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Introduction

Introduction

Les produits de la ruche sont depuis des millénaires exploités par I'nomme. Ils sont
issus de substances naturelles, produits par les abeilles. Leurs utilisations variées assurent un
bon marché et représentent un revenu d’appoint pour 1’apiculteur. Au nombre de ces produits,
le miel est I’un des aliments les plus anciens de I’humanité qui a toujours été apprécié, d'une
part pour ses qualités gustatives et dautre part, pour ses nombreuses vertus thérapeutiques
(Donadieu, 1984).

Aujourd’hui, le miel un aliment de consommation courant .il reste un aliment apprécié

pour ses qualités gustatives originales et pour sa richesse en énergie.

Selon I’Organisation des Nations unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO), la
production du miel a augmenté durant les derniéres années .Le premier continent de

production du miel dans le monde est 1’ Asie puis I’Europe, et I’Amérique du sud et Centrale.

Selon les statistiques de 1’organisation arabe pour le développement agricole (OADA),
les pays du moyen orient sont les plus grands consommateurs de miel, sa production est
passée de 20590 tonnes dans la période de 1998 a 2002 a 22310 en 2005 (Achouri, 2015).

Le saint Coran et le Hadith du prophete présentent le miel en tant que guérisseur des
maladies ; dans le coran :« de leur ventre ,sort une liqueur ,aux couleurs variées ,dans laquelle
il y a une guérison pour les gens , il y a vraiment la une preuve pour les gens qui réfléchissent
» SOrat nahl (verset 68-69 ) , dans le Hadith le prophéte (bénédiction et paix sur lui ) a dit :
« le miel est un remede pour chaque maladie, et le coran est un reméde pour toutes les

maladies d’esprit , ¢’est pourquoi je vous recommande les deux reméde :le coran et le miel »
( Rapporté par I’'lmam Bukhari ) .

L’impact des maladies ne cesse de croitre dans le monde .cela est di généralement au
phénomene de I’antibio-résistance. Pour cette raison, des études récentes s’intéressent aux
vertus thérapeutiques des produits naturels. Le miel compte parmi ces produits les plus
importants .en raison de ses propriétés inhibitrices et thérapeutiques.de nombreuses études se
sont intéressés aux propriétés thérapeutiques du miel (Badawy, 2004 ; Baltrusaityte, 2007).

La présente étude, repose sur 1’analyse physicochimique et phytochimique des cinq
échantillons du miel ainsi que la détermination de I’activité antibactérienne vis-a-vis certains

microorganismes. Trois parties seront développées :



Introduction

La premiére partie : est une étude bibliographique sur le miel et le monde microbien.

La deuxiéme partie : traite le matériel d’étude et les méthodes suivis pour I’analyse

physicochimique, chimique, et I’activité antibactérienne.

La derniere partie est consacrée pour les résultats obtenus et leur discussion.
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I. Définition

Le miel est la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de 1’espéce Apis
mellifera a partir du nectar de plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes de
plantes ou dexcrétions laissées sur celle-ci par les insectes suceurs qu’elles butinent,

transforment en les combinant avec des substances spécifiques propres ,déposent,

déshydratent, entreposent et laissent mdrir dans les rayons de la ruche (Gout, 2008).
Il. Fabrication du miel
Deux grands acteurs interviennent dans la production du miel : I’abeille et I’apiculteur.

11.1. L’abeille

Dans une ruche, il y a différents types d’abeilles qui s’organisent pour fabriquer leur

miel, dans ce que 1’on appelle une colonie d’abeilles composée de 4000 a 6000 individus.

Une abeille, au cours de sa vie qui ne dure que quelques semaines, est amenée a
prendre part a toutes les activités de la ruche. Elle change de fonction au fur et a mesure de
son évolution physique. Ainsi, ’ouvriere passe de la fonction de nettoyeuse a celle de
butineuse, en fin de carriere, en passant par batisseuse, ventileuse, sentinelle, c’est-a-dire

gardienne (1).

Dans un premier temps, pour récolter le nectar ou le miellat, elle utilise sa langue
appelées aussi trompe. Cette langue fonctionne comme une minuscule pompe capable
d’aspirer un liquide sucré, méme présent en quantité infime. Cette langue doit en partie son

efficacité a sa pilosité et a sa forme évoquant celle d’une cuiller.

Cette derniére préléve le nectar dans les fleurs, parfois au cceur méme de la fleur,
parfois sur les pétales ou méme sur les tiges ou les feuilles quand des nectaires y participent
aussi a 1I’émission du nectar .L’abeille pompe ce nectar et le stocke dans son jabot pour le
rapporter a la ruche (Gout, 2008). Ensuite, elle retourne & la ruche pour donner sa récolte a
d’autres abeilles qui vont se charger de modifier les sucres qui composent le miellat ou le

nectar grace a leurs enzymes salivaires.

Dans un second temps, entre en jeu 1’abeille magasiniere, qui travaille a I’intérieur de
la ruche. Elle s’affaire a sécher le miel en le régurgitant plusieurs fois pour 1’étaler dans des
sortes de cellules appelées des alvéoles, créées par les abeilles batisseuses a partir des cadres

de la ruche. Et enfin, I’abeille ventileuse crée des courants d’air et augmente la température de
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la ruche en agitant tres rapidement ses ailes, téte tournée vers I’ouverture. Et ceci pendant
quelques jours, pour régler I’humidité de I’air, la température et le taux de gaz carbonique a
I’intérieur du nid. Pour finir, lorsque les alvéoles sont pleines, les ciriéres, comme leur nom
I’indique, les recouvrent d’une fine couche de cire pour bien les conserver, c’est

’operculation (1).
11.2. L’apiculteur

L’apiculteur récolte le miel dans la ruche. La récolte se fait en été et selon les étapes
suivantes : enfumage des abeilles pour travailler tranquillement, décollage et brossage des

cadres et transport dans un véhicule étanche jusqu’a la miellerie (2).
I11. Les différents types du miel

Selon I’origine florale, il existe deux types de miel ; miel de nectar et miel de miellat.
111.1. Miel de fleurs ou miel de nectar

Il se distingue comme venant les nectaires des fleurs, ou les glandes des plantes qui
sécretent une substance appelée « nectar ». La grande majorité du miel que nous consommons
est le miel de fleur (Altaman, 2010). Le nectar recueilli par les abeilles sur les fleurs est une
solution aqueuse sucrée dont la composition est variée en fonction des plantes. Ce dernier
contient une toute petite quantité de pollen que I’on retrouve dans le miel, le pollen se trouve
dans les antheres de toutes les plantes ou les abeilles butinent. Le miel « moderne » ne
contient qu’une infime quantit¢ de pollen. On peut identifier le pollen au moyen d’un

microscope ; famille végétale, genre ou espece d’origine (Mutsaers et al., 2005).
a) Miels monofloraux

Le miel réalisé a partir d’une seule espéce de fleur est un miel mono-floral (on dit
encore uni-floral), dans cette catégorie, on trouve le miel de kapok, de banane ou de café, le

miel d’acacia, d’oranger et de lavande (Altman, 2010).

Ces miels maintiennent toujours méme caractéristiques physicochimiques et
organoleptique (I'apparence, la couleur, le golt) et sont bien appréciés pour le commerce. Il
est possible de déterminer leur origine des fleurs par la reconnaissance des grains de pollen
dominants (Altman, 2010).



Chapitre | Généralité sur le miel

b) Miels multi floraux

IIs contiennent le pollen du nectar de plusieurs végétaux, ces miels dits « toutes
fleurs ».Les propriétés de ces miels sont beaucoup plus variables, par rapport aux especes

d'abeille, la fleuraison respective et les facteurs climatiques (Altman, 2010).
111.2. Miel de miellat

Il s’agit d’un liquide épais et visqueux constitué¢ par les excréments liquides des
homoptéres (psylles, cochenilles et surtout pucerons). Ces insectes piqueurs perforent les
tissus végétaux avec leurs pieces buccales pour prélever les éléments azotés de la séve, et
rejettent par leurs anus, des gouttelettes sucrées et riches en acides aminés, le miellat. Le miel
de miellat est sombre, moins humide que le miel du nectar (Rossant, 2011). La cristallisation
rapide de ce miel qui est souvent trouble, aigrelet et que se conserve moins longtemps
(Mutsaers et al., 2005).

IVV. Composition chimique

Le miel est un mélange biochimique complexe .Sa composition varie selon I’origine
des plantes butinées par les abeilles, et par le procédé de la fabrication dont cette derniére
demande plusieurs étapes et chacune d’entre elles a une influence sur la composition

chimique.

