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Introduction

Introduction

Pour la protection de la santé humaine, une attention considérable est actuellement
axée sur la consommation des aliments fonctionnels. En particulier, le r6le des antioxydants
alimentaires capables de piéger les oxydants responsables initiaux de diverses maladies qui a
ont été intensément discutés par Kris-Etherton et al., (2004).

Le miel est un aliment naturel, visqueux, aromatique qui est apprécié pour son godt, sa
saveur ainsi que ses valeurs nutritives, consommer par plusieurs personnes dans le monde
entier, et ¢’est pour cette raison qu’il exige certaines normes, qui garantissent sa qualité et son
identité (Da Silva, 2015).

Il est tres riche en sucre, constituée principalement par des glucides (dont le fructose et
le glucose sont les composants principaux), et d’autres composés tels que 1’eau, les protéines,
les vitamines, les minéraux, les lipides, les acides aminés, les acides organiques, les composés
phénoliques, flavonoides, caroténoides, les enzymes, les composés volatils (Azeredo et al.,
2003 ; Saxena et al., 2010 ; Alquarni et al., 2012).

Ces nutriments précieux, possédent plusieurs propriétés nutritionnelles, antioxydante
et sont utilisés pour le traitement de nombreuses maladies. Les principaux agents antioxydants
du miel sont les composés phénoliques et les flavonoides qui ont comme réle de neutraliser
ou de réduire les dommages causés par les radicaux libres présent dans 1’organisme. CeS
derniers interagissent avec toute une série de substrats biologiques induisant la dénaturation
des protéines, I’inactivation des enzymes, 1’oxydation du glucose et plusieurs autres
dommages (Aljadi et al., 2004).

Les caractéristiques antioxydantes du miel est en augmentation, Les composes
phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides) ainsi que les non-phénoliques (l'acide
ascorbique, les acides organiques et les protéines, y compris certaines enzymes telles que la
glucose oxydase et la catalase) peuvent contribuer a I'activité antioxydante du miel. Divers
tests sont appliqués pour déterminer l'activité antioxydante du miel (Alvarez-Suarez et al.,
2009).

L’objectif de notre travail vise a déterminer quelques propriétés physico-chimiques

ainsi que certaines activites antioxydantes de 2 échantillons de miel.




Introduction

Pour réaliser cela la présente étude est divisée en deux parties :

La premiére (chapitre 1 et 2) est une partie théorique qui vise a présenter le miel dans
ces geéneralités (définition, origine, variétés, récolte, composition chimique) ainsi que ces
propriétés physico-chimiques.

La deuxiéme (chapitre 3 et 4) est une partie pratique qui porte sur la détermination de
quelques caractéristiques physico-chimiques (pH, humidité, brix, conductivité électrique,
HMF), dosage de quelques composants (composeés phénoliques totaux, flavonoides), ainsi
que la détermination de D’activités antiradicalaires des échantillons de miel vis a vis des

radicaux DPPH. Enfin, les résultats ont été présentés et discuté.




Chapitre 1 : Elaboration du miel

1-Elaboration du miel

Le terme « miel », qui vient du latin mel, est un produit naturel qui a accompagné
I’homme depuis la plus haute antiquité. I est élaboré par les abeilles de ’espéce Apis
mellifera peut provenir de deux sources melliféres distinctes : le nectar ou le miellat (Codex
Alimentarius, 2001).

Le nectar est en général la source principale du miel et le liquide sucré sécrété par les
glandes, présentes sur de nombreuses plantes. Les nectars qui abritent ces glandes sont situés
le plus souvent dans les fleurs, mais peuvent aussi se trouver a la base de certaines feuilles
(Marchenay ; Berard , 2007).

Pour certains miels (le miel de sapin par exemple) la principale source sucrée est le
miellat. Il s’agit de I’excrétion d’insectes parasites vivant sur la plante. Il a été montré qu’en
présence d’une grande quantité de nectar, elles délaissent le miellat. Cependant, lorsque les
conditions climatiques sont défavorables, le miellat peut représenter une source nutritive

intéressante pour 1’abeille (Climent , 2006).
1-1 A partir du nectar
1-1-1 Définition

Le nectar est une exsudation sécrétée par des glandes, dites nectaires, organes propres
aux Vvégétaux supérieurs. Ces glandes sont des structures de petite dimension dont la
localisation est variable, il existe des nectaires floraux : qui sont a la base des fleurs, des
nectaires extra floraux : qui sont portés sur les feuilles, les tiges ou les autres parties de la
plante. Ce fameux liquide se forme a partir de la seve de la plante (Hoyet, 2005).

1-1-2 Composition du nectar

Il est composé d’une majorité¢ de sucres et d’eau mais il renferme €galement d’autres
substances dont il y a: les acides organiques, les protéines dont des enzymes, les acides
aromatiques et des composés inorganiques. Chaque plante a nectar présente ses

caracteéristiques conférant au miel sa couleur et sa saveur (Lacub, 2013).

Le nectar est un mélange composé d’eau, de glucides dont le saccharose et divers
autres produits. Les proportions des glucides varient d’une plante a une autre et influent sur la

qualité du miel (Schweitzer, 2005).
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Outre les glucides et I’eau, a de faibles quantités, le miel contient des acides organiques
(acides fumarique, oxalique, succinique, malique, etc.), des protéines notamment des
enzymes, des acides aminés libres (acide glutamique, aspartique, méthionine, sérine, tyrosine,
etc.), composés inorganiques (phosphate), des alcaloides, des phénols, de substances
bactéricides... (Gardener et Gillman, 2001 ; Nicolson et Thornburg, 2007 ; Bonté et
Dismoliére, 2013).

On les classes en :

%+ Des nectars a saccharose prédominant ;
% Des nectars a taux égaux de saccharose, fructose et glucose ;
% Des nectars avec prédominances du glucose et fructose.

Tableau 01: Composition du nectar de quelques espéces végétales (Schweitzer, 2005).

Type de nectar Nectar de lavande Nectar de chévrefeuille
Composition 8% Eau 76% Eau

8% Saccharose 12% Saccharose

7,5% Glucose 9% Glucose

4,5% Gomme, résidus et pertes 3% Dextrine, résidus et perte

1-1-3 Collecte du nectar par ’abeille

Pour produire 100 g de miel, 1’abeille butineuse doit visiter un nombre considérable

de fleurs (figure N°2) : environ un million (loiriche , 1984).

Elle aspire le nectar de chacune d’entre elles a 1’aide de sa trompe (figure N°1).
L’appareil sucoir est composé d’un ensemble de pieces buccales dont principalement : des
palpes labiaux, des maxillaires et de la langue. L’ensemble est parfaitement étanche, ce qui
permet I’aspiration du liquide sucré par les muscles du pharynx. Le nectar est ainsi envoyé

dans I’cesophage puis dans le jabot (Climent , 2002).

Afin que I’aspiration soit plus facile, I’abeille dilue le nectar avec de la salive, mélange de

sécrétions riches en enzymes (Climent , 2002).
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Figure N°1: Abeille butineuse de fleur (Climent , 2002).

1-2 A partir du miellat
1-2-1 Définition

Le miellat est une sécrétion issue de la plante forestiere (comme le sapin) ou une
sécrétion se trouvant sur celle-ci et provenant des excrétions de certains insectes suceurs de
seve comme les pucerons. Le miellat produit un miel plutét sombre et moins humide que le

miel de nectar (Aupy et al., 1994) .
Il est plus dense en sucre que le nectar (Climent , 2002).
1-2-2 Composition du miellat

La composition du miellat est plus proche de la séve végétale que celle du nectar. Elle
est plus riche en azote (0,2 % - 1,8 %), en minéraux (0,58 %) et en acide organique. Le
miellat contient du glucose et du fructose (61,6 %) ainsi que d’autres sucres tels que le

melizitose (8,6 %), le raffinose (0,84 %) et I’isomaltose (9,6 %) (Bruneau , 2002).
1-2-3 La récolte du miellat par I'abeille

Les récoltes de miellat ont lieu entre la fin du printemps et I'été. Les quantités récoltées
sont trés variables d'une année a l'autre. En effet, les pucerons sont trés sensibles aux
conditions météorologiques défavorables et il faut noter qu'en présence d'une abondance de
nectar, cette source est délaissée par les abeilles (Climent , 2005). Et que méme le miel qui en
résulte est de mauvaise qualité, par suite de la présence des gommes et dextrines (Guezou ,
2009).
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Tableau 02 :principales différences entre miels de nectar et de miellat (Rossant, 2011).

