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Résumé

Notre étude porte sur la détermination de 1’effet inhibiteur naturel d’une formule a base
de miel du forét couplé avec ’extrait de Globularia alypum (Tassalgha). Nous avons effectué
les analyses physico-chimiques du miel et évalué¢ son activité antibactérienne. Les résultats
révélent la conformité du miel (densité=1.39, pH=3.89, teneur en eau=15.6%, conductivité
¢léctrique=0.691 ms/cm, P% sucres réducteurs=60%) témoignant 1’appartenance probable a
une origine néctarique. Le miel posséde un large spéctre antibactérien (Gram+ et Gram-) dans
les conditions optimales suivantes : pH=[4-6], température <75°C. Il est plus actif sur
Staphylococcus aureus (CMI=[25-33]%) puis Pseudomonas aeruginosa (CMI=50%).
Escherichia coli est 1a souche la plus résistante (CMI = [50-66]%).

Mots clefs : Miel de Forét, Globularia alypum, Tassalgha, Effet inhibiteur, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.

Abstract

Our study relates to the determination of the natural inhibitory effect of a formula based
on forest honey coupled with the extract of Globularia alypum (Tassalgha). We carried out
the physico-chemical analysis of honey and we evaluated its antibacterial activity. The results
reveal the conformity of honey (density=1.39, pH=3.89, water content=15.6%, electrical
conductivity=0.691 ms/cm, P% reducing sugars= 60%) testifying to the probable
membership of a nectaric origin. Honey has a broad antibacterial spectrum (Gram+ and
Gram-) under the following optimal conditions : pH=[4-6], temperature <75°C. It is more
active on Staphylococcus aureus (CMI=[25-331%) than Pseudomonas aeruginosa
(CMI=50%). Escherichia coli is the most resistant strain (CMI =[50-66] %).

Keywords: Forest honey, Globularia alypum, Tassalgha, Inhibitory effect, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.
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Introduction

Introduction

Les infections microbiennes occupent actuellement la premicre place en pathologie
humaine. Connues depuis longtemps, elles (infections nosocomiales, urinaires...) ont
progressivement changé de visage mettant la clinique face a une situation d’impasse
thérapeutique (Cornaglia et al, 2011).

Les antibiotiques ont été massivement utilisés durant les derni¢res décennies pour
traiter les infections bactériennes chroniques et aigués (Rémy et al, 2016). En effet, le
développement de la résistance des micro-organismes aux divers antibiotiques préoccupent
les spécialistes en médecine. Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere
indispensable pour lutter contre les phénoménes de la résistance bactérienne (Djaafti et al,
2014).

De nos jours, devant I’essor des médecines naturelles et face a certaines pathologies
résistantes aux traitements conventionnels. Le miel et les plantes médicinales seraient des
prétendants éventuels pour jouer le role d’antibiotiques naturels.

Connu, depuis les temps les plus reculés, le miel est la substance naturelle sucrée,
produite par les abeilles mellifiques a partir de nectar et/ou de miellat. C’est I’une des denrées
alimentaires les plus appréciées par I’homme en raison de ses saveurs, aromes et vertus
énergétiques (Homrani, 2020). La composition du miel varie selon les plantes sur lesquelles
I'abeille se nourrit. Cependant, la quasi-totalit¢ des miels naturels présente des
caractéristiques meédicinales communes (Oskouei et al., 2013). Grace a ses nombreux
principes actifs (peroxyde d'hydrogene, lysozyme, pH, acides phénoliques, flavonoides
etc....), le miel possede diverses propriétés biologiques dont les plus importantes sont
I’activité antibactérienne, antioxydante, anti-inflammatoire, antifongiques, gastro et hépato-
protectrices (Anand et al., 2018).

Aujourd’hui, ’apiculture est considérée comme une activité agricole a part enticre et le
miel est classé comme une production animale, bien qu’il diffeére significativement des autres
produits d’¢levage (Homrani, 2020). L’Algérie est un grand pays, disposant dun climat
favorable a I'éclosion et a l'essaimage des abeilles, mise sur une production de miel de plus en
plus importante; avec un objectif d'atteindre les 100 000 tonnes de miel par an en 2015 selon
les autorités algériennes. Cependant, la production Algérienne de miel est estimée en
moyenne a 33 000 quintaux en 2011 avec un rendement de 4- 8 kg / ruche, ce qui est moins
que les besoins de la consommation locale alors qu'il est censé étre a 1'origine d'un important

débouché a l'exportation (Draiaia, 2016). La connaissance des caractéristiques physico-
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chimiques des miels est ¢galement essentielle pour 1'évaluation de sa bonne qualité et de son
authenticité¢ (Homrani, 2020).
Aujourd’hui, I’industrie pharmaceutique a investi dans la recherche des médicaments
d’origine végétale. L’étude de la biodiversit¢ des plantes médicinales et les utilisations
médicinales traditionnelles des populations autochtones ont constitué un axe prioritaire dans
cette recherche (Ghnimi, 2015). Ces plantes représentent un réservoir immense de composés
potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre une grande diversité
de structure chimique et ils posseédent un trés large éventail d'activités biologiques. Cependant
I'évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante qui peut faire l'intérét de
nombreuses études (Zeghad, 2009). Actuellement, dans le domaine des anti-infectieux, la
recherche des nouvelles substances a partir des plantes attire tous les flashes et constitue une
¢tape substantielle dans le développement de nouveaux médicaments (Majinda et al., 2001) .
Malgré la nature hétérogene d'une biodiversité immense du continent africain en
général et de 1'Algérie en particulier, il y a eu peu d'efforts consacrés au développement des
agents thérapeutiques de ces plantes (Zeghad, 2009).
Globalement, ce travail s'inscrit dans le but de déterminer les caractéristiques physico-
chimiques du miel, d’étudier I’effet antimicrobien du miel forét et les extrait de Globularia
alypum L, vis-a-vis de trois souches de bactéries pathogenes. Une association « Miel- Extrait
de plante » a été envisagée afin de détecter 1’effet synergie des deux composants. Cette
expérimentation ouvre une perspective intéressante dans le domaine médical qui suggere
I’utilisation du miel et de la plante médicinale comme des alternatives aux antibiotiques.
La premiere partie est consacrée a la revue bibliographique qui comporte trois chapitres
et traite successivement des notions générales du miel, des plantes médicinales ainsi les
différentes méthodes utilisés pour I’évaluation de leurs activité antibactériennes.
La deuxieéme partie est consacrée a I’étude expérimentale qui s’intéresse a :

v" Une Analyse physico-chimique du miel de forét (Densité, pH, conductivité électrique,
teneur en eau, polarité et teneur en sucre réducteur).

v" Une étude de I’effet du pH et de la température sur 1’activité antibactérienne du miel afin
de détecter leur mécanisme et leurs conditions optimales d’action.

v Une évaluation du pouvoir antibactérien du miel en utilisant la méthode de diffusion sur
gélose afin de déterminer leur concentration minimale inhibitrice dans les conditions

optimales de pH et de Température.
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Une partie est particuliecrement ajoutée sous forme d’organigrammes afin d’expliquer
le reste du schéma expérimentale concernant 1’é¢tude envisagé sur la plante et 1’association
miel-plante. Il faut rappeler que cette partie n’a pas été réalisée a cause de la Pandémie
COVID-19.

Nous terminons avec une conclusion générale et perspective jugées utiles pour cerner

ce travail.



Chapitre 1 :

Le miel



Partie bibliographique Chapitre I: Le miel

1.1. Généralités

Les produits de la ruche ont toujours fasciné ’homme (Henri, 2010) y compris le miel
qui constitue un aliment connu depuis la nuit des temps. Les usages qu'en faisaient les
anciens étaient trés variés. En effet, si en Egypte il était considéré comme source
d'immortalité et servait a conserver la dépouille du pharaon, a Babylone il était employé en
ophtalmologie ainsi qu’en thérapie des pathologies auditives alors qu’en Afrique il jouait un
grand rdle dans l'alimentation et constituait un élément fondamental dans les pharmacopées
destinées au soin des brllures, des morsures de serpent mais aussi les plaies infectées (Huchet
et al.,1996). Cette substance est également retrouvée dans certains textes de la Bible et du
Coran qui le présentent comme un des symboles de la prospérité et de 1’abondance (Blanc,
2010). Des textes égyptiens vieux de plus de 2000 ans ou encore chinois faisaient mention de
ses propriétés médicinales (soin des blessures, affections du tube digestif, des reins,
cicatrisant,...). Hippocrate et d’autres médecins de 1’époque (vers 400 avant Jésus -Christ) le
recommandaient dans certaines pathologies comme fortifiant de la vue et des organes sexuels
mais aussi dans le traitement de la toux, des plaies et des angines. En somme au fur et a
mesure des différentes époques traversées, le miel a fait ’objet de plus de 2000 références

bibliographiques, prouvant ainsi sa grande valeur thérapeutique (Blanc, 2010).

1.2. Définition
Le miel est la substance naturelle sucrée produite par les abeilles « Apis mellifera » a

partir du nectar, de sécrétions de plantes ou d’excrétions d’insectes butineurs, que les abeilles
butinent, transforment en les combinant avec les substances spécifiques qu’elles sécretent,
déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mirir dans les rayons de la ruche
(Oudjet, 2012). Suivant le type de plante, le miel peut différer par sa composition en glucose,
fructose, disaccharide et saccharose. De plus, d’autres ¢léments du nectar vont donner au miel

sa couleur et son golit unique: les vitamines, les pigments, les ardmes (Arnaudon, 2011).

L.3. Origine et formation du miel
11 existe deux variétés de miel selon 1’origine sécrétoire : le miel de nectar et le miel de

miellat.
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L.3.1. Le nectar
Le nectar est un liquide sucré sécrété par les nectaires, il présente une composition
complexe mais variable selon les especes, et différente de celle de la seve. On y trouve de
I’eau, des sucres, des substances aromatiques et colorantes, des acides, des enzymes, des
minéraux ainsi que quelques substances diverses et rares comme des vitamines ou des
protéines. La qualité et la composition du nectar influencent donc les propriétés du miel, par

exemple au niveau des aromes, des sucres [(Philipe, 1991); (Bessas, 2008) ; (Lequet, 2010)].

1.3.2. Le miellat
Certaines espéces d’insectes sont capables de prélever la séve élaborée dans les
canaux ou elle circule (phloéme) a ’aide de piece buccale piqueuse [(Rossant, 2011) ;
(Koechler, 2015)]. La s¢ve subie des transformations dans le systeéme digestif de 1’insecte,
notamment sous I’action de microorganismes qui y vivent en symbiose, puis elle est rejetée
sous forme d’excréments liquides et sucrés, le miellat. Les abeilles le récoltent directement

sur les insectes ou sur la végétation (Guerriat, 2000).

1.3.3. Formation du miel
L’abeille transporte dans son jabot les matiéres premiéres liquides sucrées qu’elle
aspire avec sa trompe. Le nectar aspiré par 1’abeille ou le miellat excrété par les pucerons des
arbres sont mélangée aux sécrétions salivaires contenant différents enzymes responsables de

modifications importantes du spectre des sucres.

Figure I-1 : Fleur butinée par une Abeille Figure I-2 : Puceron avec la goutte de
Miellat (Nicolay, 2014)

Le nectar circule alors trés vite d’une abeille a ’autre. Dans un premier temps, les
abeilles évaporent 1’eau du nectar en refoulant une goutte et en 1’étalant sous la trompe, de
maniere répétitive ; la concentration en sucre augmente. Lorsque la teneur en eau est tombée

a 40-50% ; le nectar est déposé dans les cellules ou I’évaporation de I’eau se poursuit sous la
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double influence : de la chaleur et la ventilation des abeilles ventileuses [Guerriat, 2000
;Mazrou, 2008]. Quand le miel est mué, c’est-a-dire suffisamment concentré en sucre et la
teneur en eau ne dépasse pas 21% ( Codex Alimentarius), les abeilles ferment les cellules
d’un couvercle de cire (operculation). Finalement, Le travail de ’apiculteur est de récolter le
miel quand la majorité des alvéoles sont operculées, a cette étape, il désopercule les cadres et

extrait le miel. Il le filtre puis le conditionne (Nicolay, 2014).

Figure I-3 : Cellules operculées et non Operculées (Nicolay, 2014).

I.4. Les différents types de miel : Le miel est classé en fonction de plusieurs criteres.
1.4.1. Selon Porigine florale
L’origine florale d’un miel est importante car elle détermine les propriétés
organoleptiques de celui-ci (couleur, gotit, texture). Par exemple, le miel de colza est plutot
de couleur claire (jaune trés pale, voire blanc) et a tendance a cristalliser trés rapidement

(Elodie, 2013).

1.4.1.1. Les miels mono floraux
Sont €laborés a partir d’une seule espece végétale, qu’il s’agisse de miel de nectar ou
de miellat. Pour I’obtention d’un miel mono floral (Composé de 80% d’une méme espece
végétale), il faut placer la ruche prés de I’espece végétale considéré au cours de sa floraison
et la récolte doit avoir lieu dés la fin de la miellée (Elodie, 2013). Les miels mono floraux
possédent des caractéristiques palynologiques, physico-chimiques et organoleptiques

spécifiques (Moussaoui, 2011).
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1.4.1.2. Les miels poly floraux

Ces miels sont ¢laborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant de plusieurs
especes végétales. Pour wvaloriser leur spécificité et permettre au consommateur de
reconnaitre leur caractére dominant, les apiculteurs indiquent leur origine géographique.
Celle-ci indique soit aire de production, région, département, massif (Chouia, 2014).

1.4.1.2.1. Selon I’Origine géographique

Certains miels polyfloraux ont acquis une réputation particuliére qui est liée a leur
origine géographique, qu'il s'agisse d'une petite région, d'une province d'un continent. Par
contre, il n'est pas impossible qu'une origine florale soit associée avec une région (Chouia,

2014).

L.5. Le miel algérien

Le miel algérien répond aux normes internationales, car il est naturel n'ayant subi
aucun traitement technologique qui pourra nuire a sa qualité. L’ Algérie importe de grandes
quantités de miel de différent pays tel que : 1’ Arabie saoudite, la chine ou encore ’inde, suite
a une production locale trés faible malgré la grande potentialité¢ melliféres dont dispose ce
pays (Oudjet, 2012). En effet, ’apiculture est prédominante dans :
- La zone du littoral (miel d’agrumes et eucalyptus).
- La zone de montagne (Kabylie : miel de toutes fleurs, lavande, carotte sauvage et bruyere).
-Les hauts plateaux : miel de sainfoin, romarin et jujubier, maquis et forets : miel toutes fleurs

et miellat (tableau I-1).

Tableau I-1 : Production Algérienne de miel en 2011 (Fao stat, 2011).

Region Production (kg/an)
Seddouk 19546.2
Bejaia 12950
Amizour 11260
Tazmalt 10611.4
Sisi-aich 9998
Aokas 9938.2
EL-Kseur 8656.4
Akbou 8445
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I.6. Caractéristiques du miel
Le miel est une substance complexe dont la composition varie d’un échantillon a I’autre

en fonction de nombreux facteurs tels que :

L’origine florale.

Les conditions météorologiques.

La nature du sol [(Guerriat, 2000) ; (Makhloufi, 2010)].
Dans ce mélange hybride (d’origine végétale et animale), plus de 200 substances ont été
identifiées jusqu’a présent participant a 1’équilibre de notre organisme (Ali Raeessi et al.,
2013). Le tableau 2 donne la composition moyenne du miel.
-les substances indiquées entre parenthéses sont a 1’état de traces ; les pourcentages sont
donnés par rapport au poids total du miel (Tableau I-2). Les principaux caractéres du miel

sont résumés dans le Tableau I-3.
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Tableau I-2: Composition moyenne du miel
[(Olaitan et al., 2007); (Abousseddik, 2008); (Bogdanov et al., 2008); (Jessica,2015)].

Composition Pourcentage total Types de composés Principaux composants
Fructose (38%),
Monosaccharides glucose (31%).
Maltose (7, 3%), isomaltose,
Hydrates de Disaccharides sa(clch;()r/o)se
, 370).
carbone 75 4 80%
Polysaccharides Erlos.e, Rafﬁ,n?s.e ’
(15 4 8%) dextantriose, mélézitose,
’ Kojibiose, mélibiose
15 2 20% (moyenne - -
Eau 17%)
Acide citrique, acétique,
phosphorique, gluconique
Acides organiques (0,1 a 4%, lactique,
(0,1 20,5%) fumarique,
maléique,oxalique,
pyroglutamique, succinique
Matiéres albuminoides,
matiéres azotées, la
defensine-1(aspartique,
glutamique, alanine, arginine,
Protéines, peptides et acides asparagine, cystine, glycine,
aminées (0,2 a 2%) histidine, Isoleucine, leucine
lysine, méthionine,
phénylalanine, proline, sérine,
tryptophane, tyrosine et
line).
Substances 1a5% valine)
1 0
diverses (Moyenne 3, 5%) Les vitamines B1, B2, B3 ou PP, B5, B6, B3
ouH,B9etC
Enzyn}lles grc;l\;eninti éi;;eilandes Amylase a et B, gluco-
ypopharyng invertase, glucose-oxydase
catalase, amylase,
Enzymes provenant du nectar phosphatase acides
Minéraux Mg, Mn, K, Ca, Na, Fe, Cu,
Se, S, Cl, Zn, Co, B, Ci, Cr,
Ni, Au, Ag, Ba, P, Cs
Neurotransmetteur Acétylcholine,..
, Formaldéhyde,
Aldehydes et Cétones acétaldéhyde. .
Aromes Esters ’ Methylethylcetone,,
méthylantranylate, acétates
Alcools Ethanol, méthanol,
isobutanol, 2 phényléthanol.
acide palmitique, oléique et
Lipides Acides gras linoléique, butyrique,
caprique
Pigments Caroténoides et flavonoides Lutéoline, méthylflavonol,

catéchine, chrysine....