Le miel contient approximativement 181 composés. C’est un produit liquide naturel,
hautement sucré, avec d’autres composés en petites quantités tels que les acides organiques,
les acides aminés, les protéines, les minéraux, les vitamines, les enzymes, les flavonoides les
acides phénoliques, les pigments .Ainsi que des substances volatiles donnant au miel son
arébme (Nair, 2014).

IV.1. Eau

L’eau est le deuxieme composant principal du miel (17,2 g /100). Elle dépend non
seulement des facteurs environnementaux, tels que le temps et I'humidité a l'intérieur de la
ruche, mais également des traitements appliqués pendant la collection et le stockage du nectar
et du miel. C'est un parametre de qualité important, car il prévoit la durée de vie du produit et
la capacité du miel de rester stable et exempt de fermentation. La teneur en eau la plus élevée
augmente la probabilité que le miel commencera la fermentation lors du stockage. Malgré
tout, la mesure simple et rapide de la teneur en eau s'est avérée suffisante pour doser le risque
de fermentation de miel (Ronald, 2011).
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IVV.2. Hydrates de carbone

Les hydrates de carbone sont les constituants principaux du miel, ils correspondant a
95 -99 % de la matiere séche. En termes moyens, ils ont composeés principalement de fructose
(38,29/100), le glucose (31,39/100), et le sucrose (0,7 g/100), les autres hydrates de carbone
en miel constituent environ 12% en masse (Ronald, 2011).Beaucoup moins important en
poids sont les disaccharides. Ils incluent le sucrose, a environ 1 pour cent, et le maltose et
beaucoup d'autres (tel que le gentiobiose, lI'isomaltulose, le kojibiose, le lactose, le maltulose,

le melibiose, le nigerose, le trehalose et le turanose) a environ 7 pour cent.

Certains autres monosaccharides (tels que [larabinose, le galactose et le
mannose), trisaccharides (y compris centose, dextrantriose, kestose, maltotriose, panose et
theanderose), tetrasaccharides (tels que le stachyose, et encore de sucre plus complexe

comprenant I'isomaltotetraose (Stanway, 2013).
IV.3. Protéines et acides aminés

Le miel contient environ 0,2 % de protéines. Les protéines et acides aminés dans le
miel sont attribuables aux abeilles et aux sources florales, la majorité d'entre eux étant le
pollen. Les acides aminés représentent 1%.La proline est le principal contributeur avec 50 % a
85 % du total des acides aminés. En plus de la proline, les acides amines présents dans le miel
dans l'ordre décroissant de concentration sont phénylalanine, tyrosine, lysine, arginine, acide
glutamique, histidine et la valine. La concentration de la proline est un facteur supplémentaire
de qualité et dans certains cas comme critere pour estimer la maturité du miel, mais aussi un

indicateur pour détecter adultération de sucre (Boukraa, 2010).

IV.4. Enzymes
Les enzymes sont une partie plus importante de miel comme celles-ci sont ajoutées
lors de la transformation du nectar en miel par les abeilles. Les enzymes les plus importants
signalés dans les miels sont les suivantes :
» Invertase : le saccharose est converti en glucose et fructose par l'invertase, ajouté par
I'abeille et la conversion se poursuit méme aprés extraction.
C12H22011 + H2O — C6H1206 + C6H1206

Saccharose Glucose Fructose
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» Glucose oxydase : qui convertit le glucose en acide gluconique et en peroxyde
d’hydrogéne, lorsque le miel est dilué avec de l'eau et son acidité tombe, et quand il
n'y a sodium suffisante (Stanway, 2013).

Glucose + H2O — H202 + Acide gluconique
> Catalase : elle décompose le H, O, dans le miel.

D'autres enzymes dans le miel ont inclus l'acide phosphatase qui enléve du phosphate
des phosphates organiques. Le phosphate alcalin dans le miel a été aussi annoncé (Pradip,
2005).Les miels plus sombres contiennent des niveaux plus élevés d'enzymes. Les enzymes
sont inactivés par la lumiére et la chaleur excessive, qui est en partie pourquoi l'intérieur d'une

ruche est trés sombre et sa température est régulée par les abeilles ouvriéres (Stanway, 2013).

IV.5. Acides organiques et autres matieres organiques

Les acides organiques représentent une faible proportion dans le miel et I'acidite de ce
dernier est principalement due a des acides organiques dont la quantité est inférieure a 0,5%
.L’acidité contribue a la saveur de miel, la stabilité contre les microorganismes, I’amélioration
des réactions chimiques, les activités antibactériennes et anti-oxydante et granulation
(Boukraa, 2010).

1VV.6. Vitamines

Le miel est relativement pauvre en vitamines si on le compare a d’autres aliments. On
n’y trouve aucune vitamine liposoluble (Tab 1) , mais un peu de vitamines du groupe B un
peu de vitamine C, la thiamine, la riboflavine, la pyridoxine, I’acide pantothénique, I’acide
nicotinique, la biotine et I’acide folique. Les vitamines du miel ont presque toujours leur

origine dans les grains de pollen qu’il contient en suspension (Amri, 2006).
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Tableau 1 : Vitamine dans le miel en mg /100 g (Nair, 2014).

Thiamine (B1) 0.00-0.01
Riboflavine (B2) 0.02-0,01
Pyridoxine (B6) 0.01-0.32

Niacine 0.10-0.20

Acide panthothénique 0.02-0.11

Acide ascorbique (vitamine C) 2.2-2.5
Phyloquinone (vitamine K) 0.025

IV.7. Sels minéraux et oligo-éléments

Les miels de fleurs contiennent 0,1 a 0,35 g de sels minéraux et d‘oligo-éléments /100
g de miel, les miels de miellat quant a eux jusqu'a 1 g/100 g et plus. La substance minérale
principale est le potassium. Actuellement, on cherche beaucoup plus la conductivité électrique
du miel qui est plus facilement mesurable et est utilisée principalement pour la caractérisation
des miels mono-floraux .Selon I’origine géographique et botanique des miels, la teneur en
matieres minérales et la conductivité seront différentes. 1l existe un rapport linéaire entre la
conductivité électrique et la teneur en matiéres minérales d'un miel sur la base duquel il est
possible de calculer la teneur en matiéres minérales a partir des mesures de la conductivité
électrique (Amri, 2006). Les miels fonces contiennent généralement plus de minéraux que les
miels clairs. Ces minéraux est K, Na, Ca, mg, Fe, Cu, Zn, phosphore... etc. (Tab 2). Le miel
contient beaucoup moins de sodium que de potassium, c'est pourquoi il est conseillé d'utiliser
le rapport Na/K pour détecter adultération de miel avec le sirop de mais riche en fructose
(Pradip, 2005).

Tableau 2 : les sels minéraux et oligo-éléments du miel (Nair, 2014).

Les constituants Quantité en Les constituants Quantité en
minéraux mg/kg minéraux mg/kg
Potassium 200 — 1500 Manganese 0.2-10
Sodium 16 — 170 Chrome 0.1-0.3
Calcium 40-300 Cobalt 0.01-0.5
Magnésium 7-130 Nickel 0.3-1.3
Fer 0.3-40 Aluminium mars-60
Zinc 0.5-20 Cuivre 0.2-6.0
Plomb <0.02-0.8 Cadmium <0.005-0.15
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IVV.8. Lipides

De trés faible quantité de lipides ont été isolés a partir du miel, principalement 1’acide
palmitique et oléique et treés peu d’acide laurique, myristoléique, stéarique et linoléique (Nair,
2014).

IVV.9. Substances aromatiques

Les substances aromatiques ne sont pas importantes quant a leur poids. On dénombre
plus de cinquante substances aromatiques qui peuvent permettre 1’identification de 1’origine
des miels, car elles proviennent presque exclusivement de la plante (Huchet et al., 1996) .
Donadieu (1984), ajoute que ces substances donnent 1’ardme et le gott spécifique d’un miel,
mais qui ont par ailleurs des vertus thérapeutiques. Elles se conservent le mieux si le miel est
stocké au froid dans des récipients fermés. Si I'on chauffe le miel, une part de ces substances
est dégradée (Amri, 2006).

IV.10. Acides phénoliques et polyphénols

Les chercheurs ont classés les composés phénoliques présents dans le miel en trois
groupes ; les flavonoides, acides cinnamiques et acides benzoiques ou en deux groupes : les
acides phénoliques y compris les esters phénoliques et les flavonoides. Les miels foncés
contiennent plus des acides phénoliques mais moins de flavonoides que les miels clairs. Des
composés phénoliques ont été employés pour la justification de l'origine botanique et certains
d'entre eux ont été également proposés comme marqueurs d'origine botanique de miel
(Barcelo, 2013).

