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Résumé

Les vertus curatives du miel sont universellement reconnues. Dans bons nombres de
pays, il commence a étre inclus dans la pharmacopée. Cependant dans le notre c'est un
produit rare et, d'un prix prohibitif. L'activité antibactérienne du miel est due pour une
grande part a son effet osmotique de par sa teneur hypertonique en sucres.Une
éventuelle synergie entre le miel et I'amidon quant a l'effet antibactérien, pourrait en
amortir le coft.

Le but de I'étude était d'évaluer l'effet synergique de cinq variétés de miels et d'une
variété d'amidon (amidon de mais)- sur deux bactéries pathogenes, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus- et la corrélation avec l'indice de diastase.Les
miels contiennent des amylases (diastases), ces amylases en hydrolysant I'amidon
entrainent la formation de dextrines et de maltose et pourraient contribuer a
'augmentation de l'osmolarité du mélange. Si une corrélation existe entre le degré de
synergie et I'indice de diastases, ce serait un critere d'évaluation des miels a utiliser.

Il a été trouvé un effet synergique antibactérien entre le miel et 'amidon. Cet effet varie
selon les types de miels pour une méme bactérie, et pour le méme miel pour les deux
especes bactériennes. Les gains en miel en ce qui concerne P.aeruginosa ont été¢ de
30,7% a 46,6%, et de 10% a 33,3% pour ce qui est de S.aureus. Ces gains ont donc été
dans I'ensemble assez substantiels.

Aucune Corrélation n'a été établi avec l'indice de diastase. A la lumiere des arguments
avancés il semblerait que les amidons constitués de petites granules et riches en lipides
offrent moins de prise a l'action des amylases, ce qui est le cas de l'amidon de
mais.Alors que les amidons dotés de granules de "grandes taille" et pauvre en lipides
sont les mieux hydrolysables, le meilleur exemple en est 'amidon de pomme de terre.

Ce sera le sujet de notre prochaine étude.

Mots clés: Miel, Amidon, Activité antibactérienne, Synergie, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus.



Summary

The virtues of honey are universally recognized. In considerable countries, it starts to be
included in the pharmacopoeia. However in our country, it is a rare product and, of a
prohibitive price. The antibacterial activity of honey is due for a great part to its osmotic
purpose from its hypertonic content of sugars. A possible synergy between honey and
the starch as for the antibacterial effect, could amortize its cost.

The aim of the present study was to evaluate the synergic effect of five varieties of
honeys and a variety of starch (corn starch) on two pathogenic bacteria, Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus and the correlation with the index of diastase.
Honeys contains amylases (diastases), by hydrolyzing the starch, these induce formation
of maltose and dextrin and could contribute to the increase of the mixture osmolarity. If
a correlation exists between the degree of synergy and the index of diastases, it would
be a criterion of evaluation of honey to be used.

It was found an antibacterial synergistic effect between honey and starch. This effect
varies according to honey type for the same bacterial species and the same honey for the
two bacterial species. Honey profits regarding P.aeruginosa were 30,7% to 46,6% and
10% to 33,3% regarding S.aureus.

These profits were as a whole rather significant. However no correlation was
established with the index of diastases. In the light of the advanced arguments, it
seemed that the starches made up of small granules and rich in lipids offer less intake to
amylases action, which is the case of corn starch. Whereas, starches having large-sized
granules and poor in lipids are best hydrolysable, the best example is potato starch. This

will be the subject of our next study.

Keys words: Honey, Starch, Antibacterial activity, Synergy, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus.
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Chapitre 1 Etude bibliographique

Chapitre I

I.1. Le miel

L.I.1. Définition

-«Le miel est la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de 1’espece Apis
mellifera a partir du nectar des plantes ou des secrétions provenant de parties vivantes
des plantes ou des excrétions laissées sur elles par des insectes suceurs qu’elles
butinent, transforment en les combinant avec des maticres spécifiques propres,
déposent, déshydratent, entreposent et laissent mirir dans les rayons de la ruche.

A T’exception du miel filtré, aucun pollen ou constituant propre au miel ne doit €tre
retiré, sauf si cela est inévitable lors de I’élimination de matieres organiques et

inorganiques étrangeres (CODEX ALIMENTARIUS, 2003).

I.I.2. Elaboration du miel

L'¢laboration du miel commence dans le jabot des abeilles butineuses. Sitot prélevée,
la matiere premiere est mélangée aux sécrétions des glandes salivaires de l'insecte, qui
la modifie. Ce miel brut est ensuite travaillé et stocké par de jeunes ouvricres.
L'¢laboration du miel comporte les phases suivantes: l'abeille dégorge tout d'abord
rapidement, par saccades, le contenu de son jabot et I'étale en une goutte a l'aide de sa
trompe puis le réabsorbe. La goutte de miel sera alors mélangée a de nouvelles
sécrétions, provenant principalement des glandes du pharynx. Ce processus durera de
15 a 20 minutes.

Parallelement, une partie de I'eau s'évapore, de sorte que le miel brut, qui contenait 25
a 40 g de maticere seche, deviendra du miel a demi miri contenant 60 % de maticre
seche. A ce stade, i1l est a nouveau déposé¢ dans les alvéoles ou se déroulera la
deuxiéme phase de I'élaboration: sous l'influence de l'air sec passant au travers des
rayons de la ruche, le miel s'épaissira jusqu'a ce que sa teneur en eau ne soit plus que
de 17 a 20%. Lorsqu'il est ainsi parvenu a maturité, les abeilles ferment les alvéoles
au moyen de la cire. Quand le miel est extrait des rayons, il contient en général plus
de 20 g d'eau/100 g de miel et ne peut étre conservé que dans certaines conditions
(miel non mir). Lors de la préparation du miel, les teneurs en protéines (enzymes), en
acides organiques et en sels minéraux augmentent. Pendant le processus de maturation

de méme que plus tard dans les alvéoles operculées, le miel subit des transformations
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chimiques importantes, en particulier une augmentation des hexoses (fructose et
glucose) suite a l'hydrolyse du saccharose en méme temps que la formation de

nouveaux types de sucre (oligosaccharides), a haut poids moléculaire (BOGDANOV,

1995).

Récolte

Abeille butineuse

« » I

Nectar ou miellat

Ajout des sécrétions dgs glandes salivaires

Transport du butin a la ruche

!

Transfert des récoltes a plusieurs ouvrieres d’intérieur

!

Refoulement et réabsorption du contenu du jabot

pendant 15 a 20 min

*> >

Concentfltion

Evaporation dans les alvéoles par la ventilation et par

la température (36 a 37°C) pendant 5 jours

Protection dans les rayons par la cire

!

Transformati%n biochimique

Miel mir

Figure n°1: Les phases d’¢laboration du miel (GONNET, 1982)
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L.L3. Les différents types de miel

Les différents types de miels sont définis par leurs caractéristiques sensorielles: la
couleur, l'ardme, la saveur, la viscosit¢ et la tendance plus ou moins marquée a
cristalliser au cours du processus de conditionnement et de l'entreposage. Les miels
différent également entre eux du point de vue de leur composition chimique: acidité,
contenu d'hydrates de carbone, rapport quantitatif entre les différents sucres, teneur en
acides organiques, en minéraux et en composés azotés (RAMIREZ CERVANTES,
2000).En général on classe les miels selon:

I.1.3.1. L’origine botanique

Selon leur origine botanique les miels sont séparés en deux catégories distinctes :

I.LI.3.1.1 Miels issus de nectar :

Le nectar est un liquide sucré produit par les nectaires des fleurs (MARCHENAY,
1984). Sa teneur en sucres varie entre 5% et 80%, les abeilles ne récoltent pas celui
qui contient moins de 14% de sucres (PHILIPPE? 1999).

L1.3.1.1.1 Miels monofloraux : Appelés ¢galement miels crus.

Du point de vue théorique, un miel unifloral est un miel naturel produit par les
abeilles, provenant principalement d’une seule espece florale déterminée, tel que le
miel de Callune, le miel d’Acacia, le miel d’Eucalyptus et le miel d’Oranger. Ces
miels contiennent certains principes de la plante ayant fourni le nectar, qui selon leur
origine botanique possede des propriétés thérapeutiques naturelles diverses (GOUT,
1998). Dans la nature, de tels miels peuvent étre considérés comme exceptionnels,
puisqu’il est impossible d’obtenir un miel monofloral a 100%, car I’abeille garde
toujours sa liberté de butiner ou bon lui semble (GOUT, 1998). Il faut savoir que pour
fabriquer lkg de miel, les abeilles doivent butiner des millions de fleurs afin de
recueillir suffisamment de nectar, ce qui est toutefois impossible pour les miels
monofloraux (BIRI, 1986).

Certains pays européens ont établi des limites pour les miels unifloraux, mais ces
limites peuvent varier d’un pays a un autre (BOGDANOV et al. 2004). La quantité
relative des deux monosaccharides fructose et glucose est utile pour la classification
des miels monofloraux, en plus des ratios fructose-glucose et glucose-eau [(TALPAY,

1985), (SABATINI et al. 1989)].
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L.1.3.1.1.2. Miels multifloraux
Appelés parfois miels toutes fleurs, ce sont des miels récoltés a partir de plusieurs
especes florales, qui proviennent de mélange sans prédominance et donc sans origine

florale précise (CHAUVIN, 1968).

L.13.1.2. Miels issus de miellat

Le miellat provient d'une substance rejetée par les insectes piqueurs et suceurs tels les
pucerons, qui sucent la séve des plantes (MARCHENAY, 1984). Il est aussi émis a
travers les orifices stomatiques des feuilles lorsque I'été est tres sec (BIRI, 1986).

Le miellat tire son nom de la présence de mélézitose. Le mélezitose est un
polyglucose contenu dans le miellat. Il sert a mesurer la présence de miellat dans le
miel, si sa teneur est supérieure a 0,5g/100g, on peut admettre que le miel contient du
miellat (BOGDANOV, 2005). Les miels de miellat sont des miels d’origine
forestiere, récoltés en été. Leur couleur va du bleu clair ou brun verdatre a une teinte

presque noire (CAILLAS, 1974).
I.1.3.2. Porigine géographique :

Pour déterminer 1’origine géographique des miels, on recourt a la détermination et au
dénombrement des grains de pollen (analyse qualitative du pollen) et des composants
du miel présents dans les sédiment de celui -ci (BOGDANOV et al. 1995).Un
instrument important et utile, en plus de la littérature, c'est de recourir a une collection
de préparations comparatives de pollens. Pour obtenir des résultats fiables, il faut
s’attacher les services d‘un expert en pollens, familiarisé avec la melissopalynologie
(BOGDANOV et al 1995). Le spectre des différents types de sucres est parfois
caractéristique pour certaines  sortes de miel. Il n’est toutefois pas toujours possible
de déterminer avec sliret¢ la sorte de miel au seul moyen du spectre des sucres

(BOGDANOV et al. 1995).

L.I.4.Composition du miel

C'est un produit qui n’est pas stable et ne peut donner lien a aucune constante
parfaitement précise. Il évolue d'une fagcon continue au cours du temps [(GOUT,
1998) (HUCHET et al. 1996)]. Cette composition varie d’une variété a I’autre, elle est
influencée par de nombreux facteurs : La nature du sol et du végétal, les conditions
pratiques, le moment et le mode de la récolte, le mode d’extraction et de conservation,

la race d’abeille, I’¢tat physiologique de la colonie et surtout le type de nourrissement,
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mais les principaux composants sont les mémes dans tous les miels (JEFFREY et

ECHAZARETTA, 1996).

I.1.4.1. Les hydrates de carbone

Les hydrates de carbone constituent la partie la plus importante du miel, mais c’est
aussi la plus difficile a analyser (HUCHET et al. 1996). La plupart de ces sucres ne
sont pas trouvés dans le nectar mais ils sont formés durant la maturation et le stockage
du miel par 'abeille (JEFFREY et ECHAZARETTA, 1996).D’apres LOUVEAUX
(1985), les deux sucres les plus abondants du miel sont le glucose (ou dextrose) et le
fructose (ou lévulose), la teneur moyenne en fructose des miels est de 38% environ,
elle est de 31% pour le glucose. Les chiffres des rapports fructose/glucose et
glucose/eau sont spécifiques a chaque variété de miel et une teneur basse, si possible
inférieure a 18% ou méme a 17%, garantit la bonne conservation du miel
(BOGDANOV et al. 2005). Si I‘on se base sur les chiffres publiés (B OGDANOV et
al. 1999), on peut proposer une valeur pour la somme des teneurs en fructose et
glucose d‘au moins 60 g/100 g pour tous les miels de nectar et de 45 g/100 g pour
tous les miels de miellat. Pour ce qui est du saccharose, la situation est plus
compliquée. Dans ce cas, la norme générale de 5 g/100 g serait remplie par plus de
99% des miels analysés a l‘exception de quelques miels monofloraux
(COMMISSION INTERNATIONALE DU MIEL, 2001).

Les conditions de stockage peuvent influencer la composition finale, avec
augmentation du pourcentage des disaccharides au cours du temps (WHITE et al.

1960).

L.1.4.2.L'eau:

La teneur en eau est l'une des caractéristiques les plus importantes des miels. Elle
conditionne la conservation du produit, son poids spécifique et, dans une certaine
mesure sa cristallisation, sa saveur; en un mot sa qualit¢ (LOUVEAUX, 1968). Mais
La teneur en eau ne constitue pas une caractéristique typique de la variété de miel.
Elle dépend d’autres facteurs, tel que le type de ruche et '’humidité¢ de I’air. Cette
teneur se situe la plupart du temps entre 15-20g/100g de miel (BOGDANOV, 1995).
Seuls les miels dont la teneur en eau est inférieure a 18% sont de bonne conservation
(GONNET, 1982).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
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lentement. 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 I'eau soit un facteur de qualité important, on ne la détermine que rarement
(BOGDANOV et al. 1987).Certains aspects de I'eau contenue dans le miel restent un
mystere puisque Helvey cit¢ par HUCHET (1996) a montré que la proportion en
deutérium de l'eau du miel est sensiblement plus ¢levée que celle de I'eau ordinaire.
On ne sait pas dou provient cet enrichissement en  deutérium.
Selon ZURCHER et al. Cités par BOGDANOV (1995), la méthode du
réfractométre s’est imposée pour déterminer la teneur en eau.Toutefois c’est la
méthode selon Karl Fischer qui livre les valeurs de teneur en eau les plus exactes.On

obtient des valeurs plus basse avec le réfractometre.

I.1.4.3. Acides aminés et protéines :

Les substances azotées ne représentent qu’une infime partie du miel il s’agit d’acides
amingés libres et de protéines qui peuvent €tre présentes dans le nectar, provenir des
secrétions de 1’abeille et enfin appartenir aux grains de pollen; qui sont des
constituants normaux du miel (LOUVEAUX, 1985). Les protides du miel sont des
colloides, des protéines et des acides aminés libres, d’origine animale et végétale
(GONNET, 1982). les colloides sont constitués pour plus de moitié par des protéines
et ils contiennent également des résines (CHAUVIN, 1968).

Les protides sont présents en faible quantité (1,7g/kg de miel), soit une teneur de
0,26%, la teneur en azote ¢tant négligeable, de I’ordre de 0,041% (HUCHET et al.
1996).

Le miel contient de nombreux acides aminés avec des concentrations de plus de 200
ppm (JEFFREY et ECHAZARETTA, 1996). Une partie de ces acides aminés
provient des abeilles et ’autre du nectar. Parmi ces acides aminés la proline est
considérée comme le principal acide aminé¢ (BOGDANOYV et al. 2004). Selon VON
DER OHE et al (1991), la proline est un critére d’appréciation de la maturation du
miel .Un miel pur, non falsifié, enregistre une valeur minimale de proline de 180
mg/kg. Des valeurs plus basses indiquent une falsification au moyen d’un
nourrissement au sucre ou un ajout de sucre dans le miel. Les valeurs les plus hautes
pour la proline sont typiques pour les miels de miellat (MEDA et al. 2005). De telles
maticres se trouvent dans les miels de fleurs a environ 0,3g/100g de miel et dans les

miels de miellat 1g/100g et plus. Jusqu’a aujourd’hui elles ne sont d’aucune utilité
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pour I’appréciation des miels, a I’exception des activités enzymatiques (BOGDANOV

et al.1981).

1.1.4.4 .Les enzymes :

Les miels contiennent des enzymes. Celles de 1’abeille naturellement. Elles ont permis
la transformation des nectars en miels. Les miels de miellats contiennent ¢galement
les enzymes des aphidiens qui ont rejetés ces miellats (PAUL SCHWEITZER, 2004).
Ces enzymes sont les constituants les plus importants du miel. Elles sont responsables
de la conversion du nectar et du miellat en miel, par conséquent I’activité¢ des
enzymes participe dans la valeur biologique du miel (VORLOVA et ELECHOVSKA,
2002).

Elles sont sensibles a un apport d'énergie (une températures trop ¢levées ou
lI'influence de la lumiere), elles se décomposent au fur et a mesure que se forme
I’Hydroxyméthylfurfural (HMF). Dans bon nombre de pays, la spécification des
enzymes est actuellement un indicateur Iégal obligatoire pour déterminer les
détériorations dues au stockage et a la chaleur ((BOGDANOV et al. 1987).

La majorité des enzymes trouvées dans le miel proviennent de la sécrétion des
glandes hypopharyngiennes de 'ouvricre tels que: Invertase, Glucose-oxydase et
Amylases.Les enzymes d’origine florale sont les catalases, les phosphatases et les
amylases en faible proportion (JEFFREY et ECHAZARETTA, 1996).

I.1.4.4.1. Diastases et invertases:

Les activités de l'invertase et de l'amylase varient fortement d'un miel a l'autre et ne
sont fiables que dans une mesure limitée pour déterminer les détériorations dues au
stockage et a la chaleur. La saccharase est nettement plus sensible au stockage et a la
chaleur que I’amylase (WHITE et al. 1964). Le miel de miellat contient une haute
activit¢ de diastase et d’invertase que le miel de fleurs (VORLOVA et
ELECHOVSKA, 2002).

-Diastases: Les miels contiennent une haute quantité de diastases entre 17,1 et 27,9
mg/kg (MEDA et al. 2005) .Lors de l'interprétation des résultats de Dactivité
diastasique, il faut tenir compte du fait que certains miels monofloraux ont une
activit¢  diastasique  naturellement basse (JOURNAL  OFFICIEL DES
COMMUNAUTES EUROPEENNES, 2002).