~0 ~
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Tableau I-3 : Principaux caracteres du miel.

Caractere Description Référence
Couleur Elle va du jaune trés pale (presque blanc) au brun trés | (Donadieu, 2008)
foncé (presque noir) en passant par toute la gamme des
jaunes, oranges, marrons et méme parfois des verts ;
mais le plus souvent le miel est blond.
Goiit Le miel foncé a généralement un gotit plus prononcé et | (Chouia, 2014)
sa teneur en sels minéraux est élevée ; le miel clair a une
saveur plus délicate.
Arome les méthodes de chromatographies ont permis d’isoler | (Domerego et al.,
plus de cinquante substances aromatiques. 2007)
Texture Le Miel peut étre liquide, crémeux, visqueux ou méme (Frangois ,2017)
granuleux.
pH Le miel est acide : son pH varie de 3,24 5,5. (Marcet, 2017)
Densité La moyenne retenue s’éleve a 1,42 kg par litre (Guerriat, 2000)
Viscosité Le miel est un corps plus ou moins visqueux, (ITA et OIDA,
notamment au dessous de 20 c°, peut devenir fluide des 2004)
qu’il atteint 30 a 35 c°.

Cristallisation Les miels a cristallisation rapide se cristallisent le plus (Bogdanov et al.,
souvent tres finement, alors que les miels a 2003)
cristallisation lente ont tendance a avoir une

cristallisation grossiere.
Hygroscopie Les miels est hygroscopique ; si on laisse au contacte de (Maglon et
I’air ambiant, il peut atteindre une hygrométrie de 55 % | Vanwijck, 2003)
en 3 mois et la fermentation est inéluctable.
Taux d’HMF® La teneur en « HMF » doit étre en général inférieure a (Cetam, 2010)
40 mg/kg.
Fluorescence Beaucoup de miels présentent une fluorescence avec des (Nair, 2014)

couleurs variables. Cette
caractéristique est plus ou moins importante suivant les
types de miel et est sous 1’action des
rayonnements ultraviolets.
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() HMF . T *hydroxy-Méthyl Furfural (HMF) est un dérivé de la déshydratation des sucres
simples en 1’occurrence le fructose. Ce composé constitue un trés bon indice de la qualité du
miel. En effet, plus la teneur en HMF est faible, plus la qualit¢ de miel s’affirme (qualité
médiocre : HMF> 40mg/Kg). La formation d’HMF est due principalement a plusieurs
facteurs entre autres : le stockage et I’entreposage prolongés, le chauffage excessif (au-dela
de 40°C) qui décompose partiellement les sucres et le vieillissement naturel du miel (Oudjet,

2012).

@)
OHCH, CHO
U
H H

Figure I-4: Structure chimique de I’hydroxy-methyl furfural
(Sanborn et Howard, 2012).

L.7. Propriétés du miel
I.7.1. Propriétés nutritionnelles

Le miel est essentiellement contient des glucides, des protéines, des lipides, des
enzymes et des vitamines. C’est un aliment sain, léger, naturel et riche en calories. Son apport
énergétique est un peu moins important que celui du sucre (316 kcals pour 100 g contre 400
kcals pour 100 g). C’est une alternative au sucre de table convenant aux personnes portant
une attention particuliecre a leurs apports énergétiques (Velghe, 2016). Les quantités
quotidiennes que I'on conseille d'absorber sont, en général, de 1 a 2g de miel par kilogramme

de poids (pour une personne pesant 60 kg : 60 a 120 g de miel) (Bazoche, 2011).

1.7.2. Propriétés thérapeutiques
1.7.2.1. Propriétés anti-diarrhéiques

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

réhydratation aux enfants réduit la durée de la diarrhée bactérienne (Lina et al., 2011).
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1.7.2.2 Propriétés cicatrisantes des blessures et anti-inflammatoire

Au contact d’une plaie, le miel réalise une barri¢re physique et contribue a maintenir
un milieu humide du fait de sa teneur en eau. De plus, du fait de son hyperosmolarité¢ au
niveau des plaies, il absorbe les exsudats et favorise la diminution de I’oedéme lésionnel,
améliorant ainsi indirectement la microcirculation locale. L’eau oxygénée, outre ses
propriétés antiseptiques, joue un role trés important dans les processus de cicatrisation. En
effet, au contact des tissus et du sang, elle se décompose en eau et en oxygene créant une
micro effervescence” et un nettoyage mécanique de la plaie (Couquet., 2013).

L’action anti-inflammatoire du miel joue un role thérapeutique important,
I’inflammation peut devenir délétére et empécher la guérison lorsqu’elle est excessive et
prolongée, surtout avec la production de radicaux libres dans les tissus. Méme si les
antioxydants n’agissent pas directement sur I’inflammation, ils éliminent les radicaux libres

et évitent leurs effets néfastes (Balas, 2015).

1.7.2.3. Action antianémique

Cette action serait en relation avec la présence de fer et de cobalt dans le miel. Le
cobalt est un composant normal de la vitamine B12 qui intervient dans 1'organisme lors de la
biosynthése de nombreuses substances et dans différents mécanismes, notamment comme

activateur de I'hématopoicse (Maameri, 2014).

1.7.2.4. Action apéritive et digestive

Les acides présents dans le miel influencent favorablement l'appétit et la digestion

(Maameri, 2014).

1.7.2.5. Propriétés antitussives, expectorantes et adoucissantes
En effet, le miel calme la toux, facilite I’expectoration, et soulage les maux de gorge

(Maameri, 2014).

1.7.2.6. Action préventive vis a vis des cancers

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

tumeurs (Maameri, 2014).
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1.7.2.7. Propriétés antioxydantes

Le mécanisme protecteur antioxydant du miel utilise a la fois les enzymes tels que la
catalase et la peroxydase, les composants phénoliques, les flavonoides, les acides organiques
comme I’acide ascorbique et des acides aminés comme la proline .Toutefois, les composés
phénoliques sont les plus importants dans cette activité. Les miels foncés et les miels ayant
une forte teneur en eau ont une capacité antioxydante plus grande que celle des autres miels.
De plus, I’activité antioxydante des miels est trés variable d’un miel a un autre, et elle dépend

essentiellement de son origine botanique (Maameri, 2014).

1.7.2.8. Propriétés antimicrobiennes

L'activité antimicrobienne du miel a été exploitée par ’homme depuis des siccles
pour traiter les plaies infectées .Des résultats montrent que le miel possédait un effet
bactériostatique sur 60 especes de bactéries avec un large spectre d'action contre les bactéries
gram-positif et négatif (Katrina, Calvin, 2014). Le miel du fait de son osmolarité conséquente
et de sa forte teneur en sucre crée un appauvrissement de 1’eau disponible pour les bactéries
mettant en péril leur vie. Par sa viscosité, le miel forme une barriére protectrices sur les plais
qui prévient ainsi la formation du biofilm (agrégat complexe de nombreuses especes
bactériennes). Par son acidité il permet I’inhibition de nombreux pathogénes (Lavoine, 2012).
Cependant, méme dilués les miels restent actifs face aux bactéries. Ceci est dii a la production
de peroxyde d’hydrogeéne en présence d’eau grace a I’activation d’un glucose-oxydase. Cette
enzyme a pour role d’oxyder le glucose en acide gluconique et peroxyde d’hydrogene. Ce
dernier est alors le composant principal responsable de I’activité antibactérienne du miel
(Irlande, 2010). Le miel peut également contenir des substances antimicrobiennes telles que
la défensine-1 et le méthylglyoxal (Desmouliére, 2013). Le miel a été signalé aussi avoir des
effets inhibiteurs sur les champignons. En plus des effets antibactériens et antifongiques, le
miel naturel a montré un effet antiviral notamment contre le virus de la rubéole (Al-waili et
al., 2011) et aussi un effet anti parasitaire également contre la leishmaniose et 1’echinococcus

(Balas ,2015).
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I.8. La qualité du miel

Un miel de qualité doit étre un produit sain, extrait sous de bonnes conditions d'hygiéne
et correctement conditionné, peut conserver toutes ses propriétés d'origine pendant une
longue durée. Il ne doit pas étre adultéré et doit contenir le moins possible (peut on encore
dire pas du tout) de polluants divers (antibiotiques, pesticides, métaux lourds...) ou autres
produits émergeants de notre environnement industrialisé (Amri, 2011).

En Europe les critéres de qualité du miel figurent dans une directive européenne et dans
les normes du Codex Alimentarius (tableau I-4) (Bogdanov ,1999), de nouveaux critéres de
qualité tels que la teneur en sucres spécifiques et la conductivité électrique sont pris en
considération (Tableau I-5).Les taches futures de la commission internationale du miel
consisteront a rassembler et a harmoniser les méthodes et les critéres pour la caractérisation
des miels monofloraux (Amri, 2006).

En Algérie, devant I’absence de loi concernant ce produit alimentaire la définition du

Codex Alimentarius est appliquée.

Tableau I-4 : Normes de qualit¢ du miel selon Codex Alimentarius et I’Union Européenne

(Bogdanov ,1999).

Critéres de qualité Projet du Projet de
Codex- F'UE

Teneur en eau
Général <21g/100g |<21g/100g
Miel de bruyere, de trefle <23 g/100g | <23 g/100g
Miel industriel ou miel de patisserie <25g/100g | <25 g/100g
Teneur en sucres réducteurs
Miels qui ne sont pas mentionnés ci-dessous >65g/100g | >65¢g/100 g
Miel de miellat ou mélanges de miel de miellat et de nectar >45¢/100g | >60g/100 g
Xanthorrhoea pr. >53¢g/100g |>53¢g/100¢g
Teneur en saccharose apparent <5¢g/100 g <5g/100¢g
Miels qui ne sont pas mentionnés ci-dessous
Robini, Lavandula, Hedysarum, Trifolium, Zitrus, Medicago, <10g/100g |<10g/100g
Eucalyptus cam., Eucryphia luc. Banksia menz.*
Calothamnus san., Eucalyptus scab., Banksia
gr.,Xanthorrhoea pr. Miel de miellat et mélanges de miel de <15g/100 g
miellat et de nectar
Teneur en matiéres insolubles dans I‘eau
Général <0,1g/100g | <0,1g/100¢g
Miel pressé <0,5g/100g | <0,5¢/100 g
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Teneur en matiéres minérales (cendres) <0,6g/100g | <0,6g/100g
M}el de maell.at ou mélanges de miel de miellat et de nectar, <1,2g/100 g <12¢/100g
miel de chataignier

Acidité <50 meq/kg | <40 meqkg
Activité diastasique, (indice diastasique en unités de Schade)

Apres traitement et mise en pot (Codex)

Tous les miels du commerce (UE) >8 >8

Général >3 >3

Miels avec une teneur enzymatique naturellement faible

Teneur en hydroxyméthylfurfural <60 mg/kg <40 mg/kg
Apres traitement et mise en pot (Codex)

Tous les miels du commerce (UE)

Tableau I-5 : Teneur en sucre et conductivité électrique: Proposition d“une nouvelle norme

(Bogdanov et al., 2001).

Nouveaux critéres de qualité proposés

Valeur proposée

Teneur en sucre

Somme du fructose et du glucose

Miel de nectar

Miel de miellat ou mélanges de miel de miellat et de nectar
Saccharose

Miels qui ne sont pas énumérés ci-dessous

Banksia, Zitrus, Hedysarum, Medicago, Robinia, Rosmarinus

Lavandula

>60g/100g

>45¢g/100 g

<5g/100¢g

<10g/ 100 g

<15¢g/100 g

Conductivité électrique

Miel de nectar a I°‘exception des miels énumérés ci-dessous et des
mélanges de ceux-ci; mélanges de miel de miellat et de nectar.

Miel de miellat et de chataignier, a I‘exception des miels énumérés ci
dessous et des mélanges de ceux-ci.

Exceptions: Banksia, Erika, Eucalyptus, Eucryphia, Leptospermum,
Melaleuca, Tilia.

<0,8 mS/cm

> 0,8 mS/cm
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1.9. Le miel de forét

Le miel de foret figure parmi les produits forestiers d’importance. Il résulte d’un mélange
de nectars et de miellats provenant de 1’épilobe, de la ronce, des bruyeres, du lierre, du chéne,
du hétre, du tilleul et de divers coniféres (Clément, 2011).

Le miel de forét extrait est toujours foncé, il peut aller jusqu’a des teints sombres proches
du noir a I’état liquide. Son gout fort prononcé et son aspect résineux ne convient pas a tous
mais plait aux amateurs €clairés, conquis par ses arriere-gouts de caramel et de réglisse. Les
miels de forét différent entre eux par leur texture et leurs propriétés organoleptiques, bien
qu’ayant la méme appellation. La récolte de ce miel se fait dans toutes les foréts du territoire.
Elle dépend des périodes de floraison des essences butinées. Ce produit est un bon diurétique
et un excellent antiseptique des voies respiratoires. Dynamogénique, il donne du tonus.
(http://www.desgoutsetdescouleurs.com/le-miel-de-forét/).

Plusieurs études ont révélé la richesse du miel de forét par les composés phénoliques.
En effet, des chercheurs slovénes ont trouvé une teneur de 24,14 mg/100 g (Gheldof et
Engeseth, 2002) .Alors qu’une autre étude italienne (Schramm, Karim, Schrader et al., 2000)
a montré un pourcentage des polyphénols compris entre 3 mg/100 g a 17,5 mg/100 g. Cette
différence en composés phénoliques peut s’expliquer par la différence botanique et
géographique des échantillons étudiés. Ce miel posseéde également quelques notes de miellat
qui en enrichisse sa composition en sucres complexes et en oligo-¢léments (potassium,
phosphore, calcium, soufre, magnésium....). (http://www.miel-du-rucher.fr/produit/miel-de-

foret-1kg/).
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Tableau I-6: Composition pondérale moyenne du miel de forét, (Bogdanov et al., 2006).

Composition (g/100g de miel)
Moyenne Min-Max
Eau 16,3 15-20
Monosaccharides
Fructose 31,8 28-40
Glucose 26,1 19-32
Disaccharides
Saccharose 0,5 0,1-4,7
Autres disaccharides 4,0 1-6
Trisaccharides
Me¢élézitose 4,0 0,3-22,0
Erlose 1,0 0,1-6
Autres trisaccharides 3,0 0,1-6
Polysaccharides non déterminés 10,1
Total des sucres 80,5
Sels minéraux 0,9 0,6-2
Acides aminés, protéines 0,6 0,4-0,7
Acides 1,1 0,8-1,5

Le miel de forét augmente le taux d’hémoglobine dans le sang, soutient le coeur et
renforce les vaisseaux. Tres bon anti inflammatoire, il est indiqué dans les suites d’opérations
graves mais aussi pour les femmes enceintes pendant toute la grossesse. Soutient également

le systeme urinaire (Dancy, 2015).
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I1.1. Définition

Une plante médicinale est une plante dont les organes (les feuilles 1’écorce ou
Fruits...etc.) Possédent des vertus curatives et parfois toxiques selon son dosage (Messaudi,
2008). Donc on appelle une plante médicinale toute plante ayant des propriétés
thérapeutiques et mentionnée selon le code de la santé publique la pharmacopée les considere
comme médicaments, leur vente est le monopole des pharmaciens et des herboristes.
Actuellement grace aux progres scientifiques, la thérapeutique a beaucoup évolué et a utilisé
la plante comme matiére premicre pour la production de médicaments (Chevallier, 2001).
Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs dont certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja environ
170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de plantes (Chaabi, 2008).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour 1’humanité et plus
particulierement pour la majorit¢é des communautés démunies dans les pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires, utilisant la
plupart des espéces végétales, tant ligneuses qu’herbacées comme médicaments. Plus de 80
% des populations africaine ont recours a la médicine et a la pharmacopée traditionnelle pour
faire face aux problémes de santé, le continent Africain regroupe des plantes médicinales trés
diversifiées. En effet sur les 300.000 espéces végétales recensées sur la planéte, plus de
200.000 especes vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et ont des vertus médicinales. Les
plantes médicinales demeurent encore une source de soins médicaux dans les pays en voie de

développement en I’absence d’un systéme médicinale moderne (Salhi et a/, 2010).