3.24% 1.49%

31.28%

38.19%

‘Water 17.2% Il Maltose 7.3%

Bl Levulose 38.19% [ Others 3.24%

[[] Dextrose 31.28% Il High sugars 1.49%
[] Sucrose 1.3%

Figure 1 : Composition du miel (Saravana et Mahitosh, 2009).
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V. Propriétés du miel

V.1. Propriétés physico-chimiques
V.1.1. Viscosite

Le miel est un liquide visqueux. Sa viscosité dépend d'une grande variété de
substances et par conséquent varie dans sa composition et particuliérement avec sa teneur en
eau et la température. Elle est indispensable a son traitement et il y a un lien important vers
ses applications technologiques, extraction, pompage, réglage, filtration, mixage et mise en
bouteille. Le miel de haute qualité est habituellement épais et visqueux. Si la concentration de
I'eau est augmentée, le miel devient moins visqueux. Les protéines et d'autres substances
colloidales augmentent la viscosité de miel, mais leur quantité en miel peut étre insignifiante
(Boukraa, 2010).

V.1.2.Densité

La densité du miel est une mesure de la densité du miel par rapport a l'eau et dépend

de la teneur en eau. La densité du miel est de 1,40 a 1,45 g/cm3, il est plus lourd que I'eau.

Autres facteurs tels que la source florale affectent lIégerement la densité du miel, les
miels de différentes origines ou lots devraient étre bien mélangés pour éviter la superposition
(Boukraa, 2010).

V.1.3. Activité de ’eau

L’activité de 1’eau dans un produit est le rapport entre la pression de vapeur d’eau a la
surface du produit et la pression de vapeur de I’eau pure (vapeur saturée) a la méme
température T du produit (Amrouche, 2010).L'influence de la composition du miel sur la
valeur aw a été étudiée dans les travaux de Ruegg et al (1981). Les valeurs aw du miel varient
entre 0,55 et 0,75. Les miels dont l'aw est < 0,60 peuvent étre du point de vue
microbiologique, qualifiés de stables. Bien que l'activité de l'eau soit un facteur de qualité
important, on ne la détermine que rarement (Bogdanov et al., 2003). Auparavant, la mesure
de Dlactivité¢ de 1’eau était longue et frustrante. Les nouvelles technologies de mesure ont

grandement amélioré la rapidité, la précision et la fiabilité des mesures (Chouia, 2014).
V.1.4. Conductivité electrique

La conductivité électrique est la capacité d'un matériel a transporter la circulation d'un

courant électrique. Dans le miel, la conductivité électrique dépend principalement de la teneur

10
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en minéraux du miel. Elle est le parametre de qualité principale pour le miel, qui est spécifié
dans le codex alimentaire. la valeur de I'EC devrait étre pas plus de 0,8 mS.cm-1 pour le miel
de nectar et le melange des miels de fleur et miel de miellat et pas moins de 0,8 mS.cm-1

pour des miels de miellat et de chataigne (Boukraa, 2010).
V.15. pH

Bogdanov et al (1999) qui ont signalé que les miels issus de nectar ont un pH compris

entre 3,5 et 4,5, par contre ceux provenant des miellats sont compris entre 5 et 5,5.

Ibrahim et al (2012) indiquent que le miel est naturellement acide indépendamment
de son origine géographique, qui peut étre due a la présence dacides organiques qui
contribuent a sa saveur et sa stabilité contre la détérioration microbienne. Le pH des
échantillons du miel est important au cours du processus d'extraction, car elle affecte la
texture, la stabilité et la durée de vie. Le pH du miel est suffisamment bas pour ralentir ou

empécher la croissance de nombreuses espéeces de bactéries (Malika et al., 2005).
V.2. Propriétés organoleptiques
V.2.1. Couleur

La couleur constitue un critére de classification notamment d’un point de vue
commercial. Plus il est clair, moins il est riche en minéraux et inversement. La couleur du
miel est un autre paramétre de qualité. Les miels sont divisés en sept catégories de couleurs,
elle va du jaune trés pale (presque blanc) au brun trés foncé (presque noir) en passant par
toute la gamme des jaunes, oranges, marrons et méme parfois des verts ; mais le plus souvent
le miel est blond . Elle est due aux matiéres minérales qu'il contient. La teneur en cendres des
miels est inférieure a 1%, la moyenne étant 0.1%, la variabilité est grande puisque les miels
les plus pauvres en matieres minérales contiennent 0.02% de cendres. Il s'agit des miels tres

clairs ; les plus foncés étant les plus minéralisés (Chouia, 2014).
V.2.2. Odeur

Dans les différents miels, les odeurs varient considérablement mais s’évaporent
rapidement. Elles sont végétales, florales ou fruitées, puissantes ou non, fines, lourdes,

vulgaires. Une odeur de fumée ou de fermentation est un défaut (Guerzou et Nadji, 2009).

11
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V.2.3. GoQts

Il s’agit des arbmes, de la saveur (acide, sucré salée, amere) et de la flaveur par voie
rétronasale. Ils sont végétaux, floraux, empyreumatiques, fins, puissants ou persistants
exogenes. L’arriére-godt peut étre amer ou acide et laisse en fin de bouche de tanin, de rance,
de fumée (Guerzou et Nadji, 2009). Donc I’aréme, le goit et la couleur du miel dépendent
des plantes ou les abeilles ont récolté le nectar. Les tournesols, par exemple, donne un miel
jaune d’or ; le tréfle donne un miel sucré et blanc. Le miel foncé a généralement un gotit plus
prononcé et sa teneur en sels minéraux est élevée ; le miel clair a une saveur plus délicate
(Chouia, 2014).

V.3. Propriétés alimentaires et diététiques

Le miel non contaminé est un aliment sain, léger, naturel et riche en calories. Il
contient des glucides, des protéines, des lipides, des enzymes et des vitamines. Une cuillere a
soupe du miel fournit 60 calories et contient 11 g de glucides, 1 mg de calcium, 0.2 mg du fer,
0.1 mg de Vitamine B et 1 mg de vitamine C. Il est largement disponible mais son potentiel
médical est encore peu exploitable. Son mode d'action n'est pas encore complétement élucidé

et ses propriétés curatives demandent plus d'évaluation et d'investissement.

Aux propriétés bénéfiques du miel miraculeusement exprimeées dans le Saint Coran et
la Sunna il y a 14 siecles, s'oppose une réticence de la science moderne pour accepter et

exploiter le "remede traditionnel*'(Lina et al., 2011).
V.4. Propriétés thérapeutiques
V.4.1. Propriétés anti-diarrhéiques

A une concentration de 40%, le miel a un effet bactéricide sur différentes bactéries de
I'intestin souvent associées a la diarrhée et la dysenterie comme Salmonella, Shigella, E. coli
enteropathogéne et Vibrio cholera. Une étude a montré que le miel donné avec un liquide de

réhydratation aux enfants réduit la durée de la diarrhée bactérienne (Lina et al., 2011).

V.4.2. Propriétés cicatrisantes des blessures et anti-inflammatoire

Grace a sa capacité a absorber ’humidité de 1’air, le miel facilite la guérison et la
cicatrisation des blessures. A 1’origine de ce phénomeéne est la capacité du miel a stimuler le
développement des cellules épithéliales formant la nouvelle peau sur une blessure en cours de
cicatrisation.De cette maniére, et ce méme en cas de blessures étendues, le miel permet

d’éviter le recours a une transplantation (Harun, 2003).
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Le miel & un effet anti-inflammatoire, ce qui réduit la tuméfaction d’une blessure. Ceci
améliore la circulation et ainsi active le processus de cicatrisation. Il réduit aussi la douleur. Il
ne colle pas aux tissus sous-jacents a la blessure, donc le tissu nouvellement formé n’est pas
rattaché, et aucune douleur n’est ressentie lorsque les pansements sont chargés (Harun,
2003).

V.4.3. Action antianémique

Cette action serait en relation avec la présence de fer et de cobalt dans le miel. Le
cobalt est un composant normal de la vitamine B12 qui intervient dans I'organisme lors de la
biosynthese de nombreuses substances et dans différents mécanismes, notamment comme

activateur de I'nématopoiése (Maameri, 2014).
V.4.4. Action apéritive et digestive

Les acides présents dans le miel influencent favorablement I'appétit et la digestion
(Maameri, 2014).

V.4.5. Propriétés antitussives, expectorantes et adoucissantes

En effet, le miel calme la toux, facilite I’expectoration, et soulage les maux de gorge
(Maameri, 2014).