YILMAZ et KUFREVIOGLU (2001) trouvent que le stockage a une influence

marquante sur ’augmentation de la teneur en HMF et la diminution de I’indice
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diastasique (ID) sur les miels collectés.Mais RAMIREZ et al (2000) apres études des
effets de la température sur deux types de miels, constatent que la durée du chauffage
n'a eu, chez aucun des deux types de miel, d'effet significatif sur la dynamique de la
baisse de l'activité enzymatique au cours de l'entreposage et,concluent que le type de
miel influence fortement la baisse de I’ID au cours de I’entreposage, ce qui peut étre
interprété comme ¢€tant la conséquence des différences de composition chimique qui
existent entre les deux miels.
VORLOVA et ELECHOVSKA (2002) apres une étude réalisée sur trente variétés de
miels trouvent une certaine corrélation significative entre la valeur de I’indice
diastasique et la teneur en cuivre, et de méme entre la valeur de D’activité¢ de
I’invertase et le contenu en cuivre. Cependant elles ne trouvent aucune corrélation
significative entre I’activité¢ des deux enzymes et la teneur en HMF.
Les amylases sont responsables du dédoublement de I’amidon en dextrine et en
maltose (AUDIGIE, 1980).
Les miels naturellement pauvres en enzymes peuvent avoir une activité diastasique
aussi basse que 3 mais a la stricte condition que leur HMF ne dépasse pas 15 mg / Kg
On cite le plus souvent les citrus, parfois les robiniers et les faux acacia. Ce sont
souvent les plus beaux miels. Ils sont le résultat d’une tres forte miellée avec
production de nectars trés concentrés. Les abeilles les “ travaillent ” donc peu, d’ou
peu d’enzymes, d’ou une faible activité diastasique (PAUL SCHWEITZER, 2004).
-Invertases: Les invertases (gluco-invertases et fructo-invertases) convertissent le
sucrose (saccharose) en fructose et en glucose (MIRAGLIO et al. 2003).Le
saccharose devient un mélange de glucose et de fructose sous I’action de I’invertase,
incorporée au nectar par la salive des abeilles .Ceux ci représente 90% des sucres
totaux du miel. La transformation ou inversion s’exprime par 1I’équation suivante :

C12H22011 + H20 —» C6H1206 + C6H1206

Saccharose Glucose Fructose
La valeur de départ de l'invertase dépend de l'origine du miel et peut varier dans de
tres larges limites. La dégradation de l'invertase est trés rapide et démarre déja a 35°C,
température qui est atteinte couramment pendant 1'é¢t¢ dans bon nombre de pays
l'invertase permet d'identifier 1'exposition a des températures modérées
(KARABOURNIOTI et ZERVALAKI, 2001). Au cours de cette méme ¢€tude et, apres
comparaison de I’effet du chauffage sur cinq types de miels (pin, oranger, cotonnier,

thym, tournesol) ils constatent que le miel d’oranger bien qu’ayant eu la valeur de
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départ la plus faible en invertase, il s’est avéré par ailleurs le plus résistant a la
dégradation thermique de I’enzyme, comparé aux autres miels a invertase initiale plus
élevée.

De plus, il est tres difficile d'établir des limites générales pour le niveau de l'enzyme
(invertase) car "toute limite peut s'avérer trop stricte pour certains miels et tout a la
fois beaucoup trop permissive pour d'autres" (ODDO et al. 1999),

BOGDANOV (1997) trouve une corrélation fortement significative entre les

diastases, I’activité des invertases et ’inhibition bactérienne.

1.1.4.4.2.La glucose oxydase:

Une partie de I’action des inhibines est a mettre sur le compte du peroxyde
d’hydrogene (WHITE et al. 1963), qui se forme a partir de la glucose oxydase. Cette
inhibine est a la fois photo et thermosensible (MOLAN ,1992). La glucose oxydase
est d’un intérét considérable, car son activité entraine la production du peroxyde
d’hydrogene qui non seulement stabilise le nectar en maturation mais possede
¢galement une action microbicide (JEFFREY te ECHAZARETTA, 1996). La
glucose oxydase agit plus efficacement quand le miel est dilué. Quand le miel est non
dilué, ’acide gluconique produit abaisse le pH en un point ou il inhibe plus I’activité
enzymatique, d’ou moins de production de peroxyde. Une chaleur excessive (>50°C)

peut également réduire I’activité de la glucose oxydase (WHITE et SUBERS, 1964).

1.1.4.4.3 La catalase:

La catalase représente I’antagoniste de la glucose oxydase. Cette enzyme présente
¢galement dans de nombreux miels réduit ’eau oxygénée (BOGDANOV et
BLUMER, 2001).La quantit¢ de catalase nécessaire pour détruire [activité

antibactérienne a été trouvé étonnement ¢levée (WHITE et al. 1963)

L.1.4.5. Les lipides :

Ils sont pratiquement inexistants dans le miel, on a identifi¢ cependant des glycérides
et des acides gras tel que ’acide palmitique, oléique et linoléique (GONNET, 1982).
La fraction lipidique du miel est tres faible et, n’a guere fait ’objet de recherches. 11

est probable que I’extrait éthéré contient surtout de la cire provenant de I’extraction

(LOUVEAUX, 1985).
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1.1.4.6. Les minéraux et les oligoéléments :

Les matieres min€rales ou cendres ont une teneur inférieure a 1% (elle est en général
de l'ordre de 0,1%).0On y trouve, dans l’ordre d’importance, du potassium, du
calcium, du sodium, du magnésium, du cuivre, du mangane¢se, du chlore, du
phosphore, du soufte et du silicium ainsi que plus de trente oligo-éléments.

Leur teneur dépend des plantes visitées par les abeilles ainsi que du type de sol sur
lequel elles poussent (HUCHET et al 1996). Le miel de colza arrive en téte pour le
calcium, le miel de sapin pour le phosphore, le miel de foret pour le magnésium et le
miel de callune pour le soufre et le fer (GOUT, 1998).

Les miels de fleurs contiennent 0,1g a 0,35g de sels minéraux et d’oligo-¢léments
pour 100g de miel tandis que les miels de miellat contiennent jusqu’a 1g ou plus pour
100g de miel (BOGDANOV et al. 2004).

Il existe une corrélation trés considérable entre le pH et le contenu cendré (MEDA et
al. 2005). Certains oligo-¢léments comme le plomb, le cadmium, le mercure, le fer, le
zinc, l'aluminium, etc.. peuvent parvenir dans le miel a partir de matériaux
d'emballage inappropriés, d'outils apicoles de méme que directement de
I'environnement. Les teneurs €levées en fer et en zinc, responsables du golt de métal
du miel, proviennent principalement de récipients a miel mappropriés (BOGDANOV,

1995).

1.1.4.7 Les acides

Le miel contient un grand nombre d'acides organiques. La plupart d'entre eux sont
ajoutés par les abeilles (ECHIGO et al. 1974)).

Qualitativement, on a décel¢ dans le miel d’autres acides fixes qui sont sans doute
d’origine végétale tels que: ’acide succinique, ’acide citrique, ’acide malique et
I’acide oxalique. Cependant, le miel contient peu d’acides volatiles .L’acide formique
est longtemps considéré dominant, il représente 10% des acides totaux (GONNET,
1982)

L'acide principal est l'acide gluconique résultant de l'oxydation du glucose par la
glucose oxydase dans les miels dilués, selon la réaction suivante:

Glucose + H20 ———» H202 + Acide gluconique (WHITE et al. 1963).

L'origine de l'acide gluconique serait ¢également due a une bactérie appelée
gluconobacter, qui, lors de la maturation du miel, transformerait le glucose en acide

gluconique (HUCHET et al. 1996).

10



Chapitre 1 Etude bibliographique

Bien que le miel en contienne moins de 1% (miel de forét < 2%), les acides jouent
néanmoins un role déterminant dans la formation de son gout. Les miels de fleurs ont
certes moins d’acides que les miels de forét, leur pH est toutefois plus bas, le miel de
forét étant,semble-t-il, mieux tamponné (BOGDANOYV et al. 2006)

Cependant, le miel contient peu d’acides volatiles .L’acide formique est longtemps
considéré dominant, il représente 10% des acides totaux (GONNET, 1982).

La quantité¢ limitée admise pour les acides s’¢leve a 40 meq/Kg de miel, elle varie

selon I’origine du miel (BOGDANOV et al. 1995).

1.1.4.8. Substances aromatiques:

On a caractéris¢ environ 500 substances aromatiques différentes dans le miel. Bien
que ces derniéres ne soient présentes qu’a 1’état de traces, elles n’en jouent pas moins
un role prépondérant dans la formation du golt du miel (BOGDANOV et al. 2006).
Elles jouent un role important dans I'appréciation sensorielle du miel. Les substances
aromatiques se conservent le mieux si le miel est stocké au froid dans des récipients
fermés. Si l'on chauffe le miel, une part de ces substances est anéantie (BOUSSETA

et al. 1992).

1.1.4.9. les vitamines:

Le miel est un aliment pauvre en vitamines, puisqu'il présente des teneurs qui sont
loin de couvrir les besoins de 'homme (DONADIEU, 1978).. 1l s'agit essentiellement
de vitamines B (B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9) qui seraient apportées par le pollen
(HUCHET et al. 1996).Sa teneur en vitamine dépend de sa teneur en pollen
(LOIRICHE, 1979).

Tableau n° 1 : Quantité de vitamines dans le miel (LOIRICHE, 1979)

Vitamines Quantité mg
B2 (riboflavine) 1,5

B1 (aneurine) 0,1

B3 (acide pantothénique) | 2

BS (acide nicotinique) 1

B6 (pyridoxine) 5

C (acide ascorbique) 30 a54

11
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1.1.4.10 L’hydroxyméthyl- furfural (HMF):

Cet important facteur relatif a la qualité du miel est un indicateur pour la fraicheur et
le surchauffage. Le miel brut ne contient pratiquement pas d'HMF ; cependant sa
teneur augmente au cours du stockage en fonction du pH du miel et de la température
de stockage (BOGDANOV, 1995). Il provient d’une dégradation lente du fructose,
lequel en milieu acide se décompose et perd trois molécules d’eau (GONNET, 1982);
et que c'est probablement un processus auto catalytique (GHOHDASTIDAR et
CHAKRABARTI, 1992).

Le taux de HMF peut “ fournir toutes les informations nécessaires concernant
l'exposition a la chaleur de n'importe quel miel" (WHITE, 1994) ;mais DUSTMANN
(1993) a affirmé que “le HMF ne convient nullement a la mise en évidence des
dommages dus a la chaleur, s'il est pris comme critere unique d'évaluation".
RAMIREZ et al (2000) apres une étude sur deux types de miels ont montré que du
point de vue quantitatif, la hausse du taux de HMF durant l'entreposage a été
considérablement plus importante sur l'un que sur l'autre et concluent que la
dynamique de la croissance de ce taux durant l'entreposage devrait €tre déterminée
pour chaque type de miel séparément.

Dans certains miels la hausse du taux de HMF est lente, ce qui rend difficile le
dépistage d'un éventuel surchauffage, l'exposition a des températures pas tres €levées
entre 40 et 50°C par exemple est plutdt difficile a détecter (KARABOURNIORTT et
ZERVALAKI, 2001).Les mémes auteurs arriverent a la conclusion que la meilleure
solution semble étre l'association des deux critéres analytiques que sont le HMF et
l'invertase compte tenu du fait que l'invertase permet d'identifier l'exposition a des
températures modérées et que le HMF fournit des informations sur I'éventuel

surchauffage du produit.

L.L.5. Substances toxiques présentes naturellement dans le miel:

Le nectar de certaines plantes comme les Ericaceae (telles que certaines especes de
rhododendrons dans le Caucase et en Turquie) et plus rarement d’autres especes de
plantes comme les Solanaceae, Compositae, Lagnonaceae, Ranunculaceae contient
des substances qui sont toxiques pour ’homme. La consommation de miels de ces

miellées peut donc porter préjudice a la sant¢ (BOGDANOV, 2006).
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Les empoisonnements dus a des miels toxiques sont en particulier provoqués par la
consommation de miels qui contiennent des substances du groupe des

andromédotoxines, des tutines et des hyénanchines (WHITE, 1981).

Tableau n° 2 : Principaux composants du miel en pourcentage (%)

(WHITE et al. 1962).

Composants Moyenne
(%)

Eau: 17,2
Sucres: Lévulose (d-fructose): 38,19

Dextrose (d-glucose): 31,28

Sucre (saccharose): 1,31

Maltose et autres disaccharides réducteurs: 7,31

Sucres supérieurs: 1,50 79,59

Sucres totaux: 79,59
Acides: (Gluconique, citrique, malique, succinique, formique,

etc.), acides totaux calculés en acide glutamique: 0,57
Protéines: (Acides aminés: alanine, arginine, glycine, leucine,

isoleucine, acide aspartique, valine, histidine et lysine): 0,26

(Minéraux: potassium, sodium, magnésium, calcium,
Cendres: phosphore, fer, manganése, cuivre, etc.): 0,17
Comprenant principalement des pigments, des
substances aromatiques, des alcools de sucre, des tanins,
Composants | des enzymes et diastases dont ’amylase, la glucose
mineurs: oxydase, la peroxydase, la succindeshydrogénase, la
phosphatase et les invertases.

Des vitamines dont la thiamine, la riboflavine, I’acide
nicotinique, la vitamine K, I’acide folique, la biotine, la 2,21

pyridoxine et I’acide pantothénique:
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L.1.6. Les micro-organismes:

On trouve dans le miel beaucoup moins de bactéries que dans d'autres produits crus
de provenance animale (TYSSET et al. 1981). On note dans quelques publications la
présence de Clostridium botulinum dans le miel (AMON et al. 1979). Les études
menées en Europe ne confirment pas ces résultats (HARTGEN, 1980) cité par
BOGDANOV (1995), a I’exception d’un miel italien (CRISEO et al.1993)) cités par
le méme auteur. Certes, les toxines ne peuvent pas se former, étant donné que la forte
activit¢ de I’eau empéche la germination et la croissance; les spores par contre
peuvent survivre. (WELFORD et al. 1978)).

Le miel contient différentes levures osmotolérantes, responsables de la fermentation

(TYSSET et al. 1981).

L.L.7. Activité antimicrobienne du miel

LL7.1. Généralités

Depuis Van Ketel qui pour la premiére fois en 1892 avait fait état de lactivité
antibactérienne du miel ; les différents aspects des propriétés antibactériennes du miel
ont été abondamment étudiés. Mais les raisons de D’activité antibactérienne du miel
sont controversées (JEFFREY et ECHAZARETTA, 1996).

ALLEN (cité par NZEAKO et HAMDI, 2000) a montré qu’il existe différents types
de miels avec ou sans activité¢ antibactérienne, et a émis I’hypothése 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
lactivit¢ antibactérienne des miel (BOGDANOV, 1984). Cependant selon
(BADAWY et al. 2004), 11 est évident que D’activité antibactérienne du miel décroit
avec le temps et que, les différentes especes de bactéries différent 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
(BOGDANOYV et BLUMER 2001).

Beaucoup ont attribués I’action thérapeutique du miel juste a I’effet osmotique du a sa
teneur en sucres [(SEYMOUR et WEST, 1951), (KEAST-BUTLER ,1980),
(SOMERFIELD, 1991), (TOVEY, 1991), (CONDON, 1993)].

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
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en 1937 par DODD et ses collaborateurs pour qualifier les agents antimicrobiens
(THEUNISSEN et al. 2001).

L’une d’elles est sensible a la lumicre et a la chaleur, et trouve son origine dans le
peroxyde d’hydrogene, produit par la glucose oxydase du miel (WHITE et al. 1963),
(WHITE et SUBERS, 1964), (DUSTMANN, 1972). 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 [(GONNET et LAVIE 1960), BOGDANOV, 1984),
(ROTH et al. 1986)].

Certains chercheurs croient que le peroxyde d’hydrogéne est le principal agent
antibactérien [(WHITE et al. 1963), (DUSTMANN, 1972), (MORSE, 1986)].
D’autres trouvent que I’activité autre que celle du peroxyde d’hydrogene est la plus
importante (BOGDANOV, 1984), (ROTH et al. 1986).

Les arguments de ces derniers tiennent au fait que dans le miel mur la glucose
oxydase est inactive et qu’il ne contient qu’une faible quantit¢ de peroxyde
d’hydrogéne, non suffisante pour inhiber la croissance bactérienne. Il ajoute,
cependant, que lorsque le miel est mangé ou dilu¢, le peroxyde peut étre produit
suffisamment pour une action antibactérienne(BOGDANOV, 1997).

Mais toujours est-il qu’aujourd’hui, ce qui est sur ¢’est que le miel freine la croissance
de nombreux champignons et bactéries (BOGDANOV et BLUMER, 2001).

Déja en 1992, MOLAN précisait que I’action antimicrobienne du miel avait été testée
sur 64 especes bactériennes et 13 fongiques. Les microorganismes qui survivent bien
dans le miel sont les levures tolérantes aux sucres (osmophiles), appartenant
principalement aux genres Saccharomyces et Zygosaccharomyces (WHITE, 1975).
Des tests in vitro ont montré que Mycobacterium ulcerans est résistant au miel. Cela
pourrait €tre du a la teneur €levée en lipides de sa membrane cellulaire, qui prévient
aussi bien la déshydratation de la bactérie que, sa pénétration par les inhibines
(WHITE et al. 1962). SKRYPNIK ET KHOROL'SKIL cités par MOLAN (1992)
trouvaient que le miel avaient une action bactéricide sur Mycobacterium tuberculosis.
WELFORD (cit¢ par NZEACO et HAMDI, 2000) a trouvé que certaines especes
d'Aspergillus ne produisent pas d'aflatoxine a des dilutions variables de miel.

Ses composants antioxydants aident a éponger I’oxygene (FRANKEL et al. 1998)

Le miel peut étre stérilis€é par les rayons gamma sans perdre son activité

antibactérienne (MOLAN et ALLEN, 1996)
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La prolifération des lymphocytes B et des lymphocytes T dans une culture cellulaire
est stimulée par le miel a des concentrations aussi basse que 0,1% ; et les phagocytes
sont activés par le miel au mémes concentrations (ABUHARFEIL ET AL, 1999).
-A des concentrations de 1% il stimule également les monocytes dans les cultures
cellulaires a libérer les cytokines, le TNF-alpha, les intrleukines-1 (IL-1) qui activent

la réponse immunitaire a I’infection (TONKS ET AL, 2001).

L.1.7.2. Peroxyde d’hydrogéne:

Le fait que les propriétés antibactériennes du miel sont augmentées lorsqu’il est dilué
ont été clairement observées et signalées en 1919 (BRANIKI, 1981).

L’explication de cet apparent paradoxe vient du fait que le miel contient une enzyme
qui produit du peroxyde d’hydrogene lorsqu’elle est diluée (WHITE et al. 1963).

le miel a une activité bactéricide démontrée in vitro et in vivo dont le principe actif
est l'inhibine identifi¢ par WHITE en 1962 comme étant de l'eau oxygénée H202
produite sous l'action d'une enzyme sécrétée par l'abeille : la glucose oxydase du miel
(DROGUET, 1983).

Elle est parfois trouvée dans le miel dilu¢ est c’est le produit de I’oxydation du
glucose par la glucose oxydase (THEINISSEN et al. 2001).

L’acide gluconique et le peroxyde d’hydrogeéne résultant de cette réaction préservent
et stérilisent le miel (miel non mir) pendant le processus de maturation (MOLAN,
1992). Dans le miel mur la glucose oxydase est inactive, il contient seulement une
petite quantit¢ de peroxyde d’hydrogéne non suffisante a empécher la croissance
bactérienne (BOGDANOV, 1997). Le peroxyde d’hydrogene donne une protection
contre les microorganismes pathogeéne par un mécanisme biochimique qui interrompe
leurs métabolismes et dénature leurs protéines (JEFFREY et ECHAZARETTA,
1996). L’activité antibactérienne est principalement due au peroxyde d’hydrogene,
produit continuellement quand le miel est dilu¢ (ALLEN et MOLAN, 2000)

La catalase représente I’antagoniste de la glucose oxydase car elle réduit I’eau
oxygénée. La concentration du peroxyde d’hydrogéne dépend donc directement de
ces deux enzymes (BOGDANOV et BLUMER, 2001). Mais malgré que la catalase
soit active avec de hautes concentrations de peroxyde d’hydrogeéne, elle est d’activité
basse avec les taux physiologiques. La quantité de catalase nécessaire pour détruire

I’activité antibactérienne a été trouvé étonnement ¢levé (WHITE et al. 1963).
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Récemment le peroxyde d’hydrogene a perdu sa faveur a cause de I’inflammation et
du dommage qu’il provoque dans les tissus [(SALAHUDEEN et al. 1991); (SAISSY
et al. 1995)] .La concentration du peroxyde d’hydrogene produite dans le miel lors de
sa dilution est normalement autour de 1 mmol/l, soit environ 1000 fois moins que la
solution de 3% généralement utilisée comme antiseptique (MOLAN, 1992).

