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Liste des abréviations

LC/MS : chromatographie en phase liquide couple a la spectrométrie de masse
HMF : hydroxyméthylfurfural

EGF : Facteur de croissance épidermique

TNFa : Facteur de nécrose tumorale alpha

TGFp : Facteur de croissance transformant béta

PDGF : Facteur de croissance plaquette-dérivé

pH : Potentiel hydrogéne

ADN : Acide désoxyribonucléique

MGO : Méthylglycoxal

ORAC : Capacité d’absorbance des especes radicalaires de I'oxygéne
CPR : Protéine C réactive

EPIC : European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament

ORL : Oto-rhino-laryngologie

OTC : En vente libre (over the counter)

UFC : Unités formatrice de colonie

OMS : Organisation mondiale de la santé

FAO : Food and agriculture organization

CETAM : Centre d’étude technique agricole Moselle Lorraine

BPF : Bonnes pratiques de fabrication

HPLC : Chromatographie liquide haute performance

MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem

UV : Ultraviolets

m/z : Rapport masse sur charge

SPE : Extraction en phase solide

ACP (PCA) : Analyse en composante principale

QC : Quality control

s-PLSDA : Analyse discriminante par les moindres carrés partiels.
MAO-B : Monoamine oxydase B

FGF18 : Facteur de croissance fibroblastique 18



SARS-CoV : Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévére

PPARYy : Récepteur gamma active par les proliférateurs de peroxysome
LANCL2 : LanC-like protein 2

DPPH : 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl

TEAC : Trolox équivalent antioxidant capacity

PEG2 : Prostaglandine E2

LPS : lipopolysaccharide
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Introduction

L’histoire de 'Homme et du miel remonte aux premiers primates, lesquels avec
de simples batons, récoltaient la précieuse substance. Des chasseurs cueilleurs du
néolithique jusqu’aux ruches a cadres modernes, en passant par la Gréce et 'Egypte
antique, les populations de toutes les civilisations et de toutes les religions se sont
intéressées au miel, tantot pour ses propriétés édulcorantes et nutritives, tantét pour
ses supposées propriétés curatives. Les recherches historiennes et préhistoriennes
font état de témoignages de la récolte du miel 7000 ans avant Jésus Christ sur les
parois d’'une grotte en Espagne. Ce n’est que bien plus tard que la domestication de
I'abeille par ’THomme a commencé, probablement dans I’Antiquité. Au cours de cette
période, nombreux sont les écrits anciens qui mentionnent le miel dans la confection
de médicaments et de cosmétiques. On peut citer comme exemple le papyrus d’Ebers,
écrit par les Egyptiens, un des plus anciens traités médicaux découverts par les
historiens. Celui-ci fait mention de plusieurs préparations a base de miel dans le but
de guérir des maladies du tube digestif, des yeux, ou encore des reins. On retrouve
dans ces préparations, d’'une part, des formes orales (des décoctions, des pilules) et
d’autre part, des formes topiques (des onguents, des emplatres, des collyres et des
pommades). De 'autre cbté de la Méditerranée, chez les Grecs et les Romains, le miel
revét une dimension religieuse importante. Il est offert aux dieux et aux esprits des
défunts. Il sert aussi a la fabrication de I'hydromel, boisson alcoolisée issue de la
fermentation du miel et consommée par de nombreuses civilisations dans le monde
entier et a de nombreuses époques. Si les Grecs prétaient a 'hydromel des propriétés
sacrées et magiques, il revient également dans la médecine d’Hippocrate sous de
nombreuses formes. En somme, les propriétés nutritives, thérapeutiques et surtout

cicatrisantes du miel étaient déja reconnues.

Méme si le miel a longtemps été oublié par la médecine moderne, fondée sur les
principes de la based evidence médecine et sur les travaux de Claude Bernard, les
études sur les propriétés thérapeutiques de ce dernier réapparaissent, dans un

contexte marqué par un regain d’intérét pour les médecines alternatives et naturelles.
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Mais étudier les propriétés curatives du miel a I'égard des maladies humaines et
animales peut s’avérer difficile, du fait de la complexité de sa composition mais aussi
de sa variabilité importante. Le miel étant davantage destiné a la consommation
courante qu’a un usage médical, les méthodes existantes d’analyse et de contrdle
qualité sont avant tout destinées et adaptées aux besoins de l'industrie agroalimentaire
plutét qu'aux exigences du monde médical. |l existe aujourd’hui des méthodes
d’analyse suffisamment performantes, telles que la spectrométrie de masse, pour

mener a bien des analyses plus approfondies du miel.

C’est pourquoi nous allons nous intéresser a I'analyse du miel grace a une
technique aussi moderne qu’efficace, la spectrométrie de masse. Le but de ces
travaux est donc d’élaborer un protocole d’analyse et de vérifier la capacité de la
méthode a décrypter la composition chimique d’'un miel. Plus précisément, ces
analyses ont pour but de détecter et identifier les métabolites secondaires issus des

plantes qui conférent au miel une partie de ses propriétés thérapeutiques.

Il s’agira, dans un premier temps, de décrire la physiologie et le comportement
de I'abeille, la composition du miel, et le lien que les étres humains entretiennent avec
cet animal, si important pour les écosystemes (l), avant d’aborder les différentes
utilisations de ce dernier en thérapeutique (Il). Ensuite, il sera question des différentes
méthodes de références permettant de caractériser et de contréler la conformité et la
qualité des miels (Ill). Enfin, la spectrométrie de masse, en tant que méthode novatrice,

sera présentée afin d’évaluer son intérét dans le cadre de I'analyse du miel (1V).
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l. L’abeille, le miel et THomme

1. Une relation de longue date

Le miel est une denrée connue depuis des millénaires par ’'Homme, comme le
prouvent des témoignages de son utilisation deés la Préhistoire. Le plus ancien
témoignage retrouveé a ce jour est la peinture de la grotte araignée en Espagne, datée
d’environ 8000 avant Jésus Christ (1). On peut y deviner des humains grimpant le long
de falaises a I'aide de cordes dans le but de récupérer le précieux miel, une pratique
encore retrouvée aujourd’hui dans certaines régions d’Asie (2). Mais il se pourrait que
I'utilisation du miel et des produits de la ruche remonte encore plus loin que notre
espéce puisque certains grands singes, aujourd’hui, récoltent le miel a leur fagon.
C’est le cas, par exemple, du chimpanzé qui sait se servir de batons comme d’outils
rudimentaires lui permettant d’extraire le miel de ruches sauvages trouvées dans la
forét. Par la suite, au Néolithique, les études d’archéochimie suggerent que 'lhomme
de cette époque utilise aussi les produits de la ruche. Ainsi, on retrouve dans les
fragments de poteries de I'’époque, non pas du miel, qui ne se conserve pas plus de
quelques années - contrairement aux idées regues - mais des traces de cire. Plus tard,
ce sont les Grecs et les Egyptiens qui utilisent le miel pour soigner les maux du
quotidien, tel que le prouve I'existence du papyrus d’Ebers, un des plus anciens traités
meédicaux découverts par les historiens, faisant mention de plusieurs préparations a
base de miel dans le but de guérir des maladies du tube digestif, des yeux ou encore

des reins.

Plus tard, les propriétés du miel ont été un peu oubliées avec l'arrivée de la
medecine moderne, caractérisée par la nécessité de la preuve comparative et de la
standardisation des pratiques de soins et de fabrications de médicaments supplantant
les siécles d’empirisme. C’est depuis les années 1990 que des études s’intéressent

de nouveau aux propriétés de cette substance en utilisant les méthodes et les outils
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d’'investigation de notre époque. Aujourd’hui, les dispositifs médicaux et les
medicaments a base de miel sont présents dans toutes les pharmacies. Avec
'avénement d’internet, on trouve en quelque clics des quantités de recettes vantant
les mérites du miel, parfois a raison et parfois a tort. De la vient aujourd’hui la nécessité
de comprendre et d’expliquer par des méthodes scientifiques les propriétés

thérapeutiques de ce produit de consommation courante.

La pollinisation est un phénomeéne intervenant dans la reproduction sexuée des
angiospermes et des gymnospermes. Il consiste au transport du pollen depuis les
étamines, organes males de reproduction, vers le pistil, organe femelle. Ce transport
peut avoir lieu au sein d’'une méme fleur. On parle alors d’autopollinisation. Il peut
également se produire entre deux fleurs de la méme espéce, portées par un méme
individu ou non. On parle alors de pollinisation croisée ou allopollinisation. L’allogamie
est le mode de reproduction le plus fréquent chez les plantes a fleur, qu’elles soient

dioiques, monoiques ou hermaphrodites.

Il existe plusieurs vecteurs de pollinisation. Les plus connus sont bien sir les
insectes pollinisateurs. Parmi eux, et par ordre d’importance, on retrouve les abeilles
domestiques, les bourdons, les mouches, les fourmis, les abeilles sauvages, les
guépes. Ce sont les abeilles domestiques qui assurent a elles seules 80% du travail
des insectes pollinisateurs. Il existe également d’autres vecteurs de pollinisation de
moindre importance. Certains vertébrés, et notamment les oiseaux, participent aussi
au transport des pollens. Le vent peut parfois étre un vecteur du pollen, comme c’est
le cas des plantes anémogames. Enfin, de fagon plus anecdotique, I'eau suffit parfois

a assurer la pollinisation, on parle alors d’hydrogamie.
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Aujourd’hui, si 'humanité exploite encore les abeilles pour I'intérét des produits
de la ruche que sont le miel, la cire ou encore la propolis, le principal bénéfice de
I'apiculture moderne réside dans le réle de pollinisateur majeur des grandes cultures.
A l'aube du XXIéme, 'humanité doit nourrir les sept milliards d’étres humains qui la
composent. Une grande partie de notre chaine alimentaire repose sur I'agriculture, et
en particulier la culture des plantes a fleurs, les angiospermes. Or, ces plantes ont
besoin d’étre pollinisées. Parmi les angiospermes, on retrouve non seulement nos
arbres fruitiers et nos légumes mais aussi certaines de nos grandes cultures
céréalieres telles que le colza ou le tournesol, qui sont aussi des plantes a fleur. Si ces
deux derniéres essences permettent de produire de trés bons miels monofloraux
comme nous le verrons par la suite, l'intérét de ces grandes cultures est surtout de
produire les céréales nécessaires a I'élevage intensif et donc, in fine, de nourrir les

populations.

Ce service rendu par I'abeille aux étres humains a été étudié d’un point de vue
économique dans lintention de le chiffrer. Au niveau mondial, la contribution
économique de l'abeille dans la production agricole a été évaluée entre 190 et 320
milliards de dollars (3). En France, cette contribution a été estimée a 2,8 milliards
d’euros. Pourtant, en pratique, si les abeilles venaient a disparaitre, ’homme serait
bien incapable d’assurer lui-méme le travail de celles-ci, abstraction faite de quelques

exemples marginaux comme la pollinisation de la vanille par exemple.

Une abeille butineuse doit, pour remplir son jabot de miel, visiter entre 600 et 900
fleurs par heure. Par son action pollinisatrice, elle permet la survie de 80% des
espéces de plantes a fleurs dans le monde (3). Le transport des pollens par I'abeille
assure non seulement la pérennité de nombreuses espéces d’angiospermes mais
permet également des fécondations croisées qui donnent lieu a un brassage génétique

bénéfique a la biodiversité et a I'évolution des taxons.
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2. Apis millifera

L’abeille appartient a la classe des Insectes, a 'ordre des Hyménoptéres, et a la
famille des Apidés qui regroupe un certain nombre d’espéces vivant en colonie,
notamment les bourdons. Le genre Apis qui appartient a la famille des Apidés contient

quatre espeéeces :

Apis dorsata, l'abeille géante, principalement retrouvée en Asie et plus
particulierement en Inde. Elle produit du miel et de la cire mais n’est pas
domestiquée et vit dans des nids sauvages. Les sous-espéces d’Apis dorsata

sont réputées agressives.

Apis florea est également une abeille originaire d’Asie. Elle se caractérise par sa
petite taille et n’est que rarement utilisée en apiculture.

Apis cerana est uniquement présente en Asie. A l'inverse des deux espéces

précédentes, elle se préte plus facilement a la domestication.

Apis mellifera ou l'abeille occidentale. Cette derniére espéce est la plus
largement utilisée en apiculture. Originaire d’Europe, elle s’est imposée un peu
partout sur la planéte essentiellement parce qu’elle est 'espéce la plus adaptée
al'élevage. Il existe un trés grand nombre de sous espéces interfécondes entre
elles qui ont évolué en grandes lignées géographiquement isolées sur les cinq

continents.
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Figure 1 : Morphologie de I'abeille par E. HAUBRUGE (5)

Comme tous les insectes, le corps de I'abeille est segmenté en métameéres (4).
On distingue trois parties : la téte, le thorax, et 'abdomen. Chacun des trois métameéres
porte des organes dédiés a des fonctions spécifiques (5). Chez I'abeille, la téte porte,
en plus des yeux et des antennes, un appareil buccal adapté a la récolte du nectar. Le
thorax porte les membres de I'appareil locomoteur : les pattes et les ailes. L’'abdomen,
quant a lui, contient les organes vitaux, tels que les systémes digestif, respiratoire et
reproductif ainsi que I'appareil vulnérant. A l'instar des arthropodes, I'abeille est un
animal invertébré. Elle ne posséde pas de squelette mais un exosquelette prenant la

forme d’'une cuticule dont le principal composant est la chitine (6).
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1. Anatomie de la téte (7)

1.Ocelle

2.CEil a facette
3.Antenne

4.Levre supérieure
5.Mandibule

6.Palpe maxillaire

7.Machoire
8.Palpe labial
9.Lévre inférieure

10.Canal aspirateur

Figure 2 : Anatomie de la téte de l'abeille (8)

a. Les yeux et les ocelles

Les yeux sont au nombre de deux. lls sont composés de 3000 a 8000 facettes
appelées ommatidies. Chaque ommatidie est indépendante. Leur disposition permet
a l'abeille de voir a 360 degrés autour d’elle. Leur spectre de perception est décalé
vers les ultraviolets par rapport a celui de 'homme et s’étend de 300 a 500
nanometres. Ce décalage trés utile lui permet de distinguer et de différencier les

couleurs de certaines fleurs, mieux que ne pourrait le faire la vision humaine (6).