V.4.6.Action préventive vis a vis des cancers

Le risque de cancers est accru dans une population qui présente un déficit en
vitamines, en oligo-éléments et en certains nutriments indispensables au métabolisme
cellulaire et a la production d’enzymes et d’hormones. Ces nutriments qui ont une action
inhibitrice sur le processus cancérigene se trouvent pour la plupart dans le miel. On peut
notamment citer les flavonoides, qui ont la capacité de ralentir le processus d’évolution des

tumeurs (Maameri, 2014).
V.4.7. Propriétés antioxydants

Le mécanisme protecteur antioxydant du miel utilise a la fois les enzymes tels que la
catalase et la peroxydase, les composants phénoliques, les flavonoides, les acides organiques
comme 1’acide ascorbique et des acides aminés comme la proline .Toutefois, les composés
phénoliques sont les plus importants dans cette activité. Les antioxydants sont des substances

qui, présentent a faible concentration, sont capables de supprimer, retarder ou empécher les
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processus d’oxydation et ses conséquences. Les sources d’antioxydants sont nombreuses et

variées : extrait d’herbe, de miel, de fruits, de 1égumes, de thé.

En regle générale, les miels foncés et les miels ayant une forte teneur en eau ont une
capacité anti-oxydante plus grande que celle des autres miels. De plus, I’activité anti-oxydante
des miels est trés variable d’un miel a un autre, et elle dépend essentiellement de son origine

botanique (Maameri, 2014).
V.4.8.Propriétés antimicrobienne du miel

Depuis Van Ketel qui pour la premiére fois en 1892 avait fait état de 1’activité
antibactérienne du miel ; les différents aspects des propriétés antibactériennes du miel ont été
abondamment étudiés. Mais les raisons de 1’activité antibactérienne du miel sont
controversées. ALLEN a montré qu’il existe différents types de miels avec ou sans activité
antibactérienne, et a émis 1’hypothese que I’activité antibactérienne du miel dépend du type de
fleur, source de nectar. Ainsi donc les fleurs a partir desquelles les abeilles butinent le nectar
contribuent a la différence de 1’activité antibactérienne des miels (Bogdanov, 1984).
Cependant selon (Badawy et al., 2004), Il est évident que ’activité antibactérienne du miel
décroit avec le temps et que, les différentes espéces de bactéries different dans leur sensibilité
au miel. On ne connait pas encore tous les composants antibactériens du miel et ses vertus
curatives continuent de constituer une énigme pour les chercheurs (Bogdanov et Blumer,
2001).

Selon Bogdanov (1997) il existe deux sortes d’agents antibactériens appelés
«inhibines». A noter que le concept « inhibines » a été introduit pour la premiere fois en 1937
par DODD et ses collaborateurs pour qualifier les agents antimicrobiens. L’une d’elles est
sensible & la lumiére et a la chaleur, et trouve son origine dans le peroxyde d’hydrogéne,
produit par le glucose oxydase du miel. L’activité antibactérienne non peroxyde est insensible

a la lumiére et a la chaleur et reste intacte apres stockage du miel pour de longues périodes.
Selon Descottes (2004), plusieurs facteurs sont mis en avant a savoir :

» Osmolarité
L'effet osmotique est la conséquence de la forte teneur en sucre 84% étant un mélange
de fructose et glucose dans le miel. Ce dernier agit comme une solution hypertonique et I'eau
contenue représente habituellement 15 a 21% du poids La forte interaction de ces molécules

de sucres avec les molécules d'eau laisse tres peu de molécules d'eau disponible pour les
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micro-organismes et conduit & une déshydratation qui absorbe l'eau vitale de ces derniers.
L'effet osmotique joue un role fondamental dans I'action anti bactérienne du miel, toutefois un
certain nombre de bactéries n'étant pas inhibées dans des milieux a faible coefficient

hydrique, il est clair que d'autres mécanismes interviennent (Brudzynski, 2006).

> Effetdu pH
Le pH du miel est relativement acide, il varie entre 3,2 et 5,5. Cette acidité est
principalement due a sa teneur en acide gluconique et en gluconolactone. D'autres études
retrouvent la persistance d'une activité antibactérienne marquée lorsque le miel a été
neutralisé. Malgré ces observations cela ne signifie pas que l'acidité ne contribue pas a

l'activité antibactérienne du miel.

Le pH du miel semble étre suffisamment bas pour ralentir ou éviter la croissance de
nombreuses especes pathogenes (Brudzynski, 2006). Cependant certains miel ont un pH
nettement plus élevé, entre 5 et 6 (ex : miel de chataignier, miel de miellat, mais ceux-ci

possedent néanmoins un effet antibactérien (Bogdanov et Blumer, 2001).

» Peroxyde d'hydrogéne H202
L'activité antimicrobienne de certains miels dépend de leur contenu en peroxyde
d'’hydrogéne endogene. L'eau oxygénée aussi appelée peroxyde d'hydrogéne est considérée
comme la principale inhibitive du miel. Elle est produite par réaction enzymatique ; c'est la
glucose-oxydase, sécrétée par les glandes hyopharyngiennes de labeille lors de la

transformation du nectar en miel qui permet la réaction suivante :

Glucose + H20 H202 + Acide gluconique

—
La réaction montre que la production d'eau oxygénée et d'acide gluconique résulte de
I'oxydation de I'eau et du glucose. La catalase réduit I'eau oxygénée, ainsi la concentration en

peroxyde dépend donc de l'activité de ces deux enzymes (Brudzynski, 2006).

» Autres facteurs antibactériens
L'activité peroxydasique n'est pas la seule responsable de l'effet antibactérien, car
lorsque l'on chauffe un miel, on inactive le glucose oxydase sans pour autant inhiber
totalement les propriétés antibactériennes de ce miel. De méme le pouvoir antibactérien du
miel ne semble pas affecté quand on le traite avec des catalases qui détruisent le peroxyde

d'hydrogéne.D'autres facteurs contribuent a faire du miel un produit antibactérien. Des
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travaux ont montreé la présence d'autres facteurs antibactériens dans des miels a I'état naturel :

flavonoides, acides phénoliques.

Certains miels sont doués d'une activité qualifiée de "non peroxydasique", c'est-a-dire
qu'ils conservent un fort pouvoir antibactérien méme quand leur activité peroxydasique est
neutralisée (catalase, chauffage...) ; c'est le cas notamment de miels néo zélandais et australien

issus d'arbustes Leptospermum spps (Hoyet, 2005 ).
V.4.9.Action antifongique

Il a été démontré que le miel est capable d'éliminer certaines toxines, notamment
d'origine fongique. Une solution de miel comparée a une solution isotonique de saccharose
inhibe complétement la croissance des moisissures comme Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatis, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Candida albican, Penicillium spp,

Penicillium chrysogenum (Maameri, 2014).
V1. Les miels toxiques

Il existe de tres rares cas d’empoisonnement par le miel ; le plus souvent, il s’agit de
miel provenant de plantes de la famille des Ericacées. En effet, les principes toxiques de
certaines plantes peuvent se retrouver dans le nectar des fleurs et par conséquent, dans le miel.
Les substances incriminées sont des diterpenes, les grayanotoxines. Le constituant majoritaire
responsable de la toxicité est la grayanotoxine I (andromédotoxine notamment 1’acétyl-
andromédol). Accroissant la perméabilité membranaire aux ions sodium, cette molécule
dépolarise la plupart des cellules électriqguement stimulables. On la retrouve dans certaines
especes de rhododendrons d’Asie mineure (Rhododendrum luteum et Rhododendrum

ponticum), et d’Amérique du Nord (Rhododendrum maximum).

D’autres plantes peuvent étre a 1’origine de miels toxiques comme 1’azalée (Azalea
nudiflora) et la datura stramoine (Datura stramonium) aux Etats Unis, ou encore, les fleurs du
rewarewa (Knightia excelsa) en Nouvelle-Zélande, troéne, ailante, buis, aconit, cigué,
belladone, digitale. Heureusement, seule une présence massive de ces especes vegétales rend
le miel toxique ; autrement, méme si les abeilles butinent ces plantes, le produit final ne

comporte pas la moindre contre-indication (Rossant, 2011).
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VII. Principales transformations physiques et chimiques du miel

VI1.1. Cristallisation

Selon Huchet et al. (1996), la cristallisation des miels est un phénomene tres
important car c¢’est de lui que dépend en partie la qualit¢ du miel .Il dépend des facteurs

suivants :
VI1I1.1.1. Teneur en sucres

Plus la teneur en glucose est élevée, plus rapide sera la cristallisation du miel, les miels
avec plus de 28% du glucose se cristallisent tres rapidement, mais aussi, plus la concentration
en fructose par rapport a celle du glucose (rapport fructose/glucose) est élevee, plus la
cristallisation est lente .En principe, le miel reste liquide au-dessus d’un rapport fructose

/glucose proche de 1,3 (Bogdanov, 1999).
VI1.1.2. Température

La température optimale pour la cristallisation du miel se situe entre 10 et 18 °C. Une
température constante de 14 °C est idéale pour un miel a teneur en eau moyenne. Les basses
températures retardent la croissance des cristaux. Les hautes températures entrainent la
dissolution des cristaux qui disparaissent totalement a 78°C (Huchet et al. 1996 ; Bogdanov,
1999).