Il a ¢été signalé que le peroxyde d’hydrogene est plus efficace quand il est produit de
fagon permanente par la glucose oxydase que quand il est ajouté isolement (PRUIT,
1985).Une solution de peroxyde d’hydrogéne utilisée comme antiseptique est
probablement de beaucoup moins efficace qu’une libération lente a partir miel
(COHEN et HOCHSTEIN, 1962)

Une ¢tude faite avec Escherichia coli exposée a un flot constant de peroxyde
d’hydrogene, a montré que la croissance bactérienne est inhibée par 0,02-0,05 mmol/l
de peroxyde d'hydrogéne, une concentration qui n’endommage pas les cellules
fibroblastiques de la peau humaine (HYSLOP et al. 1995).

Pour un grand nombre de miels testés, la destruction de la capacité du peroxyde par
I'utilisation de la catalase était associée a la perte de I'activité antibactérienne. Les
miels originaires de manuka et de vipers buglos furent les seuls miels testés qui

retinrent une activité antibactérienne significative (WILLIX et al. 1992).

I.1.7.3. Pression osmotique:

Les principales substances du miel sont les sucres, lesquels par leur effet osmotique
exercent une action antibactérienne (MOLAN, 1992).

L’osmolarité élevée a été considérée comme un précieux outil dans le traitement des
infections, car elle prévient la croissance des bactéries et renforce la cicatrisation
(ARCHER et al. 1990).Selon LAVIE (1968), l'activité bactériostatique et bactéricide
du miel sur diverses bactéries est due a sa forte teneur en sucres, elle élimine l'odeur
désagréable lice aux briilures et aux ulceres principaux de la peau, car les bactéries
qui causent l'infection emploient les sucres du miel de préférence aux acides aminés
du sérum et des cellules mortes, a partir desquels des amines et les composés de
soufre sont produits.

Mais quand il est appliqué sur les plaies, la dilution du fait de I’exsudation, réduit
I’osmolarité a un niveau tel qu’elle cesse de maitriser ’infection (HERSZAGE et al.

1980).
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L.L.7.4. pH et acidité

Le pH bas du miel associ¢ a l'effet osmotique de ses sucres furent considérés comme
le principal facteur antibactérien (YATSUNAMI et ECHIGO, 1984).Mais si le miel
est dilu¢, particuliecrement par les fluides du corps le pH ne sera pas ainsi un inhibiteur
efficace de beaucoup d'espéces microbiennes (MOLAN, 1996).Cependant certains
miels ont un pH nettement plus ¢€levé , entre 5 et 6 (ex: miel de chataignier,miel de
miellat, mais ceux-ci possédent néanmoins un effet antibactérien (BOGDANOV et
BLUMER, 2001). Les acides organiques libres jouent un rdle dans lactivité
antimicrobienne du miel car ils sont tres solubles dans les membranes de la cellule et
induisent des altérations dans la perméabilité¢ cellulaire et dans la phosphorylation

oxydative (JEFFREY et ECHAZARETTA, 1996).

L.1.7.5. Autres substances:

Les substances antibactériennes non peroxydes du miel sont surtout des lysozymes,
des flavonoides,des acides aromatiques, des substances volatiles et autres composants
indéterminés (BOGDANOYV et BLUMER, 2001).Les flavonoides trouvés dans le miel
ont un effet antibactérien efficace contre les bactéries et les champignons,ces
flavonoides sont f.pinobanksin,f.chrysin,f.galangin,f.quercétine,f.lutéoline,
f.kaempferol, et f.pinocembrin le seul présent en quantité élevée (MIRAGLIO et al.
2003).Une analyse systématique de la nature chimique des substances non peroxydes
n'a pas encore €té effectuée (BOGDANOV et BLUMER, 2001).Les composés
phénoliques sont responsables de 1'activité antioxydante du miel (MIRAGLIO, 2003)

L.L.8. Altérations du miel

L.1.8.1. Effet de la température:

Le traitement thermique du miel peut accélérer certaines réactions chimiques
susceptibles d'altérer sa qualité au cours de I'entreposage (M.A.RAMIREZ et al.
2000).Quelques études ont montré que la température est le principal €lément qui doit
étre controlé pour avoir un miel de bonne qualité WINKLER cité par RAMIREZ
(2000).Mais le comportement des miels durant l'entreposage differe selon le type de
miel (RAMIREZ et al. 2000)."I1 est connu que la chaleur et la lumicre altérent la
glucose oxydase et diminuent ainsi la production d'eau oxygénée" (BOGDANOV et

BLUMER, 2001), et il ajoute que " la température au cours de I'entreposage a une
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influence importante sur l'activité enzymatique qui diminue en fonction de la durée

d'entreposage et, de la teneur en HMF qui elle, augmente.

Tableau n° 3 Température de stockage et détérioration des enzymes du miel

(WHITE et al. 1964)

Température de Temps nécessaire Durée Durée de
stockage, °C a la formation de 40 mg De demi-vie* demi-vie
d’HMF/Kg miel diastase invertase
10 10 - 20 années 35 années 26 années
20 2 -4 années 4 années 2 années
30 0,5-1 années 200 jours 83 jours
40 1-2 moins 31 jours 9,6 jours
50 5-10 jours 5,4 jours 1,3 jours
60 1-2 jours 1 jours 4,7 jours
70 6-20 heures 5,3 heures 47
minutes

*-Durée de demi-vie: durée pour réduire de moitié€ 1'activité enzymatique

L.1.8.2. Effet de la lumiere: La lumiére réduit les propriétés antibiotiques du miel,
les indices de peroxyde du miel de fleurs en particulier sont fortement réduits lors du
stockage a la lumiere, ils ne diminuent que de moiti¢ a l'obscurité. Les inhibines non
peroxydes ne s'alterent que légérement en raison de la lumiére et d'un long stockage

(BOGDANOV et BLUMER, 2001).

I.1.8.3. Effet de la fermentation : Seuls les miels dont la teneur en eau est inférieure
a 18% sont de bonne conservation (GONNET, 1982).BOGDANOV (1995) revoit ce
chiffre 1égérement a la hausse puisque selon lui la teneur en eau ne devrait pas
dépasser 19g/100g de miel, étant donné que dans le cas contraire, il existe un risque
de fermentation a la surface. Si I'on se réfere 8 STEPHEN (1946) cet écart d'une unité
n'est pas a prendre a la légere, en effet, selon cet auteur la teneur en levures augmente
de cinq fois dans le cas d'un accroissement de la teneur en eau de 1g/100g; en dessous

d'une teneur de 17g/100g le risque de fermentation est tres faible. Vu ses propriétés

19



Chapitre 1 Etude bibliographique

trés hygroscopiques, le miel absorbe 'humidité de l'air quand celle-ci est tres élevée

d’ou la nécessité de le conserver dans des récipients étanches (BOGDANOV, 1999).

I.1.9. Cristallisation du miel:
Le miel consiste en ne solution sucrée sursaturée. La cristallisation du miel est ainsi
un processus naturel [(BOGDANOV ,1987); (HORN ,1991)].Elle dépend des facteurs

suivants:

L.L.9.I1. Teneur en sucres et en eau: La vitesse de cristallisation dépend surtout de la
teneur en glucose du miel [ (WHITE ,1962),(BOGDANOV et al 1987)].Les miels de
fleurs avec plus de 28% de glucose cristallisent trés rapidement;le miel de miellat
avec une teneur en mélézitose de 10% se transforment en du miel dit miel ciment. Les
miels dont la teneur en glucose est < 28g/100g ou dont le rapport glucose eau est <
1,7 restent plus longtemps liquides [(HORN ,1991), (BOGDANOV al ,1995)].
Les miels ayant une forte teneur en eau cristallisent souvent en deux phases. La phase
supérieure est plus aqueuse et les levures peuvent se multiplier et provoquer la
fermentation du miel (BOGDANOV, 1987).
L.1.9.2. Température: température optimale pour la cristallisation du miel se situe
entre 10 et 18°C. Une température constante de 14°C est idéale. A basse température
la cristallisation est lente avec formation de cristaux tres fins, a température élevée
(plus de 25°C°), la cristallisation est également lente, mais le miel se fige sous la

forme de cristaux grossiers (BOGDANOV, 1987).
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L.IL. Usages thérapeutiques du miel

LI1.1. Cicatrisation des plaies

Les pansements humides ou toute forme d'irrigation humidifient les tissus et donc
retardent la cicatrisation. Les pansements secs adherent a la surface, causant de la
douleur et des dommages au tissu de granulation, chaque fois qu'ils sont changés. Les
pansements huileux empéchent les secrétions de s'écouler librement et pouvant ainsi
se répandre dans les surfaces de peau voisines en causant des réactions indésirables ou
des effets toxiques. A l'inverse, le miel est un traitement de choix des plaies, car il est
non irritable, non toxique, stérile, bactéricide, nutritif, aisément appliqué et plus
confortable que les autres pansements (AMY et al. 1996). Aujourd'’hui une quantité
importante de publications scientifiques sur la capacité du miel dans la cicatrisation
des plaies confirment sa valeur, comme agent antibactérien et cicatrisant
(NATIONAL HONEY BOARD, 2002)

Les effets thérapeutiques observés lors de l'utilisation du miel comme pansement des
plaies incluent une stimulation du processus cicatriciel avec cicatrisation rapide,
assainissement des plaies infectées, stimulation de la régénération tissulaire,
diminution de l'inflammation, il évite de méme les défauts dus a l'adhésion des
pansements, par formation d'une interface humide (MOLAN, 2001).

Le miel a été utilis¢é dans le traitement de divers types de plaies, comprenant les
brilures (EFEM, 1988) les ulcéres veineux des jambes, les ulceéres des jambes
d'étiologies diverses, ulceres des pieds des diabétique, sites de préleévement de
greffons non cicatrisés, abces, furoncles, plaies opératoires (BETTS et MOLAN,
2001), processus nécrotique (EFEM, 1993), infection post opératoire des plaies
néonatales (EFEM, 1988). Dans bon nombre de ces cas le miel a été utilisé avec
succes pour la cicatrisation de plaies ne répondant pas aux traitements par les
antibiotiques et les antiseptiques conventionnels [(HUTTON, 1966), (NDAYISABA
et al. 1993), (WOOD et al. 1997), (DUNFORD et al. 2000)].

Bons nombres d'auteurs on décrits la rapidité de cicatrisation lorsque le miel est utilisé
comme pansement, DESCOTTES (1990) parle de cicatrisation de manicre
spectaculaire dans 90% des cas, parfois en seulement quelques jours. Selon
BURLANDO (1978) la cicatrisation spécialement pour les briilures du premier et du
second degré est ¢tonnement rapide. Le miel favorise la cicatrisation des ulcéres et
des brilures mieux que tous autres applications locales utilisées auparavant

(BLOMFIELD, 1973). 1l a été noté que le pansement des plaies par le miel permet de
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procéder aux greffes dans des délais bien plus courts, sur une plaie assainie, avec prise
rapide de la greffe (PHUAPRADIT et SAROPALA, 1992). D'apres
SUBRAHMANYAM (1998), EFEM (1993), CAVANAGH (1970), le miel
contribue a la régénération tissulaire a tel point que la reconstruction plastique est
inutile. Le miel utilis¢ comme pansement ne cause aucune douleur (MCINERNEY
RJF. 1990), n'est pas irritant (SUBRAHMANYAM ,1996), ne cause aucune réaction
allergique ni d'effet nocif sur les tissus (HUAPRADIT et SAROPALA, 1992), il n'y a
aucune adhésion qui risquerait de causer des dommages au tissu de granulation lors
du changement de pansement (SUBRAHMANYAM, 1998).

Cent patients brilés ont été divisés en deux groupes égaux et trait€s ou avec un
pansement a base de miel, ou avec un pansement de gaze traitée avec la sulphadiazine
argentée. Dans le groupe traité¢ avec le miel, les Iésions guérissaient plus rapidement
(temps moyen, 15,4 jours contre 17,2 jours). Les niveaux des lipides peroxydes
sériques ¢€taient augmentés dans la période immédiatement apres la brilure dans tous
les deux groupes. Pourtant, avant le jour 7 et le jour 14 apres la brilure, les Auteurs
ont noté¢ une réduction significative des valeurs malondialdéhydes, qui étaient plus
significative dans le groupe trait¢ avec le miel. Les cultures bactériennes ont révélé
que dans 90% des cas les plaies étaient rendues stériles dans le groupe traité avec le
miel tandis que dans le groupe trait¢ avec la sulphadiazine argentée I’infection
persistait. Le miel, a cause de son effet anti-oxydant, a contribué vraisemblablement a
limiter la peroxydation lipide et a contribu€¢ aussi a la guérison rapide des lésions, sans
parler des autres effets favorables (SUBRAHMANYAM et al. 2001).

Vingt cas de gangréne de fournier ont été traités par des applications quotidiennes de
miel sans recours a la chirurgie, et comparés avec 21 cas similaires traités par excision
chirurgicale des tissus infectés et par des antibiotiques systémiques. Les résultats ont
¢té similaires pour les deux traitements, mais avec une réponse plus rapide lors de
l'utilisation du miel (1 semaine) (EFEM, 1993).

CAVANAGH et al (1970) ont décrits 12 cas ou le miel a été utilisé comme
pansement aprés une vulvectomie radicale (plaie reconnue notoirement comme
difficile a garder saine de l'infection), cette plaie est devenue stérile apres 3-6 jours,
présentant une granulation saine, requérant un minimum d'excision des tissus morts et
ne necessitant pas de greffe de peau comme normalement requis. Le miel a été trouvé
non irritant et beaucoup plus efficaces que les antibiotiques topiques, le délai

d'hospitalisation a été réduit a 3-4 semaines au lieu des 7-8 semaines usuelles.
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Le miel a été utilis€ avec succes pour la cicatrisation de plaies abdominales faisant
suite a une rupture consécutive a une césarienne, il a été appliqué en une fine couche
sur la plaie et recouvert avec un pansement a micropores (PHUAPRADIT et
SAROPALA, 1992); le fait que cet article a été publi¢ dans "Australian NZ Journal of

Obstetrics and Gynecology" mérite d'étre cité.

LIL.2. Propriétés cicatrisantes du miel et mécanismes d'action (voir tableau n°4)
LIL3. Ulcére gastrique, gastrite et diarrhée: L'usage du miel dans le traitement de
l'ulcere gastrique et des gastrites provient du folklore traditionnel, il y est également
fait état dans les temps modernes. La découverte du réle de Helicobacter pylori
comme agent causal de l'ulcere gastrique ont orienté les recherches vers l'activité
antibactérienne du miel, il s'est avéré que H.pylori est sensible au miel (MOLAN,
2001). L'administration orale de miel a des rats chez lesquels un ulcere gastrique a
¢té induit par administration d'indométacine a abouti a une accélération considérable
de la cicatrisation (Ali, 1995).

Trois cuillerées a soupe de miel (30ml) données avant les repas trois fois par jour, ont
¢té utilisées dans le traitement de patients males et femelles (20-40 ans) souffrant de
gastrites, duodénites et ulceres duodénales, les deux tiers des patients ont guéri suite a
ce traitement, avec augmentation du taux d'hémoglobine chez la majorité et
diminution de la quantité de sang ¢liminée dans les selles (SALEM, 1982)

Un essai clinique dans lequel le miel a été utilis€ a la place du glucose dans une
solution de réhydratation (solution d'é¢lécrolytes), administrée a des nourrissons et a
des enfants admis a I'hopital pour gastroentérite; a montré statistiquement une
réduction significative de la durée de la diarrhée due a des infections bactériennes ,58

heures au lieu de 93 heures (HAFFEJEE et MOOSA, 1985).
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Tableau n°4 : Propriétés cicatrisantes du miel et mécanismes d'action (NATIONAL

HONEY BOARD, 2002)

Propriétés Résultats cliniques Mode d'action présumé
Activité *Stérilisation des plaies *Production de peroxyde d'hydrogéne
antimicrobienne | *Inhibition des pathogénes *Action des composés phytochimiques.

potentiels des plaies et des enzymes
qui détruisent les tissus.
*Elimination des mauvaises odeurs
des plaies infectées.

*Barriére protectrice contre les
contaminations croisées.

*Acidité

*Stimulation de la multiplication des B-
lymphocytes et des T-lymphocytes, de la
libération des cytokines par les monocytes;
source d'énergie et d'acidité pour les
macrophages contribuant a leur action
destructrice des bactéries

*Métabolisme du glucose par les bactéries en
acide lactique au lieu du métabolisme des
acides aminés du sérum et des cellules mortes
en ammoniac,amines et composés soufrés.
*Viscosité élevée créant un effet barriére
contre les contaminations par I'environnement

Activité anti-
inflammatoire

*Résolution des oedémes et des
exsudats
*Réduction des cicatrices

*Osmolarité ¢levée provoquant un appel
de liquide formant une interface humide
empéchant ainsi les dommaes dus a
l'adhésion du pansement a la surface des
plaies.

*Diminution des leucocytes associés a
l'inflammation.

*Inhibition de la production de 1'oxygene
réactif intermédiaire (ORI) grace a son
activité antioxydante.

*Suppression du processus inflammatoire.
Par la captation des radicaux libres par les
antioxydants.

Stimulation
d'une
cicatrisation
rapide

* Augmentation de la
phagocytose.

* Augmentation du débridement
autolytique.

* Augmentation de
l'angiogenese.

*prolifération cellulaire
*Synthese de collagene.
*Re-epithélialisation avec un
recours minimum aux greffes de
peau.

*Effets stimulants des divers composants
sur les macrophages

*pansement humide

* Apport de nutriments et d'oxygéne aux
tissus suite a l'extravasation de la lymphe.
*Libération lente de peroxyde
d'hydrogene et de substances
antioxydantes modifiant certaines
proteines, importantes pour la croissance
cellulaire et le débridement.
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L.I1.4. Les troubles cardiovasculaires: Le miel pourrait protéger le coeur en
ralentissant le processus d'oxydation du « mauvais » cholestérol (LDL) grace a sa
richesse en antioxydants. Des chercheurs ont d'abord mesuré la teneur en
antioxydants et en phénols de miels provenant de sept sources florales différentes, Les
résultats obtenus par le dosage de la capacité¢ d'absorption des radicaux libres ont
clairement montré la présence d'antioxydants dans le miel. Les auteurs de I'étude ont
ensuite ajouté les miels a des échantillons de sang humain afin de vérifier leur effet
sur les lipoprotéines a basse densit¢ (LDL ou « mauvais » cholestérol) apres avoir
simulé leur oxydation a l'aide de cuivre. Ils ont alors constaté que le miel ralentissait
la formation de «dienes conjugués », produits de cette oxydation potentiellement
responsables de troubles cardiovasculaires.Le miel de couleur plus foncée est a
privilégier puisque sa teneur en antioxydants est plus ¢levée .( GHELDOF ET
ENGESETH, 2002).

LIL.5.Troubles Ophtalmiques: Un certain nombre d'articles a travers le monde
décrivent l'usage du miel dans le traitement de blépharite, conjonctivite catarrhale,
kératite et d'affection variées. En général le traitement est efficace pour obtenir la
rémission ou stopper la progression de la maladie (NATIONAL HONEY BOARD,
2002). Dans une étude avec 102 patients présentant des troubles ophtalmiques divers,
ne répondant pas aux traitements conventionnels, 85 personnes ont présentés de nettes
améliorations, pour les 15 autres I'évolution a été stoppé apres le traitement au miel

(MOLAN, 2001).