Les ocelles du latin « petit ceil » sont des dispositifs ophtalmiques plus simples
que les yeux. Placés sur le dessus de la téte au nombre de trois, ils permettent a
'abeille de détecter les changements d’intensité lumineuse et donc de mieux se

repérer et se deplacer.
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b. Les antennes

Elles sont d’'une importance capitale pour I'abeille et sont I'outil de mesure de
plusieurs sens : le toucher, 'odorat, le golt, les vibrations. Elles jouent un réle majeur
dans la communication entre individus en captant les phéromones et permettent

également de détecter les sources de nectar.

c. L’appareil buccal

Les abeilles font partie du groupe des insectes suceur-lécheurs. En d’autres
termes, ses piéces buccales sont particulierement adaptées a la récolte du nectar.
Elles se composent d’une paire de mandibules, lui permettant de broyer et de malaxer
la cire et la propolis, et d’'une trompe. Cette derniére est elle-méme décomposée en
plusieurs structures : les maxilles, les palpes labiaux et la langue. Egalement appelée
probocis, la langue, est composée d’un tube capillaire ainsi que d’une ventouse. C’est
cet ensemble extensible qui permet a I'abeille d’aspirer le nectar dans des endroits

difficilement accessibles comme le fond du calice floral (6).

d. Les glandes de I'appareil buccal

La téte de I'abeille porte trois types de glandes différentes :

- Les glandes hypopharyngiennes sécretent la gelée royale et les nutriments
servant a nourrir le couvain ainsi que la reine.

- Les glandes salivaires participent dans une moindre mesure a la sécrétion de la
gelée royale.

- Enfin, les glandes mandibulaires contribuent également a la sécrétion de gelée
royale mais sont surtout connues pour jouer un réle dans la communication
entre les abeilles en sécrétant des phéromones produites en cas de danger et

pouvant entrainer une réaction de la colonie (6).
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2. Anatomie du thorax

a. Les pattes

Les trois paires de pattes de I'abeille sont toutes composées de cinqg segments :
le coxa, le trochanter, le fémur, le tibia et le tarse. Les pattes antérieures servent
principalement au nettoyage de la téte et des antennes alors que les pattes

postérieures possédent un peigne qui permet de récolter le pollen (6).

b. Les ailes

L’abeilles posséde deux paires d’ailes. Durant le vol, les ailes postérieures, plus
petites que les ailes antérieures, peuvent s’attacher a ces derniéres grace a un
systéme de crochets et de gouttieres appelés hamuli. Cette particularité anatomique
permet une meilleure stabilité en vol. La vitesse d’'une abeille en vol peut atteindre

jusqu’a 60 km/h et jusqu’a 400 battements par seconde.

Cependant, le role des ailes ne se limite pas au déplacement. En effet, elles
permettent également aux abeilles de ventiler la ruche régulant ainsi sa température
et permettant de déshydrater le miel. Les ailes jouent également un réle dans la
communication des abeilles en diffusant les phéromones sécrétées par les glandes de

Nasanov (6).

3. Anatomie de 'abdomen

L’abdomen de 'abeille est formé de sept segments, chacun étant composé d’une
plaque dorsale et d’'une plaque ventrale, reliées entre elles par une membrane. A
l'intérieur de 'abdomen, protégés par cette armure de chitine, on retrouve le systéme
digestif, le systéme reproductif, le systéme respiratoire mais aussi des organes

spécifiques de I'espéce (6).
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a. Lejabot

Le jabot est un organe appartenant au systeme digestif de I'abeille. |l se situe
juste aprés I'cesophage et juste avant l'intestin. C’est une poche d’environ 70 uL qui
permet a I'abeille de stocker les aliments liquides que sont I'eau et le nectar, pour
pouvoir ensuite les régurgiter. C’est grace au jabot que les abeilles peuvent ramener
a la ruche les nutriments nécessaires a I'élevage du couvain et I'alimentation des
ouvriéres d’intérieur. La régurgitation et la transmission des nutriments grace au jabot,
phénomeéne que I'on appelle trophallaxie, jouent un réle majeur dans I'élaboration du

miel.

b. Les glandes ciriéres

Situées a la face ventrale de 'abdomen, ce sont ces glandes qui sécrétent la cire
dont se sert constamment I'abeille. Au nombre de huit, elles se répartissent par paire
le long de I'abdomen. La cire est excrétée sous forme lamellaire au niveau de

structures appelées miroir (6).

c. Les glandes de Nasanov

Ces glandes sécretent des phéromones principalement composées de terpénes
volatiles, proches des terpenes retrouvés dans certaines essences comme
'eucalyptus ou le géranium. Ces phéromones sont connues pour jouer un réle de
communication et d’orientation. Elles permettent notamment aux abeilles de retrouver

I'entrée de la ruche et 'emplacement des points d’eaux (6).

d. L’appareil vulnérant et le venin

L’appareil vulnérant, situé a l'arriere de I'abdomen, est un reliquat de I'appareil
reproducteur. D’'un appendice destiné a pondre les ceufs, il a évolué chez les
hyménoptéres en un organe de défense. Le venin, trés acide, est produit par une

glande également située dans I'abdomen. Il est injecté par un aiguillon. Ce dard est
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muni a son extrémité de dents barbelées. Si celles-ci n"’empéchent pas I'abeille de
rétracter son dard aprés avoir piqgué un animal chitineux, ce n’est en revanche pas le
cas pour une piqure dans la chair. L’aiguillon ne pouvant pas ressortir de la chair,

'abdomen de I'abeille se déchire et elle meurt (6).

Le venin de I'abeille est un mélange complexe dans lequel plus de quarante
molécules ont été identifiées, pour la plupart des enzymes et des peptides ainsi que
des amines biogénes. Il contient principalement de la mélittine et de la phospholipase
A2 (environ 50% de la matiere séche pour le premier et 10% pour le deuxiéme). La
mélittine est un peptide possédant une activité hémolytique ainsi qu’'une activité vaso-
dilatatrice. La phospholipase A2 est une hydrolase qui dégrade les phospholipides

membranaires et altére la perméabilité membranaire des cellules jusqu’a la cytolyse

(6).

L’abeille est un insecte social qui vit regroupé en colonie, formée de 30 000 a 40
000 individus. La colonie peut étre vue et décrite comme un organisme a part entiére,
composé de différentes castes, possédant chacune un réle et une place définis au sein
de la colonie. On distingue trois grandes castes au sein de la ruche : la reine, les

ouvriéres et les males (8).

1. Lareine

Elle se distingue des autres abeilles par sa grande taille, environ 1,8 mm contre
1,2 pour les ouvriéres. La reine pése également le double de ses ouvriéres. C’est la
seule abeille femelle féconde au sein de la ruche. Sa fonction est donc d’assurer la
ponte et le renouvellement permanant de la colonie. Tout commence par le vol nuptial
qui se déroule a I'extérieur de la ruche et qui n’a lieu qu’une seule fois dans la vie d’'une
reine. A cette occasion, elle s’accouple avec une vingtaine de faux bourdons et
emmagasine des millions de spermatozoides qu’elle conservera dans une

spermathéque et qui resteront actifs pendant plusieurs années. La reine utilisera ces
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gametes pour pondre entre 1500 et 2000 ceufs par jour en fonction de la bonne santé
de la colonie et selon la période de I'année. Son espérance de vie estimée a cing ans

est bien plus longue que celle des simples ouvrieres (8).

La reine est nourrie avec de la gelée royale produite par les ouvriéres. C’est un
nutriment suffisamment riche pour permettre a la reine d’assurer son rythme de ponte.
C’est également la nourriture utilisée pour nourrir les larves lors de leurs trois premiers
jours de développement. Les larves nourries a la gelée royale au-dela de trois jours
sont destinées a devenir reines, soit pour remplacer la reine actuelle vieillissante, soit

en vue d'un essaimage.

2. Les méales

Aussi appelés faux bourdons, ils ont pour seul réle de féconder la reine et donc
de participer au maintien de la population. lls ne survivent pas a I'accouplement. Fait
suffisamment atypique pour étre signalé, les males sont issus des ceufs non fécondés
de la reine. C’est la raison pour laquelle leur génome est aploide contrairement au
génome de la reine et ses ouvrieres. Les males sont pondus dans des cellules
spécialisées plus larges que les cellules des ouvriéres. Pour cette raison, lorsque la
reine pond dans ces cellules, I'écartement de ses pattes bloque l'accés de la
spermathéque et les ceufs pondus ne sont pas fécondés. Au contraire, lorsque la reine
pond dans des cellules destinées a engendrer des ouvriéres, I'écartement de ses
pattes plus resserré (du fait de la taille plus étroite de la cellule) libére 'accés de la
spermathéque. Les ceufs pondus sont alors fécondés et donneront naissance a des

individus femelles diploides (9).

3. Les ouvriéeres

Bien que d’'une espérance de vie plus courte (environ trois mois), les ouvriéres
ont une vie bien remplie et leur fonction au sein de la colonie évolue avec le temps.
La vie d’'une ouvriere commence avec la ponte de la reine dans des cellules

spécialisées au centre de la ruche. Les ceufs éclosent au bout de trois jours pour
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donner une larve. Les trois premiers jours de sa vie, la larve est nourrie avec de la
gelée royale. Par la suite, elle sera nourrie avec du pollen. Cette larve se développe
pendant dix jours avant de confectionner un cocon et de se transformer en nymphe. Il
faut ensuite huit jours supplémentaires a cette nymphe pour se transformer en abeille
adulte. C’est donc au total 21 jours qui sont nécessaires pour voir éclore une ouvriére

d’un ceuf pondu par la reine (10).

Figure 3 : Développement de I'abeille (10)

3. L’apiculture

L’apiculteur poursuit deux desseins. Le premier, le plus évident, est bien sir de
récolter le miel produit par ses abeilles. Pour vivre de son métier, il doit s’assurer que
ses ruches atteignent un rendement suffisant. Mais I'apiculteur est aussi le gardien
des abeilles. Par son métier et son action, il participe a la sauvegarde des abeilles, de
la diversité du régne végétal et celle de toutes les espeéces animales qui découlent de
la chaine alimentaire et dont 'humanité fait partie intégrante. A I'heure ou les abeilles
sont de plus en plus menacées par les activités humaines, par la disparition de la
biodiversité et des aires de butinages, par [l'utilisation massive de produits
phytosanitaires, le réle de I'apiculteur est plus important que jamais et va bien au-dela

du producteur de miel pour notre petit déjeuner.
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1. Le corps et les hausses

La ruche la plus couramment utilisée en apiculture s’organise en deux parties :
le corps et les hausses. Le corps est généralement plus haut que les hausses. C’est
la partie de la ruche qui abrite la reine, son couvain et la majeure partie de la colonie.
Le corps renferme des cadres qui permettent aux abeilles de stocker du miel operculé
et d’élever le couvain. Le miel du corps de ruche n’est pas récolté, il est réservé a la
colonie et constitue la réserve de nourriture pour la saison froide. En bas du corps de
ruche, se trouve une ouverture horizontale donnant un acceés direct au plateau d’envol.
Par temps chaud, c’est une zone de trafic intense. Les butineuses entrent et sortent
de la ruche par ce plateau. Les hausses contiennent également des cadres.
Contrairement aux cadres du corps de ruche, ceux de la hausse sont uniquement
destinés a accueillir le miel qui sera récolté par I'apiculteur s’il estime que la colonie a
suffisamment produit de miel pour passer I'hiver. Pour éviter que la reine et le couvain
ne se retrouvent dans les hausses, I'apiculteur peut placer une grille a reine entre le
corps de ruche et les hausses. Les mailles de cette grille laissent circuler librement les
ouvriéres d’une partie a I'autre de la ruche alors que la reine, plus grosse, ne peut pas

la traverser (11).

Figure 4 : Structure de la ruche (11)
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2. Les cadres

Afin de faciliter le travail des abeilles et d’accélérer les travaux de construction,
les cadres portent généralement une plaque de cire pré-alvéolée sur laquelle les
ouvrieres batissent les alvéoles. La cire pré-alvéolée est fabriquée a partir de la cire

récupérée sur les cadres batis de 'année précédente.

Figure 5 : Cadre de miel pré-alvéolé

En période de floraisons, les ruches sont pesées afin de connaitre leur état de
remplissage. Lorsque la ruche est pleine ou que I'apiculteur souhaite récolter et isoler
un miel monofloral, il ouvre les hausses et en extrait les cadres. Pour limiter le risque
de piqare, il enfume les abeilles avant d’ouvrir la ruche. Ce faisant, il reproduit les
conditions d’un incendie. Cela se traduit par un changement de comportement des
abeilles. Craignant que la ruche soit en danger, elles perdent leur agressivité et se
réfugient dans le corps de ruche afin de consommer le miel en vue d’une évacuation
et d’'un départ de la colonie vers un autre site plus propice a les accueillir. Pour plus
de précaution, I'apiculteur peut aussi utiliser une combinaison couvrante qui limite le

risque de piqdre.

Les cadres sont désoperculés manuellement a I'aide d’'un couteau ou d’outils

plus modernes comme la machine de Caillas. Une fois les alvéoles ouvertes, le miel
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peut étre extrait de sa prison de cire, a condition d’étre suffisamment liquide.

Figure 6 : Désoperculation du miel (12)

Les cadres désoperculés sont placés dans un extracteur qui fonctionne comme
une centrifugeuse. En tournant, les cadres se vident de leur miel qui est éjecté hors
des alvéoles et récupéré dans une cuve. Lors de cette étape, si le miel est trop
visqueux, ou s’il a commenceé a cristalliser, le rendement sera trés faible. Il est ensuite
filtré pour éliminer les résidus de cire, de propolis, d’abeille et autres impuretés

présentes dans la ruche.

C’est a cette étape que l'apiculteur contréle la teneur en eau de son miel. Au-
dela de 20% d’humidité, une étape de séchage a l'aide d’un déshumificateur est
nécessaire pour garantir une bonne conservation dans le temps. Le miel peut ensuite

étre mis en pot.
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Si la teneur en eau est conforme aux recommandations, le miel pourra étre
conservé a I'abri de la chaleur et de la lumiére pendant plusieurs années. Néanmoins,
sa composition n’est pas figée dans le temps. La présence conjointe d’hydrolases, de
glucosidases, et de sucres en milieu acide, crée les conditions suffisantes a des

transformations chimiques.