I1.2. La phytothérapie

Le terme phytothérapie provient du grec, il est composé de deux mots : « Phyto »
signifiant plante et « thérapie » signifiant traitement. L’association des deux mots signifie
donc traitement par les plantes (Baba aissa, 2000).

La phytothérapie est la science des plantes médicinales ou la médication par les plantes,
c’est 'une des sources de traitement des maladies qui demeurent basé sur 1’observation ou
I’analyse vient confirmer ce qu’on observe depuis déja des millénaires (Beloud, 2001 ;
Provost, 1991). Elle désigne la médecine basée sur les extraits de plantes et les principes
actifs naturels (Sebai et Boudali, 2012).0On peut la distinguer en trois types de pratiques :

» Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur l'utilisation de

plantes selon les vertus découvertes empiriquement.
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Selon I'OMS, cette phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle et
encore massivement employée dans certains pays dont les pays en voie de développement.
C'est le plus souvent une médecine non conventionnelle du fait de I'absence d'étude clinique.

» Une pratique basée sur les avancées et preuves scientifiques qui recherchent
des extraits actifs dans les plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette
pratique débouche suivant les cas sur la fabrication de médicaments pharmaceutiques ou de
phytomédicaments, et selon la réglementation en vigueur dans le pays, leur circulation est
soumise a l'autorisation de mise sur le marché pour les produits finis, et a la réglementation
sur les matieres premieres a usage pharmaceutique (MPUP) pour les préparations magistrales
de plantes médicinales, celles-ci étant délivrées exclusivement en officine. On parle alors de
pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique.

» Une pratique de prophylaxie déja utilisée dans 'antiquité. Nous sommes tous
phytothérapeutes sans le savoir : c'est notamment le cas dans la cuisine, avec 'usage de la
ciboulette, de I'ail, du thym, du gingembre ou simplement du thé vert ... Une alimentation
équilibrée et contenant certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactique (Sebai

et Boudali, 2012).

I1.3. Présentation des Globulariaceae

La famille des Globulariaceae regroupe des plantes dicotylédones. Elle comprend 30
especes réparties en deux (02) genres (Globularia et Poskea). Ce sont de petites plantes
herbacées a feuilles simples, alternées, a fleurs en tétes rondes, des régions tempérées et
subtropicales (Gaussen et a/, 1982 ; Quzel et al, 1963).

Le genre Globularia (famille Plantaginaceae ou Globulariaceae) comprend des herbes,
arbustes, communs dans les régions méditerranéennes, Europe et Afrique du Nord (Tunisie,
Maroc, Libye et Algérie) et appartient a un groupe utile de plantes aromatiques et médicales
(Boulos, 1983). Ils représentent une riche source de différents composés bioactifs tels que les
polyphénols (Khantouche et a/, 2015), les flavonoides (Chograni et a/, 2012 ; Bouti et al,
2008) les iridoides glycosides (Amissis-Ouchemoukh et al, 2014 ; Es-Safi et al, 2006) et la
globularine (Merghach et a/, 2013). Il comprend une espéce en Algérie, Globularia alypum L
(la marguerite du globe) qui est connue localement sous le nom de Tasselgha (Beniston,

1984) ou Ain Larnab (Hammiche et a/, 2013).

~19 ~



Partie bibliographique Chapitre II : Les plantes médicinales

I1.3.1. L’espéce Globularia alypum ou Tassalgha
Genre : Globularia
Espéce : alypum
Synonyms: (Boullard, 2001. Joachim, 2004)
Globularia alypa St. Lag.
Globularia turbith Wilk

Globularia virgata salisb

Nom en Francais : Globulaire, séné, turbith, Herbe terrible, Petit globe, marguerite bleue.
Nom en Anglais : Globe Daisy.

Nom en arabe : Tasselgha, Sana el-baladi, Ainoun.

Nom commun : Ain larnab, Cheba, Zerga, Hallab rwa, (Boullard, 2001, Joachim, 2004)

Chelr’a, zeriga, zouitna, alk, haselra, oulbarda (Chograni et al., 2011).

I1.3.2. Morphologie générale et végétative

L’appareil végétatif c’est un arbrisseau treés ramifié, d’une hauteur allant de 30 cm a 60
cm, tiges brun rouge striées, feuilles persistantes trés nombreuses, coriaces et glabres,
alternes, lancéolées et généralement spatulées et mucronées (terminées par une pointe)
(Dellile, 2007).

L’inflorescence est assimilable a un capitule, entourée de bractées brunatres imbriquées
formant une collerette, portée par un court pédoncule naissant a 1’aisselle des feuilles

supérieures (Geoff et al, 20006).

Figure II-1 : Aspect morphologique de Globularia alypum (A : plan de la plante, B : sommités
fleuries). (http://online.marburg.de/biologie/botex/mallorca05/bildgross/Globularia_alypum.jp).
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I1.3.3. Ecologie et habitat

Globularia alypum L, est une plante vivace qui pousse dans les lieux rocailleux et
broussailleux secs, de préférence sur calcaire, parfois aussi dans les maquis. On trouve
fréquemment des buissons poussant sur de gros rochers isolés ou sur les falaises.

Cette plante est distribuée pratiquement sur tout le pourtour méditerranéen, surtout a
I’ouest du bassin, En Algérie, la globulaire se trouve dans ’atlas saharien, et dans le Hoggar

en altitude, dans les garrigues, et les forets (Dellile, 2007).

I1.3.4. Classification botanique
La classification de la plante « Globularia alypum L » dans la systématique, selon
(bock, 2009) est donnée dans le Tableau II-1.
Tableau II-1: Classification et systématique de Globularia alypum L

Régne plante
Sous-régne Tracheobionta
Division Mgnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Scrophulariales
Famille Globulariaceae
Genre Globularia
Espéce Globularia alypum

I1.3.5. Principe Actifs majeurs
L'étude de la composition chimique de la plante Globularia alypum L a été réalisée dans
un but de découvrir les principaux produits naturels responsables des activités thérapeutiques.

Plusieurs métabolites secondaires ont été mis en évidence :
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Tableau II-2 : Principes actifs présent dans Globularia alypum et leurs intérét biologique.

biomolécule Référence Intérét biologique Référence

polyphénols | (Khlifi et al, 2011) | anti-oxydantes, le traitement du (Halliwell, 1994
vieillissement cellulaire et la Menaa et al, 2014

protection de la peau Ferrazzano et al

antibactérienne. 2011).
flavonoides | (Khlifi ez al, 2011) | Anti-tumorale, anti-carcinogéne (Kebbab, 2014).
anti-inflammatoire
antioxydante, antiallergique
antiulcéreuse, antivirale
antimicrobienne, hypotenseur
diurétique.
anthocyanes | (Ben Hassine et Protectrices capillaro-veineux (Kebbab, 2014).
al., 1982) antioxydant.
tanins (Chograni et al, Effet stabilisant sur le collagéne (Kebbab, 2014).
2011) antioxydant, anti-diarrhéique
effet antiseptique, effet
vasoconstricteur.
irridoides (Es-safi et al, anti allergiques (brandao et al, 1997

2006). antimicrobiennes, antitumorales | Baruah et al, 1998
Immunostimulantes, diurétique Mathad et al, 1998

purgative, et cholérétique Zhou et al, 2007
antioxydantes. Suzuki et al, 1969

Inoue et al, 1984
Takeda et a/ 1980

Toda et a/, 1985).

I1.3.6. Période de récolte
Les feuilles et les fleurs de Globularia alypum L peuvent étre récoltées pendant toute

I’année, surtout durant I’inflorescence, (Octobre/ Avril) (Djerroumi et Nacef, 2004).

I1.3.7. Usage

Les pharmacopées traditionnelles algériennes, utilisent les feuilles de la globulaire
comme purgatif, cholagogue, stimulant, antiseptique, antimycosique, cicatrisant (Dellile,
2007), et aussi pour traiter la coqueluche (Mhanech , 2002). C’est 'un des remedes végétaux
les plus utilisés dans la médecine traditionnelle algérienne dans le traitement d’un grand
nombre de maladies (hypertension, troubles cardiaques, coliques néphrétiques et diverses
lIésions cancéreuses), estomac, lithiase urinaire, rhumatismes, goutte, fievre typhoide, et
fievre intermittente (Skim et al/, 1999 ; Jouad et al, 2002), cblon, foie, cesophage et

diabéte(Boussoualim et a/, 2016).
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Les pharmacopées méridionales utilisent Globularia alypum sous le nom de « séné de
Provence » en infusion pour ses vertus astringentes, dépuratives et purgative. Prescrite pour
traiter 1’arthrite et les crises de goutte, elle est machée pour calmer les maux de dents
(Schaneberg, Paris, 2011). Les troubles du transit intestinal constituent 1’indication majeure
sur tout le pourtour méditerranéen. C’est la décoction des parties aériennes ou des feuilles
seules, qui est laxative (Prescrire n° 286.8).

Au Maroc, la plante est signalée comme dépurative (remede des furoncles),
antiarthritique et purgative (Baba Aissa, 2000). Elle est utilisée aussi comme un agent
hypoglycémique, laxatif, cholagogue, purgative, sudorifique, dans les maladies
cardiovasculaire, les maladies d’estomac, les infections rénales et la leucémie(Es Safi et al,
2005). En Tunisie, elle est utilisée contre les ulceéres (Baba Aissa, 2000).

Les études montrent que la Globulaire est indiquée comme purgative, sudorifique,
dépurative, antiseptique, antimycosique, cicatrisante, astringente et diurétique (Bellakhdar et
al, 1991 ; Fehri et Aiache, 2010).

Des ¢études bibliographiques confirment que les espéces du genre Globularia présentent
des activités : anti-tuberculose, cytotoxiques, antioxydants et antidiabétique (Skim et al,
1999; Jouad et al, 2002 ; Es-safi et al, 2006)), et activité¢ anti-inflammatoire. Globularia
alypum pourrait étre également employée comme inhibiteur de la maladie d'Alzheimer

(khalifi, 2016), et aussi pour le traitement des maladies rénales (Jouad et al/, 2002).

I1.3.8. L’activité antibactérienne
I1.3.8.1. Les antimicrobiens naturels
> Les polyphénols

Les phénols simples et acide phénolique : sont les molécules, bioactives issues du
métabolisme secondaire des plantes, les plus simples. Ces substances montrent, en effet, une
importante toxicité envers les microorganismes par la modification des propriétés physiques
en s’intercalant dans la bicouche membranaire (Taylor, 2013). Les sites et le nombre des
groupements hydroxyles (-OH) sur les phénols, seraient en relation avec cette toxicité. Cet
effet antimicrobien augmente avec le nombre des groupements -OH. Certaines enzymes
peuvent étre inhibées via des réactions avec leurs groupements sulfhydriles ou par des
interactions non spécifiques avec ces dernieres (Cowan, 1999 ; Pistelli et Giorgi, 2012).

Les quinones : sont des substances extrémement réactives, tres répandues dans la nature

et possedent des cycles aromatiques avec des groupements cétones. Les protéines d’adhésion
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de surface, les polypeptides de la paroi et les enzymes membranaires de la cellule
microbienne, sont les cibles probables des quinones (Cowan, 1999).

Les flavonoides : Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyrone (anneaux A et C).
Les flavonoides sont subdivisés en 14 classes différentes dont 6 sont les plus répandues et les
mieux caractérisés. Ce sont les flavanones, les flavones, les flavanonols, les flavonols, et les
isoflavones (Heim et al, 2002 ; Hendrich, 2006). A I’exception des chalcones, ces métabolites
secondaires sont toujours tricycliques : deux cycles benzoiques A et B et un hétérocycle C
(squelette carboné C6-C3-C6) (Yao et al, 2004 ; Shankar et al, 2012). Les flavonoides
exercent leurs effets via trois mécanismes : ’inhibition de la synthése des acides nucléiques,
inhibition de la fonction des membranes cytoplasmiques et aussi I’inhibition du métabolisme
énergétique (Tim Cushine et Lamb, 2005).

Certains flavonoides ont un role de phytoalexines, c’est-a-dire de métabolites que la
plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des
champignons ou par des bactéries (Harbonne et Williams, 2000). Plaper et ses collaborateurs
(2003) ont démontré que la quercétine inhibe la synthése de ’ADN en inactivant I’ADN
gyrase. D’autre flavonoides comme le sophoraflavone G et I’epigallocatechin gallate inhibe
la synthése de la membrane cytoplasmique, et que les licochalcones A et C empéchent le
métabolisme énergétique de certaines bactéries (Tim Cushnie et Lamb, 2005). D’autres
études ont rapporté que les flavonoides peuvent aussi interférer avec le métabolisme
énergétique des bactéries (Pistelli et Giorgi, 2012).

Les tannins : IIs se trouvent pratiquement dans toutes les parties de la plante (bois,
¢corces, racines, feuilles et fruits). Ce sont des polymeéres phénoliques, ils forment des
complexes avec les protéines et aussi les polysaccharides par des liaisons hydrogenes et
hydrophobes (Cowan, 1999 ; Okuda et Ito, 2011). Ces composés sont caractérisés par une
capacité a bloquer la membrane cytoplasmique par l'inactivation des adhésines de surface, les

enzymes et les protéines de transport membranaires (Okuda, 2005).

I1.3.8.2. Composition chimique et Activités biologiques (Tassalgha)

La littérature mentionne 1’isolement et la caractérisation de plusieurs composés de
genre Globularia. Ce sont essentiellement des flavonoides, des polyphénols, des tannins, des
anthocyanines (Khlifi ef al/, 2011), glucoside (globularine), résine, mucilages, tanin, choline,

chlorophylle, acide-cinnamique, acide globularique (Chograni et a/, 2011).
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Les irridoides glycosides constituent également des métabolites secondaires du genre
Globularia. Ils comprennent un cyclopentane et des cycles pyraniques. Ces structures sont

connues pour leurs diverses activités biologiques (Es-safi et al, 2006).

11.3.9. L’extraction solide-liquide
I1.3.9.1. Définition

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux
des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les
huiles végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement
impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage
oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales
(Handa, 2008).

L’extraction solide-liquide, Il s'agit d'extraire une substance présente dans un solide
pour la faire passer dans un solvant. Les cas les plus simples correspondent a la décoction,
I’infusion et la macération. En chimie organique, on utilise parfois un appareil plus efficace,

le soxhlet qui fonctionne en semi-continu (Gheorghiade et a/, 2006).

11.3.9.2 Principe
D’apres (Leandro, 2013), L’extraction solide-liquide est une opération physique de

transfert de matiére entre une phase solide, qui contient la substance a extraire et une phase
liquide, le solvant d’extraction. Suite au contacte entre le solvant et le solide hétérogene, les
substances ayant une affinité pour le solvant sont solubilisées et passent de la phase solide
dans la phase liquide. Au cours de I’extraction, leurs teneurs (fraction) dans la phase solide
diminuent et leurs concentrations dans la phase liquide augmentent. Le transfert de matiere se
réalise par diffusion moléculaire et par convection. L’extraction est un processus non
stationnaire qui s’arréte au moment ou s’établit un équilibre entre les deux phases. Cependant
si le solvant est continuellement renouvelé, la diffusion se poursuit jusqu’a épuisement de la
phase solide.la solution obtenue est appelée extrait ou extrait sec. La source solide épuisée
apres 1’extraction contient trés peu ou pas de soluté, elle est appelée raffinat ou résidu.
Au cours de I’extraction plusieurs étapes successives peuvent étre distinguées :

e Pénétration du solvant dans la matrice solide,

e Dissolution du soluté dans le solvant,

e Diffusion du soluté vers 1’extérieur de la matrice solide,

e Transfert du soluté vers le cceur de la phase liquide (par diffusion ou convection)
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Apres ’extraction, I’extrait obtenu est séparé du solide épuisé par sédimentation,
filtration ou centrifugation (Leandro, 2013).
Dans certains cas, la matiére végétale est prétraitée avant 1’extraction pour améliorer le
contacte entre les phases. Le séchage, le broyage et le morcellement sont souvent utilisées
comme opérations de prétraitement. Parfois des prétraitements enzymatiques sont également
utilisés pour faciliter la dissolution des molécules d’intérét dans le solvant. La rupture des
parois cellulaires sous 1’action de pectinases et cellulases favorise I’extraction des

polyphénols (Bonilla et al, 1999).

11.3.9.3. Méthodes d’Extraction Traditionnelles

C’est au Ve siecle av. J.-C. que I’on trouve les premicres traces des tisanes. Le grec
Hippocrate (460-377 av. J.-C.) fait I’¢loge de la "ptisane" dans "le Régime dans les maladies
aigués". Il était en fait question d’une décoction d’orge mondée. Le terme "tisane" est en fait
une appellation générique qui regroupe plusieurs formes liquides issues de préparations
différentes. Elles se préparent exclusivement a 1’aide d’une ou plusieurs drogues végétales.
Ainsi, suivant le mode utilisé, on peut distinguer I’infusion, la décoction, la macération, la
digestion et la lixiviation, moins fréquente. La tisane permet de libérer divers constituants de
la plante grice au milieu aqueux. De natures variées, ils peuvent étre des composés
polyphénoliques (acides-phénols, flavonoides, tannins catéchiques ou galliques,
anthocyanosides), des mucilages, des sels minéraux, des oligoéléments, des vitamines B1, B2
et C, des phytohormones (Jean-Yves, 2010).

