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Résumé

Cette étude vise a évaluer les propriétés phytochimigques (composés phénoliques totaux,
flavonoides, capacité antioxydante) et I'effet prébiotique de deux types de miel algérien :
monofloral (Sidr) et un échantillon de miel polyfloral. Le test de Folin-Ciocalteu a été utilisé
pour déterminer la teneur en polyphénols totaux. Les flavonoides ont été quantifiés par la
méthode de trichlorure d'aluminium. L'activité antioxydante a été évaluée par la méthode de
piégeage du radical DPPH. Les resultats révelent une haute teneur en polyphénols et en
flavonoides dans le miel de Sidr ; 1533 + 0,47 mg EAG/100 g et 100 + 0,024 mg EQ/100 g
respectivement. Il a montré également une activité antioxydante plus eélevée avec une inhibition
de 52,986 % et une 1Cso de 132,905 mg/mL. En revanche, le miel polyfloral possédent de faibles
teneurs en polyphénols (866,9 + 2,3547 mg EAG/100 g) et en flavonoides (95 mg + 0,016 mg
EQ/100 g), et son activité antioxydante montrait une inhibition de 40,509 % avec une ICso &
partir de 172,544 mg/mL. L’effet prébiotique des deux miels sur une souche probiotique (Lb.
rhamnosus) a été étudié dans le bouillon MRS sans glucose. Les résultats ont révélé que le miel
monofloral (Sidr) est un bon prébiotique a une concentration de 2%. On conclut que le miel de
Sidr est une bonne source d’antioxydants et peut étre utilisé comme prébiotique a une

concentration de 2%.

Mots clés : activité antioxydante, flavonoides, miel de Sidr, miel polyfloral, polyphénols,

prébiotique.



Abstract

This study aims to evaluate the phytochemical properties (total phenolics, flavonoids,
antioxidant capacity) and prebiotic effect of two types of Algerian honey: monofloral (Sidr)
and polyfloral. The Folin-Ciocalteu test was used to determine total polyphenol content.
Flavonoids were quantified by the aluminium trichloride method. Antioxidant activity was
assessed using the DPPH radical scavenging method. The results reveal a high polyphenol and
flavonoid content in Sidr honey: 1533 + 0.47 mg EAG/100 g and 100 £ 0.024 mg EQ/100 g,
respectively. It also showed the highest antioxidant activity, with an inhibition of 52.986% and
an 1Cso of 132.905 mg/mL. In contrast, polyfloral honey has low levels of polyphenols (866.9
+ 2.3547 mg EAG/100 g) and flavonoids (95 mg + 0.016 mg EQ/100 g), and its antioxidant
activity showed an inhibition of 40.509% with an ICso of 172.544 mg/mL. The prebiotic effect
of both honeys on a probiotic strain (Lb. rhamnosus) was studied in glucose-free MRS broth.
The results revealed that monofloral honey (Sidr) is a good prebiotic at a concentration of 2%.
It was concluded that Sidr honey is a good source of antioxidants and can be used as a prebiotic
at a concentration of 2%.

Keywords: antioxidant activity, flavonoids, polyfloral honey, polyphenols, prebiotic, Sidr

honey.
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Introduction

- Introduction
Le miel est un produit naturel formé a partir du nectar des fleurs par les abeilles
melliféres (Apis mellifera ; famille : Apidae). Il est utilisé par I'nomme depuis
l'antiquité, il y a pres de 5500 ans. La plupart des populations anciennes, notamment
les Grecs, les Chinois, les Egyptiens, les Romains, les Mayas et les Babyloniens,
consommaient le miel a la fois pour des raisons nutritionnelles et pour ses vertus

médicinales (Samarghandian et al., 2017).

Le Coran a clairement indiqué I'activité thérapeutique du miel : "Le Seigneur a
inspiré aux abeilles de construire leurs ruches sur les collines, sur les arbres et dans les
habitations des hommes ; de leur corps sort un breuvage aux couleurs variées, dans
lequel se trouve la guérison de I'numanité ; il y a I, en Vérité, un signe pour ceux qui

réfléchissent” (Bergman et al., 1983 ; Samarghandian et al., 2017) .

Le miel est un liquide luxueusement riche, sucré, collant et doré, produit a partir
du nectar des fleurs grace a l'action des enzymes présentes dans les abeilles, telles que

la diastase, I'invertase et la glucose oxydase (Luchese et al., 2017 ; Rana et al., 2018).

Le miel est une source intéressante de macro et de micronutriments naturels
dont sa composition chimique est liée a plusieurs facteurs tels que les espéces d'abeilles,
I'origine géographique, la flore, les conditions climatiques, les saisons, la
transformation, la manipulation et les conditions de stockage (Da Silva et al., 2016).

Le miel est composé d'une solution saturée de sucres, principalement le fructose et le
glucose, mais il contient également une variété de constituants mineurs, en particulier
des composés phénoliques (Bogdanov et al,. 2008 ; Alvarez Suarez et al,. 2010). En
outre, le miel posséde des protéines, des acides aminés, des enzymes, des acides
organiques, des minéraux et du pollen. Il peut également contenir des champignons,
d'algues, des levures, des bactéries lactiques et d’une petite quantité de substances
vegetales provenant du processus d'obtention du miel qui lui conférent un aréme et un
godt caractéristique (Olofsson et al., 2014 ; Da Silva et al., 2016 ; Luchese et al.,
2017).