Le fructose se transforme par déshydratation en milieu acide en
hydroxymeéthylfurfural (HMF). N’étant pas présent dans le nectar ou le miellat des
pucerons, 'HMF peut étre utilisé pour donner un age. Par exemple, les miels de nectar
atteignent généralement une concentration en HMF comprise entre 5 et 15 mg/kg au
bout de deux ans de conservation dans de bonne conditions. La transformation étant
grandement accélérée par la température, il est également possible de voir qu’'un miel

a été chauffé lors de sa mise en pot, ou conservé dans de mauvaises conditions.

N

A linverse de la teneur en HMF qui augmente avec le temps, l'activité
enzymatique du miel va décroitre avec le temps, au fil de la dégradation des enzymes.
Une trop forte chaleur est susceptible d’accélérer le phénomeéne. Le travail des
enzymes telles que des oxydases et des hydrolases donne cours a une maturation du

miel aprés la récolte (13).
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4.Le miel

1. La danse des abeilles

Pour produire un kilogramme de miel, les abeilles butineuses d’une colonie
parcourent une fois et demie a deux fois le tour du monde et butinent dix millions de
fleurs pour un temps de travail estimé a 50 000 heures (3). Pour parvenir a de tels
résultats, elles peuvent compter sur leur sens de 'orientation hors norme, aidé par les
signaux visuels et olfactifs. Elles peuvent ainsi parcourir plusieurs kilométres qui
séparent la colonie des aires de butinage et retrouver les fleurs, grace a leur couleur,

leur forme et leur odeur.

Les ouvriéres deviennent butineuses au 21°™® jour de leur vie. Leur travail
consiste dans un premier temps a jouer les éclaireuses pour les butineuses plus
ageées. Lorsqu’elles trouvent une aire de butinage, elles reviennent a la ruche pour en
informer le reste de la colonie. Afin d’orienter correctement ses congéneéres, I'abeille
qui a trouvé une source de nectar effectue une « danse » par l'intermédiaire de laquelle
elle transmet des informations sur la localisation de cette source par rapport a la ruche.
Cette danse s’effectue a I'intérieur de la ruche, sur un cadre, a la verticale. Si I'aire de
butinage est proche, I'abeille effectue alors une danse en rond et tourne sur elle-méme
en décrivant un arc de cercle. Les butineuses autour d’elle comprennent alors qu’une
source de nectar se trouve proche de la ruche, dans un rayon d’'une cinquantaine de
meétres. Elles se mettent en quéte de celle-ci avec pour seule information 'odeur de
fleur ramenée par la danseuse. Ce comportement a été décrit pour la premiére fois

par I'éthologue autrichien Karl von Frisch.

Lorsqu’une butineuse repére une aire de butinage plus éloignée de la ruche, elle
effectue a son retour une « danse en huit ». Cette danse, destinée a guider les
ouvriéres sur de plus grandes distances, transmet plus d’'informations que la danse en

rond. L’orientation du huit, par rapport a la verticale du cadre, définit la direction de

33



laire de butinage par rapport a une droite imaginaire ruche-soleil. Le nombre
d’'oscillations qu’effectue I'abeille au cours de sa danse en huit donne une indication
sur la distance qui sépare la ruche de la source de nectar (14,15). Le schéma ci-

dessous illustre les deux formes que peut prendre cette danse :

Figure 7 : Danse en "8" de I'abeille" (15)

2. Le miel de nectar

Pour fabriquer le miel, I'abeille utilise deux types de matiéres premiéres, la plus
connue et la plus répandue étant le nectar floral. C’est un suc riche en sucre qui
constitue la principale source de nourriture des abeilles. Sa fonction est d’attirer les
insectes pollinisateurs afin qu'ils transportent les pollens de fleur en fleur et permettent

la reproduction des espéces végeétales.

Le nectar est produit par des organes spécialisés de la fleur appelés nectaires.
Ces nectaires peuvent étre de deux types : d’'une part, les nectaires floraux qui sont le
plus souvent situés a la base des pétales de la fleur, et d’autre part, les nectaires extra-
floraux qui peuvent se retrouver sur diverses parties de la plante comme les bractées,
les pétioles ou la base des feuilles. Le nectar est fabriqué a partir de la séve élaborée
de la plante, elle-méme transformée par les cellules nectariféres. Sa composition finale

varie fortement d’'une espéce de plante a I'autre et selon les conditions climatiques. I
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est principalement composé d’eau a laquelle s’ajoutent des sucres pour une teneur
comprise entre 7 et 70% selon la plante. La nature et la proportion de chacun de ces
sucres changent en fonction des espéces de plantes. Parmi eux, on trouve des mono
et disaccharides comme le fructose, le glucose et le saccharose. On retrouve
également des oligosaccharides tels que le maltose et le raffinose. En quantité
moindre, le nectar contient des molécules issues du métabolisme primaire telles que
des acides aminés, des protéines, des enzymes ainsi que des molécules issues du
métabolisme secondaire telles que des pigments, des flavonoides, des terpénes.
Enfin, le nectar peut aussi contenir de petites quantités de pollen. Une grande partie

de la diversité et de la particularité chimique du nectar se retrouve dans le miel (16).

3. Le miel de miellat

Lorsque I'environnement de la ruche est pauvre en fleurs, a cause des conditions
climatiques ou parce qu’elle se situe dans une forét de coniféres, les abeilles peuvent
utiliser une autre ressource pour se nourrir et élaborer leur miel : le miellat. Ce substitut
du nectar est issu des excrétions des insectes piqueurs suceurs (comme les pucerons
et les cochenilles) qui se nourrissent de la séve élaborée des arbres. Pour se nourrir,
les pucerons utilisent leurs pieces buccales afin de percer la surface des feuilles ou de
I'écorce et aspirer la séve. Lors de la digestion, seule une partie des sucres contenus
par la séve est assimilée et une majeure partie est rejetée par I'anus du puceron sous
forme de gouttelettes. Le miellat est un liquide visqueux composé d’environ 16% d’eau
et 80% de sucres auxquels viennent s’ajouter des acides aminés et des minéraux. Ces
proportions ne sont pas sans rappeler celles retrouvées dans le miel. Pour les abeilles,
c’est une source de nourriture par défaut moins qualitative que le nectar dont la
composition plus variée lui conféere de meilleures qualités nutritives (17). Le miellat
rejeté a la surface de la plante par les pucerons peut favoriser le développement de
champignons. Dés lors, il n’est pas rare de retrouver dans le miellat des spores ainsi

que des substances directement venues de la division des ascomycétes (3).

Les miels élaborés majoritairement a partir de miellat sont appelés tout

simplement miels de miellat. |l s’agit généralement de miels de forét fabriqués a partir
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de miellat de chéne, de sapin, d’épicéa ou encore de méleze. Cependant, on trouve
des traces de miellats dans de nombreux miels théoriquement élaborés a partir de
nectar, les abeilles se souciant assez peu de I'étiquette qui sera posée sur le pot de
miel (18).

Entre I'cesophage et l'intestin de I'abeille, on trouve un jabot. Cet organe est
parfois qualifié d’estomac social. C’est a I'intérieur de ce dernier qu’elle stocke le nectar
et le miellat a raison de 50 a 70 mg. C’est la que commence la transformation du nectar
en miel. L'action des enzymes du tube digestif de I'abeille conduit a I'hydrolyse du
saccharose et la commutation du glucose en fructose. Lorsque la butineuse arrive a la
ruche, le jabot plein de nectar, celle-ci régurgite son contenu et le transmet a une
ouvriere qui l'aspire et le stocke a son tour dans son jabot. Ce processus de
transmission par régurgitation est appelé trophallaxie (19). Une goutte de nectar va
ainsi étre régurgitée, aspirée et stockée d’abeille en abeille pendant plusieurs minutes
au cours desquelles il va se transformer sous I'action des sucs digestifs. Au cours de
cette digestion collective, le nectar est enrichi par les enzymes salivaires et digestives,
notamment, les glucose oxydases, qui participent indirectement au pouvoir

antiseptique du miel (20).

A mi-chemin entre le miel et le nectar, le liquide régurgité par les ouvriéres est
progressivement déshydraté jusqu’a ne contenir plus que 50% d’eau. C’est a ce stade
que le mélange est finalement déposé dans une alvéole de stockage. Les ouvriéres
chargées de ventiler la ruche se servent alors de leurs ailes pour sécher le liquide
visqueux qui voit sa teneur en eau diminuer entre 16 et 20%. Le contenu des alvéoles
est alors du miel propre a la conservation. L’alvéole est operculée par la cire produite
par les ouvriéres. Le miel ainsi mis en réserve, pourra étre stocké et consommé
pendant les mois d’hiver, lorsque toute source de nourriture aura disparu autour de la
ruche (21).
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On parle de miel monofloral lorsqu’il provient d’une récolte ou prédomine une
seule espéce florale par opposition au miel toutes fleurs, issu d’'un grand nombre
d’essences différentes. La récolte d’'un tel miel n’est possible que si I'environnement
de la ruche contient majoritairement un seul type de plante durant la période de
floraison. |l est impossible de certifier a 100% le caractére monofloral d’un miel,
cependant, certaines essences s’y prétent mieux que d’autres. C’est par exemple le
cas du colza, du tournesol ou de la lavande, qui fleurissent dans les champs en grande
quantité au méme moment et représentent plus de la moitié de la production de miel
en France. D’autres especes, par leur isolement géographique ou la brieveté de leur
floraison, permettent aussi de récolter des miels monofloraux comme le chéataignier,

'acacia ou le rhododendron en montagne.

L’origine botanique variée du miel ainsi que I'étape animale nécessaire a son
élaboration en font un produit a la composition complexe que 'homme est incapable
de reproduire. Plusieurs facteurs influent sur sa composition : les essences florales, le
climat, 'humidité, la race d’abeille, la nature des sols sont des exemples parmi
d’autres. Ainsi, d'une année a l'autre, d’'une région a l'autre, parfois d’'un rucher a
I'autre, un miel, méme dit monofloral, verra sa composition varier. Cependant, on peut

résumer la composition moyenne d’un miel de la fagon qui suit :

1. Les sucres

Comme nous l'avons déja évoqué, les sucres constituent la partie la plus
importante du miel. Il s’agit majoritairement de fructose (environ 40% en masse de
miel) puis de glucose (environ 35%). Viennent ensuite des disaccharides comme le
maltose, I'isomaltose et le saccharose, ainsi que des oligosides comme le raffinose,
I'erlose, le mélézitose. La grande diversité des sucres provient de la diversité florale

dont est issu le miel mais également des isomérisations provoqueées par les enzymes
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apportées par I'abeille lors du processus de trophallaxie. Cette trés forte teneur en
sucre permet une trés bonne conservation du miel, empéchant la prolifération

bactérienne et fongique (22).

2. L’eau

En plus de la forte concentration en sucre, la teneur en eau est un élément clé
de la conservation du miel. Elle ne doit idéalement pas dépasser 20%, sous peine de
fermenter, sauf dans le cas particulier de certains miels monofloraux comme le miel
de bruyeére callune par exemple qui peut atteindre jusqu’a 22% d’eau. Exception faite
de ce miel, on trouve une teneur en eau généralement située entre 15 et 20% selon
les essences florales et les conditions climatiques au moment de la récolte puis de

'operculation des alvéoles par les abeilles (22).

3. Les protides, les protéines et les enzymes

Le miel contient une proportion de protides inférieure a 1%. On y trouve
cependant un certain nombre de métabolites primaires azotés comme les acides
aminés, mais aussi des protéines et des enzymes. Du fait de leur caractére
thermolabile, ces enzymes font du miel un produit qui ne supporte pas la chaleur sous
peine de perdre une partie de ses propriétés (22). Parmi les enzymes connues dans

le miel, on peut en citer trois qui proviennent toutes des glandes salivaires de 'abeille :

- L’invertase est une enzyme capable d’hydrolyser les polysaccharides. Elle
transforme le saccharose en glucose et en fructose.

- Les alpha et beta amylases sont des glycosidases, c’est-a-dire des enzymes qui
hydrolysent les polysaccharides. Elles transforment 'amidon en glucose.

- La glucose oxydase qui catalyse I'oxydation du glucose en acide gluconique et

en peroxyde d’hydrogéne.

Le peroxyde d’hydrogéne est responsable d’'une grande partie des propriétés

bactériostatiques du miel. A ce titre, il est considéré comme la principale inhibine du
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miel, inhibine étant le terme permettant de désigner 'ensemble des espéces chimiques
présentes dans le miel et ayant pour effet de limiter la croissance bactérienne.
L’activité de la glucose oxydase s’arréte lorsque le miel arrive a maturité et contient
moins de 20% d’eau. Lorsque la concentration en eau remonte, quand le miel est dilué
ou mis en contact avec les fluides corporels par exemple, l'activité de I'enzyme

redémarre ainsi que la production de peroxyde d’hydrogene.

4. Les acides organiques

Les acides organiques du miel viennent pour certains, directement du nectar des
plantes que l'abeille a butiné. D’autres sont issus de la métabolisation du nectar par
les abeilles. Le principal acide organique trouvé dans le miel est I'acide gluconique,
formé comme évoqué précédemment par 'oxydation du glucose. A ses cétés, sont
également présents des dérivés des acides acétique, benzoique, citrique, succinique
(22).

5. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, occupant une place importante dans ce travail,
seront décrits plus en détail dans la 3°™ partie s'intitulant « Caractérisation,
identification et outils d’analyse des miels ». Il s’agit principalement de composés
phénoliques, de flavonoides, et de terpénes. lls font partie des inhibines non
peroxydés du miel, c’est-a-dire que leur action inhibitrice sur la croissance bactérienne
ne passe pas par des propriétés radicalaires oxydantes. La quercetine, la lutéoline et

le kaempférol font partie des flavonoides les plus connus.