LIL.6. Le miel dans le traitement des mammites chez les animaux laitiers: Un type
d'affection dans lequel de fortes concentrations in situ de miel peuvent étre obtenues
sont les mammites chez les bovines et les caprins laitiers. Le miel pourrait étre
appropri¢ pour le traitement des ces mammites, par introduction du miel dans la
mamelle via le canal du trayon. Il est inoffensif pour les tissus et ne donne lieu a
aucun résidu indésirable dans le lait. Sept espeéces bactériennes généralement a
l'origine de mammites bovines ont ¢été testées pour leur sensibilit¢é a l'action
antibactérienne de deux types de miels; l'un a forte activité peroxyde et a activité non
peroxyde non détectable et l'inverse pour le second. Les CMI des deux variétés de
miel ont ét¢ de 1a 10% (action relative presque similaire) (WAIKATO HONEY
RESEARCH UNIT, 2006).
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LIL7. Propriétés prébiotiques: Les bifidobactéries sont une sous classe d'un groupe
de bactéries considérées comme importantes pour la santé du tractus gastro-intestinal.
Des études cliniques ont associ¢ a la présence de bifidobactéries dans le tractus
gastro-intestinal, des effets bénéfiques comme la stimulation du systéme immunitaire
et l'anticarcinogénicité. Un prébiotique est un supplément alimentaire non digestible
qui modifie la balance de la microflore intestinale en stimulant la croissance et/ou
l'activité des organismes bénéfiques, et en supprimant les bactéries nuisibles
potentielles (TANNOCK, 1999). KAJIWARA et al. (2002), USTUNOL et GANDHI
(2002), aprés wune série d'études arriverent aux conclusions suivantes

-Le miel favoriserait la croissance, l'activité et la wviabilité de bifidobactéries
habituellement incorporées lors de la fabrication de produits laitiers fermentés.
- 11 existerait un effet synergique entre les carbohydrates du miel dans la stimulation

de la croissance et l'activité des bifidobactéries.

L.III. Les maladies staphylococciques

Les infections a staphylococciques dues a S.aureus occupent en pathologie infectieuse
une place importante par leur nombre et leur gravité, aussi bien a I'hdpital qu'a
I'extérieur de celui-ci. Elles peuvent étre localisées et de propagation directe en
atteignant essentiellement le revétement cutané, ou diffuser par voie sanguine en
prenant un caractere septicémique et un polymorphisme symptomatique extréme

On distingue chez 'homme :les staphylococcies cutanées et muqueuses qui sont les
plus fréquentes, les staphylococcies septicémiques qui succedent généralement a une
infection cutanéo-muqueuse souvent passé€e inapergue et les syndromes provoqués par
certaines toxines (LE MINOR et VERON, 1989).La porte d'entrée peut étre un
follicule pileux, mais généralement c'est une coupure au niveau de la peau qui peut
étre occasionnée par une minuscule piqire d'aiguille, ou une plaie chirurgicale. Les
corps étrangers incluant les points de sutures sont facilement colonisés par les
staphylocoques pouvant ainsi entrainer des infections difficiles a controler

(KENNETH TODAR UNIVERSITY, 2005).

LIIL1 Les staphylococcies cutanées, sous cutanées et muqueuses : Staphylococcus
aureus peut €tre a l'origine d'infections cutanées superficielles, ou profondes.
L'infection superficielle atteint surtout l'enfant; elle se traduit par, un impétigo

réalisant des 1ésions trés superficielles de la peau des jambes de la face (qui prennent
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un aspect crolteux vernissés), ou une folliculite qui représente une Iésion
inflammatoire suppurée et douloureuse. (AVRIL et al, 2000).

L'infection profonde est représentée par un abces intrafolliculaire de toute la gaine de
poil (furoncle), ou par des infections des canaux des glandes sudoripares appelé :
hidrosadénite, qui laissent suinter une sérosité purulente (nécessite une exérese
chirurgicale des nodules scléroinflammatoire) et des anthrax.

-Les infections staphylococciques de la glande mammaires peuvent ainsi se
développées chez 1 a 3% des femmes qui allaitent, surtout vers le 2°™ et 3™ semaine
suivant I'accouchement. (Pouvant se compliquer d'abceés mammaire).

Les infections localisées aux muqueuses atteignent les yeux (conjonctivite), la sphere
générale (cervicite,), les voies aériennes (sinusite, amygdalite) [ (SCHAECHTER et
al. 1999), (AYQUEM et al. 1998)].

L.IIL2. Le syndrome staphylococcique de la peau ébouillantée: .Au cours de cette
maladie assez courante, I'épiderme se décolle en mettant a nu une zone rouge sous-
jacente, il est observé le plus fréquemment chez les enfants, y compris ceux en bas
age. Dans les creches, il y'a parfois une multiplication soudaine et massive de ces cas.
(PRESCOTT et al. 2003).. C'est une maladie grave qui met en jeu le pronostic vital
(AYQUEM et al, 1998).

LIIL3. Syndrome du choc toxique: Maladie staphylococcique pouvant avoir des
conséquences graves, se déclare souvent chez des femmes qui emploient des tampons
menstruels trés adsorbants, qui apparemment favoriseraient la croissance des germes.
Il peut avoir lieu en dehors de la période de menstruation chez la femme, et chez
I'homme. La porte d'entrée peut Etre vaginale, ou suite a des interventions
chirurgicales et des infections cutanées a Staphylocoques (PRESCOTT et al. 2003).La
létalité peut atteindre10% (LE MINOR et MICHEL, 1989).

L.IIL.4. Les infections digestives a Staphylococcus aureus : Les entérocolites aigues
a Staphylococcus aureus surviennent chez un malade ayant recu pendant une période
prolongée, un antibiotique a large spectre, mal absorbé par la muqueuse intestinale.
La flore intestinale normale est détruite et remplacée par Staphylococcus aureus

résistant aux antibiotiques (FERRON, 1984).
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LIILS. Les septicémies a Staphylococcus aureus : Les septicémies a Staphylococcus
aureus sont a l'origine d'un taux de mortalité élevé (de 20 a 30%), cela malgré le
traitement antibiotique. (AVRIL et al. 2000).

Elles peuvent survenir a tout age, favorisées par des traumatismes locaux, des corps
étrangers (Cathéter, sonde...), des interventions chirurgicales et des briilures étendues.

[(PILET et al. 1987), (GAILLARD et al. 1989)].

LIIL6. Intoxication alimentaire : Les intoxications alimentaires a Staphylococcus
aureus surviennent apres l'ingestion d'aliment souillé (le lait, produits laitiers et les
viandes...).Chez les tres jeunes enfants et chez les individus a résistance diminuée, un
¢tat de choc et la mort peut survenir a la suite d'une déshydratation brutale ou
d'accidents cardio-vasculaires résultant essentiellement de vomissements violents

[(SINGLETON, 1999), (SCHAECHTER et al. 1999)].

LIIL7. Résistance aux antibiotiques

La facilité avec laquelle cette espéce bactérienne devient résistante aux antibiotiques a
¢té observée dés les premiers essais thérapeutiques de la pénicilline G. La présence
dans les hopitaux de S. aureus multirésistants aux bétalactamines, aux aminosides,
aux macrolides et aux fluoroquinolones est de plus en plus préoccupante car les
alternatives thérapeutiques se restreignent (LE MINOR et MICHEL, 1989). La
résistance aux pénicillines du groupe méticilline-oxacilline est croisée pour toutes les
bétalactamines y compris les céphalosporines et I'imipénéme méme s'ils apparaissent
actifs sur l'antibiogramme (DUVAL, cité par LE MINOR et VERON, 1989).

Une ¢tude américaine portant sur les infections nosocomiales a staphylocoque, a
retrouvé une proportion de d'infection 8 SARM 16 a 22 % en 1990, alors qu'elle était
seulement de 5 a 8 % en 1980 (EL KOURI et al. 1998). ).La fréquence de la
résistance est variable selon les services hospitaliers. Vingt a vingt-cinq pour cent
des SAMR sont isolés dans les services de traumatologie, d'urologie, de chirurgie
générale, de chirurgie plastique et d'ORL, contre 1 a 6 % dans les services de
pédiatrie, de gynécologie obstétrique et les creches (d'enfants sains). Dans les services
de soins intensifs, le nombre de SAMR est plus ¢levé dans les services des brilés (36
%) que dans les services de cardiologie (14 %) (BAQUERO et PELAEZ, 1987)

La plupart des souches de Staphylococcus aureus sont résistantes a plusieurs des

agents antimicrobiens d'usage courant, dont les aminoglycosides, les macrolides st les
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antibiotiques a noyau B-lactame, y compris la derniere génération de céphalosporines.
Des infections graves par des souches résistantes a la methiciline ont été le plus
souvent traitées avec succes a l'aide d'un antibiotique plus ancien, potentiellement, la
vancomycine. Cependant des souches sont devenues récemment résistantes a la

vancomycine (PRESCOTT et al. 2003).

L.VI. Affections dues aPseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est certainement l'espece la plus fréquemment rencontrée en
pathologie infectieuse (HUSSON et al.1994). L'infection a Pseudomonas aeruginosa
est particulierement fréquente chez les malades dont les mécanismes de défenses sont
affaiblis. Elle set une cause majeure de mortalité chez les grands brilés [(BERCHE et
al.1988), (AVRIL et al. 1992)].

P. aeruginosa se place parmi les agents étiologiques majeurs impliqués dans les
infections nosocomiales. Une enquéte multicentrique menée aux Etats-Unis par le
centre national des infections nosocomiales indiquait qu’entre 1990 et 1992,
P.aeruginosa était le deuxieme bacille a Gram négatif et le cinquieme agent

pathogene en fréquence (EMORI ET GAYNES, 1993).

L.VI.1. Surinfection des plaies : Les patients se contaminent habituellement pendant
leur hospitalisation, suite a la surinfection des plaies opératoires, traumatiques ou
ulcéreuses. En fonction de leurs localisations elles peuvent donner lieu a des otites
moyennes ou mastoidites lors de plaies a la téte, méningites purulentes apres
neurochirurgie, endocardites aigues apres chirurgie cardiaque...certaines de ces
infections peuvent devenir chronique ou récidivantes (LE MINOR ET VERON,
1989).

La colonisation des lésions par P.aeruginosa est rapide fréquente et grave lors de
brilures étendues (10% de la surface corporelle), le risque majeur en est la
septicémie qui intervient dans un tiers des cas; méme sous traitement, la mortalité de

ces septicémies par brilures reste élevée (75% environ) (STONE, 1969).

I.VI.2. Infections oculaires: Les atteintes oculaires font le plus souvent suite a des
microtraumatismes de la cornée, liés au port de lentilles souples et a une
contamination par une eau contenant P. aeruginosa. Ces infections sont également

favorisées par une corticothérapie locale, I'utilisation inappropriée d’un anesthésique
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de contact ou d’un collyre contaminé. L’infection débute classiquement petit ulcere
nécrotique rapidement extensif pouvant évoluer vers un abcés de cornée, puis une
perforation de la cornée, et fonte purulente de I’ceil en 48 heures. P. aeruginosa est
une cause de comjonctivite chez les prématurés ou les enfants de faible poids a la
naissance. Cette conjonctivite peut se compliquer d’une atteinte méningée et cérébrale

(DUBROUS et al. 1997)

L.VL.3. Atteintes digestives: P. aeruginosa est responsable d’atteintes digestives
parfois épidémiques : diarrhées du nouveau-né et « fiecvre de Shanghai », dont le
tableau est proche de celui de la typhoide. P. aeruginosa est isolé chez 10 a 20 % des

malades souffrant d’une péritonite communautaire (NGUYEN ET JARLIER, 2001).

LI.VI.4. L'otite externe maligne: est observée principalement chez le diabétique agé,
elle est a point de départ cutané sous forme d'une otite externe banale, mais qui résiste
au traitement. Cette infection met en jeu le pronostic fonctionnel et vital, la mortalité
peut atteindre 50% des cas .P. aeruginosa est I’agent quasi exclusivement responsable

de cette infection. [(LE MINOR ET VERON, 1989), (CARPENTIER et al. 2003)].

LVLS. L’ecthyma gangrenosum : du presque exclusivement a P. aeruginosa
caractéris€ par Dapparition d’une vésicule hémorragique puis ulcéronécrotique.
L’aspect final est celui de nodules inflammatoires siégeant préférentiellement au
niveau des cuisses, du périnée, du creux axillaire ou des extrémités (ELBAZE et al.

1991).

L.VI.6. Résistances aux antibiotiques

La prescription d’antibiotiques a large spectre majore la capacité de colonisation de P.
aeruginosa en €liminant la flore saprophyte qui joue normalement un role de barriere
vis-a-vis de la flore transitoire (a laquelle appartient P. aeruginosa). Les
antibiothérapies probabilistes a large spectre pour traiter un €épisode infectieux, sont a
I’origine d’une colonisation par des bacilles naturellement résistants et aptes a
acquérir de nouvelles résistances, comme P.aeruginosa (CARPENTIER et al. 2003).
La fréquence observée des souches  résistantes aux antibiotiques actifs sur

P.aeruginisa varie sensiblement d'une ¢étude a l'autre (influence de la technique),
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D'une région a l'autre, et méme d'un hopital a l'autre, en raison de la pression de
sélection sur les souches résistantes (LE MINOR et. VERON, 1989).

P. aeruginosa est naturellement résistante a de nombreux antibiotiques, dont la
plupart des bétalactamines hydrophiles (LIVERMORE, 2002). Les résistances
acquises sont tres fréquentes chez P. aeruginosa et touchent les trois principales
familles d’antibiotiques utilisées contre cette bactérie : bétalactamines,
aminoglycosides et fluoroquinolones (CARPENTIER et al. 2003). . Les résistances
sont parfois associées pour une méme souche (CAVALLO JD, et al. 2001).

L.V.Activité antibactérienne du miel vis-a-vis de S.aureus et de P.aeruginosa
"Staphylococcus aureus est lune des espéces les plus sensible a l'action
antibactérienne du miel, il a été souvent fait état de la complete inhibition de
S.aureus par des miels dilués a des concentrations tres basses" (MOLAN ,1992). "Le
miel a un potentiel antibactérien suffisant pour stopper le croissance bactérienne s'il
est dilué¢ au moins 9 fois et au plus 56 fois en présence de Staphylococcus aureus
(COOPER et MOLAN, 1999).

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 82 souches de SAMR ont été
trouvées allant de 3% a 8% (ALLEN et al 2000). Des plaies infectées par SAMR ont
¢té débarrassées de l'infection et guéries par l'application de miel (NATARAJAN et
al. 2001).Un récent bilan sur le succes de l'usage du miel comme pansement sur les
plaies infectées, a montré que beaucoup d'auteurs soutiennent l'usage du miel dans les
plaies infectées et quelques uns suggerent son usage prophylactique sur les plaies des
patients prédisposés au SAMR et autres bactéries antibiorésistantes.

Des isolats humains au total de 50 de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
ont été collectionnés de diverses sources pathologiques et testés pour leur sensibilité a
la gentamycine a différentes concentrations et au miel (trois échantillons) a différentes
dilutions. Il a été trouvé que l'activité antibactérienne de la gentamycine était
inférieure a celle du miel (ADELEKE ET AL. 2006).Cependant les auteurs ont trouvé
une activité remarquable du miel non dilué sur Pseudomonas Aeruginosa contrastant
avec celle observée sue E.coli, ce qui est en désaccord avec les travaux de EFEM
(1992) qui a trouvé P.aeruginosa résistante au miel non dilué.

NZEAKO ET HAMDI (2000) travaillant sur six échantillons de miels ont trouvé que

des souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a l'amikacine, ceftriaxone,
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tobramicine, aztreonam, gentamycine et l'imipénéme ¢Etaient sensibles a tous les
¢échantillons de miels étudiés.

VARDI et al (1998) ont rapporté le cas d'une cicatrisation complete apres application
de miel pendant 21 jours sur des plaies sternales profondes compliquées par une
infection a S.aureus, MRSA, Pseudomonas, E.coli et Eterobacter spp, suite a une
intervention chirurgicale pour une affection cardiaque congénitale chez neuf
nouveaux nés et bébés. La majorité de ces patients ont été traités sans succes pendant
plus de 14 jours avec des antiseptiques et des antibiotiques systémiques

Dans un autre cas une plaie étendue par suite d'une exérése chirurgicale de tissus
nécrosé, et fortement infectée avec P.aeruginosa apres l'excision, n'a pu étre greffée
(greffon de peau). L'utilisation du miel (miel de Manuka) comme pansement a
entrainé un assainissement rapide de cette plaie, et a permis la prise de la greffe
(ROBSON, 2000). Le méme type de miel (miel de Manuka) a permis la cicatrisation
rapide d'un ulcere profond est étendu de la peau du a une septicémie meningococcique
Fortement infecté par P.aeruginosa, S.aureus et Enterococcus , et n'ayant pas répondu
A tous les traitements conventionnels modernes pendant plus de 9 mois de soins
intensifs (DUNFORD et al.2000).

Un cas qui mérite d'étre cité est la remarquable guérison d'un adolescent au royaume
unis souffrant d'une I€sion infectée chronique suite a une septicémie méningococcique
avec nécrose tissulaire étendue, compliquée par une infection a Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus, rebelle a tous les traitements conventionnels, et
nécessitant une amputation de ses deux jambes juste en dessous des genoux et des
phalanges distales et moyennes de ses deux mains. Un traitement a l'aide de tampons
imprégnés de miel (miel de Manuka), a abouti a une guérison totale au bout d'un délai

de dix semaines (DUNFORD et al. 2000).
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L.VI.Conclusion : S'il est exagéré d'attribuer au miel toutes les vertus, la masse de
publications scientifiques concernant ses effets antibactériens, cicatrisants
antioxydants et anti-inflammatoires ainsi que son utilisation dans le traitements des
plaies infectés, des ulcéres gastriques, des affections ophtalmiques, des mammites
(pour ne citer que ceux-la) le tout étayé par des résultats parfois quasi-miraculeux
lors d'essais cliniques en font un produit quasi-miraculeux. I1 est non toxique non
irritant, n'entraine pas d'effets secondaires et permet d'éviter les désagréments de
certains traitements lourds et astreignants physiquement, psychologiquement et
¢conomiquement. A 1'ére ou les antibiotiques et méme certains antiseptiques semblent
pratiquement révolus, son utilisation semble une des meilleures alternatives qui

s'offriraient a la médecine moderne conventionnelle.
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L.VIL L'amidon

L.VIL1. Source de ’amidon:

L'amidon est un des polymeres glucidiques les plus abondants dans la nature. 11 est
produit a 1'état de granules dans les feuilles, racines, tubercules, noyaux, graines et
pollens des plantes et y sert de réserve nutritive (VERCAUTEREN et RAPAILLE,
1999).

I.VIL.2. Structure de ’amidon:

Les amidons sont des mélanges en proportions variables de deux types de
constituants, I’amylose et ’amylopectine (CHEFTEL C. et CHEFTEL H., 1978).
L’amidon contient également des constituants non glucidiques tels que:L’acide
phosphorique, Des cations ( Ca”, Mg, Na', K), des phosphatides (lipides
phosphorés).La teneur des différents amidons en ces compos€s annexes varie selon

leur origine végétale (LOUISOT, 1983).

LVIL3. Eléments fondamentaux de I'amidon

MASSAUX et al (2006) travaillant sur 'amidon de blé concluent que les variations de
proportion des petits granules en fonction de la variété et leur teneur en lipides vont
par exemple influencer l'hydrolyse enzymatique, et sont aussi moins enclins aux
transformations physico-chimiques. Les amidons formés de petites granules et riches
en lipides sont moins facilement attaqués par les amylases Le mais "normal" contient
environ 27% d'amylose et 73% d'amylopectine. Le mais cireux est composé
essentiellement d'amylopectine et seulement de 1 a 2% d'amylose, Selon le diametre
moyen des granules d'amidon de mais est de 3um a 26 um et leur teneur en lipides de
0,75%, alors que le diametre des granules d'amidon de pomme de terre est de 40 a 50
pm et leur teneur en lipides 0,15 (VERCAUTEREN et RAPAILLE, 1999).