Le miel renferme un ensemble de cing enzymes biologiquement actives. L'invertase
joue un réle dans I'hydrolyse du saccharose, tandis que la diastase digére I'amidon

produit par les plantes. La glucose oxydase est responsable de la production d'acide et
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de peroxyde d'hydrogene, tandis que la catalase utilise le peroxyde d’hydrogene comme
substrat. Enfin, la phosphatase acide est également présente. Toutes ces enzymes sont
produites par les glandes des abeilles. Une faible quantité d'hydroxyméthylfurfural
(HMF) est présente dans le miel, résultant de la décomposition du fructose en présence
d'acides libres. Ce processus se produit constamment dans le miel et la production de
HMF dépend de la température et du temps auxquels le miel est soumis, notamment

lors de la pasteurisation et du stockage (Da Silva et al., 2016).

Le miel n'a pas besoin d'étre refrigéré, il ne s'abime jamais et il peut également
étre conservé a température ambiante dans un endroit sec. L'activité de I'eau (aw) du
miel se situe entre 0,56 et 0,62 et sa valeur de pH est proche de 3,9 ; ce qui inhibent la

croissance des microorganismes (Samarghandian et al., 2017).

La couleur du miel est un indicateur de qualité important pour la
commercialisation car c'est son premier attribut attractif (Da Silva et al., 2016). Selon
le Comité du Codex Alimentarius, la couleur du miel peut varier de presque incolore a
brun foncé (Codex Alimentarius, 2001). Elle est directement liée a sa composition
chimique, a sa teneur en cendres, a la température de la ruche et elle change au cours

du temps de stockage (Gambaro et al., 2007).

Les principaux composés liés a la couleur du miel sont les composés phénoliques, le
pollen et la teneur en minéraux, qui peuvent varier considérablement selon son origine
botanique et géographique (De Almeida-Muradian et al., 2013). Au cours du
stockage, la couleur du miel peut changer en raison du processus de fermentation
comme la caramélisation et les réactions de Maillard ou en raison du processus
thermique, qui peut modifier sa composition chimique et par conséquent sa couleur
(Bertoncelj et al., 2007). Pour déterminer la couleur du miel, un photometre a lecture
directe en mm Pfund peut étre utilisé. L'échelle de Pfund compare une échelle
analytique standard de référence sur la graduation de la glycérine afin de fournir des

résultats reproductibles et précis (De Almeida-Muradian et al,. 2013).
On peut separer les miels en deux catégories :

- Les miels monofloraux, ou « miels de cru », sont élaborés a partir du nectar et/ou du
miellat d’une espéce végétale de haute qualité. La production de ce type de miel n'est

pas facile, car les ruches doivent étre placées a proximité de la plante spécifique et parce
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que les abeilles se nourrissent rarement d'un type de fleur, ce miel est exceptionnel ou
distinctif, car il provient principalement d'un seul type de nectar (Bonté et
Desmouliere, 2013). Le miel monofloral n'est pas pur a 100%. Il peut contenir donc
d'autres types de nectar de fleurs différentes, mais le nectar de la source principale est
dominant (Schievano et al., 2016). Parmi les miels monofloraux les mieux caractérises,
on peut citer les miels : d’acacia, de romarin, de callune, de lavande, de chataignier, de
tilleul et de sidr. Enfin, des miels monofloraux plus rares sont élaborés sur des
territoires exigus : miels de cerisier, de framboisier, de serpolet, d’aubépine, de bruyere,
d’¢épilobe, de lierre, de luzerne, de houx, de thym, de tréfle, d’eucalyptus, de sapin et
de clémentinier, entre autres (Bonté et Desmouliére, 2013). A noter que ces miels sont
tres appréciés pour leur pureté et leur profil de saveur spécifique, reflétant les
caractéristiques de la plante d'origine (Schievano et al., 2016).

- Les miels polyfloraux proviennent de plusieurs sources vegeétales ; les abeilles
déposent le nectar et le pollen de plusieurs plantes et les transferts de cellule en cellule

selon les besoins (Titéra, 2013).

Le miel n’est pas seulement utilisé comme un produit nutritionnel, mais aussi

comme un produit de santé décrit dans la médecine traditionnelle.

Depuis longtemps, on observe que le miel peut étre utilisé pour surmonter les problémes
hépatiques, cardiovasculaires et gastro-intestinaux. Ainsi, des études ont démontré
’activité antibactérienne remarquable du miel qui est utilisée dans le traitement et la
prévention de la gastrite, la duodénite et des ulceres d'estomac causés par des bactéries
et/ou des rotavirus (Harakeh et al., 2022). De plus, le miel naturel posséde une activité
bactéricide contre de nombreuses bactéries, notamment Salmonella, Shigella,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, etc.

La capacité antimicrobienne du miel est le résultat d'une combinaison de nombreux
facteurs, ce qui expliquerait également pourquoi le miel ne produit pas de résistance
bactérienne. La pression osmotique élevée et le faible pH du miel ne sont pas propices
a la croissance des micro-organismes. Le miel conserve des propriétés
antimicrobiennes aprées avoir été dilué, ce qui indique qu'il contient d'autres composés
actifs antimicrobiens. Le peroxyde d'hydrogene, le méthylglyoxal (MGO) et les
composés polyphénoliques ont été considéres comme les principaux COmMpPOSes

permettant au miel d'exercer une activité antimicrobienne (Zhang, 2021).
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Des études ont également montré que le miel réduit I'inflammation. Ainsi, dans
un modele inflammatoire de colite, il a été aussi efficace que le traitement a la

prednisolone (Eteraf-Oskouei et Najafi, 2013).