La température idéale pour une bonne conservation du miel doit étre comprise entre 12
et 16°C, elle est ralentie a plus basse comme a plus haute température. Mais dans ce dernier
cas, la dégradation du miel se caractérise par un taux d’HMF croissant dans le temps (Djerd,
2008).

VI11.1.3. Teneur en eau

Les miels avec une teneur en eau de 15 a 18 % ont une bonne cristallisation .ceux dont
la teneur est inférieure ou supérieure se cristallisent plus lentement, ceux au contenu hydrique

faible deviennent durs, alors que ceux avec plus de 18 % d’cau reste mous (Bogdanov, 1999).
VI11.2. Fermentation

Tous les miels naturels contiennent des levures, des champignons microscopiques
responsables de fermentation alcooliques. 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 est supérieure a 18 %.

> La présence de levures vivantes en quantité suffisantes.

> Une température voisine de 16°C, et comprise de toute fagon entre 10 et 25°C.

Le miel qui est fermenté dégage des bulles de gaz carbonique ; sa surface se souléve,
son gout change et il n’est pas commercialisable, La fermentation reduit les sucres
fermentescibles comme le glucose, le mannose, le fructose en alcools et CO2, glycérol (3 a
5%), acide succinique (0,5%) et autres produits secondaires (Butane 2.3 —diol) (0,5%)
(Rakotondraparany, 2011).
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Introduction

L'homme vit dans un environnement peuplé d'un grand nombre de microorganismes
qui sont présents dans l'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les eaux marines, a la
surface de la peau et les muqueuses ainsi qu'au niveau du tube digestif, de I'arbre respiratoire
et de l'appareil urinaire. Ces microorganismes sont constitués par les bactéries, les virus, les
champignons et les parasites. 1ls sont soit des hétes naturels de I'nomme et donc saprophytes
(flore digestive par exemple), soit ils déterminent une infection et donc Pathogénes (Khiati,
1998).

I. Les souches bactériennes étudiées et leurs roles pathologiques

I.1. Bactéries a Gram négatifs
1.1.1. Genre Pseudomonas

Ce genre appartient a la famille des Pseudomonadaceae. Les bactéries de cette famille

sont des batonnets, mobiles par cils polaires, aérobies strictes.

P.aeruginosa se cultive facilement sur milieux usuels, en aérobiose, a la tempeérature
de 30°C, il est frequemment isolé sur la peau et les muqueuses de I'nomme ou de I'animal, il
est aussi particulierement résistant aux antibiotiques et méme aux antiseptiques. En milieu
hospitalier il est a lI'origine de des infections et de suppurations locales ou profondes, isolé
essentiellement chez des patients présentant une immunodéficience locale ou générale (brdlés,
cancéreux, etc.), et trés fréguemment impliqué dans les infections nosocomiales (infections
pulmonaires, cutanées...). De méme qu'il est phytopathogéne avec beaucoup d'autres espéces

du méme genre (Leclerc et al., 1995).
1.1.2. Famille des Entérobactéries

Ce sont des hotes du tube digestif de I'nomme et des animaux, mais aussi de
nombreuses souches de cette famille ont été isolées de I'environnement aquatique ou terrestre.
Les bactéries de cette famille se cultivent facilement sur milieux ordinaires et utilisent une
trés large variété de composés organiques simples comme source d'énergie: sucres, acides
aminés, acides organiques. Elles sont anaérobies facultatives, batonnets, mobiles par cils
péritriches ou immobiles, possédant des fimbriae appelés aussi pili communs, qui leur
conferent des propriétés d'adhésion aux cellules animales. La plupart des Entérobactéries

pathogenes se multiplient a la température optimale de 37°C (Leclerc et al., 1995).
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1.1.2.1. Genre Escherichia

Ce genre comprend 5 espéces, mais E. coli est la plus importante. Cette espece est
subdivisée en sérotypes sur la base des antigénes présents. E. coli, un héte commun de
I'intestin de I'nomme et des animaux ; elle est recherchée a ce titre, comme germe témoin de

contamination dans I'eau et les aliments.

A lintérieure de l'espéce il y a des pathotypes souvent associés a des sérotypes
particuliers. Certains de ces pathotypes sont responsables d'infections intestinales
(gastroentérites et diarrhées), leur pouvoir pathogene est induit par des facteurs d'adhésion
et/ou la production dentérotoxines. E.coli entéropathogene (diarrhées infantiles), E.coli
entérotoxinogene (turista), E.coli entéroinvasif (invasion des cellules intestinales), E.coli
entéronémorragique (diarrhées sanglantes), E. coli entéroadhérent (diarrhée du voyageur).
D'autres responsables de méningites néonatales, provoquent des infections du tractus urinaire,
ou encore des septicémies qui correspondent a un nombre restreint de sérotypes (Leclerc et
al., 1995).

I.2.Bactéries a gram positif
1.2.1.Genre Staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans
pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin sont immobiles et se
cultivent sur des milieux contenant 5% de Na Cl et pour certains jusqu'a 10 et méme 15%. Ils
sont aérobies ou anaérobies facultatifs. 1ls sont des germes ubiquistes largement distribués
dans l'environnement naturel de I'nomme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte

densité sur les surfaces cutano-muqueuses des mammiferes.

Les staphylocoques ont un pouvoir pathogene opportuniste extrémement large qui
s'exerce avec une grande fréquence en milieu hospitalier. L'espece S.aureus responsable
d'infections pyogénes de la peau et des muqueuses, mais aussi osseuses (ostéomyeélite),
digestives un agent de plus en plus fréquent d'infections nosocomiales. Cette espéce
bactérienne est 1’une des espéces les plus sensibles a I’action antibactérienne du miel ; il a été
souvent fait état de la compléte inhibition de staphylococcus aureus par des miels dilués a des

concentrations trés basse (Leclerc et al., 1995).
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I1. Mécanismes de défense contre les micro-organismes

I1.1.Agents antimicrobiens

On désigne par agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique
inhibant la croissance et/ou la survie des micro-organismes (Asada et al., 1998). Ces
substances ayant une affinité pour les cellules des parasites et le pouvoir de les tuer plus fort
que les dommages qu'elles causent a I’organisme ; ce qui rendra possible la destruction des

parasites sans perturbation sérieuse de I'organisme (Perry et al., 2002).
11.2. Types d’agents antimicrobiens

Il existe trois types d’agents antimicrobiens : physiques, chimiques et chimio

thérapeutiques.
11.2.1. Agents physiques

De nombreux agents physiques exercent un effet antagoniste vis-a-vis des
microorganismes. La chaleur ou certains types de radiations ont une action létale qui permet
leur emploi dans la stérilisation de différents milieux. D’autres agents moins agressifs, comme

la dessiccation limitée sont utilisés a d’autres fins.

Les principaux agents physiques sont la chaleur (humide ou seche), les radiations
(micro-ondes, rayons ultra-violets, rayons gamma, rayons béta, rayons alpha ; rayons
X).Chaque type de radiation a une longueur d’onde spécifique qui détermine son énergie, son

mécanisme d’action et son domaine d’application (Bousseboua, 2001).
11.2.2. Agents chimiques

Ils correspondent aux substances utilisées comme désinfectants et antiseptiques. Les
désinfectants sont des agents antimicrobiens utilisés sur les matériaux inertes ; leur action est
létale ou inhibitrice de la croissance microbienne. Les antiseptiques ont la méme nature
chimique que les désinfectants mais leur toxicité plus réduite permet leur emploi sur les tissus
vivants. Les désinfectants et antiseptiques les plus largement employés sont les alcools, les
composés phénoliques qui agissent par dénaturation des protéines et altération des membranes

cellulaires, les aldéhydes, les halogénes et les détergents (Bousseboua, 2001).
11.2.3. Agents chimio thérapeutiques.

Un agent chimio thérapeutique est un composé chimique ou de synthése qui inhibe le

développement des microorganismes. Ce composé agit a faibles doses, il exerce une action
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trés spécifique sur le fonctionnement cellulaire tout en ayant une toxicité sélective. Il inhibe le
développement de sa cible ou la tue tout en éetant inoffensif pour I'n6te. Dans ce groupe, on
retrouve les antibiotiques, les antifongiques et les antiviraux ; Il existe actuellement deux
grandes catégories d'agents chimio thérapeutiques antibactériens : les sulfamides et les
antibiotiques ; ils ont des modes d'action comparables et se distinguent principalement par
leur origine. Les sulfamides sont des produits de synthese alors que la majorité des
antibiotiques sont d'origine naturelle (les plus anciens) dautres de synthese ou d’hémi
synthése. Les agents chimio thérapeutiques comprennent cing groupes selon qu'ils affectent la
synthese de la paroi, les échanges cellulaires, la réplication et la transcription de I'ADN, la
synthese des protéines ou certaines réactions du métabolisme intermédiaire (Prescott et al.,
1995).