6. Les lipides

Des lipides sont présents en trés petite quantité dans le miel. Il s’agit
principalement de stérols, de triglycérides et d’acides gras (acide palmitique, oléique
et linoléique). Leur présence varie d’'un miel a 'autre en fonction des fleurs butinées
(22).
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7. Les vitamines

Le miel est une source de vitamines hydrosolubles B1 (la thiamine), B2 (la
riboflavine), B3 (I'acide nicotinique), BS (I'acide pantothénique), B6 (la pyridoxine), B8
(la biotine), B9 (I'acide folique) et la vitamine C (acide ascorbique). Les vitamines

liposolubles A, D et K peuvent, selon les fleurs butinées, étre présentes (22).

8. Les sels minéraux

Les minéraux présents dans le miel sont trés variés. lls dépendent des fleurs
butinées mais aussi de I'environnement géographique et de la nature des sols. Les
métaux sont largement représentés. Du fer au lithium en passant par l'or, ils sont
présents en infime quantité. Quelle que soit I'origine du miel, c’est le potassium qui est

le cation majoritaire (22).

Le miel est une substance aussi riche que complexe et les vertus thérapeutiques
qgu’on lui préte sont nombreuses. Son utilisation en santé implique que sa composition
soit connue et maitrisée, d’une part pour s’assurer de son innocuité, et d’autre part
pour garantir son activité thérapeutique. Le contrdle de sa composition ainsi que les
propriétés thérapeutiques qui lui sont associées seront traités dans les deux parties

suivantes.
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II. Le miel en thérapeutique

En santé, le miel est 'objet de nombreuses attentions depuis des siécles. Dés
I’Antiquité, ’'homme lui préte des propriétés curatives et préventives. On le retrouve
aujourd’hui aussi bien dans les tiroirs des officines que dans les services hospitaliers.
Si certains de ses usages, et certaines de ses propriétés, ont été démontrés, d’autres,
au contraire, font 'objet de démentis par différentes études. Voici un tour d’horizon des

utilisations actuelles du miel.

1. Propriétés thérapeutiques du miel

Parmi les utilisations thérapeutiques qui sont faites du miel, son indication pour
ses propriétés cicatrisantes est la plus sérieusement documentée et la plus étudiée.
Elle est retrouvée dans les protocoles post-opératoires de nombreux centres
hospitaliers mais aussi en ambulatoire a travers divers produits et dispositifs médicaux.
En France, le CHU de Limoges fait figure de précurseur en la matiere, notamment
grace aux travaux du professeur Descottes qui a été I'un des premiers a mettre en
place des protocoles post opératoires faisant appel au miel pour accélérer et améliorer

la cicatrisation de ses patients.

1. Rappel sur la cicatrisation

La cicatrisation est un processus de réparation spontanée des tissus qui se
déroule en trois étapes se chevauchant dans le temps: la détersion, le

bourgeonnement et I'épithélialisation (23).

e Phase de détersion

Egalement qualifiée de phase vasculaire et inflammatoire, elle dure entre deux
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et quatre jours et permet de stopper le saignement et d’assurer I'élimination des débris
tissulaires. Elle débute avec I'extravasion plaquettaire qui aboutit a la formation d’un
caillot de plaquettes permettant de rétablir 'hémostase. En regard du thrombus,
l'activation d’'un grand nombre de plaquettes assure la libération de médiateurs
cellulaires qui permettent le recrutement des cellules de I'inflammation telles que les
polynucléaires neutrophiles et les monocytes. Ces cellules jouent a la fois un réle anti-
infectieux en empéchant la prolifération bactérienne en regard de la plaie, et
permettent également le nettoyage des débris tissulaires en sécrétant des enzymes
telles que des collagénases et des élastases. Ces enzymes ont pour role de détruire
les constituants de la matrice extracellulaire en vue de sa reconstruction lors de la
phase de bourgeonnement. A la fin de cette phase inflammatoire, la plaie est
débarrassée de tous les déchets, qu’ils soient d’origine endogéne ou exogéne. La

reconstruction peut alors commencer.

¢ Phase de bourgeonnement

Au cours de cette étape intermédiaire vers la cicatrisation, la zone cicatricielle est
colonisée par des fibroblastes sous l'action de plusieurs facteurs de croissances
cellulaires (EGF, le TNFa, le TGF et le PDGF). Les cellules du tissu conjonctif migrent
des berges de la plaie vers le centre en formant un réseau cellulaire ayant pour role
de régénérer la matrice extracellulaire. Parallelement, les facteurs endothéliaux
également sécrétés par les fibroblastes, recrutent les vaisseaux alentours pour assurer
la néo-angiogenése et revasculariser le tissu en devenir. Enfin, la différentiation d’'une
partie des fibroblastes en myofibroblastes permet un rapprochement des berges de la

plaie par contraction du tissu cicatriciel (23).

e Phase d’épithélialisation

Sous l'effet des facteurs de croissance sécrétés par le tissu en bourgeonnement,
les kératinocytes vont progressivement coloniser le tissu cicatriciel en s’orientant grace
au collagéne sécrété par les fibroblastes. Du bord vers le centre, la plaie se couvre
d’'une mono couche de kératinocytes. Ce n’est que lorsqu’elle est totalement

recouverte, que les kératinocytes commencent leur différenciation et leur migration afin
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de s’organiser en épithélium pavimenteux stratifié. Progressivement, les kératinocytes
seront rejoints par d’autres cellules de I'épiderme, les mélanocytes, responsables de

la production de mélanine, le pigment de la peau.

Une fois la plaie refermée, la matrice extracellulaire est remodelée durant
plusieurs mois au cours desquels sa composition en collagéne et en élastine se

modifie pour donner a la cicatrice une résistance proche de celle de la peau (23).

2. Intéréts du miel

e Peroxyde d’hydrogéene

Le peroxyde d’hydrogéne joue un role capital dans les propriétés cicatrisantes du
miel. La réaction enzymatique qui est responsable de sa production, a lieu lorsque le
miel s’enrichit en eau comme c’est le cas lorsqu’il entre en contact avec les fluides
biologiques d’une plaie. La dilution du miel s’accompagne d’une augmentation du pH
favorable a I'activité de 'enzyme. La libération du peroxyde d’hydrogene est alors lente
(4 a 5 ug par gramme de miel) et continue, pouvant se prolonger plusieurs heures de

maniére réguliere (24).

Son action antiseptique empéche la prolifération bactérienne et la surinfection
des plaies. La libération progressive du peroxyde d’hydrogéne par le miel au contact
des plaies permet d’obtenir une concentration efficace pour assurer 'asepsie des
tissus sans toutefois étre néfaste pour les cellules ceuvrant a la cicatrisation. En
complément de I'action antiseptique, la neutralisation du peroxyde d’hydrogéne par les
catalases de I'organisme aboutit a une libération d’oxygéne gazeux produisant ainsi
une micro-effervescence. Ce phénoméne participe a la détersion mécanique de la
plaie lors de la phase vasculaire et inflammatoire. D’autre part, le peroxyde
d’hydrogéne exerce une action positive sur la prolifération des cellules responsables
de la cicatrisation. Il stimule la croissance des fibroblastes et des cellules épithéliales

ainsi que la néo-angiogenése au sein du tissu cicatriciel (24).
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e Pression osmotique

La forte concentration en sucre du miel lui confére une trés forte pression
osmotique, et cela méme lorsqu’il se dilue au contact des fluides biologiques. Cette
force est suffisante pour créer un flux favorisant la circulation de nutriments essentiels
aux cellules intervenant dans le processus de cicatrisation. Elle favorise également la
détersion de la plaie en absorbant et en attirant les résidus tissulaires. L’appel
osmotique de liquide permet un apport des protéases sériques utiles a la dégradation
des déchets nécrotiques. La circulation générée dans le lit de la plaie permet de limiter
la macération mais également de résorber les cedémes péri-lésionnels et la douleur

qui leur est associée.

e Propriétés nutritives

Le miel joue un rdle nutritif essentiel a la prolifération et la croissance des cellules
épithéliales, fibroblastiques, vasculaires et immunitaires. |l apporte une grande
quantité de sucres nécessaires a la production d’énergie mais également de nombreux
micro-nutriments tels que des vitamines, des sels minéraux, des acides aminés
facilement assimilables par les cellules et indispensables a leur métabolisme. Ainsi la
vitamine C favorise la production de collagene par les fibroblastes et participe au bon
fonctionnement des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes tandis que les
vitamines du groupe B, en particulier I'acide folique (B9), favorisent la multiplication et

la régénération tissulaires en se rendant indispensables a la réplication de 'ADN.

Le pouvoir antibactérien du miel fait 'objet de nombreuses études depuis
plusieurs années. Au fil du temps, les chercheurs ont trouvé plusieurs origines a cette
activité et leurs meécanismes sont aujourd’hui partiellement compris. Parmi les
principaux facteurs et composés responsables de cette activité, se trouvent des
substances issues du métabolisme animal et veégétal comme le peroxyde d’hydrogene,

le methylglyoxal, la défensine 1. On trouve également des caractéristiques chimiques
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et physiques comme le pH et 'osmolarité (24). En 2010, une étude menée par des
chercheurs néerlandais a permis de préciser I'implication et I'importance de différents
constituants du miel dans son activité antibactérienne. Pour cela, ils ont mesuré le
pourvoir inhibiteur du miel utilisé dans la spécialité REVAMIL, sur la croissance de
colonies bactériennes de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline et Escherichia coli (25). En neutralisant les différentes composantes
connues de cette activité, les chercheurs ont pu isoler le réle de la défensine 1 ou
encore du pH. Ainsi, aprés la neutralisation enzymatique du peroxyde d’hydrogéne et
du MGO, le miel a conservé une activité antibiotique sur certaines souches
bactériennes alors qu’apres neutralisation du peroxyde d’hydrogéne, du MGO et de la
défensine 1, il a perdu presque toute activité antibiotique. C’est n’est donc pas tant les
différents composés du miel qui semblent importants, mais plutdt la synergie qui

découle de leur mélange.

1. Le peroxyde d’hydrogéne, inhibine peroxydée

Le peroxyde d’hydrogéne de formule H20>, aussi appelée eau oxygéneée, est une
espéce chimique générée par le métabolisme des étres vivants. C’est une molécule
oxydante et chimiquement instable qui réagit fortement avec les cations métalliques.
Elle est utilisée en santé pour la désinfection des plaies grace a son fort pouvoir
antiseptique et son action hémostatique. L'eau oxygénée présente dans le miel est
qualifiée d’inhibine en rapport a son activité inhibitrice de la croissance des bactéries.
Sa présence dans le miel est le résultat de la double origine, végétale et animale, de
ce dernier. Le peroxyde d’hydrogéne se forme dans le miel a partir de la dégradation

des sucres par une enzyme, la glucose oxydase suivant la réaction :

Glucose-Oxydase + glucose = H20 +H20:2 + acide gluconique
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Alors que les sucres proviennent du nectar des fleurs, la glucose oxydase qui est
produite par les glandes hypophrygiennes de I'abeille, est sécrétée dans le miel lors
du processus du trophallaxie. Le peroxyde d’hydrogéne posséde une activité oxydante
modérée qui ne suffit pas a expliquer son action antiseptique qui découle d’'une
seconde réaction chimique. En présence d’ion fer Fe?*, le peroxyde d’hydrogéne réagit
pour former des espéces réactives de I'oxygéne : c’est la réaction de Fenton. Les
espéces reactives de I'oxygéne sont des radicaux libres capables de réagir avec de
nombreuses molécules organiques issues du métabolisme des étres vivants. lls sont
capables de dénaturer les protéines, d’oxyder les phospholipides constituant les
membranes cellulaires et dendommager ’'ADN, conduisant ainsi a une inhibition de la
prolifération bactérienne. La concentration en peroxyde d’hydrogéne d’'un miel dépend
directement de I'activité enzymatique des glucoses oxydases qu’il contient. Comme
toutes les protéines, les enzymes sont thermolabiles et un miel porté a trop haute
température lors de son conditionnement verra son activité enzymatique fortement
amputée. L’activité enzymatique est également conditionnée par la température, le pH
et la teneur en eau du miel. Ainsi la libération de peroxyde par un miel sera décuplée
lorsque celui-ci sera mis en contact avec les liquides biologiques qui le réchaufferont,
le dilueront et diminueront son acidité. On comprend mieux dans ces conditions

pourquoi le miel est réputé pour ses propriétés cicatrisantes.

Les graphiques suivants, tirés de I'étude de KWAKMAN (26) au Pays-Bas, illustre

la part d’activité antibactérienne du miel liée au peroxyde d’hydrogéne :

A H,0, accumulation B B. subtilis S. aureus 42D E. coli ML-35p P. aeruginosa PAO-1
- 2 = 8 8174 8 8
s 5 E &
E 4 2 6 6 6 6
~ 3 I o
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Figure 8 : Réle du peroxyde d’hydrogene dans l'activité antibactérienne du miel (26)
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Sur le graphique A est représenté la quantité de peroxyde d’hydrogene dans des
échantillons de miel dilués de 40% a 10% (courbe avec les carrés). La courbe avec
les astérisques représente également la quantité de peroxyde d’hydrogéne dans des
miels dilués mais, avec cette fois, I'adjonction d’'une catalase. L’ajout de la catalase
permet de neutraliser complétement I'eau oxygénée produite par la glucose oxydase.
Dans un méme temps, I'expérience montre que la glucose oxydase atteint son activité
enzymatique maximale lorsque le miel est dilué a 30% L’activité de 'enzyme décroit

lorsque la concentration en miel est supérieure ou inférieure.

Les graphiques B comptabilisent le nombre d’'UFC pour différentes espéces
bactériennes en fonction de la concentration en miel. La courbe des carrés correspond
au miel non dénaturé, la courbe des astérisques correspond a des miels dénaturés
par des catalases et la courbe des cercles correspond a des solutions de glucose de
concentrations équivalentes aux miels. Au travers de ces essais, les chercheurs
mettent en évidence que l'activité antibactérienne du miel non dénaturé est trés
marquée, et ce dés lors que la concentration atteint les 10%. L’étude montre aussi que
selon les espéces bactériennes, le peroxyde d’hydrogene peut jouer un réle majeur
dans l'inhibition de la prolifération, comme c’est le cas pour de S. aureus, alors qu’il

joue un réle mineur dans le cas de B. subitilis.