Parameétres Miel de miellat Miel de nectar
pH 4,50 3,90
Minéraux (cendres) 0,58% 0,26%
Fructose + glucose 61,60% 74%

Autres sucres exprimés en % des

sucres totaux

Mélézitose 86% 0,2%
Raffinose 0,84% 0,03%
Maltose + isomaltose 9,60% 7,80%

1-3 La transformation de nectar en miel

La maturation du nectar en miel consiste en une transformation des sucres et une
diminution de la teneur en eau. Elle commence dés la récolte du nectar par ’abeille, se
poursuit lors du stockage dans la ruche (Maurizio, 1968) (Popa, 1968). Chaque jour, I’abeille
butineuse quitte sa ruche a la recherche du nectar et du miellat, elle s’arréte sur 500 a 1100
fleurs par jour pour produire 10 g de miel (Koudama, 1985). L’élaboration du miel
commence dans le jabot de I’abeille butineuse. Sitot prélevée, la matiére premiére est
mélangée aux secrétions des glandes salivaires de I’insecte, qui la modifie (Bogdanov et
Bieri , 1995). Parallélement, une partie de 1’eau s’évapore, de sorte que la matiére séche du
miel atteigne 60%. La deuxiéme phase se déroule au niveau des alvéoles sous I’influence de
I’air sec qui ¢limine une autre partie de I’eau du miel jusqu’a atteindre un taux d’humidité de
18 a 20 % (Bogdanov et Kanziny, 2004). Les enzymes apportées par la salive (en particulier
I’invertase) hydrolysent le saccharose en glucose et fructose. Cette réaction d’hydrolyse est
appelée « inversion du saccharose », car le saccharose est dextrogyre et le produit de
I’hydrolyse (glucose et fructose) est 1évogyre (Popa , 1968).

Lorsque le miel atteint un faible degré d’humidité, la glucose-oxydase devient inactive
et le produit se stabilise. Les abeilles cirieres opercules 1’alvéole a 1’aide d’une fine couche de
cire, imperméable a I’air, ce qui permet une longue conservation du miel (figure N°2)

(Lequet, 2010).
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Figure N°2 : Cadre de miel operculé (Lequet, 2010).

1-4 Technologie du miel
1-4-1 Production

D'apres Ouchemoukh (2012), le miel est produit selon le processus suivant: 1’abeille
butineuse aspire le nectar des fleurs ou le miellat qu’elle emmagasine dans son jabot avec sa
salive, ce qui le permet de s’enrichir en enzymes. L’¢élaboration du miel commence dans le
jabot de la butineuse. En effet, une enzyme, 1’invertase, est sécrétée dans le jabot de ’abeille
s’ajoute au nectar, ce qui permet d’hydrolyser le saccharose en glucose et en fructose selon la

réaction chimique suivante :

C12 H22 O11 + H20 = C6H1206 + C6H1206

Une fois arrivée a la ruche, la butineuse transmet le nectar ingéré aux ouvriéres, qui le
régurgitent encore puis le passent a d’autres abeilles et ainsi de suite (phénomeéne de
trophallaxie). La teneur en eau du liquide sucré s’abaisse progressivement jusqu'a atteindre
environ 18 % et s’enrichit en méme temps en sucs gastriques et en substances salivaires. Il est
ensuite déposé dans des alvéoles qui seront operculées par une couche de cire afin d’assurer

sa conservation (Figure 04) (Alvarez, 2010 ; Hoyet, 2005).
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Figure 04: Origine du miel (Jean-Prost et Le Conte, 2005).

1-4-2 Récolte

La récolte du miel peut se pratiquer dés la fin de la miellée quand la ruche est devenue
trés lourde. L'apiculteur retire les cadres du miel, il laisse que les provisions nécessaires pour
que les abeilles puissent nourrir les jeunes larves et éventuellement passer I'hiver suivant.

Apres avoir enfumé la colonie, la récolte du miel peut s’effectuer essentiellement en 4 étapes

(Figure 04) (Irlande, 2010).

a) La désoperculation : I’apiculteur enléve les opercules de cire a ’aide d’un couteau

désoperculer (Figure 04-a).

b) L’extraction : Les cadres sont ensuite mis dans un extracteur, une sorte de centrifugeuse

manuelle ou automatisée, qui permet la sortie du miel des alvéoles (Figure 04-b).

c) La maturation : Le miel est recueilli dans un maturateur, un simple récipient de
décantation surmonté d'un filtre. 1l est destiné a retenir les impuretés qui pourraient y étre
contenues (bulles d'air, fragments de cire...). Ces derniéres remontent a la surface du miel et

constituent une écume qui sera retirée (Figure 04-c).

d) La conservation du miel : Le miel est un produit vivant qui subit au cours du temps un
certain nombre de modifications aboutissant inévitablement a la perte de sa qualité. Dans la
mesure du possible, les locaux de conservation du miel seront secs et aérés. Tout les miels
dont le pH est inferieur a 4 convient de les garder dans des locaux frais ou a des températures
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qui ne depasse pas 20 °C. Si le miel a stocker présente un risque de fermentation, il faudra
impérativement le pasteuriser ou le conserver dans des températures de 4 a 5 °C (Hoyet,
2005) (Figure 04-d).

Figure 04 : Etapes de la récolte du miel par I’apiculteur (Hoyet, 2005).
1-5 La flore mellifere

De trés nombreuses especes végétales produisent du nectar ou du pollen, mais toutes
n’attirent pas les abeilles et sont moins intéressantes pour un apiculteur. La valeur apicole
d’une plante dépend de certains criteres : elle doit produire du nectar ou du pollen attractif
pour les abeilles, le nectar doit étre accessible (a cause de la profondeur de leurs corolles, les
fleurs de certaines plantes, comme le tréfle rouge, ne peuvent étre visitées que par des abeilles
qui ont une longue langue), il doit également devenir un bon miel et, enfin, il faut que la
plante soit commune (la surface fleurie doit étre suffisamment importante) (Vear ; Pham-
Delegue, 1990).

La flore mellifére est fortement influencée par ’homme, qui, en cultivant de grands
espaces, fournit du nectar et du pollen aux abeilles. Cependant, certaines techniques agricoles
nuisent a I’apiculture. D’une part, I’utilisation d’herbicides fait disparaitre des plantes comme
les coquelicots ou les chardons, pourtant utiles aux abeilles. De plus, les legumineuses telles
que la luzerne ou les tréfles sont généralement fauchées dés le début de leur floraison. D’autre
part, des pesticides ont récemment été mis en cause dans la disparition des colonies d’abeilles
domestiques, phénomene connu sous le nom de syndrome d’effondrement des colonies, et
trois molécules de la famille des néonicotinoides ont ét¢ interdites dans 1’Union européenne :

I’imidaclopride, le thiaméthoxame et la clothianidine (Clément, 2002).
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2- Le miel
2-1 Définition

Le miel est la substance naturelle sucrée produite par I’abeille Apis mellifera
(Apidae), a partir du nectar de plantes ou a partir d'excrétions d'insectes butineurs laissees sur
les parties vivantes de plantes, que les abeilles butinent, transforment en les combinant avec
des substances spécifiques qu'elles sécretent elles-mémes, déposent, déshydratent,
emmagasinent et laissent affiner et mdrir dans les rayons de la ruche (Codex, 2001).

2-2 Classification du miel

Selon (Sanz et al., 2005), le miel vient des plantes par 1’intermédiaire des abeilles a partir
du nectar recueilli dans la fleur, ou du miellat recueilli sur la plantes .donc d’apres leur origine

botanique les miels peuvent étre classifiés en :

e Miel de nectar de fleurs

Le nectar, qui est en générale la source principale de miel, est le liquide sucrée sécrété par
les glandes dites nectariferes, présentes sur de nombreuses plantes.les nectaires qui abritent
ces glandes sont situés le plus souvent dans les fleurs, mais peuvent aussi se trouver a la base

de certains feuilles (Marchenay et Berard, 2007).
e Miel du miellat

Pour certains miels (le miel de sapin par exemple) la principale source sucrée est le
miellat. il s’agit d’un liquide sucrée produit par plusieurs especes d’insectes parasites vivant
sur la plante ,tels que des pucerons , des cochenilles ou de cicadelles par exemple.ces insectes
munis d’un appareil buccal piqueur suceur ,prélevent la lymphe végétale dont ils se

nourrissent en perforant la plante qui les abrite (Bruneau, 2004).

I1 est difficile d’observer les abeilles effectuer ce type de butinage. Il a ét¢ montré qu’en
présence d’une grande quantité de nectar, elles délaissent le miellat. Cependant, lorsque les
conditions climatiques défavorables, le miellat peut représenter une source nutritive

intéressante pour 1’abeille (Clément, 2006).
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2-3 Composition du miel

Tableau 03: Principaux composants du miel (Lobreau-Callen, 2000).