11.3. Mode d'action des agents antimicrobiens

Les agents antimicrobiens agissent par différents mécanismes et peuvent étre utilises
de diverses maniéres, selon les objectifs recherchés et leur spécificité d'action qui peut étre

germicide ou germistatique.
11.3.1. Action germicide

Cette action caractérise les agents ayant une action létale sur les microorganismes. En
fonction de la catégorie de microorganismes ciblés, les agents antimicrobiens exercent une
action bactéricide (agent antibactérien), algicide (agent anti-algues), fongicide (agent anti
champignons), virucide (agent anti-virus) ou antiparasitaire (agent anti-protozoaires).
(Bousseboua, 2006).

11.3.2. Action germistatique (bactériostatique et fongistatique)

Dans ce cas, les agents inhibent la croissance du microorganisme sans le tuer (bactérie
ou Champignon). Les substances bactériostatiques inhibent temporairement le developpement
microbien, les microorganismes recommenceront a se développer des que la concentration de
la substance aura diminué ou des que l'application du procédé physique sera interrompue
(Guiraud 1998).

11.3.3. Détermination des doses minimales inhibitrices et bactéricides

La construction des courbes de croissance in vitro en présence de concentration
croissante en agents antimicrobiens permet de définir des concentrations limites : ¢’est-a-dire

la concentration pour laquelle on n'observe pas de croissance visible. La concentration
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inhibitrice 50 % ou CMI correspond a une croissance égale a la moitié de la croissance du
témoin et la concentration minimale bactéricide (la CMB) correspond a la concentration
permettant de tuer tous les micro-organismes. Celle-ci est appréciée par étalement apres
culture. Ces méthodes sont adaptables aussi bien aux antibiotiques qu’a d'autres substances

bactéricides (Perry, 2002).
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Cette étude a été réalisée dans le laboratoire de biochimie université 08 mai 1945 et de
bactériologie de I’hopital Ibn Zohr de Guelma. Elle a été divisée en deux parties, dont 1’une
était sacrifiée pour 1’étude physico-chimique, phyto-chimique des cing échantillons du miel

Algérien, et ’autre pour 1’étude bactériologique de ces variétés du miel a effet antibacterien.
I. Matériel

1.1. Les échantillons de miels

Dans le but de tester et de prédire I’activité antibactérienne du miel naturel ; il a été
utilisé cinq variétés de miel naturel d’origine botanique récoltés de deux sites du I’Est
algérien; il s’agit de la région de Guelma ( Boumahra Ahmed , Hammam Nbail ) , et Al Tarf
( Bouteldja , Barrihane , Al Tarf), La collecte des échantillons de miel a été effectuée au cours
1’été de I’année 2014.

Chaque échantillon du miel récolté est conservé dans des flacons en verre stériles (Fig
2), hermétiquement fermé et garde a la température ambiante, cette technique est utilisée pour
protéger les composés sensibles a la chaleur et & la lumiére.

Figure 2 : Les échantillons du miel.
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Le tableau suivant présente les cing échantillons de miel prélevés en 2014 provenant

de différentes régions :

Tableau 3 : Présentation des échantillons du miel étudiés.

Région de récolte L’origine
Echantillon 1 (E1) Bouteldja Mono florale
(El Tarf) (Eucalyptus)
Echantillon 2 (E2) Boumahra Ahmed (guelma) Miel de montagne
Echantillon 3 (E3) Berrihane Miel de montagne
(El Tarf)
Echantillon 4 (E4) Hammam Nbail Miel de montagne
(Guelma)
Echantillon 5 (E5) El Tarf Miel de montagne

1.2. Les souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes testées ont été identifiées par le laboratoire de bactériologie
de I’hépital d’lbn Zohr de Guelma, ou elles ont été isolées. Il sagit d'isolats cliniques
responsables d'infections nosocomiales, deux souches a Gram négatif : Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa ; une autre a Gram positif : Staphylococcus aureus.
1.3. Les Milieux de cultures utilisés

Les bactéries d’intérét médical les plus fréquemment responsables d’infection arrivent
a se développer sur des milieux de culture ; ces milieux de culture sont indispensables a la
multiplication bactérienne ce qui permet par la suite une identification bactérienne ainsi que
I’étude de la sensibilité aux antibiotiques lorsque la bactérie est isolée en culture pur
(Francois et al., 2007).
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Milieu de base (bouillon nutritif) : le milieu liquide de base est représenté par le bouillon
nutritif ordinaire qui est composé de trois composants principaux, les peptones, les extraits de
viande et les extrais de levure, ce milieu de base est utilisé pour un grand nombre de micro-

organismes ne présentant pas d’exigences particulieres (Francois et al., 2007).

v' Milieu d’isolement (Gélose de base): Les milieux d’isolement ;
contrairement aux précédents; sont des milieux solides qui permettent
d’obtenir des colonies isolées permettant d’effectuer les tests
d’identification ou d’étudier la sensibilité aux antibiotiques des bactéries
d’intérét médical (Francois et al. 2007).

v' Gélose nutritive(GN) : c’est un milieu d’isolement non-sélectif ;
I’isolement est réalis¢é dans le but de controler la pureté d’une souche
bactérienne ou de purifier la souche bactérienne si elle est contaminée (3).

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

antibiotiques) (Francois et al., 2007).
Il. Méthodes Analytiques

I1.1.Analyses physico—chimiques du miel

Durant la période d’échantillonnage, six paramétres physico-chimiques ont été
déterminées ; ’odeur et le godt, le pH, 1’acidité libre, la conductivité électrique et la densité

optique.

11.1.1.0deur et golt : L’odeur du miel est variable (Blanc, 2010). L’ardme, le goit et la
couleur du miel dépendent des plantes ou les abeilles ont récolté le nectar, Les tournesols par
exemple donne un miel jaune d’or ; le tréfle donne un miel sucré et blanc. Le miel foncé a
généralement un godt plus prononcé et sa teneur en sels minéraux est élevée ; le miel clair a

une saveur plus délicate (Bradbear, 2005).

11.1.2.Détermination du pH : Le pH du miel a été mesuré avec une électrode de pH reliée a
un pH-meétre dans une solution préparée avec 10 g de miel dans 75 ml d'eau distillée (Gomes
et al., 2010).
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11.1.3.Détermination de I’acidité libre

L’acidité libre a été déterminée par titrage potentiométrique. Dix grammes de miel ont
été dissous dans 75 ml d'eau distillée, puis une solution alcoolique de phénolphtaléine (4a 5
goutes) a été additionné, La solution a été titree avec NaOH 0,1 N, L’acidité (exprimés en
milliéquivalents d'acide par kg de miel) a été déterminée comme 10 fois le volume de NaOH
utilisé dans le titrage (L’acidité = ml de NaOH 0,1 M x 10) (Gomes et al., 2010).

I1.1.4.Détermination de la conductivité électrique (CE) : La conductivité électrique est un
bon indicateur de l'origine botanique du miel, trés souvent utilisé dans le contréle de routine
du miel. Cette mesure nécessitant seulement instrumentation peu codteux, c'est une méthode

trés facile et rapide.

La CE est décrite en Bogdanov et Baumann (1997), Elle est déterminée par un
conductimétre a 20°C d’une solution du miel a 20%, la lecture est faite directement apres
I’immersion de la cellule dans la solution. Les résultats ont été exprimés en milliSimens /Cm
(Benaziza et Schweitzer, 2010).

I1.1.5.Mesure de la densité optique (DO) des miels: C’est la capacit¢ d’un milieu a
absorber la lumiére qui le traverse ; la mesure de 1’absorbance a été fait selon la méthode de la
FAO (1969) ; Peser 5g de miel et dissoudre dans 100 ml d’cau distillé pour une solution de
5% de concentration. la mesure de I’absorbance est réalisée a 1’aide d’un Spectrophotométre

a 575nm apres avoir étalonné 1’appareil avec 1’eau distillée (Guerzou et Nadji, 2009).
11.2. Analyse phyto-chimique du miel

11.2.1. Intensité de la couleur ABS450 : La couleur joue un réle trés important dans la
détermination de la capacité antioxydante du miel. De nombreuses études ont analysé la
corrélation entre l'activité antioxydante du miel et I’intensit¢ de la couleur ; une couleur
foncée indique une forte activité antioxydante et la présence des pigments (caroténoides,

flavonoides) .