La dimension et la répartition des grains d'amidon sont importantes pour des
applications bien précises D'autres caractéristiques physiques simples importantes
relativement a la fonctionnalité sont la forme et la surface des grains d'amidon, Les
deux polymeres ont des structures trés différentes - l'amylose étant linéaire et
I'amylopectine trés ramifiée - et chacun joue un rdle déterminant dans la
fonctionnalité finale de I'amidon naturel et de ses dérivés: viscosité, résistance au
cisaillement, gélatinisation, texture, solubilité¢, pouvoir adhésif, stabilit¢ du gel,
gonflement au froid et rétrogradation, tout dépend du ratio amylose/amylopectine

(VERCAUTEREN et RAPAILLE, 1999).
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L’amidon présente une pression osmotique négligeable (BARRY et BARRY, 1971).
TORLEY et al (2004) apres une étude visant a déterminer comment les composants
mineurs présents dans le miel affectent la gélatinisation de I'amidon ont trouvé que les
miels de différentes sources montrent un effet variable sur la gélatinisation de
I'amidon et attribuent cette différence a l'activité diastasique mais également a la
composition et a la concentration des éléments organiques mineurs présents dans le
miel.

Selon BOUKRAA et al (2006) le miel et l'amidon présenteraient une activité
synergique antibactérienne vis-a-vis de Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger et Candida albicans.
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Chapitre I1

Matériel et méthodes
IL.1. Lieu d'étude:
Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie;
Département des Sciences Vétérinaires, Faculté des Sciences Agro-Vétérinaires
Université Ibn Khaldoun de Tiaret, durant une période de six mois (Octobre a Avril
2006/2007).
La détermination des taux de HMF et des indices diastasiques a été effectuée au
CARI (laboratoire de références) Asbi 4 place Croix du sud B-1348 LOUVAIN-
LA- NEUVE Belgique.

I1. 2. Matiére premiére:

I1.2.1. Le miel:

Pour la réalisation de ce travail, nous avons testé l'effet de six échantillons (ech) de
miels Algériens provenant de six régions différentes.

-Une variété¢ de Bouguirat (Mostaganem), présentée par I’apiculteur comme un miel
multifloral mais a prédominance oranger (conservée depuis la récolte dans un pot en
plastique opaque).L'apiculteur ne disposant pas d'extracteur il a été procédé a un
pressage sans filtration.

-Une variété de Sidi Lazreg (Relizane), présentée par I’apiculteur comme étant un
miel d’eucalyptus (Conservée depuis la récolte dans un pot en plastique transparent).
-Une variété de Oued Djemaa (Relizane), présentée par I’apiculteur comme étant un
miel d’oranger (Conservée depuis la récolte dans un pot en plastique transparent).
-Une variét¢ de Laghouat, conditionnée en pots de verre transparent et portant
mention « miel de jujubier ».

-Une variété¢ de Ain Oussera (Djelfa), conditionnée en pots de verre transparent et
portant la mention « miel de chardon ».

-Une variété de la région de Frenda (Tiaret) et déclarée étre du miel multifloral .
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Tableau n°5 : Répartition géographique et dates de récolte des différents

échantillons de miel.

Echantillons des ‘ Origine ‘ Origine ‘ Date de ‘
miels botanique géographique récolte

Echantillon 1 | Multifloral | Bouguirat | Juillet 2006 |
Echantillon 2 | « Eucalyptus » | Sidi Lazreg | Juin 2006 |
Echantillon 3 | « Oranger » | Oued Djemaa | Avril 2006 |
Echantillon 4 | « Jujubier » | Laghouat | Juin 2006 |
Echantillon 5 | « Chardon » | Ain Oussera | Juin 2006 |
Echantillon 6 | Multifloral Frenda Juillet 2006 |

Les échantillons du miel ont été conservés a température ambiante et a I’obscurité.

11.2.2 L’amidon:
On a utilisé¢ 1'amidon de mais (poudre pur) conservé a la température ambiante du

Laboratoire (amidon soluble F.A, Cheminova).

I1.2.3 Souches bactériennes:

-Staphylococcus aureus: Obtenue aupres des services de la répression des fraudes de
la wilaya de Tissemsilt. Il a été isolé a partir d'un produit de patisserie. Entretenue sur
milieu de Chapmann en boite de petri, conservation au froid a une température de
4°C.

-Pseudomonas aeruginosa : obtenue aupres d'un laboratoire d'analyses médicales
privé (Tiaret).Entretenues sur Milieu King A en tube, conservation au froid a une
tempétature de 4°C.

-Ces souches ont été confirmées au laboratoire.
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I1.3. Analyse physico-chimiques:
I1.3.1. Recherche de falsification : méthode de Fiche.
Citée par HUCHET M. (1996). Voir annexes.

11.3.2. Détermination de la teneur en eau

M¢éthode harmonisée de la commission européenne (2001).Voir annexes

11.3.3. Détermination du pH

I1.3.3.1.Principe

Détermination de la concentration du miel en ions dissociés H"

11.3.3.2. Matériel

pH-metre digital CG 818

-Etalonnage du pH meétre

11.3.3.3. Mode opératoire

-laisser le commutateur en position pH.

-Régler le bouton "°C" a la température du miel (température de la picce).

-Plonger 1'¢lectrode dans le miel. Aprés un temps de mise en température appropri€,

procéder a la mesure de la valeur pH.

I1.3.4. Détermination de la teneur en HMF d’ apreés Winkler

Meéthode harmonisée de la Commission européenne (2001)

11.3.5. Détermination d'activité de diastase selon Phadebas

Méthode harmonisée de la Commission européenne (2001)

I1.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices et des
concentrations minimales inhibitrices synergiques.

I1.4.1.Principe

La détermination de I'effet antibactérien du miel est révelé par la mise en évidence de
la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui est la plus petite concentration en
miel, pour laquelle on n'observe aucune croissance visible de germes, elle défini

l'arrét du pouvoir de reproduction bactérienne.
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La détermination de la concentration inhibitrice synergique minimale est révélée par
la mise en évidence de la  concentration minimale en miel et en amidon pour
lesquelles on n'observe aucune croissance visible de germes.

11.4.2. Matériels

-Autoclave (Sanoclav)

-Etuve (Heraeus)

-Four a micro-ondes (Whirlpool)

-Vortex ( tecno Kartell TK 3S)

11.4.3. Solutions

Eau distillée

KOH (pH:14).

Poudre d'amidon de mais a des concentrations de 10% ,20% ,30%

I1.4.4. Milieu de culture

Gélose nutritive

I1.4.5. Détermination de la CMI

11.4.5.1. Mode opératoire

Homogénéisation du miel, prélevement de la quantité a tester a l'aide de seringues
graduées, cette quantité de miel est mise dans un tube a essai.

-la gélose nutritive est liquéfice au four a micro ondes et refroidie a une température
de 50°C pour éviter la destruction des enzymes du miel au moment de son
incorporation a ce dernier.

En respectant les conditions d'asepsie, on préléve une quantité de gélose nutritive, et
on l'ajoute a la quantité de miel a tester (dans le tube a essai) de telle sorte que le
volume total (miel et gélose) soit de 5 ml. On homogénéise le mélange au vortex, on
mesure le pH (pH-métre digital) puis on coule en boite de pétri et on laisse solidifier
-Apres solidification du mélange et aseptiquement, a l'aide d'une anse de platine
préalablement flambée au bec bunsen on préléve un inoculum bactérien et on
ensemence en stries. Les boites de pétri sont placées en position renversée dans

l'incubateur réglé a 37°C pendant 24h au bout desquelles on fait la lecture.
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11.4.6. Détermination des concentrations inhibitrice synergiques (CIS) avec une
solution stock d'amidon a 10%.

En démarrant en dessous des valeurs de la CMI on incorpore des quantités croissantes
d'une solution d'amidon a des quantités décroissantes de miel de tel sorte que le
mélange miel, solution d'amidon et gélose soit égal a 5 ml. Les concentrations
inhibitrices synergiques sont les concentrations en miel et en amidon pour lesquelles il
n y'a aucune croissance visibles des bactéries test.

11.4.6.1. Mode opératoire

11.4.6.2. Préparation de la solution d'amidon

-Mesurer 50 ml d'eau distillée a l'aide d'un Becher la mettre dans une fiole stérile de
100 ml

-Peser 5g de poudre d'amidon a l'aide de la balance analytique; la verser dans la fiole
contenant I'eau distiller, agiter manuellement pour homogénéiser la solution.

-Couvrir I'embout de la fiole avec du papier d'aluminium et chauffer dans le four a
micro ondes jusqu'a ébullition et que le mélange devient visqueux et translucide.
-Préserver cette fiole dans I'étuve a 37°C.

11.4.6.3. Préparation d'un milieu a base de miel, d'empois d'amidon et de gélose
nutritive

-Addition de I'empois d'amidon au miel

-étiqueter les tubes a essai en précisant pour chaque tube la variété et la concentration
de miel, ainsi que les concentrations d'empois d'amidon qui doivent y €tre introduites.
-A laide de seringues graduées stériles introduire des quantités décroissantes de miel
en démarrant de la valeur située juste en dessous de la CMI dans des tubes a essai
stériles.

-Ajouter des volumes croissants d'empois d'amidon.

-Neutraliser le mélange par le KOH pour favoriser l'action des amylases du miel dont
l'activité est optimale a un pH 7 (mais elles restent actives dans une large gamme de
pH entre 4 et 11).

-Homogénéiser le contenu a l'aide du vortex.

-Mesurer le pH avant l'incubation avec des bandelettes.

-Fermer les tubes et mettre a incuber dans I'é¢tuve réglée a 37°C pendant 24h.
Incorporation des mélanges (miel et empois d'amidon) a la gélose nutritive.

-Etiqueter le fond de boites de pétri stériles en mentionnant pour chacune les

concentrations en miel, empois d'amidon et gélose qui doivent y €tre mises.
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-Liquéfier la gélose au four a micro ondes

-laisser refroidir jusqu'a une température de 50°C et maintenir cette température en
plongeant le flacon de gélose dans un bain Marie réglé a 50°C (la quantité d'eau ne
doit pas atteindre le bouchon pour éviter une infiltration éventuelle).

-Incorporer la gélose aux différents mélanges (miel et empois d'amidon) de telle sorte
que le volume total soit égal a Sml.

-Homogénéiser le tout au vortex.

-Couler les différents mélanges dans les boites de pétri respectives.

-Laisser refroidir sur une surface froide

-ensemencement, incubation (37°C pendant 24h) et lecture.

IL.5. Tests confirmatifs

I1.5.1. Test confirmatif a I'eau distillée

Le but de ce test confirmatif est de montrer que I'inhibition de la croissance au-dela de
la CMI n'est pas due a la dilution (donc de la génération peroxyde d'hydrogéne) du
fait de 'adjonction de la solution d'amidon.

I1.5.1.1. Addition d'eau distillée au miel

-Dans des tubes a essai stériles, ajouter des volumes d'eau distillée correspondants a
celles de l'empois d'amidon qui entrent dans les différentes inhibitions synergiques
aux mémes concentrations de miel.

-neutraliser le mélange (miel et eau distillée) par le KOH.

-Homogénéiser au vortex.

-Mesurer le pH a l'aide de bandelettes.

-Fermer les tubes.

-Incuber les tubes a 37°C pendant 24h.

I1.5.1.2. Addition du mélange (miel et eau distillée) a la gélose nutritive

-Etiqueter des boites de pétri stériles en mentionnant les volumes de miel d'eau
distillée et de gélose respectives qui doivent y €tre coulées.

-Liquéfier la gélose au four a micro-ondes.

-La laisser refroidir a une température de 50°C et la maintenir a cette température en
mettant le flacon dans un bain marie réglé a 50°C.

-Incorporer la gélose aux différents mélanges (miel et eau distillée) de telle sorte que
le mélange total soit égal a 5 ml.

-Laisser refroidir sur une surface froide et stérile.
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-A Tlaide d'une anse en platine prélever a chaque fois deux colonies isolées,
ensemencer par striation. Ces ensemencements sont fait a partir de bactéries jeunes
(en croissance) ensemenceées la veille.

- incubation a 37°C pendant 24 h et lecture.

I1.5.2. Test confirmatif avec I'amidon

Le but de ce test est de montrer que l'amidon a lui seul n'a aucun effet inhibiteur sur la
croissance bactérienne.

I1.5.2.1. Addition de I'empois d'amidon a la gélose nutritive

-Etiqueter des boites de pétri stériles en mentionnant les concentrations respectives
d'empois d'amidon et de gélose qui doivent y étre coulées.

-Comme pour le précédent test, liquéfier la gélose nutritive la laisser refroidir a une
température de 50°C et la maintenir a cette température a l'aide du bain marie.
-Incorporer les concentrations d'empois d'amidon égales a celles qui entrent dans les
différentes valeurs des inhibitions synergiques a la gélose nutritive.

-Bien mélanger a l'aide du vortex.

-Couler en boites de pétri, laisser solidifier sur une surface froide et stérile.

-Ensemencement, incubation (37°C pendant 24 h) et lecture.
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I1.6. Protocole expérimental

Miel

Conservation a I'abri de I'humidité

et de la lumicére.
|

Détermination des paramétres physico-chimique

v v v g
Teneur pH Teneur test Indice
en eau en HMF de falsification de diastases

\ 4

Addition du miel a la gélose nutritive a des concentrations variables
Pour un volume total de Sml

A
Ensemencements séparés avec P.aeruginosa et S.aureus

et incubation a 37°C pendant 24 h
v

Détermination des CMI

Figure n® 2: Détermination des CMI

Mélange de miel et d'empois d'amidon a des concentrations variables,
Pour des concentrations de miel inférieures aux CMI

|

Incubation pendant 24 h

v

v

Addition a la gélose nutritive

l

v

Ensemencements séparés avec P.aeruginosa et S.aureus
et incubation pendant 24 h

l

v

Détermination des CMIS

Figure n°3: Détermination des CMIS
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Préparation d'un mélange a base de miel et d'eau distillée aux mémes
concentrations que I'amidon aux valeurs des inhibitions synergiques

|

Incubation pendant 24 h
v

Addition a la gélose
-

Ensemencements séparés avec P.aeruginosa et S.aureus
et incubation pendant 24 h

4

Lecture

Figure n° 4 : tests confirmatifs a 'eau distillée

Préparation d'un milieu a base de gélose et d'amidon aux valeurs
des inhibitions synergiques

y

Ensemencements séparés avec P.aeruginosa et S.aureus
et incubation pendant 24 h

Lecture

Figure n°5: test confirmatif a 'amidon
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I1.7. Détermination des concentrations inhibitrice synergiques (CIS) avec une
solution stock d'amidon a 20%.

-Méme protocole qu'avec la solution d'amidon a 10%, mais avec des concentrations
en dessous des valeurs de la CMIS, obtenues avec la solution stock de 10%, et sans
descendre en dessous d'un pourcentage relatif de 40% de gélose.

I1.8. Détermination des concentrations inhibitrice synergiques (CIS) avec une
solution stock d'amidon a 30%.

-Méme protocole que pour la solution stock a 20%,mais en utilisant une solution

stock a 30%;

I1.9. Réle des durées d'incubation sur I'effet synergique
Les mélanges miels amidons aux concentration des CMIS sont mis a incuber pour des
durées variables (t = 0, t =1h, t = 6h et t = 12h), incorporation a la gélose, puis

ensemencement incubation pendant 24 h et lecture.
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I1.10. Traitement statistique

L’analyse statistique des données par le test de Chi* de Pearson (test de corrélation) et
Chi? du MV été réalisés sur le logiciel STATISTICA par une comparaison entre
chaque parametre physico-chimique du miel et la concentration minimale inhibitrice
ainsi qu'entre les concentrations minimales inhibitrices synergiques et l'indice de
diastases, par une comparaison a une référence internationales).

* significatif a 0,05.

** significatif a 0,01.

*** significatif a 0,001.
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Chapitre 111

Chapitre 111
Résultats

II1.1. Test de falsification par rapport aux sucres:

Seul le miel de Frenda a présenté une coloration rose.

Photo n° 1:Résultat du test de falsification par rapport aux sucres.

Le miel ayant subi un ajout de sucre se colore en rose.

1I1.2 Teneur en eau:

Tableau n°6:Indice de réfraction a 20°C et teneur en

eau des cinq échantillons de

miels
Echantillons de miels | Indice de réfraction | Teneur en eau %
Miel de Bouguirat 1,495 16,6
Miel de Sidi Lazreg 1,498 15,4
Miel de Oued Djemaa | 1,494 17,0
Miel de Laghouat 1,50 14,6
Miel de Ain Oussera 1,50 14,6

Ces valeurs concordent avec les normes du CODEX ALIMENTARIUS (2003) qui

prescrit une teneur maximale de 20%.
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IIL.3. pH:
Tableau n°7:Valeurs de pH pour les cinq variétés de miels
Variétés Miel Miel Miel Miel Miel
de Sidi De Oued | De Laghouat | Ain Oussera
Bouguirat Lazreg Djemaa
pH 4 3,86 3,81 4,64 4,73

Selon BOGDANOYV et BLUMER (2001)Ces Le miel selon sa provenance un pH

moyen entre 3,2 et 4,5, certains miels ont un pH nettement plus élevé entre 5 et 6 tels

que les miels de chataigner et de miellat.

111.4 Teneur en HMF:

Tableau n°8: Teneurs en HMF des cinq variétés de miels.

Variétés Miel Miel Miel Miel Miel
de de De Oued De de
Bouguirat Sidi Djemaa Laghouat | Ain Oussera
Lazreg
HMF 29,5 9,4 11,5 Non 6,7
mg/kg quantifié

"Non quantifi¢": 1,2< HMF <3,5

Ces valeurs correspondaient aux normes du Codex alimentarius et méme aux normes

de L'UE qui sont les plus draconiennes en la matiere.

.Clest

Le parametre qui

ompte

le plus

dans

le

commerce

international

(RAMIREZ CERVANTES et al. 2000).Le HMF peut étre utilisé pour le dépistage des
miels surchauffés (KARABOURNIORTTI et al. 2001).

I1L.5 Indice diastasique:

Tableau n°9:Valeurs des indices de diastases pour les cinq variétés de miels

Variétés Miel Miel Miel Miel Miel
de de de Oued De de
Bouguirat | Sidi Lazreg | Djemaa | Laghouat | Ain Oussera
ID 15,2 26,1 13,1 16,6 14,6
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I11.6.Valeurs du pH pour les différents mélanges miel gélose correspondant aux
valeurs des CMI

Tableau n° 10: pH du mélange miel gélose aux valeurs des CMI pour les cinq
variétés.