(moyenne 17 %)

Composition

Eau 15220 %
Glucides 75a80 %
Substances 1a5%
diverses

Pigments

lipides traces

Pourcentage totale

Type de composés

Monosaccharides

Disaccharides

Polysaccharides

Acides organique
(0,1a0,5 %)

Protéines et acides

aminés (0,2 a 2 %)

Vitamines
Enzymes provenant
des glandes
hypopharynglennes
Enzymes provenant
du nectar

Minéraux

Caroténoides
Flavonoides

Acides gras

Principaux compsant

Glucose 33%

Fructose 39%

Maltose 0,9% ,
isomaltose, saccharose
2,3%

Erlose, raffinose,
mélézitose...

Acide gluconique,
succinique, citrique,
formique...

Matiéres albuminoides,
matieres azotées,
proline, leucine,
glutamate...

B,C,A D, K.
Amylases, invertase,

glucose oxydase.

Catalase, phosphatases.

K, Ca, Na, Mg, Mn, Co,
Fe...

Catéchine, quercitrine
Acides palmitiques,
butyriques, caprique,

valérique
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) eau
divers

3,5%

autres sucres
1,5%

maltose
7.,3%

saccharose
1,3%

Figure n°5: Composition moyenne du miel (Bruneau, 2002).

1-3-1 Composition majeur du miel
1-3-1-1 Eau

Selon le codex alimentarius (2001) et les réglements de 1’Union européennes la
teneur en eau dans le miel peut varier entre 13 & 20 %, exception faite pour le miel de
boulangére et le miel de bruyére, qui peuvent présenter des teneurs plus élevées (jusqu’a
26%). La teneur en eau dépend de la source du miel, des conditions climatiques et d’autres
facteurs (le degré de maturation). Si la teneur en eau du miel est supérieur & 20%, ce dernier a

des chances de fermenter (Gupta et al., 2014).
2-3-1-2 Les glucides

Selon les miels, les glucides représente 90-99% de la matiére seche. Les principaux
sucres constitutifs du miel sont le fructose et le glucose. De nombreuse autres sucres sont
également présents dans le miel, en plus faible quantité, tels que le saccharose, le mélézitose,
et le raffinose (Can et al., 2015). D’autres sucres tels que le maltose, 1’érlose, 1’isomaltose
apparaissent seulement comme des produits secondaires issus de la transformation par les
abeilles (Barcelo, 2013). La proportion des différents sucres présents dans le miel est trés
aléatoires, elle dépend directement du type de fleurs butinée par les abeilles (Ramon-Sierra,
2015). Les glucides sont responsables de plusieurs propriétés physico-chimiques du miel tels

que la viscosité, I’hygroscopicité et la granulation (Can et al., 2015).

Certains proviennent du nectar ou du miellat (d’origine végétale), d’autres
apparaissent seulement comme des produits secondaires aprés transformation par les enzymes
de ’abeille (Lequet, 2010).
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1-3-2 Composition mineur
1-3-2-1 Les vitamines

Le miel contient peu de vitamines. On y trouve essentiellement des vitamines du

groupe B (B1, B2, B3 ...), parfois on y trouve aussi de la vitamine C et trés rarement de la

vitamines A ,K et D (Preedy, 2013).

Tableau 04: Les vitamines dans le miel, en mg/100g (Bogdanov et Matzke ,2003).

Les vitamines Unite mg/100g
Thiamine (B1) 0,00-0,01
Riboflavine (B2) 0,02-0,01
Pyridoxine 0,01-0,23
Niacine 0,10-0,20
Acide pantothénique 0,02-0,11
Acide ascorbique (vitamine C) 2,2-2.5
Phylloquinone (vitamine K) 0,25

1-3-2-2 Trace de protéine

Le miel convenablement récolté est pauvre en protéine et en acides amminés, la source
de ces protéines dans la ruche est le pollen. Quelque traces de pollen sont cependant
inévitable et participent d’ailleurs a son identification florale. Seule le miel de bruyere callum
contient une protéine particuliére, responsable de I’évolution de sa viscosité au cours du
temps (Majtan et al., 2012 ; Beretta et al., 2012 : Ramon-Sierra et al., 2015). lls sont
présents en faible quantité dans le miel (0,26%) et la teneur en azote est négligeable, de
I’ordre de 0,041%. Il s’agit essenticllement de peptones, d’albumines, de globulines et de
nucléoprotéines qui proviennent soit de la plante (nectars, grains de pollen), soit des
sécrétions de ’abeille. Il y a également des traces d’acides aminés comme la proline, la
trypsine, I’histidine, 1’alanine, la glycine, la méthionine, etc. La proline est le plus abondant
des acides aminés du miel.

1-3-2-3 Les enzymes

Le miel contient plusieurs enzymes dont la présence est a rattacher a 1’origine double
du miel : végétales ou animales et leurs teneurs diminuent considérablement avec le

traitement thermique et la conservation. On sait que le nectar contient dés sa récolte des
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enzymes qui agissent sur les sucres ; les sécrétions de I’abeille viennent y ajouter des enzymes
des glandes pharyngiennes. Les principaux enzymes du miel sont les o et B amylases
I’amylase qui est une enzyme responsable de I’hydrolyse de I’amidon en dextrine puis en
maltose, la glucose oxydase qui donne naissance a du peroxyde d’hydrogeéne et a la
gluconolatone, la catalase et la phosphatase. L’invertase et I’amylase sont importantes pour
I’appréciation du miel (Gilliam et Jackson, 1972 ; Pontoh et Low, 2002 et Sak-Bosmar et
Sakac, 2012). Ces enzymes sont détruites par la chaleur, et leur présence ou leur absence peut
servir d’indication de surchauffage du miel (Rossant, 2011).

1-3-2-4 Traces de lipide

De tres faibles quantités de lipides ont été isolées dans le miel, principalement 1’acide
palmitique, oléique, I’aurique, myristoleique, stéarique et linoléique (Lobreau- Callen et al.,
1999).

1-3-2-5 Les substances aromatique

L’arome est un facteur de qualité important dans les produits alimentaires. L.’arome du
miel dépend de la composition de la fraction volatile, qui est sous l’influence de la
composition du nectar et de 1’origine florale. Certaines de ces aromes ont été dentifiées,
notamment le methylantranylate dans les miels d’orangers et de lavandes ; le formaldéhyde et
I’acétaldéhyde dans les miels de colza et de trefle. Des alcools et des esters peuvent aussi étres

rencontrés dans la plupart des miels (Gonnet, 1982 ; Jelen, 2012).
1-3-2-6 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires dont les principales
sources sont les sécrétions végétales (propolis, nectar et pollen) (Can et al., 2015). Parmi les
structures identifiés dans le miel, On retrouve les acides phénoliques (acides benzoliques et
cinnamiques), les flavonoides en proportions tres variables selon la source florale (Collin et
Crouzet, 2011). Selon (Sarmento Silva et al., 2013), les phénols interviennent sur la couleur
par I’intermédiaire des flavonoides susceptibles de contribuer a la couleur jaune. En régle
géneérale, plus les miels sont foncés (comme ceux issus du tournesol, du sarrasin et du
miellat), plus ils sont riches en flavonoides. Ces derniers possédent de fortes proprietes
antioxydantes trés intéressantes, car ils participent a la neutralisation des radicaux libres de
I’organisme. Les flavonoides sont synthétisés par les plantes lors de I’invasion microbienne, il
est par conséquent logique, qu’ils agissent comme substances antimicrobienne (Lachman et
al., 2010 ; Wilczynska, 2014).

ﬂ
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D’autre part, les flavonoides les mieux représentés dans le miel sont la chryusine, 1’apigénine,

I’héspértine, la pinocembrine, la pinobanksine et la galangine (Collin et Crouzet, 2011).
1-3-2-7 L’Hydroxylméthylfufural

On appelle hydroxylméthulfurfural, ou simplement HMF, un derivé (aldéhyde
cyclique) de déshydratation des hexoses (glucose ou fructose) qui se forme dans le miel au
cours de son vieillissement. A température ordinaire (entrel5°c et 10°c), le taux d’HMF
augmente tous d’abord progressivement pour s’accélérer par la suite. Cette progression serrait
plus rapide dans le miel a ph faible (compris entre 3 et 3.5) (Paul et al., 2013). L’HMF est un
excellent indicateur de la fraicheur et de la pureté du miel ; sa concentration ne doit pas
dépasser 40mg/Kg, selon (Boussaid et al., 2014), HMF est observé avec une concentration
¢levée dans les miels d’eucalyptus et d’oranger. Plusieurs facteurs influencent la formation de
I’HMF, comme les conditions de stockage (température) et la source floral (Meda et al.,
2005). En plus de ces facteurs, le taux d’HMF dépend du type de sucres présent dans le miel
(fructose, glucose, ration) (Gras et al., 2014).