Le miel est également utilisé depuis longtemps dans les soins de la peau et entre dans
la composition de nombreuses préparations dermatologiques a des fins de
rafraichissement de la peau, de blanchiment et de traitement des brdlures (El-Seedi et
al., 2022). 1l accéleére aussi la cicatrisation et I'épithélialisation des plaies. Ainsi, le miel
a été utilisé avec succés pour traiter les plaies non cicatrisantes associées a des
infections. Cette propriété de cicatrisation est liée aux activités antioxydante et
antibactérienne du miel, permettant le maintien de I'humidité et de la viscosité de la
plaie et crée une barriére protectrice contre l'infection microbienne. L’activité
immunologique du miel est également importante pour la réparation des plaies, car elle

exerce a la fois des effets pro- et anti-inflammatoires (Alvarez-Suarez et al., 2014).

Le miel a aussi un effet antitumoral potentiel ; une étude a montré sa réduction
de la viabilité des cellules PC-3 (lignées cellulaires du cancer de la prostate) (Navaei-
Alipour et al., 2021). Il a été utilisé pour traiter la leucémie lymphocytaire et les

tumeurs malignes de la téte et du cou (El-Seedi et al., 2022).

L'utilisation du miel dans le diabéte de type I et de type Il a été associée a un
indice glycémique significativement plus faible que celui du glucose ou du saccharose
dans le cas d'un diabéte normal. Comparé au dextrose, le miel a entrainé une
augmentation significativement plus faible du taux de glucose plasmatique chez les
sujets diabétiques. Il a également entrainé une réduction des lipides sanguins, des
niveaux d’homocystéine et des niveaux de protéine C-réactive (CRP) chez les sujets
normaux et hyperlipidémiques. Des observations antérieures ont montré que le miel
stimule la sécretion d'insuline, réduit la glycémie, augmente la concentration

d'’hémoglobine et améliore le profil lipidique (Eteraf-Oskouei et Najafi., 2013).

Le miel est une matrice alimentaire riche en composeés antioxydants naturels tels
que les flavonoides (Silva et al., 2021). Il a été démontré que la capacité antioxydante
du miel est similaire a celle de nombreux fruits et légumes sur la base du poids frais,
mesurée par le dosage de la capacité d'absorption des radicaux d'oxygéne (Pyrzynska
et Biesaga, 2009). Les antioxydants présents dans le miel comprennent des substances

enzymatiques (par exemple la glucose oxydase, la catalase et la peroxydase) et non
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enzymatiques, telles que I'acide ascorbique, le tocophérol, les caroténoides et plus de
150 composés polyphénoliques, dont les flavonoides, les flavonols, les acides

phénoliques, les catéchines et les dérivés de I'acide cinnamique (Al-Farsi et al., 2018).

Dans le miel, les flavonoides sont des composants majeurs représentant jusqu'a
42 % des composés phénoliques totaux. L'origine botanique du miel a la plus grande
influence sur ses antioxydants et ses composés phénoliques, tandis que le traitement, la
manipulation et le stockage n‘ont qu'une incidence mineure sur le miel (Al-Farsi et al.,
2018).

Les acides phénoliques sont divisés en deux sous-classes : les acides benzoiques
substitués et les acides cinnamiques. Les classes de flavonoides présentes dans le miel
comprennent les flavonols, les flavones et les flavanones, qui ont une structure similaire
a celle des acides phénoliques. Ces composés sont importants car ils contribuent a la
couleur, au godt et a I'arébme du miel ; ils ont également des effets bénéfiques sur la
santé humaine (Khalil et al., 2011).

Comme mentionné précédemment la composition chimique du miel est trés
complexe. Il est composé principalement de fructose et de glucose, mais il contient
également 4 a 5 % de fructooligosaccharides qui servent d'agents prébiotiques (Ezz EI-
Arab et al., 2006).

Les prébiotiques sont des substrats, géneralement des hydrates de carbone non
digestibles (par I'n6te mammifere) dans les aliments qui stimulent sélectivement la
croissance et l'activité métabolique des microbes intestinaux bénéfiques et sont
principalement utilisés par ceux qui conférent un avantage pour la santé de I'néte (Peng
et al., 2020).

Ces microorganismes sont appelés probiotiques, c-a-d des "micro-organismes vivants
qui lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conférent un bénéfice pour la
santé de I'n6te” (Kim et al., 2019).

Les prébiotiques assurent la survie de certaines bactéries bénéfiques, leurs effets
peuvent étre additifs ou symbiotiques. Ils peuvent stimuler sélectivement les souches
probiotiques. Les prébiotiques peuvent améliorer la survie des bactéries qui traversent
le tube digestif supérieur, renforcant ainsi leur effet dans le gros intestin (Fuentes-

Zaragoza et al., 2011).
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Il a été démontré qu’une grande quantité d'oligosaccharides favorise a la croissance
d'un grand nombre de bactéries bénéfiques. Ainsi, Chickt et al. (2001) ont déclaré que
le miel favorisait la croissance de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrukeii subsp bulgaricus ou Bifidobacterium bifidum de
la méme maniére que le fructose ou le saccharose, et qu'il n'était pas inhibiteur. Divers
oligosaccharides présents dans le miel peuvent étre responsables de I'augmentation de
la production d'acide lactique par les bifidobactéries. Les composants glucidiques du
miel ont un effet synergique sur la croissance et I'activité des bifidobactéries. En outre,
LAB probiotiques : L. acidophilus, L. gasseri, L. casei, L. rhamnosus et L. plantarum

se développent plus rapidement dans le miel (Mustar et Ibrahim, 2022).