Les échantillons de miel ont été dilués a 50 % (p/v) avec de I’cau chaude (45 - 50°C).
La solution obtenue a était filtrée a travers un papier filtre pour assurer une absence totale de
particules grossieres dans les solutions de miel. L'absorbance est mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre a 450 et 720 nm et la différence dabsorbance est exprimée en milli

absorbance unit (mAU) (Moniruzzaman et al., 2014).
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L’intensité de couleur exprimée en mAU est donnée par la formule suivante :
ABS450 (MAU) = (Abs450- Abs720 ) x100
11.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents types de miel a été effectué a
I’aide de spectrophotometre selon la méthode de Folin Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965).

Ce dosage est basé sur la réduction en milieu alcalin de la mixture phosphotungstic et
phosphomonolybdic du réactif de Folin par les groupements oxydables des composés
phénoliques ; conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleu ; ces derniers
présentant un maximum d’absorptions dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

Brievement 200 ul de chaque échantillon du miel ( on a choisi une concentration de 0,2g/ml)
ont été ajoutés a 1ml de réactif de Folin (dilué 10 fois) ; les solutions ont été mélangées et

incubées pendant 4 minutes.

Apres I’incubation 800 pl d’une solution de carbonate de sodiumNa2Co3 (0,75%) sont
additionnées au milieu réactionnel, Aprés 2 heures d’incubation a température ambiante

I’absorbance est mesurée a 765nm.

L’acide gallique est utilis¢é comme standard et les résultats sont exprimés en mg
¢quivalent d’acide gallique par 100 gramme de miel (mg GAE/100g), en utilisant I’équation

de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (Fig.3).

0,8

o

7 y = 0,0066x + 0,014
R? = 0,9982

DO (nm)

0 20 40 60 80 100 120

Concentration (pg/ml)

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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11.3. Etude de I’effet antibactérien des échantillons étudiés
11.3.1. Repiquage des souches bactériennes

Cette manipulation implique un travail dans des conditions stériles, ce repiquage se fait par le
prélevement d’une souche bactérienne a 1’aide d’une anse de platine stérile et
I’ensemencement de la souche sur un milieu gélosé (incubation & 37°C pendant 24h) (Ahmed
etal., 2012).

11.3.2. Profils de résistances aux antibiotiques

C’est une méthode analytique permettant la détermination de la sensibilité des

bactéries aux antibiotiques.

Principe : il consiste a placer la culture de bactéries en présence d’un ou des antibiotiques et a

observer les conséquences sur le développement et la survie de celle-ci.
v Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure des bactéries a tester sur milieu d’isolement (ayant au
maximum 24h), des colonies bien isolées, ont été prélevée a 1’aide d’une anse ou pipette
pasteur ; puis déchargées dans 5ml d’eau physiologique stérile a 0,9% la suspension a été
homogénéisée, afin d’avoir une opacité équivalente a 0.5MFarland. L’ensemencement doit se

faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation d’inoculum (Rahal et al., 2005).

v" L’ensemencement par écouvillonnage
-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
- L'essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube afin
de le décharger au maximum.
-Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche de haut en bas en stries
serrées.
- L’opération a été répétée deux fois en tournant la boite de pétri a 60° a chaque fois
sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en
passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas ou I'on ensemence
plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I'écouvillon a chaque fois (Rahal et
al,2005).

v Application des disques d’antibiotiques
- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d'antibiotiques sur une boite de 90
mm de diametre. Les disques d'ATB doivent étre espacés de 24 mm centre a centre.
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- Tester la liste des ATB selon la bactérie isolée.

- Presser chaque ATB a l'aide d'une pince bactériologique stérile pour s'assurer de son

application. Une fois applique, le disque ne doit pas étre déplacé (Fig.4).

-incuber pendant18 h a 37°C (Rahal et al, 2005).

Les disques d’antibiotiques ont été assurés par le laboratoire de microbiologie de

I’université 8 mai 1945 de Guelma (Tab.4).

Tableau 4 : Les Antibiotiques utilisés dans 1’antibiogramme.

Les antibiotiques

Abréviations

Amoxicilline /AC. Clavulanique AMC
Pénicilline P30
Chloramphénicol C30
Erythromycine E15
Gentamycine GM
Acide fusidique FA
Doxycycline DO
Tétracycline TE
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Préaparation de 1ineoulem

L’anse de platina {1} appuvillon

)

Incubation 3
37T Cpdt 24h

Application des disguas
4" amtibdiotiguees

Figure 4 : Technique d’antibiogramme.
v’ Lecture et interprétation

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition, qui se fait en
millimétre avec précision a 1’aide d’une regle double décimétre a 1’extérieur de la boite

fermée.

La souche est alors classée comme sensible S, intermédiaire I, ou résistante R par
comparaison aux valeurs critiques expérimentales diffusées par le Comité Francais de

L’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (Rahal et al., 2005).
11.3.3. Etude de ’effet antibactérien du miel

L’évaluation du pouvoir antibactérien des cing échantillons du miel sur les trois
souches bactérienne, est réalisée par la technique de diffusion sur milieu gélosé et la méthode

de dilution sur milieu liquide.

L’expérimentation est déroulée dans le laboratoire de bactériologie hopital Ibn Zohr

sur une période d’étude d’un mois.

Le profil de sensibilité des bactéries aux antibiotiques ou au miel peut étre déterminé

par la mesure de la zone d’inhibition aux tours des disques et des puits sur la boite.
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11.3.3.1. Méthode de diffusions sur milieu gélosé
» Meéthode de diffusion par disque (aromatogramme)

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale
appelée antibiogramme. Elle permet de tester 1’effet d’un produit antibactérien sur une souche
grace la mesure des zones d’inhibitions autour des disques imprégnées des différents
produits a tester . L’inhibition quand elle est présente, se manifeste par des zones de stérilité
autours des disques imprégneés de principes actifs (Fig.5). Leur diamétre nous permet

d’évaluer le degré d’action des composés traités sur la croissance des bactéries.

En fonction du diameétre d’inhibition, la souche sera qualifiée de sensible ou résistante

(Fauchere, 2002).

7: zone d'mhibrtion

Croissmce mucrobienne

Figure 5 : Schéma simplifié du principe de la méthode de I’aromatogramme (Zaika, 1988).
v Préparation des différentes dilutions du miel

Pour chaque échantillon du miel il été préparé les dilutions (A, B, C, D) sont
respectivement (25%,50%,75%,100%).

v’ Préparation des disques d’aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier Whatman , avec un diameétre de 5.5 mm,
suivant le diametre de I'emporte-piéce. Ils sont ensuite mis dans un tube a essai (ou plus si

nécessaire), et stérilisés a l'autoclave a 120°C pendant 15 minutes
Dépot des disques

Aprés 1’ensemencement sur des boites du milieu d’MH par la méthode
d’écouvillonnage, les disques stériles en papier filtre sont imprégnés dans des dilutions
différentes (Merah et al., 2010). Ils été déposés dans les boites en appuyant légérement a

I’aide d’une pince stérile (Boufaghes et Mherigue, 2011)
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Aprés I’incubation, l'absence de la croissance bactérienne se traduit par un halo

translucide autour du disque, identique a celui de la gélose stérile.

On a fait les mémes étapes pour chagque souche bactérienne et chaque échantillon de miel
étudié.
» Meéthode de diffusion en puits

La méthode utilisée est celle de diffusion par puits sur gélose telle que décrite par
Berghe et Vlietinck (1991). Le milieu MH est coulé sur boite de pétri a une épaisseur de 4

mm .

Apres inoculation par écouvillonnage avec une suspension de 0,5 Mac Farland, des
puits de 6 mm de diametre sont réalisés de maniére concentrique sur les milieux puis a la

surface a I’aide d’une pipette pasteur stérile.

Le miel est déposé avec les mémes quantités dans tous les puits a I’aide d’une seringue
graduée (des puits d’un diamétre de 6 mm et une hauteur de 4 mm). Les boites sont incubées a
37°C pendant 24h a I’é¢tuve (Feddaoui et Kerdouci , 2013).

v" La lecture

Elle consiste a mesurer avec précision les diamétres des zones d'inhibition qui

apparaissent autour des disques d'aromatogramme ou des puis a l'aide d'une régle graduée.

Nous avons considéré une souche sensible si le diameétre de la zone d'inhibition est
supérieur a 10 mm ; résistante si le diamétre de la zone d'inhibition est inférieur a 10 mm .La

sensibilité est intermédiaire si le diamétre est égal a 10 mm (Merah et al., 2010).

11.3.3.2. Méthode de dilution en milieu liquide (détermination de la concentration

minimale inhibitrice de la croissance bactérienne)

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

temps d’incubation de 18 a 24 heures.

Sa détermination s’effectuait a partir de la mesure de la turbidité induite par la croissance des
germes étudiés. La CMI correspondra donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a
absence de turbidité (Moroh et al., 2008).