L’¢élévation de la température a une action importante sur la formation de ’HMF.
Deux parametres entrent en jeu dans cette formation ; la température et la durée. ils sont
constaté, en effet qu’une chaleur modérée (35 a 40°C) pendant plusieurs jours peut avoir le
méme effet sur les miels, qu’un chauffage de quelques heurs a 50°C ou de quelques minutes a

80°C ( Tosi et al., 2004).

Un miel de bonne qualité ne devrait pas avoir un taux supérieur a 25mg/kg d’HMF ( Downey
et al., 2005 ; Zappala et al., 2005).

1-3-2-8 Les acides organiques

Les miels contiennent des acides organiques (dont certains sont volatils), ainsi que des
lactones. Leur provenance est diverse: certains sont issus du nectar directement, d’autres sont
le fruit de réactions, enzymatiques et de fermentations. Les acides identifiés dans le miel sont:
I’acide gluconique (constituant acide majoritaire, issu du glucose), les acides butyriques,
I’acide acétique, 1’acide formique, 1’acide lactique, 1’acide succinique, 1’acide pro glutamique,
I’acide malique et I’acide citrique. L’acidité totale est la somme des acides libres et des
lactones. Légalement, elle ne doit pas dépasser 50 milliéquivalents par kg. Pour les miels

destinés a I’industrie, la limite tolérée est de 80 milliéquivalents (Lequet, 2010).
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1-3-2-9 Sels minéraux et oligo-éléments:

Les ¢éléments minéraux contenus dans le miel sont de I’ordre de 0.2% pour ceux du
nectar et jusqu'a 1% pour ceux du miellat. Les plus importants sont le calcium, le magnésium,
le phosphore, le potacium... (Altman, 2010). D’une maniére générale, les miels foncés sont
globalement plus riches quantitativement en matieres minérales que les miels claires
(Mbogning et al., 2011).

Les miels de fleurs contiennent 0.1 a 0.35 g d’oligo-éléments par 100 g de miel, le miel de
chataignier et les miels de miellat avec plus de 1g/100g. La teneur en sel minéraux et en

oligo-éléments du miel est indiquée dans le tableau 5.

Tableau 05: sels minéraux et oligo-éléments du miel (Mores et al., 1980).

Les constituants Quantité en mg/kg Les constituants Quantité en mg/kg
minéraux minéraux

Potassium 200-1500 Manganese 0,2-10

Sodium 16-170 Chrome 0,1-0,3

Calcium 40-300 Cobalt 0,01-0,5
Magnesium 7-130 Nickel 0,3-1,3

Fer 0,3-40 Aluminium 60

Zink 0,5-20 Cuivre 0,2-6

plomb 0,02-0,8 Cadmium 0,005-0,15

1-3-2-10 Diverses substances

Le miel renferme aussi, des spores, des algues unicellulaires, des levures
osmotoléranteset des champignons microscopiques. En raison de la forte pression osmotique,
les microorganismes qui parviennent dans le miel ne peuvent pas s’y développer (Schiver,
2006).

2-4 Propriétés du miel
2-4-1 Propriétés physico-chimiques

Les caractéristiques physico-chimiques des miels sont tres importantes, leur
interprétation permet de déduire non seulement 1’état de fraicheur du miel mais également ses

conditions optimales de conservation ainsi que sa qualité. Certaines d’entres eux participent

aussi a I’identification de 1’origine florale d’un miel.
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2-4-1-1 Indice de réfraction et humidité

L'indice de réfraction permet de calculer une variable tres importante, la teneur en eau.
I1 est d’autant plus ¢élevé que la teneur du miel en eau est faible. Il oscille entre 1,47 et 1,50 a
une température de 20 °C. La teneur en eau d’un miel provient essentiellement de I’humidité
du nectar mais elle peut étre aussi influencée par de nombreux d’autres facteurs parmi
lesquels: les conditions climatiques lors de la récolte et les conditions de stockage (Lazarevié¢
etal., 2012 ; Belay et al., 2013).

L’humidité du miel conditionne sa conservation : plus elle est ¢levée, plus le miel
risque de se fermenter .Toutefois, I’humidité ne doit pas dépasser une teneur en eau de 18 %
(Daily, 2010).

Tableau 06: Influence de ’humidité et de la présence de levures sur le risque de fermentation
du miel (Lequet, 2010).

Teneur en eau Risque de fermentation en fonction du nombre de

levures par gramme de miel

Moins de 17,1 % Aucun risque quel que soit le nombre de levures
Del7,1a18 % Aucun risque si le nombre de levures est inférieur a 1000
De 18,1219 % Aucun risque si le nombre de levures est inférieur a 10

De 19,1 a4 20 % Aucun risque si le nombre de levures est inférieur a 1
Plus de 20 % Risque de fermentation quel que soit le nombre de levures
2-4-1-2 pH

Tous les miels sont acides. En effet, leur pH varie entre 3,2 et 5,5. Les miels de nectar
ont un pH faible (de 3,3 & 4,0) tandis que les miels de miellat ont un pH un peu plus élevé (de
4,5 a5,5) (Lequet, 2010 ; Bogdanov et al., 2011).

Cette acidité est due principalement a la teneur du miel en acide gluconique (Cavia et al.,
2007). Le pH influence la stabilité du miel et ses conditions de conservation. Les miels a pH
bas accélere le processus de la formation de I’'HMF, ce qui il faudra alors prendre un soin

particulier a leur conservation (Khalil et al., 2012).
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2-4-1-3 Conductivité électrique

La conductivité électrique est un parametre efficace pour la distinction entre les miels
floraux et les miels de miellats. Elle dépend de la teneur du miel en minéraux et en acidité (la
présence des acides organiques et des protéines) (Yucel et Sultanoglu, 2013). En général, la
conductivité ¢lectrique du miel est d’autant plus élevée que sa teneur en substances minérales

est élevée (Acquarone et al., 2007).

Ce parameétre est en rapport avec la couleur du miel. Selon (Belay et al., 2013), les

miels foncés conduisent mieux le courant électrique que les miels clairs.
2-4-1-4 Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est un des parameétres qui permet la distinction entre les miels de
miellat et les miels de nectar, en se basant sur la caractéristique optique des sucres de dévier le
plan de la lumiére polarisée. En effet, la majorité des miels font tourner a gauche la lumiere
polarisée (miel de nectar), mais il existe des miels dextrogyres (miel de miellat), qui par

conséquent font tourner le plan de polarisation a droite (Bogdanov et al., 2004).
2-4-1-5 Couleur

La coloration est une caractéristique physique importante des miels car elle est en
rapport avec leur origine florale ainsi qu’avec leur composition. La couleur du miel peut
présenter une coloration d’une trés grande variabilit¢ qui peut aller d’une teinte presque
incolore ou blanche au brun sombre. Plus le miel est clair, moins il est riche en minéraux et
inversement. Le chauffage, le vieillissement ainsi que la lumiére provoquent une

intensification de la coloration du miel (Lequet, 2010 ; Oudjet 2012).

Les caroténoides, les composés phénoliques, les minéraux et les acides aminés
(tyrosine, tryptophane) sont responsables de la couleur du miel (Lequet, 2010).
2-4-1-6 Acidité

L’acidité des miels augmente sous 1’action de la dégradation du glucose en acide
gluconique dont le taux augmente réguliérement avec le vieillissement (Bogdanov et al.,
2011). Les phénomenes de degradation spontanée du miel lors de son vieillissement naturel
ou d’un chauffage sont largement dépendants du pH au moment de la mise en pot et font eux-
mémes évoluer le pH (le miel s’acidifie en vieillissant) (Bogdanov, 2004 ; Décret n°2003-
587 du 30 juin 2003).
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2-4-1-7 Viscosité

La viscosité est tres élevée a basse température et décroit rapidement lorsque la
température augmente a 35° C, tous les miels sont fluides. Toutefois, il existe des exceptions
notamment pour certains miels qui ont une composition particuliére et une viscosité anormale
(Bogdanov et al., 2004, Bogdanov 2011).
2-4-2 Propriété biologique

2-4-2-1 Propriété antioxydante

Les antioxydants sont des substances endogenes ou exogenes capables de neutraliser
ou de réduire les dommages causeés par les radicaux libres (molécules hautement réactives)

dans I'organisme, qui sont produits suite a un stress oxydant (Ouchemoukh, 2012).

Les réactions biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux

libres initiant des réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les cellules de
notre corps, en les abimant et en accélérant le processus du vieillissement.
Normalement, le corps humain maintient 1’équilibre entre les antioxydants et les radicaux
libres en produisant simultanément les deux types de substances dans le processus
métabolique. Le déséquilibre entre ces deux types de composés conduit a un phénomene
appelé stress oxydatif (Goodarzi et Khosravi, 2013).