Les deux types de miel, monofloral ou polyfloral, peuvent constituer de bonnes sources
de prébiotiques dans les aliments. Pour cela, le miel est additonné a des produits laitiers
dérivés du lait frais de vaches (Mustar et Ibrahim, 2022).

L'attribut prébiotique du miel in vivo a été également étudié. Ainsi, dans une étude sur
le microbiote intestinal chez la souris, il a été trouvé que le miel a entrainé une
augmentation significative du niveau de I’humidité fécale et soulage la constipation due

a l'altération de I'écologie microbienne (Mustar et Ibrahim, 2022).

Cette étude a été réalisée pour mieux comprendre la composition phytochimique, les
propriétés antioxydantes et I'effet prébiotique de deux échantillons de miel, en mettant
en évidence leurs caractéristiques distinctes en fonction de leur origine botanique et

géographique.
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I1. Matériel et méthodes
11.1. Matériel

11.1.1 Echantillons de miel

Afin d’évaluer la composition phytochimique, I’activité antioxydante et I’effet
prébiotique de deux variétés de miel commercialisé en Algérie ; un échantillon
monofloral (le miel de Sidr) a été récupéré de la région de Médeéa et un autre polyfloral
de la région de Bordj Bou Arreridj. Ces échantillons ont été conservés pendant une

année chez les apiculteurs.

Le miel de Sidr est liquide avec une couleur rouge, tandis que celui polyfloral est

cristallisé avec une couleur dorée (Figure 1).

Figure 1 : Echantillons de miel.

11.1.2. Le matériel biologique

On a utilisé la souche probiotique Lactobacillus rhamnosus apres son isolement
d’un produit lyophilis¢ (Ultrabiotique infantile, laboratoire Nutrisanté, France),
complexe de deux probiotiques (Bifidobacterium lactis et Lactobacillus rhamnosus)
qui contient 6 milliards de microorganismes vivants. Il est utilisé pour améliorer le

fonctionnement digestif et immunitaire chez les enfants (Annexe I11).
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11.2. Méthodes

11.2.1. Analyse phytochimique

Les deux échantillons de miel sont analysés pour leur teneur en composés phénoliques

et en flavonoides.

11.2.1.1. Teneur totale en composés phénoliques

Les polyphénols sont une classe de composés chimiques présents dans de
nombreux aliments d'origine végétale, tels que les fruits, les léegumes, les céréales, les
Iégumineuses, le thé, le vin et le miel. Ce sont des micronutriments bioactifs qui ont été

largement étudiés pour leurs effets bénéfiques sur la santé.

En tant qu’antioxydants, les polyphénols peuvent protéger les constituants cellulaires
contre les dommages oxydatifs et, par conséquent, limiter le risque de diverses maladies
dégenératives associées au stress oxydatif. Par rapport aux autres antioxydants, leur
activité antioxydante est principalement due a leur capacité a pieger les radicaux libres,
a donner des atomes d'hydrogene ou des électrons, ou a chélater des ions métalliques
(Scalbert et al., 2005 ; Cirillo et al., 2016).

e Principe

La réaction repose sur la conversion de l'acide phosphotungstique, initialement de
couleur jaune dans le réactif de Folin-Ciocalteu, en un complexe bleu dans une solution

alcaline en présence de composés phénoliques (Boizot et charpentier 2006).
e Mode d’opératoire

Le contenu en phénols totaux des échantillons de miel est déterminé selon le

protocole décrit par Singleton et Rossi (1965), avec quelques modifications.

Un volume de 1 ml de réactif de Folin (préalablement dilué 10 fois) est ajouté a 200 pl
d'échantillon ou de standard avec des dilutions appropriées. Aprés 4 minutes, 800 pl
d'une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont ajoutés au mélange réactionnel.
L'incubation est ensuite effectuée pendant 2 heures a température ambiante, et

I'absorbance est mesurée a 765 nm. Toutes les étapes sont réalisées en triplicata.

Le témoin est préparé en mélangeant 200 ul du solvant d'extraction (méthanol) avec 1

ml du réactif de Folin-Ciocalteu et 800 ul de solution de carbonate de sodium.
8
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La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établic avec ’acide gallique de 20 a 120 pg/ml (Annexe I).
Elle est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de miel (mg EAG\100 g

de miel).

11.2.1.2. Teneur totale en flavonoides

Les flavonoides sont des produits naturels appartenant a une classe de
métabolites secondaires végetaux a structure polyphénolique, largement présents dans
les fruits, les légumes et certaines boissons. Ils ont divers effets biochimiques et
antioxydants favorables associés a diverses maladies telles que le cancer, la maladie
d'Alzheimer, etc. (Panche et al., 2016).

Tous les flavonoides ont quinze atomes de carbone dans leur structure de noyau
fondamental C6-C3-C6, avec plusieurs groupes chimiques substitués (Shamsudin et
al., 2022).

e Principe

Les flavonoides présentent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5,
qui est réactif envers le groupement CO et forme un complexe coloré avec le trichlorure
d'aluminium (Figure 2). Par chélation des métaux tels que le fer et I'aluminium, les
flavonoides forment des complexes jaunatres. Cette réaction met en évidence la
capacité du métal (Al) a perdre deux électrons et a se lier a deux atomes d'oxygene de
la molécule phénolique, agissant ainsi comme un donneur délectrons (Ribéreau
Gayon et al., 1972).