Espéce Type du miel CMI pH
bactérienne Miel | Miel+gélose

% %

Miel de Bouguirat 15 6,1

Miel de Sidi Lazreg 18 6,3

Pseudomonas

aeruginosa | Miel de Oued el Djemaa 26 6,7

Miel de Laghouat 25 6,9

Miel de Ain oussara 22 6.8

Miel de Bouguirat 25 6,3

Staphylococcus Miel de Sidi Lazreg 23 6,2

aureus Miel de Oued el djemaa 30 6,4

Miel de Laghouat 29 6,7

Miel de Ain oussara 30 6,9
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II1.7. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Résultats

Tableau n°11:Valeurs des CMI pour les cinq ¢échantillons de miels vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Concentration | Concentration Miel Miel | Miel de Miel Miel de
Miel Gélose de de Oued de Ain
en % en % Bouguirat | Sidi | Djemaa | Laghouat | Oussera

Lazreg

10 90 +++ -+ -+ -+ +++

11 &9 +++ -+ -+ -+ +++

12 88 ++ -+ -+ -+ +++

13 87 ++ -+ -+ -+ +++

14 86 ++ H+ H++ ++ +++

15 85 CMI ++ +++ +++ +++

16 84 - ++ +++ +H+ +H+

17 83 - ++ +++ +H+ +H+

18 82 - CMI +++ +++ ++

19 81 - - +++ +++ ++

20 80 - - +++ +++ ++

21 79 - - ++ +++ ++

22 78 - - ++ ++ CMI

23 77 - - ++ ++ -

24 76 - - ++ ++ -

25 75 - - ++ CMI -

26 74 - - CMI - -

27 73 - - - - -

28 72 - - - - -

29 71 - - - - -

30 70 - - - - -

+++: Croissance abondante
++ : Croissance moyenne
+ : Croissance faible

- : Inhibition
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Témoin 14% CMI 15%

4 /
5
> ———

Photo n° 2:CMI du Miel de bouguirat vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Témoin 17% CMI 18%

Photo n°3:CMI du Miel de Sidi Lazreg vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Témoin 25% CMI 26%

Photo n°4:CMI du Miel de Oued Djemaa vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa
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Témoin 24% CMI 25%

Photo n°5:CMI du Miel de Laghouat vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Témoin 21% CMI 22%

sy

Photo n°6:CMI du Miel de Ain Oussera vis-a-vis de

Pseudomonas aeruginosa
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IILI.7.1. Analyses des corrélations entre les paramétres physico-chimiques des

miels et les CMI vis -a -vis Pseudomonas aeruginosa

Tableau n°12: Corrélation entre les CMI et pH :

Chi? dl p

Chi? de Pearson 5,000 df=4 p=,28731
Chi?2 du MV 6,730 df=4 p=,15087
R de Spearman -,289 t=-,5222 p=,63762

Tableau n° 13: Corrélation entre les CMI et HMF :

Chi? dl p

Chi? de Pearson 15,000 df=12 p=,24146
Chi?2 du MV 13,322 df=12 p=,34611
R de Spearman -,205 t=-,3631 p=,74058

Tableau n°14:Corrélation entre les CMI et ’indice de diastase

Chi? dl p

Chi? de Pearson 20,000 df=16 p=,22025
Chi?2 du MV 16,094 df=16 p=,44641
R de Spearman -,500 t=-1,000 p=,39100

Tableau n°15:Corrélation entre les CMI et la teneur en eau :

Chi? dl p

Chi? de Pearson 15,000 df=12 p=,24146
Chi?2 du MV 13,322 df=12 p=,34611
R de Spearman ,051 t=,08897 p=,93471
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Chapitre 111

1I1.8. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Résultats

Tableau n°16:Valeurs des CMI pour les cinq échantillons de miels vis-a-vis de
Staphylococcus_aureus.

Concentration | Concentration | Miel Miel Miel de | Miel Miel de
Miel Gélose de de Oued de Ain
en % en % Bouguirat | Sidi Djemaa | Laghouat | Oussera
Lazreg
10 90 +++ +++ +++ +H+ +H+
11 89 +++ +++ +++ +H+ +H+
12 88 +++ +++ +++ +++ +++
13 87 +++ ++ +++ +H+ +H+
14 86 +++ ++ +++ +H+ +H+
15 85 +++ ++ +++ +++ +++
16 84 +++ +++ +++ +H+ +H+
17 83 ++ +++ +++ +++ +++
18 82 ++ +++ +++ +++ +++
19 81 ++ ++ +++ +H+ +H+
20 80 ++ + +++ +++ +++
21 79 + + +++ +++ +H+
22 78 + + +++ ++ +++
23 77 + CMI +++ ++ +++
24 76 + - ++ ++ ++
25 75 CMI - ++ ++ ++
26 74 - - + + ++
27 73 - - + + ++
28 72 - - + + ++
29 71 - - + CMI ++
30 70 - - CMI - CMI

+++: Croissance abondante
++ : Croissance moyenne
+ : Croissance faible

- : Inhibition
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Chapitre 111 Reésultats

Témoin 24% CMI 25%

Photo n°7:CMI du Miel de Bouguirat vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Témoin 22% CMI 23%

Photo n°8:CMI du Miel de Sidi Lazreg vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Témoin 29% CMI 30%

Photo n°9:CMI du Miel de Oued Djemaa vis-a-vis de
Staphylococcus aureus
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Témoin 28% CMI 29%

.

Photo n°10:CMI du Miel de Laghouat vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Témoin 29% CMI 30%

Photo n°11:CMI du Ain Oussera vis-a-vis de Staphylococcus
aureus
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Résultats

Chapitre 111

I11.8.1. Analyses des corrélations entre les paramétres physico-chimiques des
miels Etles CMI vis -a -vis Staphylococcus aureus

Tableau n°17: Corrélation entre les CMI et pH :

Chi? dl p
Chi? de Pearson 2,917 df=3 p=,40466
Chi? du MV 3,958 df=3 p=,26609
R de Spearman ,148 t=,25935 |p=,81214
Tableau n°18:Corrélation entre les CMI et HMF :
Chi? dl p
Chi? de Pearson 15,000 df=12 p=,24146
Chi? du MV 13,322 df=12 p=,34611
R de Spearman -,205 =-,3631 |p=,74058
Tableau n°19:Corrélation entre les CMI et La teneur en ’eau :
Chi? dl p
Chi? de Pearson 15,000 df=12 p=,24146
Chi? du MV 13,322 df=12 p=,34611
R de Spearman ,051 t=,08897 |p=,93471

Tableau n°20:Corrélation entre les CMI et L’indice de diastase:

Chi? dl p
Chi? de Pearson 15,000 df=12 p=,24146
Chi? du MV 13,322 df=12 p=,34611
R de Spearman -,872 t=-3,087 |p=,05385
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Chapitre 111

Résultats

I11.9 Valeurs des concentrations minimales inhibitrices synergiques vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Tableau n°21:Valeurs des CIS vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa obtenues par
l'addition d'empois d'amidon au miel de Bouguirat.

Miel |Miel Amidon | Amidon |Gélose |Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

14 0,70 1 0,05 85 4,25 +
14 0,70 2 0,1 84 4,20 IS
13 0,65 2 0,1 85 4,25 +
13 0,65 4 0,2 83 4,15 IS
13 0,65 5 0,25 82 4,10 IS
12 0,60 5 0,25 83 4,15 IS
11 0,55 5 0,25 84 4,20 IS
10 0,50 5 0,25 85 4,25 IS

9 0,45 5 0,25 86 4,30 IS

8 0,40 5 0,35 87 4,35 ++
8 0,40 7 0,60 85 4,25 +H+
8 0,40 10 0,50 82 4,10 +H+
8 0,40 12 0,75 80 4,00 +H+
8 0,40 14 0,70 78 3,90 +H+
8 0,40 16 0,80 76 3,80 +H+
8 0,40 18 0,90 74 3,70 ++
8 0,40 20 1,00 72 3,60 ++
8 0,40 22 1,10 70 3,50 +

8 0,40 24 1,20 68 3,40 +

8 0,40 26 1,30 66 3,30 +

8 0,40 28 1,40 64 3,20 +

8 0,40 30 1,50 62 3,10 CMIS
7 0,35 30 1,50 63 3,15 +

7 0,35 32 1,60 61 3,05 +H+

Tableau n°22: Les CIS de Pseudomonas aeruginosa par le miel de bouguirat

Miel %

14

13

12

Amidon
%
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Chapitre 111 Reésultats

7% CMIS: 8% Miel
30% Amidon

Photo n°12:CMIS du Miel de Bouguirat vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Tableau n°23: Corrélation négative de 'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Bouguirat vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

dl

p
Chi? de Pearson df=18 p=,37962

Chi* du MV df=18 p=,70239

R de Spearman T=-3,746 p=,00955%*
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Figure n°6: Ajustement exponentiel négatif représente I'évaluation de I'inhibition

Synergétique vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
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Chapitre 111

Résultats

Tableau n°24: Valeurs des CIS vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa obtenues par
l'addition d'empois d'amidon au miel de Sidi Lazreg.

Miel Miel Amidon | Amidon |Gélose Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

17 0,85 2 0,10 81 4,05 IS
16 0,80 2 0,10 82 4,10 +
16 0,80 3 0,15 81 4,05 IS
15 0,75 3 0,15 82 4,10 IS
12 0,6 6 0,30 82 4,10 +
12 0,6 8 0,40 80 4,00 IS
11 0,55 8 0,40 81 4,05 ++
11 0,55 10 0,50 79 3,95 ++
11 0,55 12 0,60 78 3,80 +

11 0,55 14 0,70 75 3,75 +

11 0,55 16 0,80 73 3,65 +

11 0,55 18 0,90 71 3,55 +
11 0,55 20 1,00 69 3,45 IS
10 0,5 20 1,00 70 3,50 CMIS
9 0,45 20 1,00 71 3,55 +

9 0,45 22 1,10 69 3,45 +

9 0,45 24 1,20 67 3,35 ++
9 0,45 26 1,30 65 3,25 ++
9 0,45 28 1,40 63 3,15 +++
9 0,45 30 1,50 61 3,05 +++

Tableau n°25: Les CIS de Pseudomonas aeruginosa par le miel de Sidi Lazreg

Miel %
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Chapitre 111 Reésultats

9% CMI S:10% Miel
20% Amidon

N

Photo n°13:CMIS du Miel de Sidi Lazreg vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Tableau n°26: Corrélation négative de l'effet synergique de l'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Sidi Lazreg vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

Chi? dl D

Chi? de Pearson 18,000 df=15 p=,26269

Chi* du MV 15,956 df=15 p=,38500

R de Spearman -,971 t=-8,124 p=,00125
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Figure n°7: Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de I'inhibition

Synergétique vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
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Chapitre 111

Résultats

Tableau n°27:Valeurs des IS vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa obtenues par
l'addition d'empois d'amidon au miel Oued Djemaa

Miel Miel Amidon | Amidon |Gélose Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

25 1,25 1 0,05 74 3,70 +++
25 1,25 4 0,20 71 3,55 ++
25 1,25 5 0,25 70 3,50 IS
24 1,20 5 0,25 71 3,55 +--
24 1,20 6 0,30 70 3,50 IS
23 1,15 6 0,30 71 3,55 IS
22 1,10 6 0,30 72 3,60 IS
21 1,05 6 0,30 73 3,65 IS
20 1,00 6 0,30 74 3,70 IS
19 0,95 6 0,30 75 3,75 +
19 0,95 8 0,40 73 3,65 IS
18 0,90 8 0,40 74 3,70 +
18 0,90 10 0,50 72 3,60 ++
18 0,90 12 0,60 70 3,50 +
18 0,90 14 0,70 68 3,40 ++
18 0,90 16 0,80 66 3,30 ++
18 0,90 18 0,90 64 3,20 +
18 0,90 19 0,95 63 3,15 CMIS
18 0,90 20 1,00 62 3,10 +
17 0,85 20 1,00 63 3,15 +
17 0,85 22 1,10 61 3,05 +
17 0,85 24 1,20 59 2,95 ++
17 0,85 26 1,30 57 2,85 +++
17 0,85 28 1,40 55 2,75 +++
17 0,85 30 1,50 53 2,65 +++

Tableau n°28: Les CIS de Pseudomonas aeruginosa par le miel de Oued Djemaa

Miel %
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17% CMIS:18% Miel
19% Amidon

_— o

Photo n°14;CMIS du Miel de Oued djemaa vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Tableau n°29: Corrélation négative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Oued Djemaa vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosa

Chi? dl P

Chi? de Pearson 24,000 df=21 p=,29309

Chi* du MV 17,177 df=21 p=,70033

R de Spearman -,873 t=-4,382 p=,00466
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Figure n°8: Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de I'inhibition

Synergétique vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
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Chapitre 111

Résultats

Tableau n°30:Valeurs des IS vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa obtenues par

l'addition d'empois d'amidon au miel de Laghouat.

Miel Miel Amidon | Amidon |Gélose Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

24 1,20 2 0,10 74 3,70 +
24 1,20 3 0,15 73 3,65 IS
23 1,15 3 0,15 74 3,70 +
23 1,15 4 0,20 73 3,65 IS
22 1,10 4 0,20 74 3,70 +
22 1,10 5 0,25 73 3,65 IS
21 1,05 5 0,25 74 3,70 IS
20 1,00 5 0,25 75 3,75 IS
18 0,90 7 0,35 75 3,75 +
18 0,90 10 0,50 72 3,60 ++
18 0,90 12 0,60 70 3,50 +
18 0,90 14 0,70 68 3,40 +
18 0,90 16 0,80 66 3,30 +
18 0,90 18 0,90 64 3,20 +
18 0,90 20 1,00 62 3,10 IS
17 0,85 20 1,00 63 3,15 +
17 0,85 24 1,20 59 2,95 ++
17 0,85 26 1,30 57 2,85 ++
17 0,85 28 1,40 55 2,75 CMIS
16 0,80 28 1,40 56 2,80 ++
16 0,80 30 1,50 54 2,70 +++
16 0,80 32 1,60 52 2,60 +++

Tableau n°31: Les CIS de Pseudomonas aeruginosa par le miel de Laghouat

Miel %
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16% CMIS:17% Miel
28% Amidon

—

Photo n°15:CMIS du Miel de Laghouat vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Tableau n°32;: Corrélation négative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Laghouat vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

Chi? dl P

Chi? de Pearson 24,000 df=21 p=,29309

Chi* du MV 17,177 df=21 p=,70033

R de Spearman -,873 t=-4,382 p=,00466
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Figure n°9: Ajustement exponentiel négatif représente I'évaluation de I'inhibition

Synergétique vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
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Chapitre 111

Tableau n°33:Valeurs des IS vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa obtenues par
l'addition d'empois d'amidon au miel de Ain oussera.

Résultats

Miel Miel Amidon | Amidon |Gélose Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

21 1,05 1 0,05 78 3,90 ++
21 1,05 2 0,10 77 3,85 +
21 1,05 3 0,15 76 3,80 +
21 1,05 4 0,20 75 3,75 IS
20 1,00 4 0,20 76 3,80 IS
19 9,50 4 0,20 77 3,85 IS
18 0,9 4 0,20 78 3,90 IS
17 8,50 4 0,20 79 3,95 +
17 8,50 5 0,25 78 3,90 +
17 8,50 6 0,30 77 3,85 IS
16 0,80 6 0,30 78 3,90 IS
15 7,50 6 0,30 79 3,95 +
15 7,50 8 0,40 77 3,85 +
15 7,50 10 0,50 75 3,75 IS
14 0,7 10 0,50 76 3,80 +
14 0,7 12 0,60 74 3,70 ++
14 0,7 16 0,80 70 3,50 IS
13 0,65 16 0,80 71 3,55 +
13 0,65 18 0,90 69 3,45 +
13 0,65 20 1,00 67 3,35 CMIS
12 0,6 20 1,00 68 3,90 +
12 0,60 22 1,10 66 3,30 +
12 0,60 24 1,20 64 3,20 ++
12 0,60 26 1,30 62 3,10 ++
12 0,60 28 1,40 60 3,00 ++
12 0,60 30 1,50 58 2,90 +++
12 0,60 32 1,60 56 2,80 +++

Tableau n°34: Les CIS de Pseudomonas aeruginosa par le miel de Ain Oussera

Miel %
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Chapitre 111 Reésultats

12% CMIS:13% Miel
20% Amidon

Photo n°16:CMIS du Miel de Ain oussera vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa

Tableau n°35: Corrélation négative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Ain Oussera vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

Chi? dl p
Chi? de Pearson 36,000 df=32 p=,28670
Chi?2 du MV 25,687 df=32 p=,77725
R de Spearman -,953 t=-8,328 p=,00007
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Figure n°10:Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de l'inhibition

Synergétique vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
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Tableau n°36: Corrélation entre les CMIS et I’indice de diastase vis-a-vis de

Pseudomonas aeruginosa

Chi? dl p

Chi? de Pearson | 15,000 df=12 p=,24244
Chi?2 du MV 13,512 df=12 p=,34512
R de Spearman |,821 t=2,4887 p=,075902
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Chapitre 111

Résultats

I11.10. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices synergiques vis-a-vis
de Staphylococcus aureus

Tableau n°37:Valeurs des IS vis-a-vis de Staphylococcus aureus obtenues par

l'addition d'empois d'amidon au miel de Bouguirat.

Miel |Miel Amidon | Amidon |Gélose |Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

24 1,20 1 0,05 75 3,75 +
24 1,20 2 0,10 74 3,70 +
24 1,20 3 0,15 73 3,65 IS
23 1,15 3 0,15 74 3,70 IS
22 1,10 3 0,15 75 3,75 +
22 1,10 5 0,25 73 3,65 IS
21 1,05 5 0,25 74 3,70 +
21 1,05 6 0,30 73 3,65 +
21 1,05 8 0,40 71 3,55 IS
20 1,00 5 0,25 75 3,75 +
20 1,00 8 0,40 72 3,60 +
20 1,00 10 0,50 70 3,50 CMIS
19 0,95 10 0,50 71 3,55 +
19 0,95 12 0,60 69 3,45 +
19 0,95 14 0,70 67 3,35 ++
19 0,95 16 0,80 65 3,25 ++
19 0,95 18 0,90 63 3,15 ++
19 0,95 20 1,00 61 3,05 ++
19 0,95 22 1,10 59 2,95 ++
19 0,95 24 1,20 57 2,85 ++
19 0,95 26 1,30 55 2,75 ++
19 0,95 28 1,40 53 2,65 ++
19 0,95 30 1,50 51 2,55 ++

Tableau n°38: Les CIS de Staphylococcus aureus par le miel de Bouguirat

Miel %
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19% CMIS:20% Miel
10% Amidon

Photo n°17:CMIS du Miel de Bouguirat vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Tableau n°39: Corrélation négative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Bouguirat vis-a-vis Staphylococcus aureus

Chi? dl p
Chi? de Pearson 15,000 df=12 p=,24146
Chi? du MV 13,322 df=12 p=,34611
R de Spearman -,975 t=-7,550 p=,00482
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Figure n°11:Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de l'inhibition

Synergétique vis-a-vis Staphylococcus aureus
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Résultats

Tableau n°40:Valeurs des IS vis-a-vis de Staphylococcus aureus obtenues par

l'addition d'empois d'amidon au miel de Sidi Lazreg.

