astreacea avec 7 taxons pour chacune suivis par les
Apiaceae, Myrtaceae, Oleaceae, Lythraceae, Boraginaceae, Papaveraceae. L’analyse
quantitave a montré une densité moyenne en grains de pollen dans les miels de 2,5x10* grains
/g de miel, un pourcentage de 15% pour les miels pauvres en pollen, 42% pour les miels
moyennement riches en pollen, 31% pour les miels riches en pollen, 7% pour les miels trés

riches en pollen et 5% sont extrémement riches en pollen. L’étude palynologique des miels
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participe a la mise en place d’une banque de données référentielles pour les différents miels
de la région de Mostaganem ou la diversité végétale et les conditions climatiques sont

favorables pour la production de cette matiére.

Sur le plan qualité, un troisieme volet a été consacré de la caractérisation des miels sur le
plan physicochimique. Les résultats obenus ont été comparés avec les normes recommandées
par le Codex Alimantarius. La valeur moyenne de I’humidité s’accorde avec la norme
interanationale, seulement cing (5) sur 75 échantillons analysés présentent une teneur
supérieure a la norme, ce qui indique la sensiblité de ces miels a la fermentation. Cinquante-
deux échantillons ont des teneurs inférieurs a 18%, conduisant a une longue durée de
conservation. Le pH et la conductivité éléctrique sont utilisés pour différencier les miels de
nectar a ceux de miellat. La valeur moyenne de pH et de conductivié electrique
respectivement est de 3,65 +0,19 ; 0,552+0,21 mS/cm, sont des valeurs qui s’accordent avec
la norme internationle établie pour le miel de nectar. Dix sept (17) échantillons ont exprimé
des valeurs inférieures a 3,5 pour le pH dont les échantillons ont tendance d’etre plus
efficaces contre la croissance des microorgannismes. Onze (11) échantillons ont présenté des
valeurs de conductivié électrique supérieures a la norme, et qui peut étre expliqué par la
richesse en pollen et la couleur foncé des miels concernés, ce qui provoque une meilleure

conductibilité électrique.

L’HMF est considéré comme un indice de surchauffage, sa valeur moyenne est de
16,14+9,61mg/kg, ce qui confirme que les miels ont été récoltés et conservés dans des bonnes
conditions. Il a été constaté que les variations des paramétres suivants : humidité, pH, la
conductivité électrique et la couleur sont en fonction de variation de I’origine florale et de la
région de réclote. Le miel de Punica granatum est le plus sec tandis que les miels de Genista
et de Citrus sont les plus humides. Les miels polyfloraux se présentent comme étant les plus
acides, les plus clairs et les moins conductibles, alors que ceux d’Eucalyptus et de Daucus
carota sont les plus fonceé et les plus conductibles. Les miels de I’Est de Mostaganem sont les
plus foncé suivis par les miels de 1’Ouest et de Dahra, tandis que les miels de centre de

Mostaganem sont les plus clairs.

Le dosage des sucres de huit échantillons de miel (4 échantillons de miel d’Eucalyptus et
4 échantillons de miel de Daucus carota) a montré que le fructose, le glocose, le maltose et le
turanose sont détéctés avec des moyennes des pourcentages suivants et respectivement:
39,15%, 31,28%, 1,77%, 1,67%. Le saccharose et le mélizitose sont présents respectivement

avec des pourcentages de (<1,9%) et (<1,67%) dans les miels. La valeur moyenne des sucres
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réducteurs est de 70,22%. Tous ces résultats de dosage des sucres sont conformes avec ceux
recommandé par le Codex Alimentarius donc les miels analysés n’étaient pas falcifiés. Les
variations des concentrations en sucres ne sont pas significatives par rapport a 1’origine

florale et I’ origine géographique.

Dans le quatiréme volet, les propriétés biologiques des miels ont été étudiées, le pouvoir
de piégeage des radicaux libres a été estimé. Les moyennes des polyphénols totaux et des
flavonoides totaux étaient dans 1’ordre de 47,32+23,05 EAG/100g et 9,34+4,63 EQ/100g
respectivement et les moyennes de I’activité antioxydante et I1Cso étaient de 40,7+18,45% et
18,37 mg/ml respectivement. Il a été observé une différence significative entre la région et les
teneurs en PT et FT, le Dahra et I’Est de Mostaganem présentent les valeurs les plus élevés de
PT et FT, une faible valeur de I’IC50 signifie une meilleure activité antioxydante. L’activité
antioxydante est significativement corrélée avec les polyphénols totaux, les flavonoides
totaux et la couleur, précisant que les composés phénoliques sont les meilleurs contributeurs

de I’activité antioxydante.