A|*2\O

~

Figure 2: Complexe AICIs avec les flavonoides.
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e Mode d’opératoire

L'estimation de la teneur en flavonoides de miel est réalisée par la méthode citée
par Jain et al. (2011).
Un volume de 1 ml d'extrait a différentes concentrations est ajouté a 1 ml de solution
méthanolique de trichlorure d'aluminium (AICI3) a 2%. On laisse incuber le mélange
pendant une heure a une température ambiante. Les absorbances sont lues a 430 nm au
spectrophotometre UV-visible double faisceau (UV-1800shimadzu). Les tests sont
réalisés en triplicata.
Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de miel sont calculées en
se référant a la droite d'étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard
de (5-30 pg/ml) (Annexe I). Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent

de quercétine par milligramme d’extrait de 1’échantillon de miel (mg EQ/100g).

11.2.2. Détermination de I’activité antiradicalaire (DPPH)

Les deux échantillons de miel sont testés pour leur activité antiradicalaire. Cette
derniére est déterminée par la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH*,

Cette méthode a été développée par Blois (1958) dans le but de déterminer l'activité
antioxydante de la méme maniére en utilisant un radical libre stable a, a-diphényl-p-
picrylhydrazyl (DPPH ; C1sH12NsOg, M = 394,33). Le dosage est basé sur la mesure de
la capacité de piégeage des antioxydants a son égard. L'électron impair de I'atome
d'azote dans le DPPH est réduit en recevant un atome d'hydrogene des antioxydants a

I'nydrazine correspondante (Contreras et al. ,1982).

e Principe

Au fur et @ mesure que I'électron impair du DPPH s'apparie en présence d'un
piégeur de radicaux libres, I'absorption disparait et la décoloration résultante est
stoechiométriquement liée au nombre d'électrons absorbés. Les molécules antioxydants
peuvent piéger les radicaux DPPH en fournissant des protons ou en donnant des
électrons, réduisant ainsi le radical DPPH de couleur violette en 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazine de couleur jaune, DPPH-H (Figure 3) (Sak, 2014) (Annexe 1V).

Cette réduction peut étre contrélée par spectrophotométrie et I'effet antioxydant est

proportionnel au blanchiment de I'absorption du DPPH. Représentant la molécule
10
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polyphénolique par Phe OH, le mécanisme communément accepté pour ce processus
est : DPPHe + PheOH — DPPH-H + PheO-

o - )
OZNA‘— N™ N +A-H =) OZN‘Q— n—N +AT
S - O

Figure 3: Piegéage du radical DPPH.

e Mode d’opératoire

Le pouvoir anti-radicalaire par la neutralisation du radical DPPH de ’extrait est
évalué selon la méthode décrite par Chua et al., (2013), avec quelques modifications.
La solution de DPPH (40 mg/L) a été préparée en dissolvant 4 mg de DPPH- dans le
méthanol (100 ml). Un volume de 0,75 ml de solution méthanolique de miel a
différentes concentrations, allant de 40 a 140 mg/ml a été ajoutée a 1,5 ml de solution
de DPPH.

L'absorbance a été mesurée a 517 nm aprés 30 minutes d'incubation a 25°C. L'acide
ascorbique a eté utilise comme contréle positif. La capacité de piégeage du DPPH- a
été calculée a l'aide de :

Piégeage des radicaux libres DPPH (%)= A contréole — A échantillon x 100
A controle

= A contrdle : Absorbance de la solution du DPPH sans échantillon (contrdle
négatif).
= A échantillon : Absorbance de la solution du DPPH en présence de

I’échantillon.

11
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11.2.3. Evaluation de I’effet prébiotique des miels

Pour déterminer I’effet prébiotique des deux variétés de miel, on doit tout d’abord isoler

des bactéries probiotiques.

11.2.3.1. Isolement et confirmation de la pureté de la souche probiotique

Lactobacillus rhamnosus

On a isole la souche de Lactobacillus rhamnosus a partir du produit
commercialisé sous le nom Ultrabiotique infantile aprés déversement stérile d’une
petite quantité du sachet vers le milieu MRS bouillon. Ce milieu permet la sélection de
la souche Lactobacillus rhamnosus. Aprés incubation a 37°C pendant 48h, un trouble
apparait, ce qui indique la croissance de la souche probiotique. Sa pureté a été
confirmée aprés ensemencement par stries répétées sur le milieu MRS solide apres

incubation a 30°C pendant 24 a 48h, jusqu’a I’obtention d’un isolat pur.

11.2.3.2. Conservation de la souche probiotique

La conservation a court terme de la souche a été réalisée dans des tubes contenant la

gélose MRS inclinée et maintenues a 4°C pendant quatre semaines.