Miel |Miel Amidon | Amidon |Gélose |Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

22 1,10 1 0,05 77 3,85 +
22 1,10 2 0,10 76 3,80 IS
21 1,05 2 0,10 77 3,85 +
21 1,05 3 0,15 76 3,80 IS
20 1,00 3 0,15 77 3,85 IS
19 0,95 3 0,15 78 3,90 +
19 0,95 4 0,20 77 3,85 +
19 0,95 5 0,25 76 3,80 IS
18 0,90 5 0,25 77 3,85 +
18 0,90 6 0,30 76 3,80 +
18 0,90 8 0,4 74 3,70 +
18 0,90 10 0,5 72 3,60 +
18 0,90 12 0,6 70 3,50 IS
17 0,85 12 0,6 71 3,55 IS
16 0,80 12 0,6 72 3,60 CMIS
15 0,75 12 0,6 73 3,65 +
15 0,75 14 0,70 71 3,55 ++
15 0,75 16 0,80 69 3,45 ++
15 0,75 18 0,90 67 3,35 ++
15 0,75 20 1,00 65 3,25 ++
15 0,75 22 1,10 63 3,15 ++
15 0,75 24 1,20 61 3,05 ++
15 0,75 26 1,30 59 2,95 ++
15 0,75 28 1,40 57 2,85 ++
15 0,75 30 1,50 55 2,75 ++

Tableau n°41: Les CIS de Staphylococcus aureus par le miel de Sidi Lazreg

Miel %
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15% CMIS:16% Miel
12% Amidon

Photo n°18:CMIS du Miel de Sidi Lazreg vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Tableau n°42: Corrélation négative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Sidi Lazreg vis-a-vis Staphylococcus aureus

Chi? dl

p
Chi? de Pearson 15,000 df=12 p=,24146
Chi? du MV 13,322 df=12 p=,34611
R de Spearman -,975 t=-7,550 p=,00482
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Figure n°12:Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de l'inhibition

Synergétique vis-a-vis Staphylococcus aureus
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Résultats

Tableau n°43:Valeurs des IS vis-a-vis de Staphylococcus aureus obtenues par
l'addition d'empois d'amidon au miel de Oued Djemaa

Miel Miel Amidon | Amidon |Gélose Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

29 1,45 1 0,05 70 3,50 ++
29 1,45 2 0,10 69 3,45 +
29 1,45 3 0,15 68 3,40 +
29 1,45 4 0,20 67 3,35 +
29 1,45 5 0,25 66 3,30 IS
28 1,40 5 0,25 67 3,35 ++
28 1,40 6 0,30 66 3,30 ++
28 1,40 7 0,35 65 3,25 ++
28 1,40 8 0,40 64 3,20 ++
28 1,40 9 0,45 63 3,15 ++
28 1,40 10 0,50 62 3,10 +
28 1,40 11 0,55 61 3,05 +
28 1,40 12 0,60 60 3,00 IS
27 1,35 12 0,60 61 3,05 +
27 1,35 13 0,65 60 3,00 ++
27 1,35 14 0,70 59 2,95 ++
27 1,35 15 0,75 58 2,90 ++
27 1,35 16 0,80 57 2,85 CMIS
26 1,30 16 0,80 58 2,90 +
26 1,30 17 0,85 57 2,85 +
26 1,30 18 0,90 56 2,80 +
26 1,30 19 0,95 55 2,75 +
26 1,30 20 1,00 54 2,70 +
26 1,30 21 1,05 53 2,65 +
26 1,30 22 1,10 52 2,60 +
26 1,30 23 1,15 51 2,55 +
26 1,30 24 1,20 50 2,50 +
26 1,30 25 1,25 49 2,45 +
26 1,30 26 1,30 48 2,40 +
26 1,30 27 1,35 47 2,35 +
26 1,30 28 1,40 46 2,30 +
26 1,30 29 1,45 45 2,25 +
26 1,30 30 1,50 44 2,20 +

Tableau n°44: Les CIS de Staphylococcus aureus par le miel de Oued Djemaa

Miel %
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15% CMIS:27% Miel
16% Amidon

Photo n°19:CMIS du Miel de Oued Djemaa vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Tableau n°45: Corrélationnégative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Oued Djemaa vis-a-vis Staphylococcus aureus

Chi? dl p
Chi? de Pearson 21,000 df=9 p=,01266
Chi?2 du MV 16,152 df=9 p=,06378
R de Spearman ,826 t=3,2778 p=,02201
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Figure n°13:Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de l'inhibition

Synergétique vis-a-vis Staphylococcus aureus
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Résultats

Tableau n°46: Valeurs des IS vis-a-vis de Staphylococcus aureus obtenues par

l'addition d'empois d'amidon au miel de Laghouat.

Miel Miel Amidon | Amidon |Gélose Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

28 1,40 1 0,05 71 3,55 +
28 1,40 2 0,10 70 3,50 +
28 1,40 3 0,15 69 3,45 IS
27 1,35 3 0,15 70 3,50 IS
26 1,30 3 0,15 71 3,55 +
26 1,30 4 0,20 70 3,50 IS
25 1,25 4 0,20 71 3,55 IS
24 1,20 4 0,20 72 3,60 +
24 1,20 6 0,30 70 3,50 ++
24 1,20 8 0,40 68 3,40 ++
24 1,20 10 0,50 66 3,30 ++
24 1,20 12 0,60 64 3,20 IS
23 1,15 12 0,60 65 3,25 IS
22 1,10 12 0,40 66 3,30 +
22 1,01 14 0,70 64 3,20 IS
21 1,05 14 0,70 65 3,25 CMIS
21 1,05 16 0,80 63 3,15 +
21 1,00 18 0,90 61 3,05 +
21 1,00 20 1,00 59 2,95 +
21 1,00 22 1,10 57 2,85 +
21 0,95 24 1,20 55 2,75 +
21 0,95 26 1,30 53 2,65 +
21 0,95 28 1,40 51 2,55 +
21 0,95 30 1,50 49 2,45 ++

Tableau n°47: Les CIS de Staphylococcus aureus par le miel de Laghouat

Miel %

24

23

22

21

Amidon
%

12

12

14

14
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20% CMIS:21% Miel
14% Amidon

A e
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Photo n°20:CMIS du Miel de Laghouat vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Tableau n°48: Corrélation négative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Laghouat vis-a-vis Staphylococcus aureus

Chi? dl p
Chi? de Pearson 21,000 df=9 p=,01266
Chi?2 du MV 16,152 df=9 p=,06378
R de Spearman ,826 t=3,2778 p=,02201
MV4S
29
28 o
27 o
26 o
. 25 o
E 24 | )
23
22 o
21 o
20
2 4 6 8 10 12 14 16
AMIDON

Figure n°14:Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de l'inhibition

Synergétique vis-a-vis Staphylococcus aureus
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Tableau n°49:Valeurs des IS vis-a-vis de Staphylococcus aureus obtenues par
l'addition d'empois d'amidon au miel de Ain oussera.

Miel Miel Amidon | Amidon |Gélose Gélose Résultat
% (ml) % (ml) % (ml)

29 1,45 1 0,05 70 3,50 +
29 1,45 2 0,10 69 3,45 +
29 1,45 3 0,15 68 3,40 +
29 1,45 4 0,20 67 3,35 IS
28 1,40 4 0,20 68 3,40 IS
27 1,35 4 0,20 69 3,45 +
27 1,35 5 0,25 68 3,40 IS
26 1,30 5 0,25 69 3,45 IS
25 1,25 5 0,25 70 3,50 IS
24 1,20 5 0,25 71 3,55 +
24 1,20 6 0,30 70 3,50 +
24 1,20 7 0,35 69 3,45 IS
23 1,15 7 0,35 70 3,50 IS
22 1,10 7 0,35 71 3,55 IS
21 1,05 7 0,35 72 3,60 +
21 1,05 8 0,40 71 3,55 +
21 1,05 10 0,50 69 3,45 +
21 1,05 12 0,60 67 3,35 IS
20 1,00 12 0,60 68 3,40 CMIS
19 0,95 12 0,60 69 3,45 +
19 0,95 14 0,70 67 3,35 +
18 0,90 14 0,70 68 3,40 +
17 0,85 14 0,70 69 3,45 +
17 0,85 16 0,80 67 3,35 +
17 0,85 18 0,90 65 3,25 +
17 0,85 20 1,00 63 3,15 ++-
17 0,85 22 1,10 61 3,05 ++
17 0,85 |24 1,20 59 2,95 ++
17 0,85 26 1,30 57 2,85 ++
17 0,85 28 1,40 55 2,75 ++
17 0,85 30 1,5 53 2,65 ++

Tableau n°50: Les CIS de Staphylococcus aureus par le miel de Ain Oussera

Miel %

29

26

24 |23

22

21

20

Amidon
%

4

5

7 |7

12

12
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19% CMIS:20% Miel
12% Amidon

-

Photo n°21:CMIS du Miel de Ain oussera vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

Tableau n°51;: Corrélation négative de l'effet synergique de I'empois d'amidon sur
l'action antibactérienne du miel de Ain Oussera vis-a-vis Staphylococcus aureus

Chi? dl

p
Chi? de Pearson 30,000 df=27 p=,31419

Chi* du MV 27,323 df=27 p=,44648

R de Spearman -,969 t=-11,14 p=,00000

31

29 o

27 t

25 ¢

MIEL %

23+

21 ¢

19

3 5 7 9 11
EMPOIS D'AMIDON

Figure n°15:Ajustement exponentiel négatif représente 1'évaluation de l'inhibition

Synergétique vis-a-vis Staphylococcus aureus
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I11.10.1. Ccorrélation entre les CMIS et I’indice de diastase vis-a-vis de
Staphylococcus aureus. ..
Tableau n°52: Analyse statistique (corrélation entre les CMIS et ’indice de diastase

Vis-a-vis de Staphylococcus aureus

Chi? dl p

Chi? de Pearson |10,000 df=8 p=,26704
Chi? du MV 9,503 df=8 p=,30269
R de Spearman  |,224 t=,39736 p=,767689

IIL.11. Test confirmatif a I'eau distillée:
Toutes les boites de pétri inoculées, et aux différentes concentrations; que ce soit avec

P.aeruginosa ou S.aureus présentaient une croissance.

II1.12. Test confirmatif a I'amidon ;
De méme il y avait une croissance dans tous les cas.

I11.13. Calcul des concentrations inhibitrices synergiques avec une solution
d'amidon a 20%

Lors de I'emploi de solution stock d'amidon a 20%, en dessous des valeurs des CMIS
obtenues avec la solution stock de 10% ; toutes les boites de pétri inoculées

présentaient une croissance.

I11.14. Calcul des concentrations inhibitrices synergiques avec une solution
d'amidon 2 30%
Résultats identiques a ceux de I'emploi de la solution stock de 20%

II1.15. Incubation des mélanges miel amidon pour des temps variables

Apres les temps d'incubation a t = 0, t = 1h, t = 6h, t = 12h; toutes les cultures ont été
positives.
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Chapitre IV
Discussion

IV.1. Parametres physico-chimiques

IV.1.1. Recherche de falsification
Le miel de Frenda s'étant coloré immédiatement en rose, toutes les conditions du test

étant réunies ;a été considéré comme falsifié et écarté.

IV.1.2. Teneur en eau
Les valeurs de la teneur en eau des cinq échantillons de miels se situent entre 14,6 et

17,0; ces valeurs concordent avec les normes du CODEX ALIMENTARIUS (2003)
qui prescrit une teneur maximale de 20%.

Cependant des différences de cristallisation existent et qui sont en relation avec le
rapport glucose/eau (G/E) (BOGDANOV, 2005).

-Les miels de Bouguirat, de Sidi Lazreg et de Laghouat son restés liquides durant
toute la durée de notre étude.

Le miel révélant des rapports G/E inférieurs a 1,7 reste en principe plus d'une année
liquide.

-Le miel de Ain Oussera avait dés l'achat présenté une cristallisation (malgré une
teneur en eau identique a celle de Laghouat) sans séparation en phases.

Plus le rapport G/E est élevé, plus le miel cristallisera rapidement; avec une valeur
G/E supérieure a 1,7 la cristallisation est trés probable.

Le miel de Oued Djemaa avait tendance a se séparer en deux phases, la phase
supérieure plus claire et, la phase inférieure plus foncée.

Quand le miel contient trop d'eau par rapport aux sucres cette eau finit par se libérer
du réseau cristallin. La gravité entraine les cristaux au fond du pot, I'eau remonte a la

surface (PAUL SCHWEITZER, 2004).

IV.1.3. pH

Le miel présente selon sa provenance un pH moyen entre 3,2 et 4,5, cependant,
certains miels ont un pH nettement plus élevé entre 5 et 6 tels que les miels de

chataigners et de miellat (BOGDANOYV et BLUMER, 2001).
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Les échantillons 1,2 et 3 s'inscrivaient dans les premicres valeurs. Les €chantillons 4
et 5 se situaient entre les deux; contiennent-ils une certaine quantité¢ de miellat? Ou est
ce une propriété intrinseque aux miels du Sahara?

MOLAN (1992) a expliqué que la dilution du miel dans les conditions de l'expérience
change ou neutralise le pH du miel entrainant ainsi un changement dans l'activité
antibactérienne du miel. 11 serait logique de dire que pour la méthode d'incorporation
en gélose, la dispersion du miel est la conséquence d'un effet tampon plus marqué.
(RYCHURCH et DOLEZOI 1961), (LINDER 1962), (DAGHIE et al.1971) ont trouvé

qu'il n'existait pas de corrélation entre l'activité antibactérienne et le niveau de pH.

IV.1.4. HMF
Teneur en HMF par ordre croissant des cinq variétés de miels:

Laghouat (non quantifié:1,2<HMF< 3,5), Ain Oussera (6,7), Sidi Lazreg (9,4), Oued
Djemaa (11,5), Bouguirat (29,5).

Ces valeurs correspondaient aux normes du codex alimentarius et méme dans les
normes de L'UE qui sont les plus draconiennes en la maticre.

Le paramétre qui —ces dernieres années- a compté le plus dans le commerce
international quant a la qualit¢ du miel est la teneur en HMF (RAMIREZ
CERVANTES et al. 2000).Le HMF peut étre utilisé pour le dépistage des miels
surchauffés ((KARABOURNIORTI et al. 2001).

Apres réchauffement, le miel présente un indice de peroxyde peu ¢€levé et perd donc
sa capacité¢ a former l'eau oxygénée (BOGDANOV et BLUMER, 2001).Dés 1963 le
peroxyde dhydrogene a été identifi¢ comme étant la source majeure de l'activité
antibactérienne du miel (WHITE et al. 1963).

Donc notre but dans la détermination du taux de HMF est de détecter un éventuel
surchauffage et par voie de conséquence une diminution de l'activité antibactérienne.
(voir CMI).

Si I'on se réfere a BOGDANOV (1995), je cite "les valeurs HMF (sous nos latitudes
enregistrent annuellement une augmentation moyenne d'environ 5-10 mg/kg de miel.
-les miels de Laghouat et de Ain Oussera, vue la date de récolte juin 2006 pour les
deux, soit une période d'entreposage depuis la récolte jusqu'a la date d'analyse de 7
mois; y répondaient bien,et méme treés bien pour le premier vue la différence relative

du climat. le pH ¢levé et la teneur en eau basse pourrait en étre la cause.
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-En ce qui concerne la variété de Bouguirat, l'augmentation de la teneur en HMF a
29,5 en sept mois qui €tait la période la plus courte d'entreposage entre les cing
variétés étudi€es, permettait de s'avancer a dire que le miel avait subi un surchauffage.
Suite a notre enquéte a la vue de ce chiffre, I'apiculteur en question ne disposant pas
d'extracteur, pendait aprés desoperculation ses cadres au soleil pour égouttage. Ceci
s'ajoutant au fait que la récolte s'étant faite au mois de juillet, cela pourrait donner n

début d'explication.

IV.1.5. L'indice diastasique
Les valeur de I'ID pour les cinq variétés de miels étudiées €taient de:26,1 (ech 2), 16,6

(ech 4), 15,2 (echl), 16,6 (ech 4), 14,6 (ech 5) et 13,1 (ech 3).

Ces valeurs sont conformes aux exigences internationales (voir annexe))

Elles varient fortement d'un miel a l'autre (BOGDANOV, 1995).

Il convient de faire une remarque pour ce qui du miel de Bouguirat (ech 1), comme il
est fort probable que ce miel avait subit un surchauffage, et étant donné¢ que les
diastases sont sensibles a un tel traitement 1'D de ce miel ne reflétait pas la réalité.

L'indice diastasique originel devait étre plus élevé

IV.2. Concentrations minimales inhibitrices
Dans cette partie de notre €tude les cinq échantillons de miels ont été testés pour leurs

activités antibactériennes sur Pseudomonas aeruginisa et Staphyloccoccus aureus.
Ces cinq variétés ont montré une activité inhibitrice sur les deux microorganismes
mais a des degrés différents.

Les CMI obtenues s"étaient situées entre 15% et 26% en ce qui concerne
P.aeruginosa pour une moyenne 21,2% ; et de 25% a 30% vis-a-vis de  S.aureus
pour une moyenne de 27,4%.(moyenne des CMI des cinq variétés de miels).

Mais pour les cinq variétés respectives P.aeruginosa s'était montré plus sensible a
l'action du miel que S.aureus.

Pour beaucoup d'auteurs (ANDARGERCHEW et al. 2004), (WILLIX et al. 1992),
(COOPER et al. 1999), (MURAT et al. 2005), S.aureus était plus sensible a l'action
du miel que P.aeruginosa et la plupart des bactéries; NZEAO et HAMDI (2000)
trouvaient P.aeruginosa plus sensible que S.aureus pour six échantillons de miels

testés, pour EFEM (1992) P.aeruginosa était résistante a l'action du miel non dilué.
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La CMI la plus basse pour P.aeruginosa dans la littérature que j'ai pu consulter a été
de 3% (DAGHIE et al. 1973), et la plus haute < 36% (DUSTMANN, 1979).

Les valeurs intermédiaires ont été de 3,1-6% (GROCHOWSKI et BILINSKA, 1987);
5% (KHRISTOV et MLADENOV, 1961); 6,4% (HODGSON, 1989), <25%
(NABRDALIK et SKARBEK, 1974), 30% (JEDDAR et al. 1985).

Pour ce qui est de  S.aureus, la CMI la plus basse a été de 0,3% (DUSTMANN,
1979), et la plus haute 50% (JEDDAR et al. 1985).

Les valeurs intermédiaires ont été de 0,6% (CHRISTOV et MLADENOV, 1961);
3,6% (ADDOCK, 1962); <25% (NABRDALIK et SKARBEK, 1974), 4%
(WOTTON et al. 1978); 9% (IBRAHIM, 1981); 3,1-6% (GROCHOWSKI, et
BILINSKA, 1987), 1% (MOLAN et RUSSELL, 1988); 2,9% (HOGDSON, 1989).
Les résultats cités ci-dessus émanaient de techniques différentes:

-"Agar diffusion assay technique":une petite quantit¢ de miel ou d'une solution de
miel est appliquée sur gélose inoculée avec une culture microbienne, lors de
l'incubation, le miel diffuse dans l'agar a partir de son point d'inoculation, et la zone
claire qui correspond a I'inhibition est mesurée (COOPER et al. 1999).

-"La méthode des puits": des puits sont creusés au centre du milieux de culture est
rempli avec une certaine quantité de miel ou de solution de miel et les zones claires
d'inhibition sont mesurées [(ADEBOLU, 2005); (MURAT et al. 2007))].

-Méthode des disques: a l'image des disques de l'antibiogramme, des disques sont
imprégnés de miel est places sur le milieu inoculé par la culture bactérienne [(PETER
J.,2001) ;(ANDARGARCHEW et al. 2004)]

-Méthode d'incorporation en gélose ou en bouillon nutritif (dont la notre): le miel est
incorporé dans le milieu dans lequel sont inoculés les germes et on observe s'il y'a une
croissance visible [MOLAN (1992) ;(BOUKRAA et al. 2006),

Selon MOLAN (1992), la sensibilit¢ des especes bactériennes ne saurait Etre
comparées en se basant sur les résultats des différentes études, car les miels utilisés
pourraient avoir de larges différences dans leurs activités antibactériennes."Quand
l'effet d'un miel ou d'un groupe de miels, sont testés sur un certains nombres d'especes
bactériennes dans les mémes conditions et dans une méme étude, les sensibilités

peuvent étre comparées".
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On pourrait faire un semblant de comparaison avec les travaux de BOUKRAA et al
(2006) puisqu'on a utilis¢ les mémes souches bactériennes et la méme technique, mais
pas les mémes miels.

Testant l'effet antibactérien de sept variétés de miels sur la méme souche de
P.aeruginosa et selon la méme technique, ils ont trouvé des CMI entre 10% et 31%
soit une moyenne de 23,5% (moyenne des CMI des 7 variétés de miels).

Dans une autre étude, sur l'effet de trois types de miels sur S.aureus (méme souche
que la notre) et toujours selon la méme technique, les mémes auteurs ont trouvé des
CMI de 11%, 24% et 29% donc un moyenne de 21,3%.

On remarque dans ce cas qu'il n'existe pas une grande discordance entre nos résultats
respectifs.

Le miel qui avait donné la meilleure CMI pour P.aeruginosa (15%°), et la seconde
pour S.aureus (25%), est le miel de Bouguirat (Ech 1), paradoxalement c'est le miel
qui au vu de la valeur de la teneur en HMF semblait étre celui qui avait subit un
surchauffage et par voie de conséquence une diminution de l'activité des inhibines
peroxydes.