D’autres techniques traditionnelles étaient aussi utilisées pour la récupération des
principes liposolubles et aromatiques comme les huiles infusées (Benzeggouta, 2005). La
présence d’un composé ou d’un autre dépend de sa solubilité dans le solvant utilis¢, la
température et la durée d’extraction et la fragmentation de la plante (Leandro, 2013).

> Infusion
C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de l’eau
bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire
leurs principes médicinales. Elle convient pour I’extraction de parties délicates ou finement
hachées des plantes: feuilles, fleurs, graines, écorces et racines, ayant des constituants
volatiles ou thermolabiles comme les huiles essentielles (Baba-Aissa, 2000; Kraft et Hobbs,

2004).
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» Décoction
Elle convient pour I’extraction de mati¢res végétales dur ou trés dur : bois, écorce,

racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : 1’acide silicique). Elle consiste
a faire bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de I’eau pendant 10 a 30 min, pour bien
extraire les principes médicinales (Baba-Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).

» Macération
Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de I’eau froide (macération
aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voir
plusieurs jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser. Elle convient pour
I’extraction de plantes contenant du mucilage, comme les graines de lin ou les graines du
plantain des sables, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une
gélatinisation s’ils se préparent dans de 1’eau bouillante. Egalement utilisée pour empécher
I’extraction de constituants indésirables qui se dissolvent dans I’eau chaude (Kraft et Hobbs,
2004). Elle concerne aussi les plantes dont les substances actives risquent de disparaitre ou de

se dégrader sous I’effet de la chaleur par ébullition (Baba-Aissa, 2000).
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II1.1. Les antibiotiques
Les antibiotiques sont des molécules produites par des champignons, par des bactéries,
ou par synthése capables d’inhiber la réplication d’une bactérie (antibiotique bactériostatique)
ou de la détruire (antibiotique bactéricide). (Gras et Choutet, 2010).
Les principales cibles des antibiotiques sont :
— la paroi bactérienne (bétalactamines, glycopeptides).
— la synthése de I’ADN (quinolones, nitro-imidazolés).
— la synthese protéique (macrolides, aminosides, cyclines).

— P’inhibition compétitive (sulfaméthoxazole et triméthoprime).

I11.2. Pouvoir antibactérien du miel et des plantes
En raison du souci croissant des consommateurs aux denrées contenant des additifs
chimiques, la recherche des additifs naturels, particulicrement d’origine végétale, a
notamment augmenté ces derni¢res années. Par conséquent, le développement des produits
naturels possédant une activit¢ antibactérienne s’avere nécessaire et utile (Bouguerra,
2012).C’est le cas du miel et des extraits de plantes.

Cette particularit¢ du miel due a une production enzymatique de peroxyde
d’hydrogene (H202), est considérée comme la principale inhibine contenue dans le miel
(Bogdanov et Blumer, 2001). Produit de I'oxydation du glucose, il est lui-méme un oxydant,
ce qui lui confére une activité¢ antiseptique (Laurent, 2014). Il existe des substances
antibactériennes non peroxydiques sont: des lysozymes, des flavonoides, des acides
aromatiques, le méthylglyoxal (retrouvé en particulier dans le miel de Manuka), la
défensines-1 (protéines fabriquées par les abeilles), des substances volatiles et autres
composants indéterminés (Bogdanov et Blumer, 2001 ; Boulaaba, 2019), le miel peut donc
inhiber la croissance d’un large spectre de bactéries, champignons, protozoaires et virus, sans
que ces derniers ne puissent développer de résistance (Delphine, 2010).

De nombreuses études ont démontré que le miel présentait une activité antibactérienne
in vitro (Balas, 2015). De par ses propriétés bactéricides ou bactériostatiques démontrées sur
certains germes, le miel est approprié pour certaines affections ORL., laryngites, toux et les
maladies des spheres intestinales et rénales. Des succes ont aussi été rapportés dans le
traitement d'ulceéres dus a Helicobacter pilori avec un miel de Manuka (Leptospermum sco-
panum, arbrisseau de la famille des Myrtacées) mais ces travaux restent a valider plus

largement et ne peuvent étre généralisés (Al Somal et al., 1994).
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Par voie topique, de 1984 a 2009, 1'équipe du Pr Bernard Descottes du C H R de
Limoges, a utilis¢ sous forme de pansements, sur des plaies chirurgicales ou des plaies
rebelles aux traitements classiques, un miel de thym, a forte activité antibactérienne sur
Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Une prise en charge a eu lieu avec succes sur plus
de 3 000 patients, dont des kystes sacrococcygiens, ou des fermetures pariétales apres
ablation de stomies (Descottes, 2009).

D’une manicre générale, les especes les plus sensibles au miel sont: le Streptococcus
pyogenes, le Staphylococcus aureus et 1’Escherichia coli. Les autres especes telles que
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus species, Clostridium
welchii et Clostridium tetani sont également sensibles au miel. Pseudomonas aeruginosa n’est
en revanche pas inhibé par le miel. Le staphylocoque apparait particuliérement sensible au
miel, y compris en ce qui concerne les souches résistantes aux antibiotiques (Balas, 2015).

Les plantes médicinales constituent une source importante de molécules bioactives qui
font généralement partie des métabolites secondaires (Haddouchi et al., 2014). 1l a été
démontré in vitro que ces composés (tanins, terpénoides, alcaloides et flavonoides) sont
dotés de propriétés antimicrobiennes tres intéressantes qui font 1’objet de plusieurs études
(Cowan, 1999).

L’usage des extraits de plantes contenant des constituants bioactifs est devenu une
approche trés importante dans la médecine préventive, recommandée d’ailleurs par I’OMS.
Plus de 6000 antibiotiques d’origine végétale ont été découverts (Klingenstein et
al.,2005).Une corrélation positive est observée entre la teneur en polyphénols totaux des
extraits de plusieurs plantes et leur activité antibactérienne. En effet, ces molécules présentent
une activité bactériostatique ou bactéricide in vitro, sur une large gamme de microorganismes
(Hamadache, 2011). La camomille romaine essentielle de Provence (France) qui a été testée
contre diverses souches de bactéries Gram-positives (Staphylococcus aureus et Enterococcus
faecalis) et des bactéries Gram-négatives (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae et Salmonella sp). L'extrait de la camomille romaine
a montré une activité antimicrobienne ¢élevée contre toutes les souches microbiennes testées
(Bail et al., 2011).

Dans le cadre de maladies infectieuses, certaines plantes comme [’eucalyptus, le
fenouil, la muscade ont des effets antibiotiques. D’autres contiennent des tannins qui ont un
effet préventif ou curatif pour les diarrhées, par exemple 1’épicéa ou le chéne. De nombreuses
revues bibliographiques discutent des propriétés antibactériennes de substances (par exemple

le carvacrol ou le thymol) présentes dans les huiles essentielles.
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Ces effets observés in vitro ne sont pas forcément reproduits directement au niveau de
I’intestin du fait des propriétés physico-chimiques de ces molécules. Chez le poisson,
’utilisation de la phytothérapie avec différents extraits et huiles essentielles de nombreuses
plantes (par exemple, ail, romarin, curcuma, origan, romarin) contenant des composés
phénoliques, polysaccharides, protéoglycanes, flavonoides fait 1’objet de multiples travaux
pour accroitre la résistance des poissons aux infections bactériennes (Ducrot et al., 2017).

La plupart des plantes identifiées dans les recettes ont des propriétés
pharmacologiques individuelles analogues au miel de combinaison, mais pas toujours avec
autant d’efficacité selon le cas. L’association viserait donc une meilleure efficacité du produit
final via la synergie entre les différentes composantes du mélange. Ces mélanges, simples,
efficaces, peu onéreux et sans effets secondaires méritent d’€tre mieux connus et intégrés
dans la panoplie des thérapeutiques naturelles a usage courant (Nnomo et al., 2009). Comme
un antibiotique naturel, la combinaison de miel et de curcuma a ét¢ montrée pour tuer
facilement de nombreux types de bactéries. Ceux-ci comprennent H.pylori, Staphylococcus
aureus, E. coli, Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa. Le remede naturel est un
puissant antibiotique qui peut étre utilisé pour se débarrasser des types de bactéries résistantes
aux antibiotiques tenaces. (http://bonasavoir.net/miel-et-curcuma-est-lantibiotique-naturel-le-
plus-fort/). Nigella sativa L (Nigelle; Haba sawda, Sanouje) est utilisée sous forme de poudre
mélangée a I’huile d’olive ou au miel, toute seule ou ajoutée a d’autres drogues comme
remeéde de différentes pathologies: Affections respiratoires (grippe, bronchite, asthme) et

Kystes (Salhi et al., 2010).

I11.3. Tests d’évaluation de I’effet antibactérien
II1.3.1. Concentration minimale inhibitrice(CMI)

Le parametre le plus souvent utilisé pour évaluer I’effet d’un antibiotique est la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice). Elle correspond a la concentration minimale qui inhibe

la croissance visible du germe en 24h.

I11.3.2. Méthodes de détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI)

Parmi les méthodes applicables dans 1'évaluation de l'activité antimicrobienne:
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I11.3.2.1. Méthodes par dilution

Selon plusieurs auteurs (Le Minor et Veron, 1989 ; Vandepitte et al, 1994 ; Alzoreky et
Nakahara, 2003 ; Zampini et al, 2005 ; Berahou et al, 2007), les méthodes par dilution
permettent une meilleure estimation quantitative de I’activité antibiotique.

e Dilution en milieu gélosé

La méthode de dilution en milieu gélos¢ Mueller Hinton nécessite I’incorporation de chaque
concentration d’antibiotique dans le milieu liquéfié de maniére a avoir une dilution au
dixiéme de I’antibiotique dans la gélose. Aprés solidification, 1 a 10 pl de I’inoculum
correspondant a chaque bactérie testée, sont déposés en spot sur la surface de la gélose. La
CMI est définie par la concentration minimale d’antibiotique ne laissant subsister aucune ou,

au plus, une a trois colonies aprés 18 h d’incubation a 37°C.

Figure III-1: Exemple de détermination de la CMI par la méthode de dilution dans un gel
d’Agar. A gauche, I’appareil de steers, a droite, résultats obtenus (Website. http :

/Iwww.microbe-edu.org/etudiant/antibio4.html).

e Dilution en milieu liquide (bouillon)
Les méthodes de dilution en milieu liquide (bouillon Mueller Hinton) sont réalisées dans des
tubes (macro méthode) ou dans des plaques de micro titration (micro méthode). Les micros
méthodes sont plus adaptées a la pratique de 1’antibiogramme, grace a une automatisation

possible de la préparation des dilutions d’antibiotiques et de la lecture des CMI.
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Tubes clairs indiquant
Finhibition de la croissance Concentration en antibiotique
(—
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Point o1 la croissance Tubes troubles
est inhibée: CMI

indiquant la croissance

Figure III-2 : Exemple de détermination de la CMI par la méthode de dilution en volume. A
gauche, test en volume macroscopique (Website. http://www.microbe-
edu.org/etudiant/antibio4.html). A droite, résultats obtenus en plaque a micro-titration
photographie (Website. http : /muhammadcank.wordpress.com/2010/03/19/ujimicminimum-

inhibitory-concentration/).

I11.3.2.2. Méthodes par diffusion
e Diffusion en milieu gélosé (Vandepitte et al, 1994 ; Ducharme et Martineau, 2001).

A partir d’une source quelconque (dépot en surface ou dans un puits, disque de papier buvard
pré imprégné), un antibiotique diffuse dans un milieu de culture gélosé en réalisant un
gradient de concentration. Aprés une phase de latence durant laquelle la diffusion de
I’antibiotique progresse, la multiplication des bactéries va se produire. Une compétition
s’installe alors entre la diffusion de 1’antibiotique a partir de la source et la croissance des
bactéries. La dimension de la zone d’inhibition sera déterminée par la distance que la
concentration inhibitrice d’antibiotique pourra parcourir avant que soit atteinte une certaine
densité microbienne. L’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé¢ est un procédé
largement répandu du fait de sa simplicité. Cependant, la qualité des résultats peut varier en
fonction de plusieurs paramétres qu’il importe de maitriser par une standardisation des
méthodes (Densité de I’inoculum, Minutage de 1’application des disques, Température
d’incubation, Durée d’incubation, Profondeur de la gélose et espacement des disques
imprégnés d’antibiotique, Activité des disques imprégnés d’antibiotique, Composition du

milieu de culture).
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Zones d’inhibition
Figure III-3 : Exemples illustrant des résultats d’antibiogrammes. A gauche, boite carré

(16 tests au maximum) (Website. http : /www.microbe-edu.org). A droite, boite ronde (6

tests au maximum) (Website. http : //tpegrp13.e-monsite.com).

e E-test (Ducharme et Martineau, 2001)
L’E-test tire profit des avantages du test par diffusion (rapidité et simplicité) et du test par
dilution (obtention d’une valeur quantitative de la sensibilité¢). Des languettes contenant
chacune un antibiotique spécifique sont disposées sur le milieu de culture.

Les languettes sont graduées afin d’indiquer la CMI de I’antibiotique pour la bactérie étudiée.

Figure III-4: Exemple standard d’un E-test
(Website. http: //www.uniklinik-ulm.de/).
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I11.3.2.3. Méthodes automatisées

I1 existe actuellement 3 méthodes sur le marché offrant des performances sensiblement
comparables : le MicroScan Walk-Away® (Beckman Coulter), le PhoenixTM (Becton
Dickinson) et le Vitek® 2 (bioM¢érieux). L’automatisation repose sur :

1. la miniaturisation des milieux de culture contenant des concentrations ciblées
d’antibiotique dans des systémes en carte (Vitek®), galerie (PhoenixTM) ou microplaque
(Walk-Away®).

2. Sur la lecture de la croissance par turbidimétrie (colorimétrie pour le Walk-
Away®).

La préparation de I’inoculum demeure encore une étape manuelle. Les concentrations
d’antibiotique testées encadrent les breakpoints et les CMI déterminées par les automates
PhoenixTM et Walk-Away® sont des CMI vraies. A I’inverse, le systéme Vitek® calcule les
CMI a partir de plusieurs courbes de croissance en présence de concentrations variables
d’antibiotique (+ condition contrdle sans antibiotique) sur la base d’algorithmes de calcul et
de correspondance avec une base de données.

Ces automates sont couplés a des systemes d’identification couvrant les principales
especes isolées a I’hopital. Ils intégrent des systémes experts associant les mécanismes de
résistance a I’identification bactérienne, permettant de détecter de potentiels mécanismes de
résistance impossible apres confrontation avec 1’identification. Ces systémes tenant compte
des recommandations du CASFM-EUCAST sur les concentrations critiques doivent étre mis
réguliérement a jour.

Le choix d’une méthode automatisée apporte des avantages par rapport aux méthodes en
diffusion notamment : un rendu des résultats plus rapide (6 a 8 h contre 18 h pour les
méthodes classiques), un gain de temps technique, une meilleure reproductibilité, la
possibilit¢ de passer des échantillons a haut débit, une standardisation forte (temps
d’incubation, contrdle des réactifs, lecture), I'utilisation de milieu liquide permettant de
mieux détecter certains mécanismes de résistances. Cependant, les méthodes automatisées
sont également : plus coliteuses, sujettes aux pannes, ne permettent pas la visualisation des
interactions (synergie, antagonisme, induction) et sont lourdes en investissement. De plus, le
choix des antibiotiques testés est du ressort du fabricant et n’est pas modifiable.

En plus de ces trois automates, il existe des systemes d’automatisation des lectures
d’antibiogrammes en milieu gélos¢ comme SIRscan 2000 automatic® (i2A) ou
Osiris®/Adagio® (Biorad). Ces systemes possedent aussi des systemes Expert, mais

nécessitent la saisie de 1’identification.
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Les méthodes utilisant la méthode par diffusion en milieu gélosé utilisant des disques
permet une plus grande souplesse dans le choix des antibiotiques (c’est-a-dire des disques) et

de leur fournisseur.

automate
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(Becton Dickinson) [bioMérieux) (Beckman Coulter) (i24)
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Figure III-5 : Photos des différents automates d'antibiogramme et leur support (Tasse, 2017).

I11.4. Spectre antibactérien

Le spectre d'activité est la liste des bactéries sur lesquelles 1'antibiotique est actif. Il est
dit large lorsque l'antibiotique agit a la fois sur des bactéries a Gram positif et a Gram négatif,

et étroit lorsqu'il n'est actif que sur I'un de ces deux types de bactéries.