11.2.3.3. Croissance de Lb. rhamnosus dans différentes concentrations des miels

Les effets des miels sur la croissance de la souche probiotique testée ont été
évalués sur un milieu basal de fermentation (MRS sans glucose) ; (tryptone, 10 g/L ;
extrait de viande, 8 g/L ; extrait de levure, 4 g/L ; hydrogénophosphate dipotassique, 2
g/L ; Tween 80 1 g/L ; acétate de sodium, 5 g/L ; citrate d'ammonium tribasique, 2 g/L
; sulfate de magnésium, 0,2 g/L ; et sulfate de manganese, 0,04 g/L), aprés addition de
20 g/L, 30g/L et 50 g/L de miel (miel de Sidr ou le miel polyfloral). Le bouillon MRS
standard avec glucose (20 g/L ; ingrédient non prébiotique) a été utilisés comme témoin
positif. Ensuite, chaque milieu a été inoculé avec 1% de la culture probiotique jeune
(10%a 10° UFC/ml). Aprés incubation pendant 24 h a 30 °C, la croissance des souches
a été examinée en mesurant les densités optiques par spectrophotomeétre réglé a 600 nm
et équipé d’une cuvette de 1 cm. L’expérience a été répétée 3 fois et les valeurs

moyennes de DO ont été calculées (de Melo et al., 2020; Bhola et al., 2023).

12
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Analyse statistique

L'analyse statistique des données obtenues a été effectuée a l'aide du logiciel R (version 3.5.1).
Les comparaisons des différences entre les moyennes des traitements répétés 3 fois ont été faites
par une analyse unidirectionnelle de la variance (ANOVA) suivie du test de Tukey a un niveau
de signification de P<0,05.

13
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I11- Résultats et discussion
111.1. Analyse phytochimique

111.1.1. Teneurs en polyphénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux est déterminée a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en mg équivalent d’acide gallique par
100g du miel (Annexe ).

Les résultats obtenus ont montré que la concentration en polyphénols enregistrée dans les
miels varient considérablement de 866,9 + 2,35 (PF) a 1533 + 0,47 mg EAG / 100 g de miel
MF (Sidr) (Figure 4).
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Figure 4 : Teneurs en polyphénols totaux de deux variétés de miel (MF) et (PF).
* : Différence significative p<0,05

L’analyse statistique a indiqué une différence significative de la teneur en polyphénols de
deux variétés du miel étudiées (*p < 0,05), ou le miel MF a montre la teneur la plus élevée
en polyphénols totaux par rapport au miel (PF) qui a été enregistré la valeur la plus faible.
Les valeurs obtenues sont tres élevees par rapport a celles obtenues par Ouchemoukh et al.
(2016) et chua et al. (2013) qui ont rapporté une teneur d’ordre de 90 & 318 mg EAG / 100
g, 110 4 196 mg EAG /100g de MF algériens.
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De plus, notre résultat est tres proche a celui obtenu par Patruica et al. (2022) et Ismail et
al. (2016) qui ont trouvé une teneur d’ordre de 177,66 a 1159,30 mg EAG/100g et 192 a
1484 mg/100g respectivement de différents types du miel malaisien.

Cette variation peut étre due aux différences de I'origine géographique et surtout l'origine
florale du miel qui conditionnent sa concentration et sa nature en substance phénolique
(Flores et al., 2015). Il est concevable que la teneur élevee en phénol des plantes soit
transmise au nectar et au pollen que les abeilles récoltent puis 1’ajoutent au miel, augmentant
ainsi sa concentration avec des niveaux significatifs observés (Nolan et al., 2019). D'une
maniére générale, les miels plus foncés sont riches en composés phénoliques que les miels
plus clairs et par conséquent, ils n’ont plus une capacité antioxydante (Doukani et al.,
2014).

111.1.2. Teneurs en flavonoides totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux est déterminée a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en mg équivalent de quercétine par

100g du miel (Annexe I). Les teneurs en flavonoides des miels étudiés sont représentés dans

la Figure 5.
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Figure 5 : Teneurs en flavonoides totaux des deux variétés du miel (MF) et (PF).
* : Différence significative p<0,05

Le résultat obtenu a révélé une différence significative de la teneur en flavonoides des deux

variétés du miel étudiées (*p < 0,05). Le miel de Sidr (MF) a enregistré une teneur plus
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¢levée de 1’ordre de 100+ 0,24 mg EQ/100g de miel en comparaison avec celui polyfloral

(95 mg + 0,016 mg EQ/100 g).

Nos résultats sont en accords avec ceux obtenus par Al-Farsi et al. (2018) qui ont rapporté
une teneur de I’ordre de 103.,4 = 35mg EQ/100g de miel.

De plus, des études réalisées par Ferreira et al. (2009) ; Khalil et al. (2012) ; Cabrera et
al. (2017) ont montés que le miel PF présente toujours des teneurs inférieures a celui MF
avec des valeurs de I’ordre del5, 95 a 67,76 mg EQ/100g, 12,36 a 58,74mg EQ/100g, 13,4
a 16,4EQ/100g respectivement.

Cette variation pourrait étre expliquée par les différences botaniques et géographiques ainsi
qu'aux facteurs climatiques et environnementaux tels que I'hnumidité, la température et la

composition du sol (Al-Farsi et al., 2018).

I11.2. Activité antiradicalaire (Piégeage du radical DPPH)

Le DPPH est I’un des tests qui détermine 1’activité antioxydante du miel par le biais de
piégeage de ce radical libre. En raison de sa stabilité sous forme radicale et sa simplicité de
I’analyse.

L’ensemble des résultats de ’activité antioxydante des miels étudiés ainsi que le standard
utilisé est exprimée en ICso (Tableau 1)

Tableau | : Activite scavenger des miels a 1’égard du radical DPPH.