Cependant il serait intéressant de noter d'une part, que c'est le seul miel parmi les cinq
qui a été conserveé a l'abri de la lumiere dés la récolte, et d'autre part présentant la
coloration la plus foncée. La teneur en antioxydants est plus ¢élevée dans les miels
foncés (FRANKEL, et al. 1998).Les miels foncés ont une activité¢ inhibitrice plus
¢levée (PETER, 2001).

Comparons "pour toutes valeurs égales", ce miel au miel de Laghouat qui au vu de sa
teneur en HMF ne semblait avoir subi aucun surchauffage mais ayant été conservé
dans un pot en verre transparent, et dont les CMI pour P.aeruginosa et pour S.aureus
¢tait respectivement de 25% et de 29%.S1 on se réfere aux travaux de BOGDANOV
et BLUMER (2001),le miel de Laghouat devrait avoir un meilleur effet sur I'inhibition
de la croissance bactérienne car la chaleur altére plus le miel que la lumiére en ce qui
concerne l'activit¢ de l'inhibines peroxyde, laquelle ne l'oublions pas est considérée
par la plupart des auteurs comme I'inhibine majeure. Ceci ne fait que confirmer que
l'activité antibactérienne différe avec la variété de miel. Il serait important d'ajouter
que pour certains types de miels les inhibines non peroxydes constituent le facteur

majeur de l'activité antibactérienne (GONNET et LAVIE, 1960).
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Aucune corrélation n'a pu €tre établi entre les CMI et les différents paramétres
physico-chimiques (teneur en eau, teneur en HMF, indice de diastase et pH), pour ce
dernier et comme le montre le tableau n°10 les différents mélanges miel gélose ont

des pH compris entre 6,1 et 6,9.

IV.3.Concentrations minimales inhibitrices synergiques
Au vu des résultats on voit qu'ill existait une action inhibitrice synergique

antibactérienne entre le miel et I'amidon (concentration de la solution stock:10%),
pour les cinq variétés de miels et pour les deux bactéries €tudiées. Fait étay¢ par les
tests confirmatifs (a I'amidon et a I'eau distillée) qui prouvaient que l'augmentation de
l'effet antibactérien n'était pas du a une augmentation de la dilution ou a un
quelconque effet antibactérien de l'amidon, d'ailleurs selon BARRY ET BARRY
(1971) I'amidon présente une pression osmotique négligeable.

Les gains en miel qui étaient la finalité de notre étude étaient dans l'ensemble assez
conséquents

Les Gains en miel lors de la CMIS vis-a-vis de P.aeruginosa étaient de: 30,7% a
46,6% Soit un gain moyen de 38,92%

Et vis-a-vis de  S.aureus de:10% a 33%, soit un gain moyen de 24,14%

Les gains en miel étaient donc plus substantiels avec P.aeruginosa qu'avec S.aureus
C'est avec I’échantillon 3, qu'on avait le moins de gain en miel que ce soit pour
P.aeruginosa ou pour S.aureus.

BOUKRAA et al (2006) ¢étudiant les CMIS de trois types de miels, sur S, aureus
(méme souche que la notre) ont obtenu des gains de miels de 54,5%; 20,8% et 13,7%
(dans leur étude 1D n'a pas été déterminée), donc un gain moyen de 29,6 donc
pratiquement comparables aux notres

L'effet de chacun des miels et pour un méme indice diastasique différe vis-a-vis des
deux germes. Il n'existait pas de corrélation significative entre l'indice diastasique et la
CMIS (soit le gain en miel), ainsi qu'entre le volume de la solution d'amidon et I'ID.
Le meilleure exemple en était 'échantillon 5 qui pour un ID de 14,6 soit la deuxieme
valeur la plus basse, donne le meilleur gain en miel (33,3%) vis-a-vis de S.aureus et,
I'é¢chantillon 1 qui pour un ID de 15,2 donne un gain en miel de 46,6%, alors que
I'é¢chantillon 2 qui pour un ID de 26,1 (soit pratiquement le double), le gain en miel
est de 44,4%.Selon MASSAUX et al (2006) étudiant l'amidon, je cite-"Les variations

de proportions de petites granules (de l'ordre de 15% en volume) en fonction de la
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variété vont par exemple influencer I'hydrolyse enzymatique. Les petites granules
offrent en effet par leur teneur en lipides plus €levée et un acces en surface réduit, une
moindre sensibilité a I'hydrolyse enzymatique ".

L'utilisation de solutions stock de 20%, et de 30% n'avait pas permis d'obtenir des
CMIS plus basses. Cela serait il du a la faiblesse de l'hydrolyse de par le fait de
l'utilisation de l'amidon de mais ? un dosage de l'amidon avant et apres incubation
avec le miel pourrait y répondre.

Lors de l'utilisation du mélange miel amidon sans incubation, ainsi que des périodes
d'incubation de la solution miel-amidon, de une heure, six heures et douze heures; il
y'a eu croissance dans tous les cas apres incorporation du miel a la gélose et
incubation (période inchangée de 24 h). Le but en était un gain de temps. Le pourquoi
du choix de cette période d'incubation de 24 h par BOUKRAA et al (2006) n'a pas été
précisé.

Il existait une synergie entre le miel et I'amidon quant a l'effet antibactérien, mais les
parametres qui permettraient d'expliquer que cette synergie différait avec le type de
miel ne semblent pas pour le moment assez clairs. Existent t-il dans les miels des
composants qui en dehors des amylases présentent des interactions avec l'amidon?
Des ¢études plus poussées et plus fines permettraient peut €tre d'y répondre.

Selon AHMED et WILLIAMS (1999) cités par TORLEY et al (2003) :"Les deux
composants du miel susceptibles d'affecter les propriétés de I'amidon, sont les sucres
et l'amylase".

Une large variété de composants organiques peuvent affecter les propriétés de
I'amidon (TORLEY et al. 2003).Les mémes auteurs étudiant l'effet de huit miels de
différentes sources et différant par le pH et I'indice diastasique, sur la gélatinisation de
I'amidon, trouvent que quand pour six types de miels, la viscosit¢é de I'amidon
augmente avec la quantit¢é de miel, elle décroit pour deux autres dans les mémes
conditions.

L'hydrolyse en fonction de la taille des granules et de leur teneur en lipides avancée
par MASSAUX et al (2006) pourrait expliquer cette absence de corrélation de la
CMIS avec l'indice diastasique. Raisonnant par déduction:

-Selon VERCAUTEREN et RAPAILLE (1999) le diametre moyen des granules

d'amidon de mais est de 3um a 26 pm et leur teneur en lipides de 0,75%, alors que le
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diametre des granules d'amidon de pomme de terre est de 40 a 50 um et leur teneur en
lipides 0,15.

-Dans la méthode de détermination de Il'indice diastasique selon Schade
(INTERNATIONAL HONEY COMMISSION,2002), il est spécifié que lors du
calibrage de la solution d'amidon, la gamme d'absorbance obtenue doit étre situce
entre 0,770 et 0,745 sinon, 'amidon utilisé n'est pas valable pour cette méthode..
-Dans le journal officiel de la république Algérienne il est spécifié que I'amidon utilisé
pour la méthode précédente doit étre l'amidon de fécule de pomme de terre. Le
pourquoi de l'utilisation de cet amidon de fécule de pomme de terre n'a pas été
précisé.

Ces différents arguments opteraient pour une utilisation de 1'amidon de fécule de
pomme de terre plutdt que celui de mais afin de potentialiser I'action d'hydrolyse, et

probablement 1'effet synergique par voie de conséquence.
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Conclusion

Les résultats obtenus indiquent qu'il existait un effet synergique antibactérien entre le
miel et l'amidon. Cet effet variait selon les types de miels pour une méme espece
bactérienne, et pour le méme miel pour deux especes bactériennes différentes.

La corrélation entre l'indice diastasique et cet effet synergique est non significative
du moins pour les cinq échantillons de miel étudiés et le seul type d'amidon utilisé
(amidon de mais).On ne saurait affirmer que cette synergie était due a une
augmentation de l'osmolarité¢, vu que l'amidon a été utilis€ sous forme d'empois
(amidon dilu¢), les degrés de dilution utilisés pourraient &tre a l'origine d'une
diminution de l'osmolarité plutdét qu'a son augmentation. N'ayant pas fait de dosage
des sucres des miels avant et apres mélange avec l'amidon on ne saurait se prononcer
ni dans un certain sens ni dans l'autre.

Les gains en miel, ce qui était la finalité¢ de notre étude étaient dans certains cas assez
conséquents. Par comparaison la quantité¢ d'amidon utilisé par rapport a celle de miel
¢conomisée est pratiquement négligeable. Cependant les ¢tudes in vitro ne sauraient
remplacer celles in vivo, dans ce dernier cas et dans le cas de l'utilisation du miel
comme pansement par exemple (2 l'image de la méthode des disques), les
concentrations relatives de miel, ou du mélange miel amidon seraient plus importantes
selon les conclusions de beaucoup de chercheurs

Cette voie mériterait d'étre affinée, en tenant compte de paramétres non pris en
compte. Car la grande question qui reste posée est comment €tablir les parametres qui
permettraient de choisir le miel qui tout en ayant la meilleure synergie avec l'amidon
aurait une bonne action antibactérienne. Vu que I'hydrolyse dépendrait de la nature de
I'amidon (mais, riz, bl¢,...), quel serait celui a méme de potentialiser cet effet

synergique? Cette étude n'a nullement la prétention d'y répondre.
ynergiq p Yy rep



Recommandations

-Les miels utilisés doivent étre stockés dés la récolte a une température de 2-8°C, et a
l'abri de la lumigre.

-Employer des amidons facilement hydrolysables, tel que l'amidon de fécule de
pomme de terre.

-Employer des méthodes susceptibles de bien refléter l'activité antibactérienne du
miel, telles que, la méthode des disques imprégnés de miels ou la méthode des puits.
-Le miel de Bouguirat semble assez prometteur quant a l'activité antibactérienne. Il
devrait faire l'objet d'une étude plus poussée, €talée sur une période de plusieurs
années afin de vérifier si son potentiel antibactérien est conservé lors des différentes
miellées.

-Utiliser des inoculum standards.

Ces différents parametres seront pris en compte lors de notre prochaine étude.
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Determination of hydroxymethylfurfural after Winkler

1. SCOPE

The method can be applied to all honey samples.

2. DEFINITION

The method determines the concentration of 5-(hydroxymethyl-)furan-2-carbaldehyde,
defined as the constituents of honey which are capable of combining with barbituric acid
and p-toluidine under the conditions of the test.

3. PRINCIPLE

This method describes the determination of hydroxymethylfurfural in honey and is based
on the original method of Winkler (1).

To aliquot parts of a honey solution, solutions of p-toluidine and barbituric acid are added
and the

resultant colour is measured against a blank in 1-cm cuvettes at 550nm.

4. REAGENTS

-p-toluidine-solution.

NOTE: p-toluidine is carcinogenic and presents a risk to health. Contact with the reagent
should be avoided. If possible, use one of the other two methods for HMF determination.
Dissolve 10.0 g p-toluidine in 50 ml 2-propanol by gently warming on a water bath.
Transfer with a few ml of 2-propanol to a 100 ml volumetric flask and mix with 10.0 ml
glacial acetic acid. After cooling to ambient temperature, fill to volume with 2-propanol.
Store in the dark for at least 24 hours before use. Discard after three days or if there is
undue coloration.

-Barbituric acid solution.

Transfer 500 mg barbituric acid as quickly as possible to a 100 ml volumetric flask with
about 70 ml water. Dissolve by warming the stoppered flask gently on a water bath. Cool to
ambient temperature and dilute to volume.

-Carrez solution I: dissolve 15 g of potassium hexacyanoferrate(Il), K4Fe(CN)6[13H20 in
water and make up to 100 ml

-Carrez solution II: dissolve 30 g of zinc acetate, Zn (CH3.COO) 2.2H20 in water and
dilute to 100 ml with water.



5. EQUIPMENT

Spectrophotometer or filter photometer for measuring absorbance at 550 nm.

1 cm cells.

Volumetric flasks, 50 and 100 ml.

Test tubes.

Beaker.

Filter paper, analytical grade.

6. PROCEDURE

Preparation of the sample solution

Weigh about 10g of honey to the nearest mg. Dissolve in about 20 ml water and
quantitatively transfer to a 50 ml volumetric flask. Add 1 ml of Carrez I, shake well, add 1
ml of Carrez II, shake once more, dilute to volume with water and mix once more. A drop
of ethanol prevents possible foaming. Filter the solution through filter paper. Discard the
first 10 ml of the filtrate. Complete the rest of the analysis immediately.

In the case of very clear samples, clarification with Carrez' reagents is not necessary.
Determination

Pipette 2.0 ml of the sample solution to each of two tubes and add 5.0 ml p-toluidine
solution to both.

Add 1.0 ml of water to one tube (blank value) and 1.0 ml of barbituric acid solution to the
other with gentle shaking. Carry out without delay and complete in 1 - 2 minutes. Measure
the absorbance of the sample against the blank as soon as the colour intensity has reached a
maximum (3 — 4 minutes after adding the barbituric acid solution), using 1cm cells at
550nm.

7. CALCULATION AND EXPRESSION OF RESULTS

The content of HMF is calculated as follows:

HMF 192xAx10

Weight of honey in grams

Where

A = Absorbance,

192 = Factor for dilution and extinction coefficient

Express results in mg/kg to 1 decimal place
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Determination of diastase activity with Phadebas

1. SCOPE

The method can be applied to all honey samples.

2. DEFINITION

The unit of Diastase Activity, the Gothe unit, is defined as that amount of enzyme which
will convert 0.01 gram of starch to the prescribed end-point in one hour at 400C under the
conditions of test. Results are expressed in Gothe units (or Schade units) per gram of honey
3. PRINCIPLE

Determination of the diastatic activity of honey is by a photometric method in which an
insoluble blue dyed cross-linked type of starch is used as the substrate. This is hydrolysed
by the enzyme, yielding blue water-soluble fragments, determined photometrically at 620
nm. The absorbance of the solution is directly proportional to the diastatic activity of the
sample. The method is based on that originally published by Siegenthaler (1) and modified
by Bogdanov (2).

4. REAGENTS

Phadebas tablets, Pharmacia Diagnostics.

Sodium hydroxide 0.5M.

Acetate buffer (0.1M, pH 5.2): Dissolve 13.6 g of sodium acetate trihydrate in water.
Adjust the pH of the solution to 5.2 with glacial acetic acid (1 - 2 ml) and dilute to 1L with
water.

5. EQUIPMENT

Photometer

Reagent mixer

Thermostated water bath

Timer

6. PROCEDURE

GENERAL COMMENTS ON THE METHODS.

Determination

Weigh 1.00 g of honey into a 100 ml volumetric flask, dissolve in the acetate buffer
solution and fill to the mark. Complete the procedure within an hour. Transfer 5.0 ml of the
solution to a test tube and place it in the water bath at 400 C.

Prepare a blank by placing a 5.0 ml aliquot of the acetate buffer in another test tube which

is treated exactly as the sample solution.



To both solutions add a Phadebas tablet, using tweezers, and start the timer. Stir the
solutions in the reagent mixer until the tablets disintegrate (ca. 10 seconds) and return them
to the water bath.

Terminate the reaction after exactly 15 minutes by adding 1 ml sodium hydroxide solution.
Stir the mixture again in the reagent mixer for approximately 5 seconds. Immediately filter
the solutions through filter papers and measure the absorbance in 1 cm cuvettes at 620 nm
using water as reference. The absorbance of the blank is subtracted from that of the sample
solution (A 620). If the absorbance is higher than 1.0, dilute the sample with water. Take
into consideration the dilution factor when calculating the results.

7. CALCULATION AND EXPRESSION OF RESULTS

The classical method for the determination of the honey diastase activity is the method of
Schade

(3.4). The diastase activity is expressed as the diastase number (DN) in Schade units and is
defined as follows: one diastase unit corresponds to the enzyme activity of 1 g of honey,
which can hydrolyse 0.01 g of starch in one hour at 400C.

A simultaneous measurement with the Phadebas and the Schade method (3,4) of 57
different commercial honey samples covering the range of diastase activity from 8 to 40
was carried out.

There was a very good correlation (r=0.987) between the two measurements. Linear
regression of y (diastase number) against x (A620) yielded the following relation:

DN =28.2 x A 620 +2.64

where 28.2 and 2.64 are respectively the slope and the intercept of the best straight line
obtained by linear regression of A 620 (x axis) on DN (y axis).

For low diastase values (between 0 and 6 DN) a very good correlation (R2 = 0,927) with
the following linear regression of y (diastase number) against x (A620) yielded the
following relation:

DN =35.2 x A 620 -0.46

where 35.2 and 0.46 are respectively the slope and the intercept of the best straight line
obtained by linear regression of A 620 (x axis) on DN (y axis).

This equation should be used for the determination of the activity of diastase up to 8

Diastase units.



Recherche de falsification : méthode de Fiehe

Principe

Déceler la présence de glucose synthétique dans le miel

Réactifs

-Ether sulfurique

-Résorcine

-Acide chlothydrique

Protocole

On fait fondre 10 g de miel au bain-marie sans dépasser 35°C. Au moyen d'une pipette
jaugée, on préleve 5 g de 1'échantillon et on les introduit dans un tube a essai; on ajoute 5
cm’ d'éther sulfurique et en le bouchant avec le doigt, on agite le tube pendant 1 ou 2
minutes.

On laisse ensuite reposer; puis on décante dans un autre tube a essai en ayant soin de ne pas
faire écouler le miel. A l'aide d'une pipette, on prend 2 cm’ d'une solution de résorcine dans
10 cm’ d'acide chlorhydrique pur et on les fait glisser le long des parois du tube contenant
l'extrait éthéré. L'éther se trouble et devient blanchatre tandis que la résorcine se rassemble
au fond du tube.Si le miel est falsifié par du glucose synthétique, le réactif se colore
immédiatement en rose trés pale, teinte dont I'intensité augmente de seconde en seconde.
Au bout de 20 minutes, la coloration est d'autant plus foncée que la teneur en sucre

interverti est plus grande.



Milieu de culture (Bio Mark ®)
Composition :g/1

1] (1) TN 5.00

-Extrait de boeuf......cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 1.00
-Extrait de levure.......ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiea, 2.00
-Chlorure de sodium......ccccceveiiiiiiiiniieiiiiiniieiieinecnnn 5.00



238 Miel Directives pour IF'analyse et I'appréciation

Tablegu 234.7
Rocommandations of exigences infernationalas

Exigences Recommandations
Caracteristique qualitative LIE Codex’
Eau (ghoog)
. 2 2
Micl, en géndral max. 21 max. 21
Micgl de bruyéns, miel de trafle Mmax. 23 max 23
Tansour apparente en sucres
reducteurs (97100 gj
Micl de feurs min. 65 min. G5
r-.-1!.;-| de miallat, ou melanges avec min. 60 min. 60
mial de fleurs
Teneur apparante en saccharose
(g 100 g
Mizl en general max. 2 Max. 2
IMiel de misllat. ou melanges avec mazx. 10 mazx. 10
mial de fleurs (miel d'acacias, de
lavande, de Banksia, d' Eucryphia)
Substancas non hydrosolubles 0,1 .1
(qM1o0qg)
Sels mindraux (g 100g)
Miel en general max. 0.6 max. 1
r-.-1!.;-| de miellat ou malanges de max. 1 pas d'indication
mial de fleurs
Acides fbres (milliequivalent'kg) 40 40
Indice d'amylase (en unités de
Schade)
Miel en genéral min. & min. 3
Mizls pauvres en enymas, comma o e g
o . - ] min. 3 pas d'indication
le miel d'acacias, de flaurs
d'oranger
Hydroxymathyifurfurol imgfkg) max. 40 max. 80
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