2. Les inhibines non peroxydées

L’eau oxygénée n’est pas la seule substance responsable de [lactivité
antimicrobienne du miel. D’autres substances exercent une activité inhibitrice mais,
contrairement a celle du peroxyde d’hydrogéne, cette activité ne découle pas d’une
production de radicaux libres. Par opposition, elles sont donc qualifiées d’inhibines non
peroxydées. Plusieurs études ont mis en évidence l'importance de cette activité. Pour
y arriver, les chercheurs ont mesuré l'activité inhibitrice d’'un miel avant et aprés
neutralisation du peroxyde d’hydrogéne. Pour cela deux solutions s’offrent a eux :
chauffer le miel suffisamment fort pour détruire la glucose oxydase et empécher la
formation d’eau oxygénée (27) ou bien ajouter une catalase qui va directement

neutraliser le peroxyde d’hydrogéne (26). Cette expérience montre qu’aprés
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soustraction de I'effet du peroxyde, le miel conserve une action antibiotique provenant
donc des autres espéces chimiques qu'il contient. Les inhibines non peroxydées, plus
stables chimiquement, seraient susceptibles de conserver une meilleure activité in vivo
que le peroxyde d’hydrogéne neutralisé par les catalases endogénes et a la demi-vie
plus courte. C’est notamment la raison pour laquelle un des miels les plus plébiscités
en thérapeutique reste le miel de manuka, un des plus riches en composés

phytochimiques.

¢ Le methylglyoxal :

Le methylglycoxal, abrégé MGO, est un aldéhyde cytotoxique présent dans de
nombreux produits naturels en tant que produit du métabolisme. |l se forme notamment
lors du catabolisme de la thréonine et de la peroxydation des lipides, mais sa principale
source reste le catabolisme du glucidique avec le clivage enzymatique du

glycéraldéhyde-3-phosphate :
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Figure 9 : Production du MGO lors de la glycolyse(28)

Ses propriétés antibactériennes ont été mises en évidence a partir du miel de
manuka (Leptospermum scoparium), une plante de la famille des myrtacées,

endémique de la Nouvelle Zélande. Le miel mono-floral de manuka contient du MGO
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dans des quantités jusqu’a 80 fois supérieures aux quantités retrouvées dans nos
miels européens. La possibilité dans certaines régions d’Océanie d’obtenir du miel issu
quasi exclusivement du butinage de Leptospermum scoparium, a fait de ce miel
monofloral une référence en matiére d’activité antibactérienne. Sile MGO joue un réle
majeur dans cette activité, il a aussi été démontré qu’il n’était pas la seule inhibine non

peroxydée du miel de manuka.

e Défensine 1

Chez 'homme, les défensines sont des peptides antibactériens a large spectre
appartenant au systeme immunitaire inné. La défensine 1 retrouvée dans le miel
appartient au systeme immunitaire de I'abeille. Elle est sécrétée par les glandes
hyopharyngiennes lors du processus de trophallaxie. Elle est également retrouvée en
quantité importante dans la gelée royale utilisée par les ouvriéres pour nourrir le
couvain. Grace a son large spectre, la défensine 1 permet aux ouvriéres de protéger

le couvain des infections a bactéries gram positif (26).

e Métabolites secondaires

Enfin, une partie de I'activité antibactérienne du miel provient des métabolites
secondaires présents dans le nectar des plantes butinées par I'abeille ouvriére. La part
de cette activité revenant aux métabolites secondaires varie d’'un miel a l'autre en
fonction des essences florales. Ces métabolites sont nombreux et de nature chimique
variée. Il s’agit le plus souvent de flavonoides, de terpénes ou d’alcaloides. Ce sont
des produits du métabolisme secondaire des plantes, ne faisant pas partie des
fonctions métaboliques primaires que sont la reproduction, la production d’énergie ou
la nutrition. Il s’agit parfois de molécules odorantes ou colorées, permettant d’attirer
les insectes pollinisateurs. D’autres fois, ce sont des molécules cytotoxiques destinées
a défendre la plante contre les insectes prédateurs, les infections parasitaires,
bactériennes et virales. Compte tenu du fait que les métabolites secondaires varient
d’'une espéce de plante a I'autre, cette variabilité se retrouve également dans le miel.

Or, pour faire du miel un produit de santé, il est nécessaire de standardiser sa
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composition. L’étude de cette variabilité fera I'objet de la 4°™ partie s’intitulant

« Analyses en spectrométrie de masse d’un panel de miels régionaux ».

3. L’osmolarité

La pression osmotique du miel, inhérente a sa forte concentration en sucre, est
un atout de taille lorsqu’il s’agit de combattre les bactéries. Avec ses 80% de sucre, le
miel est un milieu hostile a la prolifération des micro-organismes qui se déshydratent
par un échange osmotique. Le phénoméne est amplifié par la faible activité hydrique
de I'eau qui, lorsqu’elle est dans un milieu trés concentré en sucre, interagit fortement
avec celui-ci. Cette eau n’est alors plus disponible pour les bactéries. La proportion
d’eau libre qui reste disponible se mesure avec une unité spécifique « aw » pour water
activity. L’activité hydrique comprise entre 0,56 et 0,62 aw est incompatible avec le
développement des bactéries mais reste suffisante pour le développement de

certaines levures (29).

4. Le pH

Le miel contient de nombreux acides organiques issus du nectar dont ils
proviennent, ainsi que de I'acide gluconique produit par réaction enzymatique de la
glucose oxydase avec le glucose. Le pH résultant est généralement compris entre 3
et 4. La plupart des bactéries a besoin d’un pH basique pour proliférer et les bactéries
pathogénes pour I'homme comme Pseudomonas aeruginosa ou Streptococcus

pyogenes se développent a partir d’'un pH supérieur a 4 (24).

5. Le pouvoir antibactérien des miels européens

Le pouvoir antiseptique du miel provient donc de multiples facteurs, a la fois
chimiques, physiques et pharmacologiques. Dans ces conditions, il est quasiment
impossible pour les bactéries d’acquérir une résistance. Dans le contexte actuel ou
'on observe chaque jour un peu plus de résistances aux antibiotiques de notre
pharmacopée traditionnelle, le miel pourrait étre considéré comme une alternative

possible, notamment par voie locale ou il conserve la majeure partie de ses propriétés.
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En conséquence de l'origine multifactorielle de I'activité antibiotique, on observe
également une variabilité de I'efficacité antibactérienne des miels en fonction de leur
origine monoflorale, comme lillustre I'étude menée par BOGDANOV et BLUMER (27).
Les expérimentations montrent que cette variabilité se retrouve dans les miels récoltés
dans nos contrées. Les chercheurs ont mesuré le pourcentage d’inhibition de plusieurs
miels monofloraux sur une souche de Staphylococcus aureus. Il en ressort que c’est
le miel de colza qui possede la plus forte activité inhibitrice, suivi de prés par les miels

de miellat et de lavande.

Figure 10 : Pouvoir inhibiteur des miels sur une souche de Staphylococcus aureus en fonction de leur origine florale
(27)
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1. Le pouvoir antioxydant des aliments

De nombreux aliments sont connus pour leurs propriétés anti-oxydantes.Ces
aliments nous protégeraient des effets délétéres des radicaux libres sur notre ADN.
Or, le stress oxydatif, généré par notre métabolisme ou des agents exogenes, est
souvent associé a un risque accru de cancer. Les molécules responsables de I'activité
anti-oxydante dans les fruits et légumes, s’avérent bien souvent étre des vitamines :
I'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E). Mais on retrouve également
parmi ces substances protectrices, les polyphénols, en particulier les flavonoides qui
protégent les autres espéces chimiques de I'oxydation en s’oxydant a leur place. En
effet, les nombreuses fonctions phénols portées par ces molécules sont autant de
groupes hydroxyles susceptibles de s’oxyder en groupes carbonyles en profitant des
cycles aromatiques pour partager et stabiliser la charge électronique supplémentaire
acquise lors de la réaction d’oxydo-réduction. Le pouvoir antioxydant des aliments se
mesure grace a lindice ORAC (oxygen radical absorbance capacity). Cet indice
compare le pouvoir antioxydant des aliments, en particulier les fruits et Iégumes, par

rapport a celui d’'une substance de référence le trolox (30).

HO OH
OH

HO O

OH 0

Figure 11 : Exemple d'une pentahydroxyflavone et ses 5 fonctions phénol
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2. Etudes sur le miel

Nous l'avons vu, le miel est une substance capable de libérer du peroxyde
d’hydrogéne, une espéce chimique aux propriétés oxydantes. Paradoxalement, il est
souvent prété au miel des propriétés anti-oxydantes. Celles-ci ont été démontrées in
vitro par plusieurs études, en particulier celle de GHELDOF et ANDNICKI (31) qui en
plus de démontrer cette activité, va plus loin en montrant que les propriétés anti

oxydantes ont un impact positif sur 'oxydation des lipoprotéines humaines in vitro.

Figure 12 : Effet du miel sur l'oxydation des lipoprotéines humaines (31)

Les courbes montrent une diminution de 'oxydation des lipoprotéines de sérum
humain (oxydation catalysée par le cuivre), en fonction de différents miels (soja,
sarrasin). Cette étude montre aussi qu’il y a une corrélation entre la couleur du miel et
les propriétés antioxydantes. Plus le miel est foncé, plus il contient de métabolites
secondaires, dont les flavonoides, et plus son pouvoir protecteur est important. L’étude
conclut sur l'intérét pour la santé de remplacer le sucre par du miel. Toutefois il
convient de signaler que cette activité antioxydante et ses hypothétiques bienfaits, en
particulier sur la diminution du risque de cancer, n’ont jamais été clairement démontrés
in vivo. Il se pourrait que les effets bénéfiques des polyphénols en termes de

prévention des cancers passent par un mécanisme anti-inflammatoire.
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Si 'indice ORAC et son utilité en santé sont de plus en plus remis en cause par
la communauté scientifique, il est une autre propriété du miel dont les flavonoides
seraient responsables : I'effet anti-inflammatoire (32). Une étude trés récente, publiée
en 2019 par l'université de Cambridge, montre que la consommation d’aliments riches
en flavonoides s’accompagne d’une diminution significative de la concentration en
protéine C réactive. Cette étude, menée sur 300 patients issus de la trés grande
cohorte EPIC, étudie le role de I'alimentation dans les pathologies cardiovasculaires
et tumorales (33). L’étude met en évidence une corrélation entre la concentration de
polyphénols et de flavonoides dans le sang, la concentration de CPR et la survenue
des pathologies cardiovasculaires et cancéreuses, souvent provoquées par un état
inflammatoire chronique. Cette étude est a mettre en lien avec une autre plus
ancienne, de 2003. Portant sur I'expérimentation animale, cette étude montrait un effet
antinéoplasique du miel chez des souris, lorsqu’il est injecté au niveau tumoral (34).
Cependant, aucune étude a ce jour n’a réellement mis directement en évidence un

effet du miel sur les maladies tumorales in vivo chez 'lhomme.

2. Application en sante

1. Pansements

Dans les hépitaux de plusieurs villes de France, des protocoles post-opératoires
faisant appel au miel pour accélérer la cicatrisation sont mis en place depuis quelques
années. C’est le cas notamment a I’hépital de Limoges, précurseur en la matiére, qui
utilise depuis plusieurs années le miel de thym. A Toulouse, & I'hépital Larrey dans le
service des maladies respiratoires, le miel est utilisé en pansement pour traiter les
escarres de patients alités a cause de maladies respiratoires chroniques. Si les CHU
peuvent se permettre de faire des appels d’offres directs a des apiculteurs pour leur

approvisionnement en miels nécessaires a ces soins, les officines qui souhaitent
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proposer des dispositifs médicaux a base de miel, doivent passer par des spécialités
commerciales. Voici quelques-unes de ces spécialités présentes sur le marché et

disponibles dans nos pharmacies :

e Revamil, Pansamiel, Médihoney ®

Plusieurs laboratoires sont positionnés sur le marché des pansements au miel.
Pour ne citer que les plus connus en France : Revamil Pansamiel Médihoney. Leur
gamme s’articule autour de plusieurs produits enregistrés en tant que dispositifs
médicaux de classe Ilb par TANSM, avec un risque a l'utilisation qualifié d’élevé. Les
laboratoires assurent avoir mis au point un processus de fabrication permettant
d’obtenir des miels stériles et exempts de polluants tels que les pesticides ou les
métaux lourds. Melibiotech, qui distribue la gamme Revamil, assure méme une
excellente reproductibilité de I'activité antibactérienne d’un lot a I'autre de son miel.
Pour y parvenir, le miel est produit sous serre. Ce procédé permet de contréler les
colonies productrices et d’assurer une diversité florale identique d’'une récolte a 'autre.
Contrairement au miel de manuka qui posséde un fort taux de MGO, le miel des
produits Revamil en contient assez peu. Le laboratoire défend son produit en avancgant
gu'une haute concentration de MGO n’est pas un élément obligatoire a I'activité
antibactérienne et cicatrisante de son miel. Il va méme plus loin en affirmant qu’'une
trop forte concentration de ce composé est contreproductif car cytotoxique. Toujours
selon le laboratoire, c’est I'activité de la glucose oxydase et la teneur en flavonoide qui

garantissent les qualités de son miel (35).

A linverse, Médihoney utilise du miel de manuka produit en Nouvelle-Zélande,
réputé pour son pouvoir bactérien élevé (36). L'arbuste produisant le nectar utilisé pour
I'élaboration du miel de manuka n’est autre que Leptospermum scoparium, aussi
connu sous le nom d’arbre a thé. Pour autant, dans un compte rendu, la Haute Autorité
de Santé estime que les pansements au miel de Médihoney n’apportent pas

d’amélioration du service médical face aux pansements a base d’hydrogel.
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Contrairement aux spécialités précédentes, le Pansamiel est un produit
cosmetique élaboré a partir de miel de thym pur par le laboratoire Ballot-Flurin dans
les Hautes-Pyrénées. Malgré son statut de cosmétique, il est utilisé en post opératoire

dans certains établissements de santé pour favoriser la cicatrisation.

e Formes et utilisation

Dans les indications de ces pansements, on trouve les lésions cutanées
ponctuelles telles que les brllures, les crevasses et les engelures causées par le froid,
les cicatrices post-chirurgicales. On trouve également dans les indications de ces

pansements des Iésions chroniques :

- Les ulceres veineux, liés a une insuffisance veineuse avancée responsable d’'une
nécrose des vaisseaux et des tissus voisins.