Echantillon de miel Equation linéaire Valeur Y Valeur X ou
IC50 (mg/ml)

Miel (MF) y =0,378x - 0,238 50 132,905

Miel (PF) y=0,283x + 1,170 50 172,544

Le miel polyfloral a montré le plus faible pouvoir antioxydant avec IC so d’ordre de 172,54
mg/ml en comparaison avec celui de miel (MF) qui a enregistré une valeur de 132,905
mg/ml.

Ces résultats sont similaires avec ceux rapportés par Ribeiro et al. (2015) qui trouvé une
valeur d’ICso d’ordre de 80,75 a 237,7 mg/ml pour le miel de différentes fleurs.
Cependant, Alzahrani et al. (2012) ont rapporté des valeurs inférieures par apport a nos
résultats pour de miels de différentes origines botaniques et geographiques avec des valeurs
d’ICsod’ordre de 13,64 a 53,31 mg/ml.
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D’un autre c6té, nos résultats sont tres faibles en comparaison avec ceux indiqués par Meda
et al. (2005) pour différents miels du Burkina Faso, qui ont montré une valeur d’ICso de
1,63 429,13 mg/ml.

Selon Becerril (2021), I'activité antioxydante était la plus faible dans les miels les plus clairs
et plus élevée dans les miels les plus fonces.

La diversité des résultats de l'activité antioxydante des miels analysés, s'explique par la
diversité de leur origine botanique et géographique, ainsi que par la nature et les
concentrations en composés phénoliques presents. Outre les composés phénoliques,
plusieurs autres éléments contribuent a la capacité antioxydante des miels, tels que les acides
organiques et les enzymes (Bath et Singh, 1999).

I11. 3. Isolement et examination de la pureté de Lb. rhamnosus

L’isolement de la souche probiotique Lb. rhamnosus a été fait sur la surface séche de la
gélose MRS aprés incubation des boites a 30°C pendant 24h. Sa purification a été assurée
par réalisation des repiquages répétés sur le milieu d’isolement. De petites colonies blanches

et homogenes ont été obtenues ce qui indique leur pureté. Elles sont dénudées de la catalase.

L’examen microscopique de la souche probiotique Lb. rhamnosus a été fait apres coloration
de Gram. Toutes les bactéries sont a G+, batonnets, isolées ou en chaines ce qui confirme
leur pureté (Figure 6). Cette bactérie a été conservée afin de la tester dans 1’évaluation du

potentiel prébiotique des miels.

N

il 4”# : A

Figure 6 : Vue microscopique des cellules de Lactobacillus rhamnosus (x1000).
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I11. 4. Effets de variation des concentrations des miels polyforal et de Sidr sur la

croissance du probiotique Lb. rhamnous

Les résultats de mesure des DO reflétant ainsi la croissance de la souche Lb. rhamnosus dans
le milieu basal de fermentation (bouillon MRS sans glucose) additionné de différentes
concentrations (2%, 3% et 5%) des miels polyfloral et de Sidr sont résumés dans les Figures
(7 et 8).
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Figure 7 : Croissance de Lb. rhamnosus dans différentes concentrations du miel polyfloral.

2.0

Figure 8 : Croissance de Lb. rhamnosus dans différentes concentrations du miel de Sidr
(MF).
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D’aprés les résultats obtenus, il s’aveére que la souche probiotique se développe mieux a une
concentration des miels (Sidr ou Polyfloral) de 2%. En augmentant la concentration a 3%,
la croissance de Lb. rhamnosus diminue. Les résultats obtenus sont partiellement en accord
avec ceux obtenus par de Melo et al. (2020) qui ont constaté dans leur étude que tous les
miels (20 ou 30 g/L) ont exercé des effets favorables a la croissance et ont affiché des scores
d'activité prébiotique positifs (0,94-1,22) sur les probiotiques testés.

A une concentration 5% des deux miels, des valeurs négatives de densité optiques ont été
enregistrées. Ce résultat peut étre expliqué par D’effet inhibiteur des substances
antibactériennes des deux variétés de miel sur la croissance de Lb. rhamnosus. Les résultats
obtenus ne concordent pas avec ceux de Rakabizadeh et Tadayoni (2022) qui ont rapporté
que les trois miels utilisés dans leur étude ont montré les propriétés prébiotiques les plus

élevées a la concentration de 5%.

La croissance de la souche probiotique dans les miels PF et de MF (Sidr) a 2% en comparant
avec celle dans I’MRS qui contient 2% de glucose est resumée dans la Figure 9 montrée ci-

dessous.

2.59 c

2.0 b

Figure 9 : Croissance de Lb. rhamnosus dans 2% de miel de Sidr, de miel polyfloral et
dans I’MRS.

D'aprés les résultats, Lb. rhamnosus préférent le glucose comme source de carbone et

d'énergie pour leur croissance, car il est facilement assimilable (Bouguerra et al., 2023).

La concentration 2% du miel de Sidr a exercé un effet prébiotique sur la souche probiotique
(DO=1,45+0,07).
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De nombreuses études ont montré que le miel soutient et favorise la croissance des espéces
probiotiques Bifidobacterium et Lactobacillus, notamment B. longum, B. adolescentis, B.
breve, B. bifidum et B. infantis, Lactobacillus. acidophilus, Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus reuteri et Lactobacillus rhamnosus (Schell et al., 2022).