I11.4.1 Bactéries a Gram négatifs
I11.4.1.1. Genre Pseudomonas
Ce genre appartient a la famille des Pseudomonadaceae. Les bactéries de cette famille
sont des batonnets, mobiles par cils polaires, aérobies strictes.
P.aeruginosa se cultive facilement sur milieux usuels, en aérobiose, a la température de
30°C. 11 est fréequemment isolé sur la peau et les muqueuses de I'homme ou de 1'animal. Il est
caractérisé par sa résistance particuliere aux antibiotiques et méme aux antiseptiques. En
milieu hospitalier, il est a 'origine de des infections et de suppurations locales ou profondes,
isolé essentiellement chez des patients présentant une immunodéficience locale ou générale
(bralés, cancéreux, etc.), et tres fréquemment impliqué dans les infections nosocomiales
(infections pulmonaires, cutanées...). De méme qu'il est phytopathogéne avec beaucoup

d'autres especes du méme genre (Leclerc et al., 1995).
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(a) (b)
Figure II1-6 : Pseudomonas aeruginosa: (a) coloration de Gram (x100), (b) Observation au

microscope ¢lectronique a balayage d’un biofilm a Pseudomonas aeruginosa Apres 72 heures

de formation (Khalilzadah, 2009).

111.4.1.2. Genre Escherichia

Ce genre comprend 5 especes, mais E. coli est la plus importante. Cette espece est
subdivisée en sérotypes sur la base des antigénes présents. E. coli, un héte commun de
l'intestin de I'hnomme et des animaux ; elle est recherchée a ce titre, comme germe témoin de
contamination dans l'eau et les aliments. A l'intérieure de I'espéce il y a des pathotypes
souvent associés a des sérotypes particuliers. Certains de ces pathotypes sont responsables
d'infections intestinales (gastroentérites et diarrhées), leur pouvoir pathogéne est induit par
des facteurs d'adhésion et/ou la production d'entérotoxines. E.coli entéropathogene (diarrhées
infantiles), E.coli entérotoxinogeéne (turista), E.coli entéroinvasif (invasion des cellules
intestinales), FE.coli entérohémorragique (diarrhées sanglantes), E. coli entéroadhérent
(diarrhée du voyageur). D'autres responsables de méningites néonatales, provoquent des
infections du tractus urinaire, ou encore des septicémies qui correspondent a un nombre

restreint de sérotypes (Leclerc et al., 1995).

Figure III-7 : Escherichia coli observée au microscope électronique (Gx10000)
(Mami, 2013).
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I11.4.2. Bactéries a gram positif
111.4.2.1. Genre Staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans
pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin sont immobiles et se
cultivent sur des milieux contenant 5% de Na CI et pour certains jusqu'a 10 et méme 15%. Ils
sont aérobies ou anaérobies facultatifs. Ils sont des germes ubiquistes largement distribués
dans I'environnement naturel de 'homme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte
densité sur les surfaces cutano-muqueuses des mammiféres. Les staphylocoques ont un
pouvoir pathogéne opportuniste extrémement large qui s'exerce avec une grande fréquence en
milieu hospitalier. L'espéce S.aureus responsable d'infections pyogénes de la peau et des
mugqueuses, mais aussi osseuses (ostéomyélite), digestives un agent de plus en plus fréquent
d'infections nosocomiales. Cette espece bactérienne est I’'une des especes les plus sensibles a
I’action antibactérienne du miel ; il a été souvent fait état de la compléte inhibition de
staphylococcus aureus par des miels dilués a des concentrations trés basse (Leclerc et al.,

1995).
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Figure III-8: Aspect de Staphylococcus aureus (a) : microscope optique x100 ; (b) :
Microscopie ¢€lectronique X 20000) (Aouati, 2009 ; Rebiahi, 2012).
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Partie expérimentale Chapitre IV : Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau de Hall technologique de 'université Yahia
Far¢s de Médéa. Elle a pour objectif I’étude de I’effet inhibiteur naturel d’un miel de forét

seul puis associé avec les extraits d’une plante médicinale : Globularia alypum.

IV.1. Matériel

IV.1.1. Matériel biologique

Le miel : C’est un miel de forét de type multi-floral provenant de la région d’Oued lahreche-
Commune de Bouaichoune-Wilaya de Médéa. Il a été aimablement fourni par un apiculteur :
Mr Hamidia Mohamed (Quartier accacia, Médéa). Il s’agit d’un liquide visqueux

partiellement cristallin, brun et ayant un gott indéfini (Figure IV-1).

Figure IV-1 : Photo de miel étudié¢

La plante : Il s’agit de la globulaire Globularia alypum (Figure IV-2). Cette plante a été
récoltée en mois de décembre 2019 au niveau de la commune harbile-Wilaya de Médéa.
Nous avons utilisé toutes les parties de la plante : tiges, feuilles et fleurs a I’état sec et broyé

(Cf. Section Méthodes).

Figure IV-2 : Globularia alypum
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Les souches bactériennes : Trois especes de collection ont été utilisées afin de tester I’effet
inhibiteur du miel ainsi que les extraits de la plante :
= FEscherichia coli : référence ATCC11105.
= Staphylococcus aureus : référence ATCC6538.
= Pseudomonas aeruginosa : référence ATCC27853
Ces souches ont été aimablement fournies par I’Hopital de Médéa. Leur identification a

¢été confirmée par le personnel du laboratoire de microbiologie de I’Hopital de Médéa.

Figure IV-3 : Souches bactériennes : P. aeruginosa, E. Coli. , S. aureus.

IV.1.2. Matériel non biologique

Le Tableau I'V-1 résume I’ensemble du matériel utilisé durant la partie expérimentale.

Tableau I'V-1 : Matériel utilisé durant la partie expérimentale.

Verreries et e Verreries (Pipettes + Poires, Burettes, Eprouvettes, Tubes a essais,

petit matériel Tubes stériles, Béchers, Fioles, Erlenmeyers, Entonnoir, Flacons ...).

e Bec Bunsen, Anse de platine, Pipettes Pasteur, boites de pétri,
Micropipettes, Embouts stériles, Papier buvard, Papier filtre, papier
Aluminium, papier film, Cotton...

Appareils Autoclave type Adolf Wolf Sanoclav
Réfrigérateur type ENIEM

Une étuve type Memmert

Agitateur type Heidolph

Balance type Sartorius

Bain marie type Memmert

pH metre type OHAUS

Polarimetre type Laurent

Conductimetre type Hann
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Tableau IV-1 (suite) : Matériel utilisé durant la partie expérimentale.

Appareils e Thermométre type Chcktemp Hanna

(Suite) e Chauffe ballon type Electrothermal

e Spectrophotometre Infrarouge FTIR-800 type IN FRARED
e Réfractométre type Abbe refractometre WYA

e Broyeur type SAYONA

Produits, Eau distillé, NaOH, HCI, Liqueur de Fehling, Sulfate ferrique,
Réactifs, permanganate de potassuim, acide sulfirique, eau physiologique stérile
solutions 9%o.

Milieux de Milieu Mueller-Hinton, Bouillon nutritif, Gélose nutritive. Milieux
culture sélectifs : Hektoen, Chapman.

IV.2. Méthodes

IV.2.1. Préparation de la plante médicinale

La récolte ainsi que I’identification de la plante Globularia alypum a été faite par
Mr TURKMAN, herboriste au niveau de la commune de MEDEA. Les parties aériennes de
la plante collectée ont subis des opérations de prétraitement pour faciliter le stockage et

I’extraction. L’aspect des parties de la plantes apres traitement est illustré sur la Figure 1V-4:

+ Séparation des (feuilles+fleurs) seules et tiges seules.

* Découpage des tiges en petites morceaux pour diminuer le volume total et faciliter leur
séchage.

+ Séchage et conservation : Le séchage est une opération spécifique du végétal de départ et
du produit a obtenir. Il permet une diminution du poids, une augmentation de la stabilité
de la plante, une élimination des micro-organismes et un traitement par la suite plus facile
sur de la matiere réduite en eau (Jean-Yves, 2010). De plus, la plante comme tout
organisme vivant contient de nombreuses enzymes. Ces enzymes, a la mort de la plante et
s‘ils sont maintenus en milieu aqueux, vont entrainer de nombreuses réactions de
dégradation, qui ne seront plus compensées par des synthéses au sein de la cellule
végétale, il s‘ensuit donc une détérioration rapide du contenu cellulaire et par voie de
conséquence une altération des principes actifs s‘y trouvant. L‘eau contenue dans la plante
permet 1‘activation des systémes enzymatiques; pour les stopper plusieurs procédé peuvent
étre utilisé comme la dessiccation a 1°étuve et sous vide (Ben Amor, 2008). Les plantes
ne doivent pas étre trop serrées pour que l'air circule entre elles afin d'obtenir une

dessiccation rapide. Il faut étaler les végétaux sur des plateaux ou des cadres en grillage
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non oxydés. Elles peuvent cependant étre aussi séchées sur du papier propre ou un
plancher en bois trés propre et sans odeur. Les plantes doivent étre tournées de temps en
temps sur toutes leurs faces surtout les premiers jours de la dessiccation. Avant le stockage
des plantes, il faut bien vérifier qu'elles sont parfaitement séchées, car la moindre trace
d'humidité déclencherait un processus de moisissure qui rendrait la drogue inutilisable
(Stary, 1992). Le taux d’humidité est obtenu par pesée différentielle avant et aprés le
séchage (Mettler, 2002).

La température de séchage dans notre cas est de 38°C pendant trois jours, jusqu’au
poids constant ou les plantes deviennent légeéres et cassantes. La conservation a été réalisé
dans des boites a fermeture hermetique stockées dans un lieu sec, frai et a 1’abri de la

lumiére.

Figure IV-4 : Photos de préparation de la plante Globularia alypum ; A-(Feuilles+fleurs)
fraiche, B-tiges fraiches, C-tiges séches, D-tiges apres broyage, E-(feuilles+fleurs) apres

broyage.
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+ Le broyage : vise a diviser la matié¢re pour augmenter la surface d‘échange entre le solide
et le solvant d‘extraction et a faciliter 1‘extraction de 1‘intérieur des tissus végétaux par
cassure des tissus et des parois cellulaires. Les broyeurs a hélice, de type « moulin a café
¢lectrique » ou « mixer », donnent de bons résultats dans 1‘ensemble ; ils sont d‘une
utilisation pratique, faciles a nettoyer. Le seul inconvénient est que leur capacité est assez
restreinte et ils ne peuvent broyer des parties coriaces comme par exemple les grosses
racines végétales. Ces broyeurs a hélice peuvent €tre utilisés soit en milieu sec (broyage
classique), soit en milieu humide ou liquide. Cette derni¢re opération permet de réaliser le
broyage d‘éléments coriaces qui sont ainsi trempés et rendu plus friables (Ben Amor,

2008).

IV.2.2. Analyse physico-chimique du miel
IV.2.2.1. Mesure de la densité

La masse volumique notée p est définie comme la masse par unité de volume. La
densité d’une substance est égale a sa masse volumique divisée par la masse volumique du
corps de référence a la méme température. Pour les liquides et les solides, 1’eau est utilisée
comme référence. Elle est notée (d) et n’a pas d’unité (grandeur physique sans dimension)
(Daoudi, 2015).

d = Psubstance / Peatceeceereeeciaiesecsatonscsassnsonscanses 1)

Alors pour déterminer ce parameétre, il suffit de peser dans une éprouvette 5 ml de

miel a I’aide d’une balance puis calculer la masse volumique et la densité du miel analysé.

1V.2.2.2. Le potentiel d’Hydrogene

Le pH ou potentiel d'Hydrogéne ou Indice de Sorensen est défini comme le
logarithme de la concentration en ions H' dans une solution. Pour le miel, ¢’est un indice de
la" réactivité acide" du produit (Louveaux, 1985; Vanhanen et al., 2011). La valeur de cette
mesure est 'un des facteurs utilisés pour expliquer la survie et le développement des
microorganismes (Garcia, 2001).

L’acidité est un critere de qualité important. La fermentation du miel provoque une
augmentation de I’acidité dans le miel (Leav, 2014). Le pH est mesuré sur une solution de

miel a 10% dans I’eau distillée a I’aide d’un pH-metre (arrété n°80-367/CG, 2009).
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1V.2.2.3. Détermination de conductivité électrique

Le miel a une propriété intéressante qui est la possibilit¢ de permettre le passage
d’un courant électrique. Cette propriété appelée la conductivité électrique qui représente un
outil fiable pour la détermination de I’origine botanique du miel, car un miel de nectar a une
plus faible conductibilit¢ qu’un miel de miellat. Cet indice est désigné aujourd'hui lors de
controles de routine du miel (Draiaia, 2016).

C’est une mesure indirecte de la minéralisation des miels. En effet dans une solution,
ce sont les particules chargées en ions qui transportent le courant électrique. Plus un miel est
minéralisé plus sa conductivité électrique est élevée. Elle est déterminée directement a partir
du conductimétre en (Ms/cm) sur une solution a 20% de matiére séche du miel a 20°C.

(Cetam, 2012, Arrété n°80-367/CG, 2009, Achouri et al, 2015).

IV.2.2.4. Détermination de I’indice de réfraction et de la teneur en eau

L'indice de réfraction est une propriété optique qui caractérise toute substance
transparente. Il est en fonction de la teneur en eau et de la température.

Selon la pharmacopée européenne (2008), I’indice de réfraction est déterminé en
homogénéisant 100g de miel dans un flacon hermétiquement fermé et placé dans un bain-
marie a 5040,2 C° jusqu’a dissolution totale des cristaux de sucres. Apres refroidissement a
20 C°, I’échantillon est homogénéisé a nouveau, puis étalé immeédiatement de fagon uniforme
sur le prisme du réfractométre. L’indice de réfraction est déterminé aprés 2 min dans le cas
d’un réfractometre manuel (type Abbe dans notre cas), ou 4 min dans le cas d’un
réfractométre numeérique. La température du prisme doit €tre notée, car si la mesure a été
effectuée a une température différente de 20°C, la lecture doit étre corrigée pour ramener
I’indice de réfraction a 20°C, soustractive dans le cas contraire. Le terme correctif est de
0,00023 par degré c (Arréte n°80-367/CG, 2009). En se référant au tableau de Chataway,

nous déduisons la teneur en eau (Annexe 1).
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Dépot d’une goutte de miel

A ,

mouvaise bonne
mise au point mise au point

mouvis
ajustement

Figure IV-5 : Photo du Réfractometre utilisé; Mesure de 1’indice de Réfraction :

A : Ajuster la position de la fronti¢re entre la partie supérieure claire et la partie inférieure
sombre de fagon a ce qu’elle se trouve au centre du réticule, a I’aide de la grosse molette
d’ajustement. B : Ajuster la mise au point de fagon a rendre cette fronticre la plus nette
possible (sans teintes rouge ou bleu), a ’aide de la petite molette. C : Lecture de I’indice
de réfraction en utilisant I’échelle graduée principale. Le 4°™ chiffre est jugé d’aprés la
position du trait vertical par rapport a la plus fine graduation de 1’échelle.

IV.2.2.5. Analyse polarimétrique

Le Pouvoir rotatoire des miels concerne leur action sur la lumiere polarisée (Prost,
2005). Selon la pharmacopée Européenne (2008), I’angle de rotation optique est déterminé en
dissolvant une quantité de miel équivalant a 20g de matiére séche dans 50 ml d’eau a laquelle
est ajoutée 0.2 ml d’ammoniaque concentrée. La solution est complétée a 100 ml avec de

I’eau. Si nécessaire, le miel pourrait étre décoloré avec du charbon actif.
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Figure IV-6 : Photo du Polarimétre utilisé dans I’étude du pouvoir rotatoir du miel.

IV.2.2.6. Dosage des sucres réducteurs

La détermination des teneurs en sucres donne des informations sur 1’authenticité des
origines du miel et permet de prévoir la vitesse de cristallisation ainsi que sa qualité de
conservation. Ce dosage est aussi un témoin de falsification (Leav, 2014).
A) Principe (sitel)
1] En milieu alcalin et a chaud, les oses et osides réducteurs ont la propriété de réduire la
liqueur de Fehling contenant ’ion cuivrique (Cu*?, CuO) a I’état d’oxyde cuivreux (Cu®,

Cuz0) dont la quantité est proportionnelle a la quantité des sucre réducteurs :

RCOH + 2Cu0 + HOK —> RCOOK + CtuzO + HaO.ooooveeeeeeeee . )
w0

Rouge brique

2] L’oxyde de cuivreux CuO est traité¢ par du sulfate ferrique (Fe> (SOa4)3) qui est réduit a

I”¢état de sulfate ferreux (Fe SO4) selon la réaction :
Cu20 + Fez (S04)3 + HoSO4 —» 2CuSO4+ 2FeSO4 + H2O.oeeveeeeeae. 3)

3] Le sulfate ferreux (Fe SOa4) qui est proportionnel a la quantité de Cu,O, est dosé par une

solution de permanganate de potassium (K MnQOs) selon I’équation suivante :
2KMnOs + 10 FeSO4 + 8H2SO4 = K2SO4 + 2MnSO4 + 5 Fez (SO4); + 8H20....... (4)
4] Afin de calculer la masse de cuivre isol¢ ; on utilise la procédure suivante :

e Soit n : le nombre de mole, C : la concentration, V : le volume.
e D’apres I’équation (4) : n Feso4 =5. N KMnO,.
e D’apres I’équation (3) : n cw,0 = (1/2).n Feso,.

e Sachant que n=C*V Donc : n cw,0 = (1/2). 5. nkmno,= (1/2). 5. C xMn0,. V KMnO,
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e ncu=35.C KkMnO. V KMnO,.

e mcu=5. Mcu C KkMno, V KMno, ot M cu= 63.54 g/mol.