L’initiation des phénomenes de réactions d’oxydations en chaine dans 1’organisme
humain peut conduire a des pathologies comme l'athérosclérose, le cancer, maladies
cardiovasculaires, la cataracte, la dégénérescence musculaire, 1’altération de la cicatrisation de
la plaie et les maladies inflammatoires gastro-intestinales (Aljadi et Kamaruddin, 2004).

Un groupe important de composés phytochimiques ; les polyphénols (flavonoides et acides
phénoliques) sont impliqués dans l'activité antioxydante du miel. De nombreux phénols totaux
ont été identifiés dans le miel :

% Les flavonoides tels que I'apigénine, la pinocembrin, la kaempférol, la quercétine, la
galangine, la chrysine, 1’hespéritine et la myricétine.

% Les acides phénoliques tels que les acides cafeiques, féruliques ... (Gheldof et

Engeseth, 2002 ; Rakha et al., 2008 ; Ouchemoukh, 2012 ; Vallianou et al., 2014).
En plus de polyphénols, d'autres constituants sont connus pour contribuer a I'effet antioxydant
du miel. Il s'agit notamment des vitamines (C et E), des enzymes (catalase, peroxydase et
glucose oxydase), des caroténoides et les produits de la réaction de Maillard (Khan et al.,
2007 ; Mandal et al., 2011 ). De nombreux composants du miel, en particulier les
flavonoides et des acides phénoliques, contribuent de maniére significative a la capacité




Chapitre 2: Le miel S559%

anti-oxydante, dont la plupart fonctionne ensemble pour fournir un effet antioxydant
synergique (Moussa et al.,2012 ; Vallianou et al., 2014). De nombreuses études ont montré
que l'activité antioxydante est fortement corrélée avec la teneur en composés phénoligues,
ainsi que le miel foncé a une teneur plus élevée en composés phénoliques totaux et par
consequent une plus grande capacité antioxydante (Al-Mamary et al., 2002 ).

La capacité antioxydante du miel dépend de l'origine florale et géographique, les

conditions  climatiques et le stockage de miel. La plus grande influence sur l'activité
antioxydante du miel est liée a son origine botanique (Frankel et al., 1998 ; Al-Mamary et
al., 2002; Gheldof et al., 2002 ; Beretta et al., 2005).
En général, ’activité antioxydante d’un miel se résulte de la combinaison d’une large gamme
d’activité de ces composés. Elle est variable d’un miel a I’autre selon la source botanique et la
présence de différents composés antioxydants. En effet, le miel est connu pour étre riche en
antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques, notamment la glucose-oxydase, la catalase,
I'acide ascorbique, les caroténoides, les acides phénoliques et les flavonoides (Beretta et al.,
2005 ; Alvarez-Suarez et al., 2010). Cette derniére est considérée non seulement comme des
piégeurs efficaces des radicaux pyroxyles mais aussi des piégeurs d’ions métalliques car elles
ont des propriétés chélatrices (Al-Mamary et al., 2002 ; Ediriweera et Premarathna,
2012).

2-5 Principales transformations physiques et chimiques du miel
2-5-1 La cristallisation

La cristallisation du miel est un processus naturel et inévitable qui modifie 1’état du
miel, sans altérer sa qualité. Elle est considérée comme une premiére étape du vieillissement
du miel. Sa vitesse dépend de différents facteurs mais surtout de la teneur du miel en glucose
(Huchet et al., 1996). En effet, les miels dont la teneur en glucose est faible restent plus
longtemps liquides. La température idéale pour une bonne cristallisation du miel est de 14
°C. Cependant, les basses tempeératures retardent la croissance des cristaux de glucides et les
hautes températures entrainent la dissolution de ces cristaux et leurs disparitions (Héléne
Dailly, 2008).

2-5-2 La fermentation

Tous les miels naturels contiennent des levures, champignons microscopiques
responsables de fermentations. Ces derniers proviennent du nectar, mais également de

pollutions accidentelles dues aux abeilles ou intervenant apres la récolte (Louveaux , 1985).
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La fermentation peut intervenir lorsque plusieurs facteurs favorables sont réunis:
- Une teneur en eau du miel supérieure a 18 %.
- La présence de levures vivantes en quantité suffisante.
- Une température voisine de 16°C, et comprise entre 10 et 25 °C (Chauvin , 1968).

Le miel qui fermente dégage des bulles de gaz carbonique; sa surface se souléve, son

godt change, et il n'est plus commercialisable (Jean-prost , 1987).
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Matériel et Méthode
1- Matériel
1-1 Produits chimique

L’acide sulfurique, oxalate de potassium, sulfate de potassium, chlorure de sodium,
solution de carrez 1 (hexacyanoferrate de potassium), carrez 2 (acétate de zinc), bisulfite de

sodium, folin, acide gallique, éthanol, méthanol, quercétine, chlorure d’aluminium, DPPH.
1-2 Appareillage

pH-métre (inolab, pH 7300 N° 09060943), Agitateur magneétique (AGIMATIC-N
Jp.selecta.Sa code :N° 700243 Série/serial 05337785 Barcelona, Spain) ; Balance analytique,
Balance (Marque KERN et Sohn Gmbh D-72336 Balingen, Germany) ; Bain marie, étuve
(Memmert Desching Kung-Loading Modell 100-800); Conductimétre (WTW ;
Wissenschaftlich-Technischf Werksatten Gmbh, Germany) ; Réfractométre model (WYA
Abbe Réfractometre) ; Densitomeétre (ALLA
Hydromeétre_Areomeétre, Tp.20°C=68°F.N°0601)

Viscosimetre (RION Visco-tester VT-03F Série N° 8481887) ; Spectrophotométre (UV mini-
1240 _UV. Vis. Spectrophotométre SHIMADZU).

2- Méthodes
2-1 Analyses physicochimiques

Diverses analyses physico-chimiques sont effectuées sur deux échantillons de miel

(humidité, degré Brix, pH, pouvoir rotatoire, couleur, protéines, proline, HMF).

Le tableau suivant donne le codage utilise pour ces différents échantillons, leur

provenance géographique, leur couleur ainsi que leur texture.
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Tableau 07: Présentation des échantillons de miel étudiés.

Echantillons Provenance Couleur Texture
géographique

Miel bio France Jaune foncé Liquide

Miel thym France Marron foncé Semi cristallisé

2-1-1 Degré Brix

La teneur en eau des miels analysés est déterminée par un réfractomeétre, en se basant
sur la mesure optique de son indice de réfraction. Une goutte de miel liquide est étalée sur la
platine du prisme du réfractométre, qui est préalablement étalonné avec I’eau distillée. La
lecture du Brix ainsi que I’indice de réfraction sont faites a travers 1’oculaire au niveau de la

ligne horizontale de partage entre une zone claire et une zone obscure.
2-1-2 pH
C’est la mesure du potentiel hydrogéne d’une solution de miel a ’aide d’un pH métre.

a) Mesure du pH de nos échantillons :

» Placer dans un petit bécher une quantité de miel ;

A\

Rincer I’¢électrode a I’eau distillée puis sécher 1a avec du papier joseph ;

A\

Plonger 1I’électrode propre et séche dans la solution a analyser ;
» Attendre la stabilisation de la valeur du pH.
b) Expression des résultats :
La valeur du pH est directement lue sur 1’écran de 1’appareil. La valeur du pH de la
solution est déterminée aprés I’immersion de la cellule du pH-métre dans celle ci. Elle se

varie entre 3,5 et 4,5 pour les miels de nectars et entre 4,5 et 5,5 pour les miels de miellats.
¢) Conductivite électrique

La conductivité électrique est la mesure de la capacité d’un échantillon de miel a transmettre

un flux électrique dans une solution aqueuse de miel a I’aide d’un conductimétre.

E
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a) Mode opératoire
» Placer dans un petit bécher une quantité de miel ;

» Plonger I’¢électrode du conductimétre dans la solution (lorsque la température est a
20c+0.5°0).

b) Expression des résultats
Effectuer la lecture de la valeur qui s’affiche a I’écran. La conductivité du miel est
mesurée en siemens par cm : s.cm -1 conventionnellement la

conductivité est donnée en 10-4 S.cm-4
2-1-4 Protéines
On introduit dans chaque matras :
v 5 g de I’échantillon ;
15 a 20 ml d’acide sulfurique concentr¢ ;
2 g d’oxalate de potassium ;

Agiter les matras ;

Placer les matras dans le minéralisateur puis 1’allumer ;

AN N NN

Poursuivre 1’expérience jusqu’a 1’obtention d’une solution limpide pendant 3 a 4
heures avec une température de 390 °C, attendre 30 min puis atteindre 1’appareil et

laisser refroidir pendant 15 min.
2-1-5 Densité

Elle est déterminée au densimetre. La densité du miel varie de 1,39 a 1,44 a 20 °C.
Elle est fonction de la teneur en eau, plus un miel est riche en eau et moins il est dense (Jean-
Prost ,1987). La valeur moyenne de la densité du miel est de 1,4225 a 20 °C
(Rossant ,2011).