- Les escarres chez les patients, souvent agés, alités pendant de longues
périodes, chez qui la compression des tissus mous au niveau des points de
contact avec 'assise ou le matelas est responsable d’'une perte de l'irrigation et
d’'une nécrose.

- Le mal perforant plantaire, une pathologie fréquente chez les diabétiques, liée a
la perte de sensibilité aprés des années de glycémie trop élevée et pouvant

conduire dans le pire des cas a une amputation (37).

La gamme Médihoney est la plus fournie et élaborée. Elle comprend diverses
formes telles que des gels, des crémes, des tulles, des pansements hydrogels enrichis
en miel, ainsi que des pansements alginates. Le laboratoire entend ainsi pallier toutes
les situations. Les gels sont proposés pour la phase précoce de détersion alors que
les hydrogels sont plus adaptés a des plaies en cours d’épidermisation et les alginates
aux plaies exsudatives. La gamme Révamil, plus courte, propose son miel en gel, en
baume, et en tulle, cette derniére forme étant plus adaptée aux bralures, y compris les

bralures radio-induites.
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2. Voie per os

Les spécialités per os a base de miel sont tres nombreuses en pharmacie et de
nombreux acteurs sont présents sur le marché, profitant du regain d’'intérét du grand
public pour les médecines naturelles et alternatives. Les indications du miel par voie

orale sont cependant limitées :

e Affection ORL, traitement de la toux et de la rhinopharyngite

La rhinopharyngite, plus simplement appelée rhume, est une pathologie associée
aux saisons froides. C’est une infection virale bénigne des muqueuses qui tapissent
les cavités nasales et le pharynx. Elle est causée par des virus de la famille des
adénovirus et des coronavirus et se caractérise par des écoulements clairs et
abondants, une inflammation des muqueuses de I'oropharynx associée a un cedéme
responsable des maux de gorge et du nez bouché. D’autres symptémes tels que la
toux, la fievre, les maux de téte et les douleurs aux oreilles sont fréquemment
observés. C’est une pathologie bégnine retrouvée chez I'adulte et 'enfant au cours
des mois d’hiver. Les symptdomes sont spontanément résolutifs en 4 a 5 jours. Le
traitement est essentiellement symptomatique. |l ne raccourcit pas la durée des
symptdémes mais contribue a améliorer le confort du patient pendant l'infection. Il
repose sur l'utilisation de solution physiologique pour décongestionner les fosses
nasales, des mucolytiques pour fluidifier les écoulements, des antitussifs et des
antipyrétiques si nécessaire. Ce n’est que rarement que la rhinopharyngite peut se

compliquer en otite, sinusite ou encore bronchite.

Parmi I'arsenal de médicaments OTC a disposition du pharmacien, on trouve de
nombreuses spécialités a base de miel. Elles se déclinent sous forme de pastilles a
sucer, de gommes et de sirops. Le miel y est utilisé pour ses propriétés adoucissantes
et antitussives qui permettent de calmer les maux de gorge, les toux irritatives lors des
rhinites saisonniéres. L’effet antiseptique peut s’avérer utile pour prévenir de la
surinfection bactérienne sur des muqueuses fragilisées par linfection virale. Les

propriétés anti-inflammatoires pourraient étre bénéfiques pour soulager l'inflammation
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des voies aériennes et 'oedéme de la gorge retrouvés au cours de ces infections.
L’utilisation du miel a été plus particuliérement étudiée chez I'enfant pour qui il existe
assez peu de médicaments dédiés au traitement des symptomes de Ila
rhinopharyngite. Une de ces études montre une supériorité du miel par rapport au
dextrométorphane (38) (analogue opiacé) et a la diphénydramine (anti-histaminique
H1 de la méme famille de 'oxomémazine) (39) dans la prise en charge de la toux chez
I'enfant. Le miel s’aveére d’autant plus intéressant a utiliser qu’il ne présente aucun effet
indésirable a contrario des antitussifs opiacés et antihistaminiques qui sont sources de
somnolence et peuvent présenter des effets anticholinergiques par manque de
sélectivité des récepteurs histaminiques. De plus, certains miels ont montré une
activité antivirale contre les Influenza virus, responsables de la grippe. Néanmoins, les

études réalisées n’ont pas permis d’élucider les mécanismes de cette activité (40).

3. Restrictions d’utilisation

L’utilisation du miel de qualité médicale ne présente aucune contre-indication
hormis de possibles allergies a I'un de ses constituants. Il peut donc étre utilisé sans
crainte chez la femme enceinte ou chez I'enfant. Chez les diabétiques, on évitera son
utilisation par voie orale en trop grande quantité pour des raisons évidentes de contréle
de la glycémie. En revanche, la voie topique ne permet pas un passage suffisant du

sucre dans le sang pour présenter une contre-indication chez ces patients.

Pour garantir I'innocuité et la qualité du miel utilisé en thérapeutique, I'’Association
européenne d’apithérapie a rédigé une charte posant les bases requises de sa récolte
et de sa conservation. Elle précise les conditions requises a I'environnement des
ruchers, les traitements qu’il est possible d’administrer aux colonies, les conditions
d’hygiene a respecter de la récolte a la mise en pot, les normes bactériologiques et la
teneur en résidus exogénes. Elle permet de s’assurer d’'une part que le miel aura les
qualités thérapeutiques requises, et d’autre part qu’il sera sans danger pour le patient.

En effet, comme nous I'avons vu précédemment, un miel mal conservé, chauffé a trop
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haute température ou contenant une trop grande quantité d’eau, perdra ses propriétés
ou ne se conservera pas dans de bonnes conditions. Outre sa qualité, c’est aussi son
innocuité qui est controlée. Tout d’abord, la charte précise le nombre d’'UFC par
gramme de miel a ne pas dépasser, le but étant de limiter le risque d’'une contamination
par Clostridium botulinum et le danger associé a l'intoxication par la toxine botulique.
Enfin, le contrdle des résidus exogénes ne doit montrer aucune trace de résidu de
qguelque nature que ce soit dans le cas du miel thérapeutique alors que la limite est
fixée a 3mg/kg pour le miel alimentaire. Ces exigences permettent de garantir

'absence de contamination par des métaux lourds ou des produits phytosanitaires.
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lll. Caractérisation, identification et

outils d’analyse des miels

1. Pourquoi analyser le miel

Le miel est un produit issu a la fois du régne végétal et du régne animal. Sa
composition varie en fonction de trés nombreux facteurs : I'environnement floral autour
de la ruche mais aussi les dates et les conditions de récoltes. En effet, pour un méme
environnement, il sera possible d’obtenir des miels monofloraux plus ou moins purs
selon le calendrier de récolte. Selon les années et régions, les périodes de floraison
des différentes essences sont susceptibles de varier. L'expérience des apiculteurs
joue un réle crucial dans la qualité de ces récoltes. De fagon empirique, la couleur, le
go(t et la texture d’un miel permettent a un apiculteur de déterminer I'origine florale de

sa récolte.

La méthode empirique n’est cependant pas suffisante lorsqu’il s’agit de contrdler
la conformité d’'un miel. Le Codex Alimentarius définit dans sa norme CXS 12-1981
(41) ce que doit contenir a minima un miel en vue de sa commercialisation pour
lalimentation humaine. C’est un document harmonisé par 'OMS (Organisation
mondiale de la Santé) et la FAO (Organisation des Nations Unies pour I’Agriculture et
I'Alimentation). Il stipule qu’un miel ne doit pas contenir plus de 20% d’eau (exception
faite du miel de bruyére callune qui peut en contenir jusqu’a 23%). La teneur cumulée
en glucose et en fructose ne doit pas excéder les 60%. Selon les origines florales, la
teneur en saccharose ne pourra pas dépasser les 15%. Aucun additif alimentaire ne
doit étre retrouvé dans le produit. De plus, les concentrations en métaux lourds ne
doivent pas dépasser les limites qui présentent un risque pour la santé humaine. Les
concentrations limites en résidus de pesticides et médicaments vétérinaires sont
également fixées par le Codex Alimentarius. A la maniére de la pharmacopée
européenne, le texte prévoit également des méthodes d’analyse permettant de

contréler la qualité attendue. Parmi ces méthodes, on retrouve la réfractométrie, la
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chromatographie liquide haute performance, la pH-métrie ainsi que la conductivité

électrique.

Outre l'origine florale et la contamination, ce sont aussi les fraudes qui sont
recherchées lorsque I'on analyse le miel. On distingue deux types de falsifications : les
fraudes sur la qualité du miel et les fraudes sur I'étiquetage du miel. Dans les fraudes
sur la qualité, on observe des pratiques d’adultération qui consistent a rajouter de
facon délibérée des substances étrangeres aprés la récolte, la plus courante étant le

sirop de glucose.

Il existe a ce jour plusieurs outils et méthodes permettant de mesurer, quantifier
et analyser les différents facteurs de variabilité d’un miel. Ces méthodes se basent sur
les caractéristiques organoleptiques du miel : indice de réfraction, pH, activité
enzymatique, spectrophotométrie. Plus récemment, des méthodes plus complexes
comme la résonnance magnétique ou la spectrométrie de masse ont fait leur
apparition et permettent d’approfondir I'analyse et la compréhension de la composition

du miel.
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2. Caractéristiques organoleptiques des différents

miels de I'échantillon

Figure 13 : A colza, B romarin, C tournesol, D chétaigner, E rhododendron, F lavande, G acacia

D’aspect limpide, sa couleur jaune tire sur le vert clair. Il conserve sa texture
liquide plus longtemps que les autres miels, méme s’il finit par cristalliser lorsqu’il reste
stocké plusieurs années. On lui décrit un golt suave et des arébmes vanillés ; son
parfum rappelle fortement I'odeur de la fleur d’acacia. Il n’est ni acide ni amer. Sa

récolte a lieu de mai a juin, selon la situation géographique (42).

Trés présent dans le sud-ouest de la France, il représente avec le colza la plus
importante production de miel du pays. Le tournesol fleurissant en fin d’été, la récolte
a lieu au cours des mois d’aodt et septembre. De couleur jaune vif, c’est un miel qui

cristallise rapidement. Ses arébmes sont doux et peu prononcés (43,44).
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De couleur blanc paille, trés clair, sa texture est légérement granuleuse. Il peut
présenter une légere odeur de chou due a son appartenance a la famille des
brassicacées. Son gout trés sucré est doux, sans acidité ni amertume. Le colza fleurit
de fagon soudaine et intense durant les mois d’avril et mai, ce qui en fait une des
premiéres récoltes de 'année. C’est un miel qui cristallise trés vite, les apiculteurs

doivent en tenir compte sous peine de voir la récolte se figer dans les cadres (45).

Trés récolté dans les Cévennes, en Corse mais également dans les Pyrénées,
c’est un miel qui peut rester liquide de nombreux mois. Sa cristallisation, lorsqu’elle
survient, s’avere grossiere. De couleur ambre foncé, du fait de sa forte concentration
en composeés phytochimiques, il est caractérisé par une odeur forte et suave et un goat
amer (46,47).

Principalement récolté en région Provence Alpes Cbéte d’azur, on le trouve
également dans 'Ardéche et le Gard. La lavande fleurit des mois de juin a aolt et la
récolte du miel intervient principalement fin juillet. De couleur jaune doré, c’est un miel

qui cristallise lentement.

En France, on trouve du romarin en quantité suffisante pour produire du miel,
essentiellement dans la région Languedoc-Roussillon. Sa floraison, qui commence en
hiver et s’intensifie au printemps, rend la récolte du miel trés difficile. Plus la floraison
sera intense et peu étalée dans le temps et meilleure sera la récolte. C’est un miel trés

liquide, cristallisant rapidement en grain fin, de couleur claire tirant sur le jaune. Son
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arbme discret peut étre qualifié de faiblement balsamique (48).

En France on trouve le rhododendron principalement dans les Alpes et les
Pyrénées, entre 1000 et 1800 meétres d’altitude. Il fleurit de fin juin a fin juillet. La récolte
intervient alors entre juillet et aodt, elle est fortement influencée par les conditions
climatiques des mois d’été. De couleur trés claire lorsqu’il est liquide, il devient presque
blanc en se solidifiant. Sa cristallisation trés fine intervient trés lentement. Son arbme

léger est qualifié de boisé, il peut rappeler celui du romarin (49).

3. Principales méthodes d’analyse qualitative du

miel

Le taux d’humidité constitue la mesure la plus fréquemment réalisée sur le miel.
Il s’agit d’un critere primordial pour sa mise sur le marché puisque sa bonne
conservation va dépendre de sa teneur en eau. A l'inverse, un miel trop sec n’est pas
forcément souhaité puisqu'il cristallisera plus vite et sera plus difficile a extraire des
cadres par I'apiculteur. Idéalement située entre 16 et 18%, cette teneur peut, selon les

directives européennes (CEE 2001/110) atteindre un maximum de 20%.

En pratique la mesure de 'humidité du miel est obtenue par réfractométrie. La
vitesse de la lumiére varie d’'un milieu a I'autre. Ainsi dans un milieu homogéne comme
le miel, la vitesse de la lumiére pourra varier en fonction de la concentration en eau.
Grace a la loi de Snell Descartes décrivant le phénoméne de réfraction, il est possible

de mesurer la vitesse de propagation de la lumiére dans un miel en mesurant I'angle
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de réfraction observable a I'interface d’'un miel et d’'un autre milieu homogene. (50)

n,.sin(0 )=mn,.sin(9,)

Figure 14 : Loi de Snell Descartes (50)

Cette mesure s’obtient a l'aide d’un réfractométre (51). L’appareil est congu et
étalonné de maniére a donner le résultat directement en pourcentage d’eau. Il existe
plusieurs variantes, des modeéles disposant soit d’'une lecture optique soit d’'une lecture
digitale. La précision de ces outils de mesure peut sensiblement varier suivant leur
colt. Compte tenu que l'indice de réfraction dépend de la température, la lecture doit
se faire a 20°C. Du fait de son hygroscopie, le miel a tendance a absorber I'eau
contenue dans l'air. Sa récolte et son extraction doivent étre réalisées autant que
possible dans des locaux relativement secs. Lorsque '’humidité du miel dépasse les
valeurs recommandées, les apiculteurs peuvent avoir recours a des
déshumidificateurs afin de ramener ce taux dans les limites des directives

européennes.