5] En utilisant la table de Bertrand (Annexe 3), nous pouvons déduire la masse de sucres

réducteurs correspondant. Le pourcentage en sucre réducteur est calculé comme suit :

la masse des sucres réducteurs "

100 .. e s eee e (5)

la masse de la prise d'essais

B) Mode opératoire (site 1)
1]. Réduction de la liqueur de Fehling :
e Peser 0.5g de miel a I’aide d’une balance analytique.
e Mettre dans un ballon un exces de la liqueur de Fehling (entre 80 ml et 120 ml),
I’échantillon de miel pesé, 20 ml d’eau distillée.
e Agiter le mélange jusqu’a la dissolution totale du miel.
e Porter a I’ébullition douce pendant exactement trois minutes.
2].Isolement du cuivre formé
e Transvaser le contenu du ballon dans un erlenmeyer et laisser décanter le liquide
surnageant.
e Refroidir.
e Enlever le surnageant en entrainant le moins possible le précipité.
e Faire des lavages a I’eau distillée bouillante jusqu’a ce que le surnageant bleu devient
clair. Eviter le contact du précipité avec ’air a cause du risque du réoxydation de
Cu,0.
e Placer le papier filtre sur I’entonnoir et poser ce dernier sur un erlenmeyer. Ensuite,
filtrer afin d’obtenir tout le précipité sur le papier filtre.
3].Dosage du cuivre
e Dissoudre le précipité dans 85 ml de solution de sulfate ferrique acide 0.1M.
e Titrer avec une solution de permanganate de potassium 0.1M jusqu’a 1’obtention
d’une coloration rose pale stable 10 a 20 secondes et noter le volume de KMnOg4

correspondant.
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1V.2.3. Etude de I’effet antibactérien du miel

Pour atteindre cet objectif, nous avons commencé par une étude de I’influence de

deux parametres sur I’effet inhibiteur du miel, a savoir : la température et le pH. Par la suite,

une détermination de la concentration minimale inhibitrice du miel a été réalisée aux optima

de pH et de température. L’effet antibactérien a été testé sur trois especes bactériennes de

collection : Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

VI1.2.3.1. Effet de la température

*
*

*
*

Dans les conditions d’asepsie, 6 tubes stériles sont remplis chacun par 3 ml de miel.
Un des échantillons de miel ne subit aucun traitement thermique, alors que les autres
sont chauffés dans un bain marie chacun a ’une des températures suivantes : 40°C,
55°C, 70°C, 85°C et 95°C. Apres stabilisation de la température du bain marie, le tube
est submergé dans 1’eau pendant 15 minutes de facon a ce que le niveau d’eau soit
supérieur au niveau du miel.

Ajouter a chaque tube 1 ml d’eau distillé stériles a fin d’obtenir une concentration de
75% (v/v), bien homogénéiser et laisser refroidir sous le jet du robinet.

Préparer les suspensions bactériennes : pour chaque souche isolée en culture pure, une
parcelle de la culture (correspondante a 2-3 colonies) est prélevée aseptiquement pour
inoculer 3ml d’eau physiologique stérile. Agiter afin d’homogénéiser la suspension
bactérienne.

Pour chaque souche, déposer aseptiquement un volume de 1ml de la suspension sur le
milieu Mueller et Hinton coulé en boite. Etaler avec une pipette rateau du centre vers
les bords. Laisser reposer 5-10 min afin que la milieu absorbe la suspension
bactérienne.

Des disques de papier de 9 mm de diameétre sont déposés de fagon espacée sur les
boites ensemencées. Imprégner chacun par 50ul d’une dilution chauffée a une
température donnée.

Incuber a 37°C pendant 24 heures.

Mesurer les diameétres des zones d’inhibition.

1vV.2.3.2.Effet du pH

*

*

Dans les conditions d’asepsie, préparer cinq dilutions de miel a 75% dans des tubes
stériles.

Mesurer le pH a I’aide d’un pH-metre.
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+ Amener le pH de chaque préparation a I’'une des valeurs suivantes : 2, 4, 6, et 9 en
utilisant des solutions de NaOH ou de HCI.

# Préparer les suspensions bactériennes correspondantes aux souches testées et
ensemencer les en nappe sur Mueller-Hinton en utilisant la technique de la pipette
rateau. .

+ Déposer les disques de papier sur les tapis bactériens de facon espacée puis imbiber
les avec 50ul des préparations de miels aux différentes pH.

+ Incuber a 37°C pendant 24 heures.

& Mesurer les diamétres des zones d’inhibition.

IV.2.3.3. Détermination de la concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La CMI est définie par le Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) comme étant la plus faible concentration d’une gamme de dilutions
d’antibiotique de demi en demi qui entraine I’inhibition de toute croissance bactérienne
visible. La méthode par diffusion en milieu solide est la méthode de référence pour

déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques (Burnichon et Texier, 2003).

Technique
* dans les conditions d’asepsie, préparer les dilutions de miel suivantes : 75%, 66.66%,
50%, 33.33%, 25% et 16.66% a I’aide de ’eau distillée stérile.
% Préparer les suspensions bactériennes et ensemencer les en nappe sur Mueller-Hinton.
% Placer les disques de papier et déposer sur chacun d’entre eux 50ul de chaque
dilution.
+ Incuber a 37°C pendant 24 heurs.

4+ Mesurer les diamétres des zones d’inhibition.

IV.2.4. Etude de la plante et de I’association Miel-Extraits de la plante

Cette partie cible la mise en évidence de D’effet antibactérien des extraits de
Globularia alypum et de I’effet synergique des composants d’une association Miel-Extraits.
L’organigramme illustré sur la Figure I'V-7 résume le travail qui n’a pas été réalisé a cause

des circonstances de la pandémie COVID-19.
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Plante Globularia alypum
apres pres traitement
Etude Fiude
. e 5.2€1Uginosa
phytochimique microbiologique

Polyphénols
[)Choix de la methode d’extraction f——
|

|
2)Optimisation e rapport
(masse/volumes)

Feuilles +
fleurs

1

3)Association miel-Extraits de plante

Figure IV-7 : Schéma expérimentale concernant I’étude envisagée sur la plante et

I’association miel-Extraits de la plante.

Dans un premier volet, une étude phytochimique sur notre plante a ét¢ envisagée.

Les deux principales familles ciblées des inhibines sont les Polyphénols et les Flavonoides.

Dans le deuxieme volet (¢tude microbiolgique), nous avons programmé en premier
temps 1’étude de I’effet antibactérien des tiges et du mélange (feuilles + fleurs) séparemment
en utilisant trois méthodes d’extraction (macération, décoction, infusion) afin de fixer la
méthode d’extraction optimale. Une étude visant le mélange total de toute les parties de la

plante a été aussi envisagé en optimisant le poucentage de chaque partie. En utilisant la
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méthode d’extraction optimale, le deuxiéme parametre visé est le rapport (masse de la
maticre végétal/volume du solvant) afin de fixer la quantité de la matiére végétale donnant un
effet maximal sans interferer la diffusion des inhibines naturelles dans le solvant d’extraction.
Les deux parties ont été¢ programmé avec deux solvant différents. L’évaluation des optimals
(méthode d’extraction, rapport m/v ) pour chaque solvant et chaque partie de la plante a été
réalisé en mesurant les zones d’inhibitions des extraits obtenues sur les trois souches : E.coli,

S.aureus et P. aeruginosa.

Enfin, I’étude de D’effet antibactérien de 1’association « miel- extraits » a été
programmé pour atteindre finalement notre objectif : « Etude de I’effet inhibiteur d’une
formule miel-plante » en respectant le poucentage de chaque partie dans 1’association « miel-

extrait » donnant un effet synergique.
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V.1. Caractérisation physico-chimique du miel
V.1.1. La densité

Le Tableau V-1 résume les différentes données expérimentales qui ont permis de
calculer la densité du miel de forét.

Tableau V-1 : valeur de la densité d’échantillon de miel

Echantillon m (g) v (ml) p (g/ml) d
Eau distillée 4.778 5 0.95 1
Miel de forét 6.601 5 1.32 1.39

La valeur de la densité obtenue pour notre miel est 1.39 a 20 C°. On peut dire que
I’échantillon analysé est conforme aux normes fixées par 1’association frangaise de
normalisation ou la densité se situe entre 1,39 et 1,52. Le miel est donc un produit
relativement dense. La densité de miel dépend de la teneur en eau et a moindre degré de la

composition chimique du miel (Nair, 2014).

V.1.2. Le pH

La valeur du pH de notre échantillon de miel est 3.89 a 22.7 C°. Le miel étudié est
donc acide et son pH est conforme aux normes (Codex Alimentarius, 2001). Généralement,
les miels de nectar ont un pH faible (de 3,3 a 4,5), tandis que, les miels de miellat ont un pH
un peu plus élevé (Pesenti et al, 2008). Notre miel est donc d'origine nectarifere. Achouri et
al., 2015, indiquent que les miels sont généralement acides, en raison de la présence d'acides
organiques, tels que les acides gluconiques provenant des sécrétions digestives des abeilles
pendant 1’¢laboration du miel : I’acide pyruvique, I’acide malique et 1’acide citrique. On
trouve aussi ’acide tartrique, succinique, butyrique, lactique, oxalique et des traces d’acide
formique, d’acide chlorhydrique et d’acide phosphorique. Ainsi, le miel contient des ions
inorganiques tels que les phosphates, les chlorures et d’autres composés tels que les lactones
dont la présence est constante et qui ont également une fonction acide (Nanda et al., 2003 ;
Huchet et al., 1996 ). A c6té des acides non aromatiques, les acides aromatiques, tels que les
acides phénoliques sont présents en grande quantité dans les miels sombres qui contribuent a
leurs acidités (Alvarez, 2010).

La variation du pH dépend aussi de différents facteurs tels que, [’origine
géographique, les conditions du sol, la sécrétion salivaire de [’abeille et le processus
enzymatique qui se produit pendant la transformation de la maticre premicre et la teneur en

minéraux (Khiati, 2014; El-Metwally, 2015).
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V.1.3. la conductivité électrique

La conductivité électrique du miel dépend largement de la teneur du miel en matiére
ionisable, mati¢res minérales, acides organiques, protéines et la composition de sucres dans le
miel (Ulloa, 2012). Ainsi, la mesure de la conductivité permet de différencier le miel de
nectar des miels de miellat et elle est désignée aujourd’hui comme un parameétre de qualité
fiable lors des contrdles de routine, qui remplace la teneur en cendres (Bettar et al., 2015).

Notre miel a une conductivité électrique égale a 0,691 Ms/cm a 20 C°, cette valeur
cadre avec les normes internationales et qui sont < 0.8Ms/cm pour les miels de nectar et >0.8
Ms/cm pour le miel de miellat (Bogdanov et al., 2004). D’aprés ces résultats, notre miel est
considéré une fois de plus comme un miel de nectar. Sa conductivité¢ ¢élevée est di a sa
richesse en matieres minérales. On pourrait aussi déduire I'importance de sa conductivité en
se basent sur sa couleur relativement foncée. Selon Kaskoniene et al., 2010, les miels foncés

conduisent mieux le courant électrique que les miels clairs.

V.1.4. Indice de réfraction et teneur en eau

La teneur en eau du miel est I'un des critéres primordiaux lorsqu'on veut mettre sur
le marché un produit de qualité. Un miel trop sec montre une viscosité élevée et peut poser
des problémes lors de la cristallisation, un miel humide risque la fermentation (Dally, 2008).
Le contenu du miel en humidité dépend de la saison de la récolte, les conditions climatiques,
le degré de maturité dans la ruche et I'humidité de la plante d'origine (Finola et al., 2007;
Fallico et al. 2004). Ce paramétre est indiqué par la mesure de I’indice de réfraction.

L'indice de réfraction obtenu est 1.4975 a 20 C°. Cette valeur observée sur la table de
Chataway correspond une teneur en eau de 15.6 % qui se situe bien dans l'intervalle
préconisé par le Codex Alimentarius, 2001, et qui ne dépasse pas 21%.

Selon Draiaia (2016), la fermentation devient presque rare dans les miels ayant une
teneur en eau inférieure a 19%. Notre échantillon analysé est donc considéré comme étant un
miel d’une trés bonne qualité vis-a-vis de la conservation et du stockage. Sa teneur en eau
indique qu’il est mature, probablement dii a une bonne pratique d’extraction par I’apiculteur
en donnant le temps qu’il faut pour cette opération avec une utilisation des ruches modernes
qui permettent une bonne maturité.

En outre, la cristallisation des miels est directement liée a quelques parameétres
sensibles tels que la teneur en eau. Les miels avec une teneur en eau de 15 a 18% ont une
bonne cristallisation (Manikis et Thrasyvoulou, 2001). C’est le cas de notre échantillon

étudié.

~582 ~



Partie pratique Chapitre V : Résultats et discussion

V.1.5. L’analyse polarimétrique

Afin d’obtenir un pouvoir rotatoire mesurable 20g de matic¢re seche sont dissouts
dans un volume total de 100 ml afin d’obtenir une solution mere de miel a une concentration
de 200g/l. Cette derniere a été dilué¢ pour obtenir trois solutions filles, additionnées
d’ammoniac. Les solutions préparées et leurs pouvoirs rotatoires sont présentées sur la

Figure V-1 et le Tableau V-2.

Tableau V-2 : Angles de rotation des dilutions préparées

Concentration (g/1) 100 50 25

Angle de rotation (a) |/ / -0.5

Figure V-1 : Photo des dilutions de miel préparées a partir d’une solution mére de 200g/1.

Le pouvoir rotatoire, également appelé « activité optique », est la caractéristique
optique que possedent les sucres en déviant le plan de la lumiere polarisée (Nair, 2014). Les
composés induisant une déviation du vecteur vers la droite sont qualifiés de « dextrogyres »
(c’est le cas du saccharose) tandis que les composés induisant une déviation du vecteur vers
la gauche sont dits « lévogyres » (le fructose en fait partie) (Lequet, 2010). Le pouvoir
rotatoire du miel est utilisé pour distinguer entre les miels de nectar et les miels de miellat et
la majorité des miels de miellat ont des valeurs positives, tandis que, les miels de nectar ont
des valeurs négatives (Nair, 2014).

La dilution correspondante a 25g/1 a été 1évogyre avec une déviation de -0.5. Selon

le pouvoir rotative négative, 1’origine nectarifére de notre miel est donc confirmée une 3°™°
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fois de plus. Ceci pourrait étre une conséquence de la prépondérance normale du fructose
dans ce miel.
V.1.6. Dosage des sucres réducteurs

Le volume de KMNO4 0.1 M obtenu au point d’équivalence est de 15 ml, ce qui
donne selon I’Annexe 2 une masse en sucre réducteurs de 300.03mg et en équivalent glucose
de 329.8mg. Ceci correspond selon 1’équation 5 (chapitre IV) a un taux en sucre réducteur de
60 % et en équivalent glucose de 65.96% (= 66%).

Les sucres représentent les principaux composants de tous les types de miel. Les
réducteurs (sucre inverti) ; principalement le fructose et le glucose ont été jugé comme
constituants majeurs du miel (Kiigiik er al, 2007). Louveaux (1968), précise que la
composition en sucres permet dans certains cas d’identifier 1’origine botanique de quelques
miels monofloraux et la proportion des différents sucres présents dans un miel est tres
variable. Elle dépend, en effet, directement du type de fleurs butinées par les abeilles. Les
sucres représentent de 95 a 99% de la matiére séche des miels. Chaque miel est susceptible de
contenir une bonne dizaine de sucres : se sont des mono, di, tri, ou polysaccarides qui
représentent les 80% du poids total de miel. Deux d’entre eux; le glucose et le fructose,
dominent nettement et représentent prés de 80 % (Gleiter et al., 2006). Les proportions en
glucose et fructose ne sont jamais équilibrées, ceci et dii a la composition des nectars en sucre
réducteurs avec des quantités variables (Miriam et al., 2005). D’autres sucres tels que le
maltose 7,2%, le saccharose 1,5% et quelque oligosaccharide 4,2% sont présents dans le miel
(Shin et Ustinol, 2005).

Le Codex Alimentarius exige une teneur minimum en sucre réducteur de 60 % pour
le miel de miellat ou mélanges avec miel de fleurs. Le taux de sucre dans notre miel (60%)
est dans les limites ce qui indique que son origine peut étre un mélange de miellat et de
nectar. Ceci nous montre que le taux en sucre non invertis est important en négligeant les

autres composés non glucidiques (100%-15% (teneur en eau)-60% (sucre réducteur)=25%,).