2-1-6 Acidite

L’acidité titrable est un critere de qualité qui sert a détecter les fermentations
indésirables du miel (Mendes et al., 1998). Elle est mesurée comme suit : cinq gramme de
miel sont dissous dans 25 ml d’eau distillée chaude, puis la solution est transférée dans une
fiole de 50 ml. Le volume est ajusté au trait de jauge avec de I’cau distillée. Apres agitation,
un volume de 25 ml de la solution est dosé avec une solution de NaOH (0,05 N). Le pH est
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noté apres chaque addition. Lorsque le pH attient 8,2 il y’a I’apparition de la couleur rose. Le

pourcentage d’acidité est calculé en utilisant la formule ci-dessous.

L’acidité titrable= chute de burette*0,64/5

2-1-7 Indice de réfraction

La détermination de la teneur en eau du miel est basée sur la mesure de I’indice de
réfraction, par la méthode de réfractométrie. Deux grammes de miel sont introduits dans un
tube a essai. Apres liquéfaction du miel a I’étuve (50 °C), une goutte de miel est déposée sur
le prisme du refractomeétre. La lecture de 1’indice de réfraction est réalisée a travers 1’oculaire
au niveau de la ligne horizontale de partage entre une zone claire et une zone obscure.
L’indice de réfraction des échantillons de miel est déterminé a 50 °C, apres étalonnage de
I’appareil avec de 1’eau distillée (Bogdanov, 1999 ;Journal officiel). La table de
CHATAWAY (Annexe N°2) donne le pourcentage d’eau correspondant a 1’indice de
réfraction a 20 °C. Une correction additive est appliquée ; le facteur de correction est de
0,00023 par degré Celsius.

2-1-8 Teneur du HMF

La teneur en HMF du miel est déterminée selon la méthode suivante : 5 g de miel sont
dissous dans 25 ml d’eau distillée. La solution est homogénéisée avec 0,5 ml de solution
carrez 1 (hexacyanoferrate de potassium a 15 %) et 0,5 ml de solution carrez 2 (acétate de
zinc a 30 %). Le mélange est transfére dans une fiole de 50 ml, puis le volume est ajusté au
trait de jauge avec de ’eau distillée. Apres filtration sur papier, les premiers 10 ml sont

récuperes.

5 ml du filtrat obtenu sont introduit dans un premier tube a essai puis additionné de 5 ml d’eau
distillée (tube analyse) et dans un deuxiéme tube a essai, 5 ml de sulfite de sodium a 0,2 %
sont ajouté a 5 ml du filtrat obtenu (tube de référence). Apres une agitation, la lecture des
absorbances est faite & 284 nm et a 336 nm. La teneur en HMF est calculée selon la formule

suivante (Bogdanov , 2002):

[ HMF (mg/Kg de miel) = (Az g 4+ - Az 3 ¢ )*149,7*5/P ]

Ou : A284 : Absorbance a 284 nm.

A336 : Absorbance a 336 nm.
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P : prise d’essai.
149,7 : constante.
2-1-9 L’humidité
a) Mode opératoire

Peser le plat vide (M1) ;

Remplir avec au moins 5 grammes de miel ;

Peser avant le séchage (M2) ;

Mettre le plat dans 1’étuve a 105°C jusqu’a la stabilisation du poids ;

Ouvrir I’étuve, laisser refroidir 10 min dans le dessiccateur ;

vV V. V ¥V V V

Peser le plat avec I’échantillon aprés le séchage (M3).
b) Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage massique qui doit étre calculer selon la formule

suivante:
Mad = M2-M3 ¢ 100

M2-m1

2-2 Dosage des antioxydants et activité antioxydante

2-2-1 Dosage des antioxydants

2- 2-1-1 Détermination des composés phénoliques totaux

La teneur en phénols est déterminée selon la méthode de (Naithanie et al., 2006). Cette
derniére est basée sur la réaction colorée des composés phénoliques avec le réactif de Folin
Ciocalteu (acide phosphotungstique et acides phosphomolybdique) qui est utilisée pour
déterminer les phénols totaux dans I’échantillon. Lors de la réaction avec des phénols, le
réactif de Folin-Ciocalteu est réduit a un oxyde de couleur bleue. La coloration produite est

proportionnelle au taux des composés phénoliques (Benazzouz, 2005).
a) La préparation des échantillons :

Brievement, 200 ul de chaque échantillon (1g de miel est dissoute dans 25 ml d’eau

distillée), sont additionnés de 1000 ul de Folin-Ciocalteu. Apres 5 min on ajout 800 ul de
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carbonate de sodium. Les échantillons sont mis a 1’obscurité¢ pendant 30 min puis la lecture
est faite a 765 nm.
Le blanc contient 200 pul d’cau distillée et 1000 ul du Folin-Ciocalteu et 800 ul de carbonate
de sodium.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique (EAG) par 100 g E en se
référant a une courbe d’étalonnage obtenue avec ’acide gallique (0,02 a 0,1 mg/ml)

b) La préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique
11 mg d’acide gallique a été pesé et les dissoute dans 11 ml de méthanol.

La gamme d’étalonnage d’acide galliqgue permet de déterminer le taux en composés

phénoliques
2-2-1-2 Détermination de la teneur en flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides des échantillons des miels ont été

quntifiés par la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996).

Le principe de la méthode de dosage des flavonoides se traduit par la formation d’un
complexe flavonoides-métaux tel que 1’aluminium qui est utilisé sous sa forme de chlorure
d’aluminium (AICI3) qui forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygenes présents
sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Arvouet-Grand et al., 1994).

a) La préparation des échantillons :

1ml de la solution du miel est mélangé avec 1 ml de chlorure d’aluminium . Le mélange
est incubé a I’obscurité pendant 10 min a température ambiante, avant de lire les absorbance a
415 nm. Les concentrations en flavonoides sont estimées en se référant a la courbe
d’étalonnage les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine par 100 g de miel (mg
EQ /100 g E).

b) La préparation de la courbe d’étalonnage de la quercétine :

Peser 8,5 mg de quercétine et dissoudre dans 8500 ul de méthanol. Les dilutions de la

quercétine s’effectuent comme indiqué dans le tableau 08.
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Tableau 08 : La préparation de la gamme d’étalonnage de la quercétine.

\ 1 2 3 4 5
Quercétine (ul) 200 400 600 800 1000
H20O (ul) 800 600 400 200 0
[mg/ml] 0,02 0,04 0,06 0,08 01
Alcl3 (ml) 1 1 1 1 1

2-3 Etude de P’activité anti —radicalaire
2-3-1 Test de DPPH (2,2-diphényl-1 picrylhydrazyl)

La détermination du pouvoir antiradicalaire est basée sur la diminution de I’absorbance a
517 nm quand le radical libre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), réagit avec un
antioxydant (Meda et al., 2005).

La molécule de DPPH (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est définie comme radical libre
stable par la vertu de la délocalisation de I’¢lectron disponible qui provoque la couleur
violette profonde, caractérisée par une absorption. Il réagit avec des groupements amine, les
phénols et les acides. Quand la solution de DPPH est mélangée a celle d’une substance qui
peut donner un atome d’hydrogéne ou un électron, alors ceci provoque la forme réduite
(DPPH2) avec la perte de la couleur violette et ’apparition d’une couleur jaune pale due a la

présence de groupement picryl et I’absorbance est lue a 517 nm (Gulcin et al., 2003).
a) La préparation des échantillons :

Un volume de 400 pl extrait (la solution de miel) est mélangé avec 2 ml de la solution de
DPPH (< a 0,9). Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 15 min avant de lire I’absorbance.
La différence d’absorbance entre la solution de DPPH en présence et en absence de
I’échantillon refléte le potentiel des composés responsables de cette activité a réduire ce

radical.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique (EAA) par 100 g de E

en se référant a une courbe d’étalonnage.

b) La préparation de la courbe d’étalonnage de ’acide ascorbique :
Peser 0,1 mg d’acide ascorbique et dissoudre dans 1000 ul d’eau distillé . Les dilutions de

I’acide ascorbique s’effectuent comme indiqué dans le tableau 09.
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Tableau 09 : La préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide ascorbique.