Aussi, I’activité antibactérienne des miels étudiés a été évaluée contre des souches
bactériennes responsables de mammite subclinique bovine, tous les miels possédent un effet
antibactérien contre : S simulans, S xylosus, Klebsiella pnemoniae, Enterobacter sp. Les
souches a Gram positif sont plus sensibles par rapport aux souches a Gram négatif et les
miels bruts expriment des activités antibactériennes les plus fortes que les miels dilués. A la
lumiére de ces résultats il a été suggéré que des inhibines non peroxydes ont participé avec

I’effet osmotique et le pH a I’activité antibactérienne.

Selon I’origine florale les souches de S simulans et S xylosus sont sensibles aux miels de
Daucus carota, le miel d’Eucalyptus est plus efficace contre la souche de K pneumonae ,
tandis que les miels de Punica granatum et Genista sembles étre les moins efficaces. La
souche de Enterobacter sp est sensible aux miels polyfloraux. Cette étude préliminaire
confirme le potentiel antibactérien du miel in vitro contre les agents de la mammite

subclinique bovine.

Le cinquieme volet, vise a caractériser les miels microbiologiquement, dans le premier
aspect concerne I’isolement et I’identification phénotypique et génotypique des lactobacilles
a partir des miels crus ont fait I’objet du REP-PCR et le séquencage d’ADNr 16S a révélé la

présence de Lactobacillus plantarum et Lactobacillus pentosus dans les miels.
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Le deuxiéme aspect se consacre sur 1’étude de I’effet antibactérien contre les souches
bactériennes précédemment citées. Les résultats ont démontré que toutes les souches
indicatrices sont sensibles a I’action inhibitrice des lactobacilles, la zone d’inhibition la plus
élevée est observé dans la souche de Klebsiella pneumonae 21,5+2.12 mm correspond a
Ib170 isolé de I’échantillon E35 (Daucus carota), suivis par 19,5+2,12 mm correspond a
Ib170 isolé de I’échantillon E35 dans la souche Enterobacter sp, les plus faibles valeurs sont
observés dans Ib87 isolé de 1I’échantillon E14 (Daucus carota) contre K pneumonae et S
xylosus avec des valeurs 5+0,05 et 5+0,02 mm.

Six sur onze surnageant présentent des activités antibactériennes, les valeurs des
diametres d’inhibition les plus élevés ont été enregistés dans Enterobacter sp et K pneumonae
respectivement 10,5+0.71 et 10+1,41mm pour Ib38 isolé de I’échantillon E23, dans les
souches de staphylocoque la valeur la plus élevéee est de 7,5+0,71mm pour Ib170 isolée de
I’échantillon E35, les valeurs les plus faibles ont été notés dans les souches de staphylocoque
5,5 mm pour Ib174 isolé de I’échantillon E35 et 1b234 isolé de I’échantillon E31( polyfloral).
L’effet antibactérien du miel est favorisé par un écosystéme bactérien représenté
principalement par les lactobacilles qui ont un fort pouvoir antibactérien contre les souches a
Gram négatif et qui sont les plus résistantes aux antibiotiques. Le miel et lactobacilles

constituent un traitement alternatif prometteur de mammite subclinique bovine.

Des approches méthodologiques ont pu étre utilisées pour la valorisation des miels de la

région de Mostaganem, notre étude pourra poursuivie par :

- Des études similaires a la présente doivent étre répétées réguliérement, pour mettre a jour

les données sur I’appellation des miels.

- Un inventaire botanique sur les sites de production pour une identification précise de

pollen et la confirmation de 1’origine botanique et géographique.
- La labelisation des miels de la région de Mostaganem.

- la méthode d’analyse RMN doit étre adoptée pour confirmer la caractérisation

physicochimique et botanique.
- la détermination des principes actifs antibactériens des miels et des lactobacilles.

- Elargir I’effet antibactérien des miels et des lactobacilles par rapport aux nombre des

bactéries pathogenes.
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- une étude preliminaire sur préparation intramammaire de miel avec le surnageant des

cultures de lactobacilles pour le traitement in situ de mammite subclinique bovine.
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