V.2. Etude de I’effet antibactérien du miel

L'émergence de bactéries de plus en plus résistantes aux antibiotiques a amené les
chercheurs a essayer de trouver de nouvelles stratégies pour les combattre (Homrani, 2020).
Il est actuellement reconnu que le caracteére inhibiteur du miel est 1i€ a ses propriétés physico-
chimiques, ainsi qu’a la présence de plusieurs autres composants antimicrobiens (Yue Yew,
2015). L’activité inhibitrice de ces derniers peut étre influencée par certains facteurs

physicochimiques (pH et température) liés au traitement du miel lors de son utilisation en
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thérapeutique. C’est la raison pour laquelle nous avons étudi¢ I’influence de ces deux

paramétres sur le pouvoir inhibiteur du miel. Par la suite, ’estimation de la concentration

minimale inhibitrice peut étre réalisée une fois les optimals de température et de pH sont

fixés. Il faut signaler que I’influence de la température et du pH a été testé avec P. aeruginosa

(bactérie Gram-) et S. aureus (bactérie Gram +).

V.2.1. Effet de la température

Les diameétres des zones d’inhibition (en mm) des deux souches obtenues pour le

miel 2 wune dilution de 75% traité aux différentes températures sont rapportés dans le

Tableau V-3 et présentés sur les Figures (V-2, V-3).

Tableau V-3 : Valeurs des diamétres des zones d’inhibition sur les deux souches obtenues

pour le miel dilué¢ a 75% et traité a différentes températures.

Température (°C) Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
20 15 12
40 15 12
55 15 12
75 14 12
85 12 9
95 10 9
z 20 - ——S.aureus
g ~i- P.aeruginosa
- 15 - . *~—
S
£ = O—A—
= 10
=
=
Es
D
=
s
E 0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Température (C°)

Figure V-2 : Variation des diameétres des zones d’inhibition des deux souches obtenues pour

le miel dilué a 75% en fonction de la température du traitement.
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A B
Figure V-3 : Photos des zones d’inhibition obtenues pour le miel dilué a 75 % aux

différentes températures : A- Staphylococcus aureus ; B- Pseudomonas aeruginosa.

Selon les résultats de 1'antibiogramme obtenus, on constate que le miel dilué a 75%
posséde un effet sur les bactéries étudiées. Les deux souches sont sensibles vis-a-vis ce miel
avec une zone d’inhibition variables selon la température (Tableau V-3, Figure .V-2).

Les souches testées sont sensibles a 1’action du miel a 1’état natif (sans chauffage).
Ce dernier représente un milieu défavorable pour le développement des germes pathogenes
grace a sa composition: le pH acide de notre échantillon (3,89), est un inhibiteur de la
croissance de nombreuses bactéries; I'hyperosmolarité du miel provoque une déshydratation
des micro-organismes inhibant toute prolifération bactérienne, également le peroxyde
d'hydrogene, qui est l'agent le plus responsable de l'effet bactéricide du miel [(Leshaf et
Alahoum, 2018); (Brudzynski, 2006)]. L’eau oxygénée est produite par réaction
enzymatique ; c'est la glucose oxydase, sécrétée par les glandes hypopharyngiennes de
l'abeille lors de la transformation du nectar en miel qui permet sa production selon la réaction

suivante (sitel):

Glucose + O, —» Gluconolactone + H,O» —  Acide gluconique
Glucose-oxydase Catalase

La réaction montre que la production d'eau oxygénée et d'acide gluconique résulte de
I'oxydation de I'eau et du glucose. La catalase réduit 1'eau oxygénée, ainsi la concentration en

peroxyde dépend donc de l'activité de ces deux enzymes (site 1). Dans le miel mir, la glucose
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oxydase n'est plus active mais reste intacte. Si le miel est dilué¢ avec un peu d'humidité
(comme dans notre cas a 75%), l'enzyme est réactivée, puisque elle utilise 1’eau dans son
processus d’oxydation. Cette idée a ét¢ annoncée depuis plus de 14 siécles par notre prophéte
Mohamed qui insiste sur « boire du miel dilu¢ ».

Le miel traité a 40 °C, posséde un effet antibactérien pratiquement identique au miel
non chauffé (Tableau V-3, Figure V-2). Le traitement thermique du miel aux environs de
40°C n’altére pas son pouvoir inhibiteur, au contraire, il peut favoriser certaines réactions
enzymatiques.

Le miel trait¢é a 55 C° montre encore une activité inhibitrice contre les
microorganismes testés : les deux les souches avaient des zones d’inhibition de méme ordre
de grandeur que celle enregistrées avec les températures précédentes, ce qui signifie que le
chauffage du miel n’a pas encore altéré son pouvoir antibactérien. La zone d'inhibition la plus
¢levée a été enregistré chez Staphylococcus aureus (Tableau V-3, Figure V-2).

Dans I’ensemble, le miel chauffé a 75°C sauvegarde le méme niveau d’activité
inhibitrice contre les deux souches. Cependant, le traitement au-dela de 85°C provoque une
diminution des zones d’inhibition de la croissance des deux souches (Tableau V-3, Figure
V-2).

Des travaux antérieurs sur plusieurs types de miel (multifleurs, Harmel, jujubier,
euphorbe, foret) dans les mémes conditions (degrés de dilution, température et temps
d’incubation) ont signalé une bonne stabilit¢ du miel avec un effet stable maximal jusqu’a
55°C. Au-dela de cette température, 1’effet inhibiteur diminue jusqu’a ce qu’il s’annule a
75°C [(Kebaili, 2005) ; (Bensaber et Zahraoui, 2012) ; (Cheikh Touhami, 2013) ; (Khelfi,
2016)]. Notre miel est donc plus stable et plus résistant aux fortes températures car son effet
est encore maximal a 75°C et il n’est affecté qu’a partir de 85°C.

L’influence des fortes températures sur ’activité du miel a été signalé par plusieurs
auteurs. Tosi. E et al., 2007, signalent que les changements dans 1’activité antibactérienne est
peut étre due a la modification de ’activité enzymatique. Le miel perd ses propriétés (de
moiti¢ pour un chauffage a 80°C pendant 30 min, d’un quart pour un chauffage a 65°C
pendant 5 minutes). Il est par conséquent préférable d’utiliser en thérapeutique un miel qui
n’a pas été chaufté a plus de 40°C (Lequet, 2010). En effet, le miel contient des enzymes ; les
plus connues sont la gluco-invertase, les alphas et béta amylases, la catalase, la phosphatase,
et la gluco-oxydase. Ces enzymes sont détruites par la chaleur. Leur présence ou leur absence
peut servir d’indicateur de surchauffe du miel lorsqu’il est monté en température, pour

faciliter sa manipulation, ce qui peut provoquer une dénaturation si la température utilisée est
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excessive (Bonté et Desmouliere, 2013). Une étude menée par Tosi et al., 2004, a montré que
la destruction de toute l'activité amylasique a nécessit¢ un chauffage du miel a 80 ° C
pendant 1,2 h, alors qu'il n'a fallu que 8,6 min pour l'inactivation de l'invertase. Ainsi, il a été
aussi signalé que la glucose oxydase n’est pas seulement thermolabile, mais aussi photolabile
(Balas, 2015). Selon Gonnet et Lavie (1960), si on chauffe le miel a plus de 90°C, les
résultats deviennent ininterprétables a cause d’un début de caramélisation qui transforme la
nature méme du miel. Il est apparent que la température et la période de chauffage doivent
étre controlées, car un taux excessif d’HMF est considéré comme indicateur de surchauffage
et provoque la perte de la fraicheur des miels (Draiaia, 2016).

Dans notre étude, I’effet antibactérien du miel chauffé au-dela de 75°C sauvegarde
encore son pouvoir inhibiteur contre S aureus a 85°C avec un effet minimum a 95°C. Une
remarque similaire a été signalé par Khelfi (2016), pour le miel de foret vis-a-vis d’E.coli de
collection. Ceci peut étre attribué au fait que les substances peroxydes ne sont pas les seules
responsables de 1’effet antibactérien du miel (Bogdanov et Bulmer, 2001), Car I’activité
antibactérienne a été retrouvé méme, lorsque, la glucose oxydase est neutralisée aux fortes
températures (85°C et 95°C), ceci suppose la présence d’autres facteurs ou molécules
capables d’inhiber la croissance bactérienne. Donc il existe des inhibines non peroxydes qui

contribuent a 1’activité antibactérienne du miel (Nair, 2014).

V.2.2. Effet du pH
Les diametres des zones d’inhibition (en mm) des deux souches de collection
enregistrés pour le miel a une dilution de 75% en variant le pH sont rapportés sur le

Tableau V-4 et la Figure V-4. Un aspect des résultats est présenté sur la Figure V-5.

Tableau V-4 : Variation des diamétres des zones d’inhibition des deux souches testées en

fonction du pH du miel dilué a 75%.

pH Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
2 10 11
4 15 12
6 14 12
9 12 12
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Figure V-4 : Variation des diameétres des zones d’inhibition des deux souches testées en

fonction du pH du miel dilué a 75%.

A B

Figure : V- 5: Photos des zones d’inhibition obtenues pour le miel dilué a 75% aux différents

pH : A- Staphylococcus aureus ; B- Pseudomonas aeruginosa.
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D’aprés ces résultats, on constate que (Tableau V-4, Figure V-4):

o A un pH=2, le miel (dilué a 75%) inhibe la croissance des deux souches testées mais
avec des diameétres des zones d’inhibition trés faibles a celles du pH natif (=4). Selon
Draiaia (2016), le pH influence fortement la vitesse de dégradation des sucres et des
enzymes : elle est plus rapide pour un pH faible (<3.5).

o En augmentant le pH a une valeur de 4 (pH natif du miel dilué¢ a 75%), Pactivité
antibactérienne augmente avec des diametres supérieurs aux précédents.

o A un pH=6, qui s’approche de la neutralit¢, le pouvoir antibactérien du miel est
pratiquement identique a celui du pH natif.

o A un pH basique (pH=9), les souches étaient sensibles a 1’action du miel: pour P.
aeruginosa, la sensibilité est la méme que celle enregistrée & pH4 et pH6. Les zones

d’inhibions de S. aureus sont inférieurs a celle enregistrées aux pH 4 et 6.

Des travaux antérieurs ont été mené sur plusieurs types de miel de la région de
M¢édéa (multifleurs, Harmel, jujubier, euphorbe et foret) et dans les mémes conditions (pH et
degré de la dilution). Ces travaux ont signalé des résultats similaires :

v pour le miel multifloral, Harmel et foret, un effet minime a été signalé aux pH acide
qui augmente et deviens maximale aux pH natifs. Cet effet est stable jusqu’a la
neutralité puis diminue aux pH basique [(Kebaili, 2005) ; (Cheikh Touhami, 2013) ;
(Khelfi, 2016)].

v" Pour le miel de Jujubier et Euphorbe, un effet minime a été signalé aux pH acide qui
augmente et deviens maximale aux pH natifs. Cet effet est stable et maximal

jusqu’aux pH basiques (Bensaber et Zahraoui, 2012).

En conclusion, le miel peut agir par:

o Son acidité : Le pH d'un miel varie en fonction de la quantité¢ d'acide ionisable qu'il
renferme (ions H') ainsi que de sa composition minérale (ions OH") (Halimi, 2018).
Lorsqu’il est situé entre 3,2 et 4,5, il renforce 1’activité antibactérienne du miel, cette
acidité est principalement due a sa teneur en acide gluconique et en gluconolactone
(Ryad, 2017). En effet, les miels a pH bas inhibent mieux la croissance et la prolifération
des micro-organismes et donc présentent un meilleur pouvoir antibactérien (Julika et al.,
2019). De plus, la production de 5-HMF est plus rapide dans les miels a pH faible
(compris entre 3 et 3.5) (Nair, 2014). L’activité antibactérienne de notre miel reste la
méme apres la neutralisation de son acidité (Leshaf et Alahoum, 2018). II agit donc tres

peu « directement par son acidité ».
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Sa glucose oxydase : Enzyme productrice de H2O> a effet antimicrobien. La glucose
oxydase est particulicrement inactive dans le miel mur, elle n’est opérationnelle que
lorsque le miel est dilué. Son pH optimal est plus basique que celui mesuré dans le miel
non dilué (Hoyet. C, 2005). Il est de 6,1 avec néanmoins une bonne activité enzymatique
entre 5,5 et 8 (Ryad, 2017). Le mécanisme d’action peut étre donc :

v Non péroxydasique, car le pouvoir inhibiteur de notre échantillon de miel est maximal
dans une plage de pH située entre 4 (ou la glucose oxydase est supposée étre inhibée) et
6 (ou l’activité enzymatique de la glucose oxydase est optimale).

v’ Péroxydasique avec une glucose oxydase active dans une plage de pH plus étendue
(entre pH4 et pH6). Faiblement active a pH acide (pH=2) et dont I’activité est
acceptable a pH basique (pH=9).

Son effet osmotique et les inhibines non peroxyde: car, la sensibilité des deux souches

au miel a pH=9 peut étre expliquée par d'autres facteurs qui contribuent a faire du miel

un produit antibactérien, soit par I’effet de I’osmolarité qui est la conséquence de la forte
teneur en sucre du miel. Le miel agit donc de maniére osmotique, en provoquant une
forte déshydratation des germes qui n’ont plus alors suffisamment d’eau pour survivre

(Olaitan et al., 2007). Il peut aussi agir par d’autres molécules non altérées au pH

basique, les plus importants sont les composés phénoliques (généralement les tanins et

les flavonoides), les inhibines dites « non peroxydes » telles que des lysozymes et les

substances volatiles et aromatiques du miel (Bendahou et Hasnat, 2002).

Un mécanisme mixte et qui est le plus probable: Les substances peroxydes ne sont pas

seules responsables de I’effet antibactérien du miel, nous avons un mécanisme

synergique entre :

v I’action de la peroxydase qui est optimale entre pH4 et pH6 (et aussi dans une plage
de température située entre 20°C et 75°C) ou I’activité du miel est maximale,

v’ Deffet de I’osmolarité et les inhibines non peroxyde, car I’activité antibactérienne a
été retrouvée méme, lorsque, la glucose oxydase est inhibée : aux pH2 et pH9 et aux
fortes températures (contre S aureus) (Cf. effet de la température, Figure V-3).

v’ Peffet de ’acidité du miel qui renforce I’activité enzymatique de la glucose oxydase a

pH4.
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V.2.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice(CMI)

L’évaluation de la concentration minimale inhibitrice a ¢été réalis€ dans les
conditions optimales de pH et de température (pH natif et Température ambiante) en utilisant
la méthode de diffusion sur disque. Pour cela nous avons évalué¢ le pouvoir inhibiteur du
miel & des concentrations différentes sur trois especes bactériennes de collection : une a Gram
positif : Staphylococcus aureus et deux a Gram négatif Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa.

Une inhibition de la croissance bactérienne a été observé sur les trois souches
bactériennes avec des diamétres qui varient avec les dilutions (Tableaux V-5, V-6, V-7).
Nous avons remarqué la présence de deux types d’inhibition pour S. aureus et E. coli :

v une inhibition partielle qui apparait sous forme d’un tapis moins dense autours des
disques. Ce tapis est plus clair aux bords des disques (Exemple S. aureus Figure. V-7).
v' Une inhibition totale qui se manifeste par des zones transparentes (Figure. V-7).
Le diamétre des zones d’inhibition (totales et partielles) diminue avec la diminution de la
concentration du miel jusqu’aux basses concentrations (<33% pour S. aureus et <66% pour
E.coli) ou I’inhibition totale disparait avec apparition de zones d’inhibition partielles tres
claires juste autours des disques. Cependant, ces derniéres ne sont pas considérées dans
I’estimation de la CMI : la croissance au niveau de ces zones est minime mais elle n’est pas
totale. Contrairement a FE.coli et S.aureus, le phénomene d’inhibition partielle n’apparait pas
pour P.aeruginosa. Une zone inhibition totale apparait aux fortes concentrations (75% et
66%). Elle est minime a 50% et 33% et absente aux faibles concentrations (25% et 16%).

L'eau est indispensable au processus d'oxydation, c'est ainsi que le peroxyde
d'hydrogéne se forme uniquement dans le miel non-mur ou dilué, dans le miel mur, le
processus est bloqué, avec possibilité de réactivation par dilution (Bogdanov et Blumer,
2001). Dold et Witzenhausen ont inventé le terme « numéro inhibine » en 1955 pour décrire
le degré de dilution auquel un miel conservera son activité antibactérienne. Les travaux de
Riiegg et al., 1981, ont utilisé 1’activité d’eau (la valeur aw et non la teneur en eau). Les
valeurs aw du miel varient entre 0,55 et 0,75. Les miels dont I'aw est < 0,60 peuvent étre, du
point de vue microbiologique, qualifiés de stables (Bogdanov et al., 1987).

La présence de deux types d’effet du miel a été signalé par Merah et al, 2010 sur les
bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, et Pseudomonas aeruginosa): un effet bactéricide
sur les zones les plus proches des disques imprégnés du miel et un effet bactériostatique sur

les zones relativement loin des disques. Dans le premier cas, la croissance est inhibée
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définitivement puisque les bactéries sont tuées, alors que dans le deuxiéme cas, un tapis

bactérien réapparait aprés I’inhibition puisque les microorganismes ne sont pas tués.