\ 1 2 3 4 5
Acide ascorbique 40 80 120 160 200
(D)

H20 (u) 160 120 80 40 0
[mg/ml] 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
DPPH (ml) 1 1 1 1 1

2-4 Analyse statistique

Les résultats (n = 3) sont soumis a une analyse de la variance (ANOVA). Les valeurs

moyennes sont comparées a I’aide d’Excel. Toutes les analyses statistiques sont réalisées avec

le logiciel infostat.
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1- Résultats et discussions
2-1 Les parameétre physico-chimique
2-1-1 Degré Brix

Le degré Brix ou pourcentage de matiére seche indique la quantité de sucres contenue
dans miel. Il est 78 ,4 pour le miel Bio et de 82 pour le miel Thym. Ces valeurs sont en
relation inverse avec la teneur en eau (Dailly, 2008).

2-1-2 pH

Le pH représent un bon critere de qualité et qui figure dans les normes internationales.

I1 peut étre utile dans la détermination de 1’origine botanique du miel.

Tous les miels présentent un pH acide mais, qui peut considérablement varié¢ d’un miel

a l’autre (Ibrahim et al., 2012).

La valeurs de pH des miels analysés est de 3,2 pour le miel bio et de 3,6 pour le miel
Thym. Elles sont en accord avec les recommandations du Codex alimentaire (2001), ce qui

confirme le caractére acide de ces échantillons.

Bogdanov et al., (1997) affirment que les miels issus du nectar ont un pH compris

entre 3,5 et 4,5 ceci témoigne que ces miels pourraient étre d’origine du nectar.

Ceci explique que I’acidité¢ du miel est indépendante de son origine géographique,
mais elle peut étre attribuée a la flore butinée par 1’abeille, a la sécrétion salivaire de 1’abeille
et aux processus enzymatiques pendant la transformation de la matiere premiére (Khalil et al.,
2012).

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

Les valeurs de pH du miel sont d'une grande importance lors de I'extraction et de
stockage. Toutefois, les pH faible de 1’ordre de 3,5 prédéterminent un produit « fragile » pour

la conservation duquel faudra prendre beaucoup de précautions (Terrab et al., 2004).
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2-1-3 Conductivité électrique

La conductivité¢ électrique (CE) apporte une indication précieuse sur 1’origine
botanique des miels et elle est désignée aujourd'hui lors de contrdles de routine. Elle est

étroitement liée & la concentration des sels minéraux, des acides organiques et des protéines.

La conductivité électrique des miels analysés est de 0,6 mS/cm pour le miel Bio et de
0,4 mS/cm pour le miel Thym. Selon les recommandations du codex alimentaire (2001) et le
journal officiel de la communauté Européenne 2002 , les miels ayant une CE inférieure a 0,8
mS/cm sont des miels issus de nectar, tandis que ceux qui sont issus de miellats ont des
valeurs supérieures a 0,8 mS/cm. Cependant, la conductivité électrique seule ne suffit pas a

une appellation florale (Amri, 2006).

La composition chimique (teneurs en minéraux, acides organiques, protéines et autres
substances ionisables), la variabilit¢ de 1’origine botanique de ces miels ainsi que les
conditions climatiques de la région de récolte sont a 1’origine de la variabilit¢ de la
conductivité électrique des miels analyses, c’est un parametre utilisé pour différencier entre
les miels de nectar et ceux de miellat.

2-1-4 Densité

La densité des miels analysés varie de 1,4 a 1,5 g/lcm. Ces résultats indiquent une
petite différence par rapport aux normes attribuées au miel qui est de 1,39 a 1,44 g/cm?3
(Abdulaziz et al., 2012).

Le miel commercial a la densité la plus faible. La densité du miel commercial est loin
par rapport a lintervalle ce qui est en relation directe avec la teneur élevée en eau,
contrairement a celui de miel (Bio) qui a la teneur la plus basse. La densité peut varier dans de
mauvaises conditions de conservation, un miel récolté prématurément aura une densité plus
faible (Gonnet, 1986). Par conséquent, a par le miel commercial tous les miels sont mars et

bien stockés par les apiculteurs.
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2-1-5 Acidite

D'aprés (Bogdanov, 1999) l'acidité est un critere de qualité important, elle donne des
indications fort importantes de I'état du miel, une acidité forte de milieu favorise la
dégradation des hexoses en HMF qui déprécie la qualité du miel. La fermentation du miel
provoque une augmentation de I'acidité dans le miel. L’acidité libre est ainsi exprimée en
milliéquivalents (meq) d’hydroxyde de sodium nécessaires pour neutraliser 1 kg de miel
(Bogdanov et al., 1997) et ne doit pas dépasse 50 meqg/kg. Les teneurs en acide libre des
miels (tableau N°11), ce situe entre 11 meg/Kg et 6,5 meg/Kg ; sont dans la limites autorisées
par le codex alimentarius de 1’année 2001(< 50 meq/kg) (Codex Alimentarius, 2001),

indiquant 1’absence de fermentation indésirables.

L’acide gluconique est un dérivé de glucose, est le principal composé responsable de
I’acidité du miel. Les acide non organique, acides phosphorique, sulfurique et chlorhydrique,
contribuent dans I’acidité du miel (Bogdanov et al., 2004 ; Gomes et al., 2010 ; Silva et al.,
2009). La plupart d’entre eux proviennent des sécréetions digestives des abeilles pendant
1’élaboration du miel ou résultats des réactions enzymatiques et de fermentations (Elise et al.,

2011).
2-1-6 Indice de réfraction

La teneur en eau est un facteur hautement important ; il permet non seulement d’estimer le
degré de maturité du miel mais aussi de renseigner sur la stabilité contre la fermentation et la
cristallisation au cours du stockage (De Rodriguez et al., 2004 ; Kucuk et al., 2007). Selon
(Nombré et al., 2010), I’humidité est la caractéristique la plus importante du miel car elle est
étroitement liée a sa qualité, sa viscosité, sa cristallisation, sa fermentation et a sa saveur.

Une bonne évaporation de miel du nectar transformé dans la ruche permet de produire
un miel pauvre en eau donc mir. Une teneur élevée en eau favorise la fermentation. C’est un
parameétre lieé aux conditions climatiques, a la saison, au degré de maturité, a la période

d’extraction, il peut étre affecté par le traitement thermique (Terrab et al., 2004).

La norme attribuée par le codex alimentarius de I’année 2001 et le journal official des
communautés Européenne 2002 est de 20 % au maximum. Les résultats d’analyse de nos
échantillons donnent des teneurs en eau qui varient de 14 a 16 % qui correspondent a des
indices de réfraction allant de 1,4861 a 1,4965 (Annexe N°2).
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On note que un miel pauvre en eau (16,06 %) ; ceci est un critére de qualité et de
maturité du miel. Les risques de fermentation sont faibles. Nos échantillons sont conformes
aux normes en vigueur, ils ne dépassent pas les 20%. Ceci indique un bon degré de maturite.
La variation de taux d’humidité des échantillons peut étre due aux conditions climatiques et a

la saison de la récolte (Baroni et al., 2009).

Le miel est une solution de sucre sursaturée avec une faible activité de I'eau, ce qui
signifie qu'il n'y a pas assez d'eau disponible pour soutenir la croissance des bactéries et
levures (Malika et al., 2005)

D’aprés (Zerrouk et al., 2011), l'eau et la teneur en sucre du miel sont strictement
corrélées.

2-1-7 Teneur du HMF

L’HMF est un produit de dégradation des glucides, il se présente sous forme de trace
dans les miels frais mais il augmente avec la température de stockage, le surchauffage et le
vieillissement naturel de miels (Bogdanov et al., 2004). Les recommandations de 1’Union
Européenne (2002) fixent un maximum de 40 mg d’HMF/kg de miel, des valeurs supérieures

sont révélatrices de la perte de qualité du miel.

Le taux de HMF est un facteur de qualité important qui permet de situer le niveau de
fraicheur de miel, c’est le critere le plus important et le plus fiable pour détecter les miels
surchauffés (Karabourioti, 2001). La teneur limite de HMF conseillée pour les miels de
commerce est de 80 mg kg-1 pour les miels tropicaux et 40 mg kg-1 pour les autres (Linda et
al., 2010). Le miel frais ne contient presque pas de HMF (Silva et al., 2008), dans un miel de
bonne qualité une quantité de 10 a 15 mg/Kg est admise. La teneur en HMF augmente
naturellement lors du stockage a cause de la décomposition de fructose catalysée par un acide

ou par traitement thermique (Crane, 1980).
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2-2 Antioxydant et activité antioxydante
2-2-1 Antioxydants
2- 2-1-1 Teneur en composés phénoliques totaux

Le miel contient un nombre important en composés phénoliques, ces derniers
bénéficient a I’heure actuelle d’une réputation grandissante en ce qui concerne leurs

propriétés fonctionnelles notamment leurs capacités antioxydantes.

Le taux des composés phénoliques totaux des deux miels analysés est de 22,22

mg/100g pour le miel Bio et 31,04 mg/100g pour le miel Thym .