Fiaure 15 : Réfractometre a lecture optique (50)
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L’acidité d’'un miel dépend essentiellement de ses conditions de conservation et
de son origine botanique. Une trop forte acidité indique souvent une dégradation
biochimique de ses composants due a de mauvaises conditions de conservation et
une possible fermentation. Par ailleurs, le pH varie selon 'origine botanique du miel,
s’il est généralement compris entre 3.5 et 4.5 pour les miels de nectar, il est
généralement supérieur a 4,5 pour les miels de miellats (22). Exceptionnellement,
certaines essences florales peuvent donner des miels au pH proche de 7 (la bourdaine,
le jujubier ou encore le chéataigner). Le potentiel hydrogéne qui correspond au
logarithme de la concentration en ion H+ se mesure avec un pH-métre dont I'électrode
de référence est au calomel. La mesure au papier pH, moins précise, mais plus facile

a mettre en ceuvre, est également possible.

Le Codex Alimentarius ne précise aucune norme de pH. Pour contrbler la
conformité d’'un miel, on mesure son acidité libre. Elle est exprimée en milligrammes
d’hydroxyde de potassium nécessaires a neutraliser I'acidité d’un kg de miel. Elle ne
doit pas dépasser 50 milléquivalents d’acide par 1000g. La mesure se déroule en deux
temps, une premiére titration du miel par I’hydroxyde de potassium, puis une titration
de 'hydroxyde de potassium par une solution d’acide chlorhydrique. L’acidité libre
présente I'avantage de tenir compte de nombreux acides organiques faibles qui

composent le miel a commencer par I'acide gluconique (41).

La conductivité électrique d’'un miel est une mesure indirecte de sa teneur en ions
minéraux. Elle est exprimée en siemens par centimétre. Les valeurs |égales varient en
fonction de l'origine des miels. C’est un critére important qui permet de différencier les
miels de nectar et de miellat. Lorsqu’ils proviennent du nectar, leur conductivité
électrique ne doit pas excéder 800uS/cm. A linverse, les miels de miellat et certains
miels fortement minéralisés comme celui de chataigner doivent avoir une conductivité

électrique supérieure a 800uS/cm. La mesure s’effectue sur du miel en solution a l'aide
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d’'un conductimétre (52).

L’'HMF est un produit de dégradation des sucres, en particulier de la
déshydratation du fructose. Il n'est pas spécifique au miel. On le retrouve dans tous
les produits agroalimentaires issus d’une transformation des sucres. L'HMF est issu
de la réaction de Maillard (53). Sa concentration est proportionnelle au temps et a la
température de stockage du miel. C’est un indicateur de « fraicheur » du miel. La
mesure de sa concentration se fait par chromatographie liquide haute performance

puis détection par un détecteur UV. Sa concentration ne doit pas dépasser 40 mg/kg.

Figure 16 : Déshydratation du glucose en hydroxy-méthyl furfural (53)

On regroupe sous le terme de « diastases » les enzymes capables de catalyser
I'hydrolyse des oligosaccharides. Elles transforment notamment 'amidon en maltose.
Dans le miel, on retrouve essentiellement des alpha et beta amylases, des glucoses
oxydases et des glucose invertases. Ces enzymes proviennent pour la majorité de la
salive des abeilles et sont produites par leurs glandes buccales et digestives. Les miels
de miellat ont une activité diastasique plus importante que les miels de nectar car on
y trouve des enzymes supplémentaires issues des pucerons. La mesure de cette
activité se fait par mesure de la densité optique a 620 nm en spectrophotométrie, c’est
la méthode dite de Phadebas.
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Figure 17 : A pollen de tournesol, B pollen de colza, C pollen de
romarin (M. GIRARD)

La mélissopalynologie désigne I'étude pollinique du miel. Contre toute attente,
I'identification des pollens dans un miel ne constitue pas une analyse de la composition
florale et ceci pour plusieurs raisons. Tout d’abord, les miels de miellat ne contiennent
généralement pas le pollen des espéces dont ils sont issus. Ensuite, certaines espéeces
comme le lavandin ou la luzerne, ont des nectars trés pauvres en pollen qui ne
permettent pas d’utiliser la méthode pour l'identification. Enfin, pour d’autres espéces,
le nectar est parfois issu de nectaires extra floraux et ne contient donc pas de pollen.
A linverse, pour certaines espéces, comme le chataigner par exemple, le nectar est

trés riche en pollen qui se retrouve dans le miel (54).

Si la méthode échoue a donner une analyse florale du miel, elle n’en reste pas
moins trés utilisée en pratique. Le CETAM (centre d’études techniques apicole)
reconnait que la méthode reste déterminante pour une majorité des appellations
monoflorales. Elle peut également donner des informations sur I'origine géographique
d’'un miel, sur d’éventuelles mauvaises pratiques apicoles ainsi que d’éventuelles

fraudes.

L’identification des grains de pollen récupérés dans le miel par centrifugation se
fait sous microscope optique. Elle donne lieu a des diagrammes polliniques dont
linterprétation reste difficile et ne permet pas de donner de fagon certaine la

composition florale d’'un miel.
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4. Spectrométrie de masse principe et intérét

Les exigences de lindustrie du médicament semblent a premiere vue peu
compatibles avec l'utilisation du miel en thérapeutique. La production d’'un médicament
par les industriels pharmaceutiques est rigoureusement encadrée par les bonnes
pratiques de fabrication (BPF) définies par TOMS. Les BPF sont une des bases de
'assurance qualité et garantissent que les produits pharmaceutiques soient fabriqués
de maniere contrblée et standardisée selon des normes de qualité adaptées. Si on
peut exiger d’'un médicament de connaitre sa composition exacte, la provenance des
matiéres premiéres, la normalisation de sa fabrication, la reproductibilité de ses lots,
ce n’est pas le cas du miel. En effet, si les miels, utilisés a des fins thérapeutiques en
France, répondent a la charte de qualité rédigée par I’Association européenne
d’apithérapie qui garantit en théorie sa sécurité d’emploi, il n’en reste pas moins une
substance naturelle produite par des animaux dans un environnement sujet a

variabilité.

Dans le cadre de cette thése, en lien avec le laboratoire de faculté de biologie de
Toulouse, nous avons cherché a élaborer une technique d’analyse qualitative du miel.
Pour cela, nous avons comparé la composition chimique de différents miels
monofloraux avec le chémotype de différentes espéces florales présentes dans le sud
de la France. La spectrométrie de masse présente de nombreux avantages parmi
lesquels une tres grande sensibilité permettant une détection de molécules présentes
méme en trés faible quantité. D’autre part, dans le cadre de cette étude, nous
disposons d’'une banque de données conséquente recensant les différentes molécules
découvertes et identifiées en spectrométrie de masse dans un grand nombre

d’espéces végétales.
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L’identification des composés du miel par spectrométrie de masse fait appel a
deux méthodes de chimie analytique : la chromatographie en phase liquide haute
performance (HPLC) et la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Les
composes recherchés sont avant tout les composés acides facilement détectables par

cette méthode.

1. Chromatographie en phase liquide haute performance

L’HPLC est une technique de séparation moléculaire en vue d’'une détection. Le
mélange a analyser est injecté dans une colonne, c’est la phase stationnaire. Les
propriétés chimiques et physiques de la phase stationnaire permettent d’éluer les
différentes espéces chimiques de [I'échantillon en fonction de leurs propriétés
physico/chimiques. Pour nos analyses, nous avons utilisé une phase stationnaire
inverse greffée 18 carbones. Sous l'effet du flux de solvant, les différentes espéces
moléculaires traversent la colonne plus ou moins rapidement et sortent dans un
intervalle de temps allant de quelques secondes a 15 min apreés l'injection permettant
la séparation nécessaire a la détection. Le systéme se compose d’un injecteur, d’une

pompe, d’'une colonne thermostatée.

2. Spectrométrie de masse

A la suite de la chromatographie et & leur passage dans le détecteur UV, les
molécules éluées passent dans un spectrométre de masse dans le but d’étre
identifiées. La méthode repose sur la mesure de la masse atomique exacte.
L’échantillon introduit sous forme liquide est ionisé positivement ou négativement. Les
molécules ainsi chargées traversent un champ magnétique. La vitesse nécessaire a
la traversée de ce champ est proportionnelle a leur masse et a leur charge nette,
permettant alors d’obtenir un rapport m/z. Les molécules de I'échantillon sont
fragmentées et sont de nouveau analysées en spectrométrie de masse permettant

I'obtention du rapport m/z des fragments produits. Les formules brutes ainsi que les
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formules développées sont extrapolées a partir des rapports m/z des molécules
entieres et fractionnées. L’identification finale n’est possible qu'a la condition de

connaitre a priori la signature spectrale de la molécule recherchée. Pour cela, nous

Figure 18 : Organisation générale d'un spectre de masse couplé a une chromatographie liquide (55)

Nous Nous sommes appuyes sur une banque de données. Le schéma ci-apres illustre
I'organisation générale du spectrometre de masse et de la chromatographie liquide
utilisés pour ces travaux (55).

1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires désignent 'ensemble des molécules participant a la
croissance, au développement et a la reproduction des plantes. lIs sont présents dans
les grandes voies biochimiques responsables de la production d’énergie et des
métabolites secondaires. Les acides aminés, les sucres et les lipides font partie des
métabolites primaires. lls sont communs a toutes les espéces de plantes ainsi qu’aux

autres régnes du vivant.
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2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires regroupent 'ensemble des molécules produites par
les plantes n’appartenant pas a leur métabolisme primaire. lls ne jouent pas de role
dans la croissance et la nutrition des plantes mais peuvent jouer un réle dans la lutte
contre les prédateurs et les maladies, ainsi que dans les phénoménes d’attraction des
insectes pollinisateurs et la communication entre plantes. Ces métabolites secondaires
intéressent particulierement la médecine puisque nombre d’entre eux sont a l'origine
de médicaments, soit par extraction, soit par hémisynthése. Pour n’en citer que
quelques-uns et parmi les plus célébres, on pourra nommer : d’'une part, la morphine
extraite du pavot et tous ses dérivés a usage antalgique, et d’autre part, la quinine
isolée a partir du quinquina en 1820 par Pelletier et Caventou et largement utilisée en
tant qu’antipaludéen aprés sa découverte. Si aujourd’hui elle n’est plus utilisée dans
cette indication, ce sont ses dérivés synthétiques qui I'ont remplacée. Il n’en demeure
pas moins que c’est le métabolite secondaire issu du quinquina qui a permis de trouver
les traitements actuels. Plus récemment, on peut citer le paclitaxel, métabolite
secondaire de I'if, produit par 'association symbiotique de la plante d’'un champignon
endophyte. Aujourd’hui, le paclitaxel et ses dérivés issus de [lif s'utilisent en
cancérologie dans le traitement de certaines tumeurs et en cardiologie dans

I’élaboration de stents actifs.

On distingue trois grandes familles parmi les métabolites secondaires dans les miels :

- Les terpénoides : issus d’une structure de base, I'isopréne, les terpénes servent
principalement des fonctions de développement et de défense contre les
prédateurs, qu’ils soient insectes ou herbivores supérieurs.

- Les alcaloides : nommeés ainsi en raison de leur caractere basique, les alcaloides
sont des molécules azotées ayant majoritairement un réle de défense. Parmi
les trois familles de métabolites secondaires, c’est la plus pourvoyeuse de
médicaments.

- Enfin les flavonoides qui seront abordés plus en détail dans la partie suivante :

ce sont des molécules pigmentaires servant a attirer les insectes pollinisateurs
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vers les fleurs.

3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules pigmentaires servant a attirer les insectes
pollinisateurs. lls sont responsables de la couleur des fleurs mais aussi des fruits. Leur
palette de couleurs s’étend du jaune au bleu en passant par le rouge et I'orange. lls
jouent également un rble dans la défense de la plante contre les organismes
pathogenes que sont les virus, les bactéries, les champignons et levures responsables
de la moisissure et du pourrissement. Leur structure cyclique et leur capacité
d’absorption dans la partie UV du spectre électromagnétique participent a protéger la

plante contre les rayons ultraviolets.

Les flavonoides font I'objet de nombreuses allégations de santé qui sont
encadrées depuis 2012 par les autorités européennes de santé. A ce jour, aucune
étude sérieuse n’a pu démontrer les effets bénéfiques des flavonoides in vivo. Ainsi,
malgré leurs propriétés anti oxydantes démontrées in vitro, les flavonoides ne peuvent
pas prétendre a protéger les organes et les cellules des effets oxydants des espéces
réactives de 'oxygéne, ni a protéger la peau des effets délétéres du vieillissement

(notamment induit par le stress oxydatif).