Bien que le miel soit principalement composé de sucres simples (monosaccharides) qui sont
rapidement absorbés dans [lintestin gréle, il contient également des di-, tri- et
oligosaccharides qui sont présents en plus petites quantités comme les fructooligosaccharide
(FOS), le galactooligosaccharide (GOS), I'inuline et I’isomaltulose. Ces oligosaccharides
favorisent non seulement la croissance des cultures probiotiques, mais exercent également
un effet positif sur le métabolisme des souches bactériennes dans I'intestin humain (Hegazi
etal., 2022 ; Schell et al., 2022).

La croissance de la souche probiotique dans le miel MF (Sidr) est meilleure que celle dans
le miel polyfloral (p<0.0001). Il a été rapporté que des miels différents puissent avoir des
propriétés prébiotiques différentes car leur composition en oligosaccharides pouvant affecter

leur pouvoir prébiotique (Schell et al., 2022).
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Conclusion

De nombreuses études menées a I'échelle internationale viennent corroborer les

multiples propriétés thérapeutiques du miel.

La composition phytochimique, 1’évaluation in vitro de l'activité antioxydante et I'effet
prébiotique de deux variétés de miel provenant de deux régions différentes d'Algérie (le miel
de Sidr et le miel polyfloral) ont été déterminés. Les résultats obtenus indiquent que le miel
MF (Sidr) possede une teneur plus élevée en polyphénols et en flavonoides, ainsi qu'une
activité antioxydante plus prononcée, avec une ICso plus faible par rapport au miel polyfloral.
De plus, il exerce un bon effet prébiotique sur Lb. rhamnosus a une concentration de 2%,

favorisant ainsi sa croissance et son fonctionnement optimal.

Cette recherche contribue a une meilleure connaissance sur la qualité du miel disponible sur

le marché, en mettant I'accent sur son origine florale et géographique.
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Annexes

Annexe | : Courbes d’étalonnages

e Dosage des polyphénols :
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Figure 01 :
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage de quercétine.

e Piégeage du radical DPPH :
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique.



Annexe I1: Courbes d’étalonnage des miels.
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Figure 04 : Courbe d’étalonnage du miel de Sidr.
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage du miel polyfloral.



Annexe 111 : Origine de la souche probiotique.

Figure 06 : Ultrabiotique



Annexe IV : Activité antiradicalaire (DPPH)

Figure 07 : Dégradation de la couleur du DPPH du violet vers le jaune



Résumé

Cette étude vise a évaluer les propriétés phytochimiques (composés phénoliques totaux,
flavonoides, capacité antioxydante) et I'effet prébiotique de deux types de miel algérien : monofloral
(Sidr) et un échantillon de miel polyfloral. Le test de Folin-Ciocalteu a été utilisé pour déterminer la
teneur en polyphénols totaux. Les flavonoides ont été quantifiés par la méthode de trichlorure
d'aluminium. L'activité antioxydante a été évaluée par la méthode de piégeage du radical DPPH. Les
résultats révelent une haute teneur en polyphénols et en flavonoides dans le miel de Sidr ; 1533 +
0,47 mg EAG/100 g et 100 + 0,024 mg EQ/100 g respectivement. Il a montré également une activité
antioxydante plus élevée avec une inhibition de 52,986 % et une ICsy de 132,905 mg/mL. En
revanche, le miel polyfloral possedent de faibles teneurs en polyphénols (866,9 + 2,3547 mg
EAG/100 g) et en flavonoides (95 mg + 0,016 mg EQ/100 g), et son activité antioxydante montrait
une inhibition de 40,509 % avec une ICsp a partir de 172,544 mg/mL. L’effet prébiotique des deux
miels sur une souche probiotique (Lb. rhamnosus) a été étudié dans le bouillon MRS sans glucose.
Les résultats ont révélé que le miel monofloral (Sidr) est un bon prébiotique a une concentration de
2%. On conclut que le miel de Sidr est une bonne source d’antioxydants et peut étre utilisé comme
prébiotique a une concentration de 2%.

Mots clés : activité antioxydante, flavonoides, miel de Sidr, miel polyfloral, polyphénols,
prébiotique.

Abstract

This study aims to evaluate the phytochemical properties (total phenolics, flavonoids,
antioxidant capacity) and prebiotic effect of two types of Algerian honey: monofloral (Sidr) and
polyfloral. The Folin-Ciocalteu test was used to determine total polyphenol content. Flavonoids were
quantified by the aluminium trichloride method. Antioxidant activity was assessed using the DPPH
radical scavenging method. The results reveal a high polyphenol and flavonoid content in Sidr honey:
1533 £ 0.47 mg EAG/100 g and 100 + 0.024 mg EQ/100 g, respectively. It also showed the highest
antioxidant activity, with an inhibition of 52.986% and an ICso of 132.905 mg/mL. In contrast,
polyfloral honey has low levels of polyphenols (866.9 + 2.3547 mg EAG/100 g) and flavonoids (95
mg £ 0.016 mg EQ/100 g), and its antioxidant activity showed an inhibition of 40.509% with an ICs
of 172.544 mg/mL. The prebiotic effect of both honeys on a probiotic strain (Lb. rhamnosus) was
studied in glucose-free MRS broth. The results revealed that monofloral honey (Sidr) is a good
prebiotic at a concentration of 2%. It was concluded that Sidr honey is a good source of antioxidants
and can be used as a prebiotic at a concentration of 2%.
Keywords: antioxidant activity, flavonoids, polyfloral honey, polyphenols, prebiotic, Sidr honey.
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