D’aprés ces analyses, cette variation prouve que le taux des polyphénols varie en
fonction de la source florale du miel ainsi que dans une moindre mesure, des conditions

climatiques et géographiques.

La qualité et la quantité de ces composés dépend de la source florale. La teneur totale
en phénols est un bon critere d’appréciation de la qualité et des propriétés curatives du miel
(Al-Mamary et al., 2002). L’activité antioxydante est en relation étroite avec la teneur en
phénols. Selon I’étude publiée par Ouchemoukh 2003, la quantité totale de phénols varie de
22 a 32 mg/100g.

Les teneurs en composés phénoliques totaux des échantillons analysés est déterminée

a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Annexe N°3).

Une couleur foncé ce qui correspond au taux de phénols le plus élevé, 30 mg/100 et 31
mg/100 g de miel respectivement. Un miel de couleur sombre posséde un taux éleve en
composés phénoliques par rapport au miel de couleur moins foncée (Buratti et al., 2007). Le
miel commercial enregistre la teneur la plus faible, malgré que ca couleur est foncé, ce qui est
contradictoire a la relation entre le taux de phénols et la couleur, preuve que ce miel est

surchauffé et/ou adultéré.
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2- 2-1-1 Teneur en flavonoides

L’¢tude des flavonoides semble étre une technique prometteuse dans I’étude de

1’origine botanique et géographique du miel (Elke, 1998).

La teneurs des miels en flavonoides est de 3,31 mg EQ/100 g pour le miel Bio et de
5,26 mg EQ/100 pour le miel Thym. Ces résultats entrent dans l'intervalle obtenu par
(Ouchemoukh,2012) (0,30 a 35,61 mg EQ/100 g) et entrent aussi a celui de (Khalil et al.,
2012) (2,70 a 7,17 mg/100 g).

Le miel M2 est le plus riche en flavonoides dont la teneur est de: 5,37 mg EQ/100g
suivi par le miel M1 avec une teneur de 3,34 mg EQ/100 g.

Ces composés complexes sont a 1’origine de la couleur du miel et de son activité

antioxydante (Amiot et al., 1989).
2-3 Activité antiradicalaire
2-3-1 DPPH

La mesure de I’activité antiradicalaire par le radical DPPH est une méthode
couramment employée pour évaluer 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radical et simplicité d’analyse (Doukani et al., 2014). Elle est basée sur la réduction du
radical DPPH par un transfert d’hydrogéne, qui se traduit par une décoloration de la solution
de DPPH du violet au jaune (Wong et al., 2005).

L’activité antiradicalaire est de 487,025 mg/100g pour le miel Bio et de 831,34
mg /100g pour le miel Thym . Ces résultats sont inclus dans I’intervalle rapporté par
(Ouchemoukh, 2012) et ils different de celui de (Doukani et al., 2014).

Cette différence en ce qui concerne la capacité de la réduction du radical DPPH est
probablement due a la composition chimique des miels analyses, elle-méme depend de la

diversité de I’origine botanique de ces échantillons.

En effet, les miels qui sont riches en composés phénoliques et en flavonoides ont une

forte capacité de piger les radicaux libres et donc une activité antioxydante élevée.

L’activité antioxydante du miel dépend en grande partie de la composition chimique

(les polyphénols, flavonoides...) aussi bien de leur origine (Noor et al., 2014).
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Conclusion

Conclusion
La présente étude est menée dans le cadre de 1’évaluation de la qualit¢ de deux
¢échantillons de miel, en se basant sur 1’analyse de quelques paramétres physico-chimiques, ainsi

que leur potentiel antioxydant.

Les différents paramétres étudiés montrent que les deux échantillons de miel sont
conformes aux normes de Codex Alimentarius. En outre, les résultats montrent que nos

échantillons de miel ne sont ni chauffés ni mal conservés.

Les résultats physicochimiques obtenus nous permettent de constater que nos échantillons
de miel sont de bonnes qualité selon les normes établies par le codex Alimentarius. Les
parametres étudiés différent d’un miel a un autre et relévent que nos échantillons de miels
analysés sont d’origine florale. Chacun paramétre analysée contribue a une indication précise sur
la qualité du miel. Ainsi. lls peuvent étre classés en trois groupe ; ceux qui déterminent la

maturité (teneur en eau), I’origine florale (conductivité électrique, pH) et fraicheur (HMF).

L’analyse de la qualit¢ du miel par la méthode physico-chimique, bien qu’elle soit
indispensable, mais demeure insuffisante pour porter un jugement de valeur complet sur sa
qualité et sur I’adultération. D’autres techniques doivent impérativement compléter et confirmer

ou infirmer ces résultats. D’ailleurs, ¢’était I’objectif initial de cette étude.
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Les Annexes

Annexe N°01 : Normes et limites de certains parametres physico-chimiques du miel.
selon le codex alimentarius de I’année 2001 et le journal officiel des

communautés européennes 2002.

Parametres physico chimiques
Teneur en eau

Norme et limite

Teneur en sucre:

Miel en générale: <20%

Glucose et fructose
Saccharose
Sucre réducteur

Acidité libre

Miels de fleur : superieur & 45%

Miels en géneral: <5%
Miels de fleurs: >65%
Miels de miellat ou mélangés avec des miels
de fleurs>60%

Teneur en HMF

Miel en générale: <50meq kg
Miel destinés a I'industrie: <80meq par kg

Miel en générale: <40meq par kg

Conductivité électrique

Teneur en cendre

Miels de nectar: <0,8mS par cm
Miels de miellat:> 0,8mS par cm

Miels de nectar: <0,6%
Miels de miellat ou mélange avec des miels

de fleurs <1%
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Annexe N°02
Table de CHATAWAY (1935)
Indice de Teneur en Indice de Teneur en Indice de Teneur en
réfraction (20°c) eau (%) réfraction (20°) | eau (%) | réfraction(20%) eau (%)
1.5044 130 ) B
] 14935 172 14835 212
1.5038 132
_ 1.4930 17.4 1.4830 214
1.5033 134 X i
1.4925 17.6 1.4825 216
1.5028 136
1.4920 178 1.4820 218
1.5023 13.8 ] ]
) 1.4915 18.0 1.4815 22.0
1.5018 140
1.4910 182 1.4810 222
1.5012 142 ] )
) 1.4905 184 1.4805 224
1.5007 144
1.4900 186 1.4800 226
1.5002 146 )
1.4895 188 1.4795 228
1.4997 148
1.4890 19.0 1.4790 230
1.4992 150 ) )
1.4885 192 1.4785 232
1.4987 15,2
1.4880 194 1.4780 234
1.4982 15.4 ] ]
- 14875 19.6 1.4775 236
1.4976 156
1.4870 198 1.4770 238
1.4971 158
1.4865 200 1.4765 240
1.4966 16.0
1.4860 202 1.4760 242
1.4961 162 . .
. 1.4855 204 1.4755 244
1.4956 16.4 i
. 1.4850 206 1.4750 246
1.4951 16.6 X i
14845 208 1.4745 24 8
1.4946 168 )
1.4840 210 1.4740 250
1.4940 17.0
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Annexe N°03 : Les courbe d’étalonnages

Courbe de polyphénols totaux
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Résumé

Le miel est une substance sucrée que les abeilles fabriquent a partir du nectar des fleurs
ou du miellat, ayant une composition chimique variable et des propriétés physico-chimiques
diverses et propriétés antioxydantes.

Le but de ce travail est 1’étude de la qualité de Deux miels. L’analyse des paramétres
physico-chimiques du miel étudié, montre une teneur en eau de 14 a 16%. Un pH acide de 3.5 et
4. La conductivité électrique : les valeurs obtenus sont 0,18 et 0,64x1074 S/cm ce qui signifient
que nos échantillons sont d’origine Nectar. Le HMF : les valeurs obtenus sont 22 et 30 mg/kg.

Les valeurs établies par Codex Alimentaruis confirment bien nos résultats (< 40 mg/kg).

Mots clés : Miel, analyses physico-chimiques, propriété antioxydante
Abstract

Honey is a sweet substance that bees produce from the nectar of flowers or honeydew,
having a variable chemical composition and various physico-chemical properties and antioxidant

properties.

The purpose of this work is the study of the quality of Two Honeys. The analysis of the
physico-chemical parameters of the honey studied, shows a water content of 14 to 16%. An
acidic pH of 3.5 and 4. The electrical conductivity: the values obtained are 0.18 and 0.64 x 10~4
S / cm which means that our samples are of Nectar origin. HMF: the values obtained are 22 and

30 mg / kg. The values established by Codex Alimentaruis confirm our results (<40 mg / kg).

Key words: Honey, physico-chemical analyzes, antioxidant property
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