Tableau V-5 : Effet des dilutions de miel sur Staphylococcus aureus.

16.66% 25%

33%

50%

66.6%

75%

Observation générale

Présence de grandes zones « d’inhibition partielle » dont le

diamétre diminue avec la concentration.

Diameétre d’inhibition (mm)

Nature des zones d’inhibition

11 10

12

13

14

15

Zones d’inhibition partielle plus

Zones d’inhibition totale

claires
Conclusion : Diametre 9mm (Diameétre du disque) 12 13 14 15
d’inhibition totale (mm)
Tableau V-6 : Effet des dilutions de miel sur Escherichia coli.
16.66% | 25% 33% 50% 66.6% 75%

Observation générale

Présence de grandes zones « d’inhibition partielle » dont le diametre

diminue avec la concentration

Diamétre (mm)

10

10 11

11

10

12

Nature des zones

Zones d’inhibition partielle plus claires

Zones d’inhibition totale

d’inhibition
Conclusion : Diamétre 9mm (Diamétre du disque) 10 12
d’inhibition totale (mm)
Tableau V-7: Effet des dilutions de miel sur Pseudomonas aeruginosa.
16.66% 25% 33% 50% 66.6% 75%
Diamétre d’inhibition
9 9 9-10 9-10 11 12

totale (mm)
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Figure V-6 : Variation des diametres des zones d’inhibition totale des souches testées selon

les dilutions de miel.

[1-6] = [16%-75%] [1-5] = [75%-25%]

Figure V-7 : Détermination de la CMI du miel pour Staphylococcus aureus ATCC :

Résultats de deux essais.
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En considérant les zones d’inhibition totales (Figure V-6), nous pouvons dire

que La CMLI:

v’ pour S. aureus est située entre 25% et 33%.

v’ pour E. coli est située entre 50% et 66% .

v est estimée de 50% pour P. aeruginosa.

Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible suivie de Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli. Notre miel est actif sur les Gram+ et les Gram-, ce qui indique son large
spectre antibactérien. Il est plus actif sur les Gram+ que les Gram-.

Nos résultats sont comparables a ceux de Hammoudi et Bouderhem (2009), qui ont
trouvé que Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible vis-a-vis des miels algériens
alors qu’Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa sont moyennement sensibles. Feddaoui
et Kerdouci (2013) ont travaillé sur des miels de Guelma classés selon la nutrition comme
multi floraux. Ils ont trouvé que ces miels sont dotés d’un large spectre d’activité inhibitrice
sur les souches bactériennes a Gram positif et 8 Gram négatif ou ils présentent un fort pouvoir
sur staphylococcus aureus, moyen sur Pseudomonas aeruginosa et un pouvoir faible sur
Escherichia coli, car les plus grands diamétres d’inhibition ont ¢été observé sur
Staphylococcus aureus alors que Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa présentent des
zones d’inhibition d’un diamétre plus faible. D’aprés Djaafri et al., (2014), Staphylococcus
aureus est la souche la plus sensible vis-a-vis du miel de Ghardaia alors qu’Escherichia coli
et Pseudomonas aeruginosa sont moyennement sensibles. Notre étude est aussi comparable
a I’étude de Kebaili (2005), qui a travaillé¢ sur le miel de forét de la wilaya de Médéa : S.
aureus est la souche la plus sensible a I’effet inhibiteur du miel par rapport a E.coli.
Hamoumane et Achite (2018) ont signalé¢ la méme remarque en testant des miels algériens
mono et multi multifloraux provenant de diverses régions (Ain Defla, Tipaza, Blida, Médéa).
Ces auteurs ont attribué cette différence de sensibilité a la différence de structure entre les
bactéries Gram+ et les bactéries Gram-. De plus, il existe dans le miel un facteur de
croissance pour les souches d’E.coli. Ce facteur neutralise dans certaines conditions 1’action
du facteur antibiotique, notamment lors de I’emploi des extraits a des doses faibles dans le
milieu de culture (Gonnet et Lavie, 1960).

Enfin, la CMI estimée pour S.aureus de collection (25%-33%) est identique avec
celle trouvé par Khelfi (2016), qui a étudié le miel de forét de la région de Benchikao, wilaya
de Médéa. Cependant, elle est plus importante par rapport a la CMI trouvé par Kebaili
(2005) (< 25%) qui a travaillé sur un miel de forét récolté de la commune de Derrag, wilaya

de Médéa. Concernant E.coli, notre CMI (50-66%) est proche de celle trouvée par ces deux
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études (33% -50%). Ces différences sont dues a I’origine florale des miels au sein de la méme

région. La qualité de la méthode est aussi un facteur important a prendre en considération :

selon Vandepitte et al (1994); Ducharme et Martineau (2001), [’antibiogramme par
diffusion en milieu gélos¢ est un procédé largement répandu du fait de sa simplicité.

Cependant, la qualité des résultats peut varier en fonction de plusieurs facteurs :

*+ Densité de I’inoculum : Si I’inoculum est trop petit, les zones d’inhibition seront plus
¢tendues. Des souches relativement résistantes peuvent alors étre considérées comme
sensibles. A I’inverse, si I’inoculum est trop important, la zone d’inhibition sera réduite
et des souches sensibles peuvent alors étre considérées comme résistantes.

*+ Minutage de DPapplication des disques: Si les boites de Pétri, aprés avoir été
ensemencé avec la souche a tester, sont laissées a la température ambiante pendant
longtemps qu’il n’est recommandé, la multiplication de 1’inoculum peut avoir lieu avant
I’application des disques. Cela entraine une diminution du diamétre de la zone
d’inhibition et peut faire qu’une souche sensible soit considérée comme résistante.

#+ Température d’incubation : Les tests de sensibilité sont normalement réalisés a 35°C
pour obtenir une croissance optimale. Si I’on abaisse la température, la durée nécessaire
pour obtenir la croissance s’allonge et il en résulte des zones plus grandes.

+ Durée d’incubation : La plupart des techniques requiérent une durée d’incubation située
entre 16 et 18 heures. Cependant, en cas d’urgence, un rapport provisoire peut étre établi
au bout de 6 heures.

*+ Profondeur de la gélose : Des zones d’inhibition excessivement importantes peuvent se
former sur des milieux trop fins ; I’inverse est valable pour des milieux trop épais. Des
variations mineures de la profondeur de la couche de gélose ont un effet négligeable. La
profondeur doit étre d’environ 4 mm soit environ 25 ml de milieu pour une boite de Pétri
de 90 mm.

+ Activité des disques imprégnés d’antibiotique : Le diamétre de la zone d’inhibition est

1ié a la quantité de médicament présente dans le disque.

4— Composition du milieu de culture : Le milieu influe sur la taille de la zone d'inhibition
par son effet sur la vitesse de croissance du germe, la vitesse de diffusion de
I’antibiotique et I’activité de 1’agent utilisé. Pour cela une confirmation des ces résultats

est souhaitable par la méthode de la dilution en milieu liquide.
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Conclusion

Les thérapies de médecine traditionnelle, que I’on appelle aussi médecine douce,
complémentaire, naturelle, alternative, paralléle, non conventionnelle ou parfois la médecine
holistique qui se sont développées différemment, ayant été en grande partie influencé par la
culture et les conditions historiques dans lesquelles leurs évolutions ont commencé, afin de
maintenir le bien-étre et traiter, diagnostiquer ou prévenir la maladie (Sitel ; Adamo, 2012).
Cependant, la recherche et I’éducation sont des éléments fondamentaux a prendre en compte
dans la gestion de cette médecine (Maddalena, 2005). Dans cet objectf, notre travail vise a
faire une étude de I’effet inhibiteur naturel d’un miel de forét associé aux extraits de la

Globulaire.

L’étude réalisée sur le miel de forét de la région de MEDEA révele sa conformité vis-
a-vis ses caractéres physicochimiques (densité=1.39, pH=3.89, teneur en eau=15.6%,
conductivité¢ éléctrique=0.691 ms/cm) témoignant I’appartenance probable a une origine
néctarique. Cette dernicre a été également confirmé par son pouvoir rotatoire Lévogyre et son
taux en sucres réducteurs (aux environ de 60%). Le dosage des sucres nous donne une
appréciation de I’osmolarité du miel qui participe en grande partie dans le pouvoir
antibactérien. L’¢étude de 1’effet inhibiteur du miel sur des souches bactériennes de collection
montre que, Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible avec une CMI située entre
25% et 33% suivie de Pseudomonas aeruginosa avec une concentration minimale inhibitrice
estimée de 50%. Escherichia coli est la souche la plus résistante avec une CMI située entre
50% et 66%. Le miel de forét possede donc un spectre antibactérien large qui s’étend sur les
bactéries Gram(-) et Gram(+) ; il est plus actif sur les Gram (+). L’étude de I’influence de la
température sur 1’activité antibactérienne du miel a montré que, ce dernier dilué¢ a 75% et
chauffé¢ au-dela de 75°C perd une partie de ses propriétés antibactériennes suite a la
dénaturation de ces enzymes thermolabiles. Le pH optimal de la glucose oxydase du miel est

situé entre 4 et 6.

L’effet inhibiteur de notre miel découle le plus possible d’un mécanisme mixte entre
I’action des substances peroxydes (action de la peroxydase), I’effet de I’osmolarité ainsi que
les inhibines non peroxydes et I’effet de son acidité qui renforce 1’activité enzymatique de la

glucose oxydase a pH4.
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Conclusion

La valeur médicinale du miel comme antibiotique naturel est de plus en plus
démontrée scientifiquement, ce qui constitue 1I’importance de son utilisation en médecine et

dans le secteur de I’industrie pharmaceutique et cosmétique.

En termes de perspective et dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant :
o D'approfondir I'¢tude de I'activité antimicrobienne du miel de forét sur d'autres especes
pathogenes bactériennes et phongiques.
o Effectuer des analyses physico-chimiques sur une large gamme d'échantillons de miels
du pays afin de déterminer la nature des composé€s a activité antimicrobienne selon

l'origine florale du miel.

Compte tenu de la pandémie Covid-19, nous n’avons pas réalisé une partie
importante du protocole expériemental envisagé. L’¢tude de ’effet antibacteriens des extraits
de Globularia alypum étais aussi un deuxieme objectif ciblé. Les parametres a optimiser
sont : la méthode et le solvant d’extraction, le rapport (m/v) ainsi que la composition de la
matiere végétale a extraire. Une étude phytochimique de la plante a été aussi programmé.
Un troisieme objectif non atteint aussi est la recherche d’un effet synergique en associant le
miel avec les extraits de la plante afin d’aboutir & une formule optimale « miel-extrait »

donnant le meilleur effet antibactérien.

En perspective, nous espérons pouvoir terminer cette recherche dans un futur proche
afin de répondre totalement a notre problématique : la science de s’arrétera pas et elle n’a pas

de limites.
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Annexes



Annexe 1

Table de Chataway (Arrété n°80-367/CG, 2009).

Indice Pourcentage Indice Pourcentage
de réfraction a 20°C Réel d’eau de réfraction a 20°C Réel d’eau
1,5041 13,0 1,4910 18,2
1,5035 13,2 1,4905 18,4
1,5030 13,4 1,4900 18,6
1,5025 13,6 1,4895 18,8
1,5020 13,8 1,4890 19,0
1,5015 14,0 1,4885 19,2
1,5010 14,2 1,4880 19,4
1,5005 14,4 1,4876 19,6
1,5000 14,6 1,4871 19,8
1,4995 14,8 1,4866 20,0
1,4990 15,0 1,4862 20,2
1,4985 15,2 1,4858 20,4
1,4980 15,4 1,4853 20,6
1,4975 15,6 1,4849 20,8
1,4970 15,8 1,4844 21,0
1,4965 16,0 1,4828 21,5
1,4960 16,2 1,4815 22,0
1,4955 16,4 1,4802 22,5
1,4950 16,6 1,4789 23,0
1,4945 16,8 1,4777 23,5
1,4940 17,0 1,4764 24,0
1,4935 17,2 1,4752 24,5
1,4930 17,4 1,4739 25,0
1,4925 17,6 1,4726 25,5
1,4920 17,8 1,4714 26,0
1,4915 18,0 1,4702 26,5




Annexe 2 (Site 1)

Table de Bertrand 1 : Conversion des masses du cuivre en quantités des sucres réducteurs

exprimées en Equivalent glucose.

Glucose en mg Cuivre en mg Glucose en mg Cuivre en mg Glucose en mg Cuivre en mg
10 20,4 40 77,5 70 129,8
11 22,4 41 79,3 71 131,1
12 243 42 81,1 72 133,1
13 26,3 43 82,9 73 134,7
14 28,3 44 84,7 74 136,3
15 30,2 45 86,4 75 137,9
16 32,2 46 88,2 76 139,6
17 34,2 47 90,0 77 141,2
18 36,2 48 91,8 78 142,8
19 38,1 49 93,6 79 144.5
20 40,1 50 95.4 80 146,1
21 42,0 51 97,1 81 147,7
22 43,9 52 98,9 82 1493
23 45,8 53 100,6 83 150,9
24 47,7 54 102,3 84 152,5
25 49,6 55 104,1 85 154,0
26 51,5 56 105,8 86 155,6
27 53,4 57 107,6 87 157,2
28 55,5 58 109,3 88 158,8
29 57,2 59 111,1 89 160,4
30 59,1 60 112,8 90 162,0
31 60,9 61 114,5 91 163,6
32 62,8 62 116,2 92 165,2
33 64,6 63 117,9 93 166,7
34 66,5 64 119,6 94 168.3
35 68,3 65 121,3 95 169,9
36 70,1 66 123,0 96 171,5
37 72,0 67 124,7 97 173,1
38 73,8 68 126,4 98 174,6
39 75,7 69 128,1 99 176,2
100 177,8




Annexe 3 (suite) (site 1)

Table de Bertrand 2 : Conversion des masses du cuivre en quantités des sucres réducteurs

Sucre en mg Cuivre en mg Sucre en mg Cuivre en mg Sucre en mg Cuivre en mg
10 20,6 40 71,7 70 129,2
11 22,6 41 79,5 71 130,8
12 24,6 42 81,2 72 132,4
13 26,6 43 83,0 73 134,0
14 28,5 44 84,8 74 135,6
15 30,5 45 86,5 75 137,2
16 32,5 46 88,3 76 138,9
17 34,5 47 90,1 77 140,5
18 36,4 48 91,9 78 142,5
19 38,4 49 93,6 79 143,7
20 40,4 50 95,4 80 145,3
21 423 51 97,1 81 146,9
22 442 52 98,8 82 148,5
23 46,1 53 100,6 83 150,0
24 48,0 54 102,5 84 151,6
25 49,8 55 104,0 85 153,2
26 51,7 56 105,7 86 154,8
27 53,6 57 107,4 87 156,4
28 55,5 58 109,2 88 157,9
29 57,4 59 110,9 89 159,5
30 59,3 60 112,6 90 161,1
31 61,1 61 114,3 91 162,6
32 63,0 62 115,9 92 164,2
33 64,8 63 117,6 93 165,7
34 66,7 64 119,2 94 167,3
35 68,5 65 120,9 95 168,8
36 70,3 66 122,6 96 170,3
37 72,2 67 124,2 97 171,9
38 74,0 68 125,9 98 173,4
39 75,0 69 127,5 99 175,0
100 176,5




Annexe 4 (suite) (site 1)
Utilisation des tables de Bertrand
Il n’y a pas de proportionnalité entre les masses de cuivre formé et le glucose (ou les sucres).
De plus, on trouve rarement une masse de cuivre qui est écrite dans le tableau.
Une Interpolation Linéaire est donc envisageable selon 1’exemple suivant ou on trouve une

masse de cuivre de 22 mg.

Sucre en mg Cuivre en mg
10A 20,6D
x B 22,0E
11C 22,6 F

La quantité de sucre correspondante a 22 mg de cuivre est 10,7 mg :

AB/AC =DE/DF —> ((X-10)/(11-10)) = ((22-20,6) / (22,6-20,6)) —* X =10,7mg

Application de notre cas :
V ®wvno)= 15 ml, ce qui correspond a une masse de cuivre m= 5. 15. 0,001. 0,1.
63,5=0,47655mg=476,55mg.

Ce qui est une valeur qui n’existe pas sur le tableau :

Sucre en mg Cuivre en mg
99 A 175D

100 B 176,5 E

XC 476,55 F

La quantité de sucre correspondante a 476,55 mg de cuivre est 300,03 :

(AB/AC) = (DE/DF) — ((100-99)/(X-99)) =((176,5-175)/ (476,55-175)) — X=
300,03mg.

De la méme fagon et en utilisant la table : La quantité équivalente en glucose correspondante
a476,55mg de cuivre est mg :

((AB/AC) = (DE/DF)) — ((100-99)/(X-99)) =((177,8-176,5) / (476,55-176,5)) —» X=
329,8mg.