Sur des tubes stériles une suspension de 0,5 MC Farland de chaque souche est

préparée avec un volume de 500 ul (chagque souche dans un tube) et un volume de 5 ml d’un
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bouillon nutritive on ajoutant dans chaque tube 1ml de chaque dilution du miel
(25%,50% ,75%,100%) (Fig.6).les tubes sont incubées a 37°C pendant 18 h (Feddaoui et
Kerdouci , 2013) .

P Iml
yton Sy
p A\ Il
¥
|
] ! n 'd
'l ) u "\ L » ’ L2
J ) " {!\ A }\ 0pl pour Fae tbe
L T - VI VIRV VIR
T8, | N\ M
g
- | ’ L
“w", ‘ } Iwl de s
‘r' Sml BN Suspersion de la
%% = E souche & tester (0!
I%N % TS 1%
Me h)
Temom

Figure 6 : protocole de la CMI (Feddaoui et Kerdouci , 2013).

11.3.3.3. Concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB), est la concentration de 1’agent
antibactérien qui laisse au plus 0.01% de germes survivants .Pour sa détermination, des boites
de gélose nutritive sont ensemencées par le contenu des tubes ayant une concentration > CMI
dans la série de dilution précédente. La CMB est déterminée aprés une incubation de 24
heures a 37°C. C'est la plus petite concentration qui inhibe totalement la croissance (Biyiti et

al.,2004)
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Conclusion

Le miel, un composé biologique trés complexe, d’une trés grande diversité, lui
conférant une multitude de propriéetés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan
thérapeutique.

Les caracteristiques physico-chimiques du miel de I’est algérien : le pH, I’acidité libre
et la conductivité électrique sont conformes aux normes proposées par la commission du
Codex Alimentaire.

Les résultats de 1’étude de I’effet antibactérien du miel ont montré que ce dernier
exerce un effet bactériostatique remarquable sur S.aureus et E.coli et I’action du miel sur
Ps.aeroginosa été faible, Cet effet inhibiteur a été constaté pour la plupart des échantillons
testés avec une certaine variabilité d’un échantillon a un autre et d’une souche a une autre,

I’activité inhibitrice était plus importante avec les échantillons non dilues.

Les résultats obtenus avec les échantillons du miel ouvrent des perspectives tres
intéressantes pour continuer ce travail sur plusieurs aspects :
> Evaluation de leur activité antibactérienne sur d’autres bactéries pathogénes
notamment les klebsielles , les selmonelles ,mycobactérium ,vibrio..........
» Evaluation de leurs activités antifongiques et antiparasitaires.
» Etude de la synergie d’action avec les antibiotiques .

> Reéalisation des tests biologiques in vivo.
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RESUME

Le miel est une substance élaboré par les abeilles a partir de nectar ou de miellat, il
s’agit d’un composé biologique trés complexe, d’une trés grande diversité, lui conférant une
multitude de propriétés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan thérapeutique. Grace
aux ces composes et sa nature acide, le miel joue un role important dans 1’inhibition de la

croissance bactérienne.

L’objectif de ce travail vise a faire une étude physicochimique et phyto-chimique de
quelques types du miel récoltés dans différentes régions d’Algérie (Guelma, El Tarf).Les
résultats de 1’analyses physicochimiques (pH, acidité libre, conductivité électrique, la densité
optique) ont prouvés qu’il y avait des différences d’un échantillon de miel a un autre et ils
répondent aux normes internationales.

L'étude de I’effet antibactérien de cing échantillons du miel sur les trois souches
bactérienne : E.coli, P.aeruginosa , S.aureus eétait réalisée par la technique de diffusion sur
milieu gélosé et la méthode de dilution en milieu liquide.

Les résultats obtenus montrent clairement I'impact du miel naturel sur la sensibilité
bactérienne .Cet effet inhibiteur a été constaté tous échantillons étudiées, avec des différences
d’un échantillon a un autre et d’une souche bactérienne a une autre. Ces derniers ont montrés

un effet bactériostatique vis-a-vis ces souches choisies.

MOTS-CLES : effet antimicrobien, miel naturel, analyse physico-chimique, analyse phyto-

chimique, bactéries a Gram+, bactéries a Gram-



Abstract

Honey is a substance produced by bees from nectar or honeydew, this is a very
complex biological compound, of a wide variety, giving it a multitude of properties, both
nutritionally as therapeutically. With these compounds and its acidic nature, honey plays an

important role in inhibiting bacterial growth.

The aim of our work is to make a physicochemical and phytochemical study of some
types of honey harvested in different regions of Algeria (Guelma , El Tarf).The results of
physicochemical analysis (pH, free acidity, electrical conductivity, optical density) have
proven that there were differences of a honey sample to another and they met international

standards.

The study of the antimicrobial effect of five natural honey samples against three
bacterial strains: E. coli, P. aeruginosa, S. aureus is achieved by agar diffusion method and

dilution method in liquid medium.

The results clearly showed the impact of natural honey on bacterial sensitivity .This
inhibitory effect was found for all samples tested, with a difference from one sample to
another and from a bacterial strain to another. These have showed a bacteriostatic effect
against the three strains tested.

KEYWORDS: antimicrobial effect, natural honey, physicochemical analysis,

phytochemical analysis, Gram positive bacteria, Gram negative bacteria



Annexes

Composition des principaux milieux de culture utilisée

> milieux de cultures solides

e Gélose nutritive

Compositionen g/l :

voEXtraitde Viande. ... ... 39
V' OEXtrait de leVUres. ... ...o.ovii i, 3g
Vo PEPIONE. ..ttt 10g
v Chlorure de SOdIUML. ..........ooiuiti i 59
VA AT e, 189
v’ pH=7,3

Stérilisation a 121°C pendant 15mn.

e Mueller Hinton

Compositionen g/l :

v Extrait de viande..... ... 39

v Hydrolysat acide de CaSEIne. ............ouveieieiriririnei e, 17.5g

VAL 189
v pH=T7.4

Stérilisation a 121°C pendant 15mn.

» Milieux liquide :

e Bouillons nutritifs

Composition en g/l :

v/ Extraitdeviande.................oooiiiiiii 5g.
VoOPEPIONE. .. 10g
VoNacClh . 50.
v o Eaudistillée............coooii 1000ml
v’ PH:7,35.

Stérilisation a 110° C pendant 20mn.
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Préparation :
v Mettre 20g du milieu nutritif déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée. Agiter lentement jusqu'a dissolution compléte. Répartir en tube
ou en flacons, stériliser a I’autoclave.

Conserver au réfrigérateur pour un usage ultérieur.

e Eau physiologique a 0,9%

Composition en g/l :

v Chlorure de sodium (NaCl)...........oovviiiiiniiiiiieeeeeeeeee, 9g
Vo BAUAISHIIEE. ... 1000ml
v pH=7

Stérilisation a 121°C pendant 15mn.

» Solutions préparées :

v" NaoH (0.1N) :
1g du NaoH — 250 ml d’eau distillé
v" Solution PhénoL phtaléine :
0.1g de PhénoLphtaléine — 100 ml Ethanol.
v Folin (diluée 10 fois) :
Iml Folin  ——* 9 ml d’eau distillé.
v' Carbonate de sodium Naco3 (0.75%) :
0.75g du Naco3 — 100 ml Méthanol
» Tableau indique les valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition des

antibiotiques

Sensible Résistante

Streptocoque et > 17 mm <1lmm

GM Entérocoque
Autres >17 mm <16mm
C30 > 23mm <19mm
T30 >19mm <17mm
DO >19mm <17mm
E15 >22mm <17mm
AF >22mm <15mm
AMC >23mm <16mm
P10 >29mm <18mm
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» Teneur en polyphénols :

Préparation de la courbe d’étalonnage de ’acide gallique
Cl=1mg/ml, V2 =2ml.

CLV1=C2V2 map V1=C2V2/Cl mmp V1=20x10 *x2/1=0,04ml=40pL.

Blanc | 20 ug/ml | 40 ug/ml | 60 pg/ml | 80 pg/ml | 100ug/mi
Acide 0 40 pL 80 pL 120 pL 160 pL 200uL
gallique
Meéthanol 2ml 1960 pL | 1920 pL | 1880 pL | 1840 pL 1800 pL

Apreés incubation

4 min, on ajoute

800 L de

Na2Co3 (0,75 %)

l

200pul d’acide gallique +1 ml Folin

l

Incubation 2 heures a T° ambiante.

l

l

e Les densités optiques d’acide gallique & 765 nm

l

20 pg/ml

40 pg/ml

60 pg/ml

80 pg/ml

100 pg/ml

0,153

0,289

0,422

0,535

0,671

» Tableau indique les valeurs du La densité optique des cing échantillons du miel a

765nm.




Echantillons DO a 765 nm
Du miel
El 0,208
E2 0,263
E3 0,222
E4 0,297
ES 0,419
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