Les flavonoides sont particulierement présents dans le miel. lls font partie des
inhibines non peroxydées et participent a ce titre a une part non négligeable de ses
propriétés antibactériennes. D’'un point de vue structural, ils partagent une base
commune formée par deux cycles aromatiques reliés par trois atomes de carbone : le
2-phénylchromane. Selon leur sous-famille, les flavonoides possédent deux a cinq
groupements hydroxyles. Dans le régne végétal, ils sont fréquemment associés a des

hétérosides en position 4’, 6 ou 7.
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Figure 19 : 2-phénylchromane

Les flavonoides étant issus des plantes butinées par les abeilles, il est probable
que I'analyse des miels montre des profils de flavonoides différents en fonction des
essences étudiées. De plus, le miel étant une transformation du nectar par I'abeille, il
est également possible que les flavonoides et les métabolites secondaires subissent
une dénaturation au cours du processus d’élaboration du miel. Le protocole
d’extraction a donc été pensé en priorité pour isoler les métabolites secondaires du
reste des composés et ainsi étudier leur composition en fonction des essences

florales.
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Analyses en spectrométrie de

masse d'un panel de miel

régionaux

1. Matériel et méthode

Les miels ayant servi a cette étude proviennent pour I'essentiel de ruchers situés
dans le sud de la France : les Hautes-Pyrénées, I'Ariege, la Haute-Garonne, I’Ardéche
ainsi que d’Espagne. lls ont été récupérés pour la plupart a titre gracieux aupres
d’apiculteurs indépendants ainsi qu’auprés dEmmanuelle Marolda, apicultrice en
charge du rucher de la faculté de Toulouse jusqu’en 2019. Certains miels de colza et
d’acacia proviennent de la ruche familiale. Le miel étant un produit agro-alimentaire
susceptible de faire I'objet de fraudes et de falsifications, le choix des apiculteurs et
des échantillons a permis de garantir I'origine du miel. Leur origine florale était connue
par les apiculteurs de fagon empirique grace a leurs caractéristiques organoleptiques
et I'environnement des ruches. Ces différents miels proviennent de récoltes des
années 2018 et 2019 afin de garantir une relative fraicheur. Le tableau des échantillons

est disponible en annexe.
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Figure 20 : Extraction sur colonne SPE (55)

Le miel étant composé a 80 % de sucre et a presque 20% d’eau, il a d’abord été
nécessaire de séparer le sucre du reste de ses composants. Deux méthodes
différentes ont été envisagées. La premiére consistait en une extraction liquide par un
mélange méthanol eau. Néanmoins, cette derniére s’étant révélée insuffisante a
éliminer les sucres des échantillons, nous avons retenu la deuxieme méthode, a
savoir, la méthode d’extraction en phase solide (SPE). Les composants a récupérer
pour lidentification étant majoritairement des flavonoides apolaires, ce sont des
colonnes de séparation en phase inverse (Strata XL 200mg/6éml) qui ont été utilisées.
Les caractéristiques de ces colonnes ainsi que le mode d’emploi sont disponibles en

annexes.

1. Préparation des échantillons

Selon les variétés, le miel peut se présenter sous forme liquide visqueuse, voire
solide cristallisée. Par conséquent, il doit étre dissout avant de passer les colonnes. 1
g de chaque miel a été prélevé. Les prélévements ont ensuite été dissouts dans 4 ml
d’'une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 0.01 molaire afin de neutraliser
d’éventuelles charges acides. Les solutions obtenues ont été placées dans des tubes
Falcon puis mises en bain ultrason pendant dix minutes afin de dissoudre
complétement les miels les plus cristallisés sans recourir au chauffage qui aurait pu le

dénaturer.
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2. Conditionnement des colonnes

Le conditionnement des colonnes et le passage des échantillons ont été réalisés
a laide d’'une chambre a vide. L’activation des colonnes a été faite par 5ml de
méthanol. Puis, aprés passage du méthanol, les colonnes ont été rincées avec 5ml
d’eau distillée. Les colonnes ont ensuite été séchées sous vide pendant 20 secondes.
Lors de cette étape, le fabricant précise que la colonne ne doit pas étre totalement

séchée sous peine de voir sa capacité de rétention diminuer.

3. Passage des échantillons

Les échantillons ont été filtrés par groupe de huit. A chaque passage, les
colonnes ont été changées pour éviter toute contamination. Pour un meilleur
rendement de I'extraction le fabriquant des colonnes préconise de faire passer les
échantillons le plus lentement possible, idéalement sans dépasser la vitesse de 1 ml
par minute. Dans la mesure du possible, les échantillons ont été filtrés uniquement par
gravité. Toutefois, 'emploi de la pompe a vide a parfois été nécessaire afin d’amorcer
ou de terminer la filtration. La force d’aspiration a été adaptée manuellement via une

vanne permettant de réguler les pressions entre la cuve du vacuum et 'atmosphére.

4. Lavage et séchage de la colonne

Une fois I'’échantillon fixé, la colonne est lavée avec 3 ml d’une solution de
méthanol a 10% afin d’éliminer les sucres sans décrocher les flavonoides. Le passage
de la solution de lavage est fait sous vide, le plus lentement possible, pour un débit
idéal d’environ 2 ml par minute. La colonne est ensuite séchée pendant deux minutes

sous vide.
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5. Elution

Aprés avoir inséré des tubes Falcon de 10ml dans les racks du manifold, les

colonnes sont éluées par 4 ml de méthanol pour récupérer les analytes.

Le schéma ci-dessous détaille les différentes étapes d’extraction sur colonne

SPE telles que nous venons de les présenter (56) .

Figure 21 : Résumé des étapes d'extraction sur colonne SPE (54)

6. Conditionnement des échantillons pour 'analyse

Les tubes contenant les résidus d’extraction dilués dans le méthanol ont été
placés dans un Speedvac afin d’évaporer le solvant, sans dépasser la température de
50°C pour limiter la dégradation des molécules d’intérét. Le temps d’évaporation
nécessaire a I'obtention d’'un résidu sec a présenté une variabilité non négligeable,
pouvant s’expliquer par un manque de séchage de certaines colonnes qui auraient pu
contenir des traces d’eau au moment de I'élution. Le temps nécessaire a I'évaporation
compléte du solvant a été de 45 minutes jusqu’a 1 heure 30, soit le double. Puis les
extraits secs ont été dissouts dans une solution de méthanol a la concentration de
2mg/ml. Enfin, 300uL de chaque solution obtenue ont été conditionnés dans des viales

HPLC et conservés au congélateur a -15°C en attendant leur analyse.
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Les données brutes ont été interprétées a l'aide des logiciels MS DIAL et MS
Finder. MS DIAL a dans un premier temps permis de détecter les pics (57) avant de
les identifier a 'aide de MS Finder (58) et de la base de données du dictionnary of

natural products (59)

2. Résultats

Figure 22 : Courbes d'intensité en fonction du temps de rétention des QC, par extraction SPE a gauche et extraction
liquide/liquide par MeOH a droite

Les graphiques ci-dessus sont issus du logiciel MZMINE et représentent les
données brutes du spectromeétre. La courbe de gauche représente l'intensité des pics
moléculaires détectés en fonction du temps de rétention aprés une purification par
cartouche SPE. La courbe de droite représente les mémes grandeurs aprés une
extraction liquide/liquide des métabolites secondaires. La comparaison des courbes
met en évidence la présence d’'un large pic en début d’injection (au temps trois
minutes) sur le graphique de droite. Ce pic correspond a la présence de glucose et de
fructose en grande quantité. L'observation de ce pic conforte le choix d’'une extraction
par SPE qui permet une meilleure élimination des sucres, et donc une meilleure

résolution.
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Si les différences organoleptiques entre les classes de miels sont observables et
évidentes, il était intéressant de vérifier que cette différence se retrouve également
dans la composition chimique de ces miels. Certains miels monofloraux sont plus
plébiscités que d’autres dans le cadre d’une utilisation thérapeutique. C’est par
exemple le cas des miels de manuka, de chataigner, de thym ou encore de sarrasin.
Ces miels sont préférés par les médecins a cause de leur activité antibactérienne
supérieure. Cette différence d’activité repose sur une variation la composition en
inhibines. Si pour le miel de manuka cette particularité s’explique par une tres forte
concentration en MGO, pour les miels de nos contrées, la différence pourrait
vraisemblablement se situer dans la qualité et la quantité des métabolites secondaires

gu’ils contiennent.

Figure 23 : Comparaison PCA des miels d’acacia, de chéataigner, de colza, de lavande, de
rhododendron, de romarin de et tournesol.
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La figure 23 est une comparaison des échantillons par une méthode d’analyse
en composante principale (PCA). Cette méthode projette les différents échantillons
sans tenir compte de leur classe sur I'espace de variance défini par les composantes

principales de '’ACP. Plusieurs observations peuvent étre faites :

Le groupes des QC, bien que partiellement isolé, se retrouve trés localisé, au
milieu des autres groupes d’échantillon. Le résultat est cohérent avec les
attentes puisque ce groupe d’échantillons est réalisé par mélange de tous les

autres échantillons.

Chaque classe est regroupée au sein d’un intervalle de confiance de 95%. Le
chevauchement des classes révele, a premiére vue, une absence de différence

de composition significative entre les différentes classes.

Seul le miel de chataigner se démarque légérement des autres classes.

Cette premiéere analyse PCA montre que, d’'une fleur a I'autre, le miel contient un

grand nombre de métabolites secondaires identiques.

Pour mettre en évidence une réelle différence entre les classes, deux options
sont possibles : réduire le nombre de classes afin de simplifier I'analyse
statistique, ou bien utiliser une autre méthode d’analyse statistique plus adaptée

a la mise en évidence des différences entre les classes.

1. Simpilification et réduction du nombre de classe

Afin d’augmenter le pouvoir séparateur de I'analyse en composante principale, le
choix est fait d’éliminer les classes les moins spécifiques et celles présentant le moins
d’intérét en thérapeutique. En supprimant les classes acacia et romarin ainsi que les

QC, on obtient la représentation PCA suivante :
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Figure 24 : PCA miel chéataigner, tournesol, rhododendron, colza et

Dans ces conditions, la PCA permet d’isoler le miel de chataigner dans un
intervalle de confiance de 95% tandis que les autres miels sont partiellement isolés.
La classe romarin a été retirée de PCA car deux de ses miels présentaient des
propriétés organoleptiques anormales (paleur et fluidité anormales pour ce type de
miel monofloral). La classe acacia a été retirée de la PCA car la période de floraison
du robinier (faux acacia) a lieu au début du printemps, en méme temps que de
nombreuses espéeces de fleurs. Partant de cette observation, I'hnypothése peut étre
faite que le miel d’acacia, bien qu’il se revendique monofloral, est élaboré a partir de
nectar d’'une grande variété d’espéces florales. Il ressort de ces choix arbitraires une
meilleure séparation des différentes classes. Il semble donc que l'analyse en
spectrométrie de masse soit capable de différencier un nombre limité de classes de
miels en fonction de leur origine florale et a condition que leur récolte soit suffisamment
spécifique. Il est permis de faire 'hypothése que chaque classe monoflorale étudiée
posséde une composition spécifique et qu’il existerait donc un profil de métabolites

secondaires spécifique a chacune d’elles.
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2. Analyse en s-PLSDA

La s-PLSDA ou régression des moindres carrés partiels est une technique
d’analyse statistique permettant de regrouper les échantillons en fonction de leurs
classes respectives (ici origine florale des miels) et d’en déduire les variables les plus
discriminantes. En d’autres termes, son application dans le cas présent permet de
maximiser la séparation des classes de miels monofloraux, de repérer les métabolites
secondaires spécifiques de chaque classe, et éventuellement, de prédire la classe
d’'un échantillon d’origine inconnue. Appliquée aux classes lavande, rhododendron,

tournesol, colza et chataigner, la s-PLSDA donne la représentation graphique qui suit :

Figure 25 : s-PLSDA miel chataigner, colza, lavande, rhododendron, tournesol,
lavande

Contrairement a la PCA, la méthode s-PLSDA permet de séparer correctement
les classes de miel et de conclure a I'existence de profil de métabolites secondaires

spécifiques a chacune des classes.
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3. Identification des molécules clés : la Heatmap

Figure 26 : Heatmap miel chataigner, colza, lavande, rhododendron, tournsol

La heatmap est le meilleur outil permettant une identification rapide des espéces
chimiques responsables de la spécificité de chaque classe. Seule I'analyse de la
lavande permet de mettre en évidence des molécules spécifiques dignes d’intérét.
Pour les autres classes de miel, il s’agit principalement de dérivés de flavonoides ne
disposant pas de bibliographie a I'heure actuelle. Voici une liste non exhaustive de ces

molécules spécifiques de chaque espéce :
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e Molécules spécifiques aux miels de lavande :

Figure 27 : Kushenol

Le Kushenol F est aussi appelé sophoraflavanone G en raison de sa découverte
et son identification dans la racine de Sophora flavescens, un arbuste de la famille des
fabacées, principalement retrouvé dans les régions chaudes de I'Océanie et de
I'Europe. C’est une flavanone connue pour son activité inhibitrice des tyrosines kinases
et des monoamines oxydases, en particulier la MAO-B (60). En médecine traditionnelle
chinoise, cette plante est utilisée pour ses supposées vertus anti-inflammatoires et
antioxydantes. Plus récemment, des études ont mis en lumiére différentes activités du
Kushenol F in vitro. L’une de ces études a, par exemple, montré |'effet pro-apoptotique
des cellules tumorales de cancer du sein triple négatif (61). En infectiologie, plusieurs
études font état d’'une activité du Kushenol F sur des souches de staphylocoques dorés
résistants a la méticilline (62,63), et en particulier, d’'une synergie avec des

antibiotiques tels que la norfloxacine.

OH )

HO
OH

Figure 28 : nymphaeol B
Le nymphaeol B. est une tetrahydroxyflavone. C’est un analogue trés proche du
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nymphaeol C qui est notamment cité dans une étude de 2017 pour son activité
inhibitrice de I'expression du géne codant pour le FGF18, un facteur de croissance

fibroblastique parfois impliqué dans la croissance tumorale (64).

OH
HO OH

OH

OH

Figure 29 : 10(20), 16-Grayanotoxadiene-2,3,5,6,14-pentol
Cette molécule est apparentée aux grayanotoxines, une famille de neurotoxines
fréquemment retrouvées dans la famille des Ericacées. Elle est parfois retrouvée dans
le Rhododendron, bien qu’elle ne soit pas présente dans les miels de rhododendron
étudiés ici. Ces molécules peuvent étre responsables d’intoxication par les miels
produits dans le pourtour méditerranéen et de la mer Noire. Ces intoxications au « miel

qui rend fou » se manifestent par des atteintes neuromusculaires, cardiaques et
rénales. (65)

OH o}

HO OH

Figure 30 :Lasiodiplodin; 5R-Hydroxy, O-de-Me

La lasiodiplodine est une molécule apparentée aux macrolides, isolée a partir de
'euphorbe splendens. Sa synthése a été étudiée dans les années 1980 en vertu de

possibles propriétés anti-leucémiques qui n'ont, a ce jour, pas été démontrées.
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Figure 31 : 7-C-I~D-Glucopyranosyl-4'6,8-
trihydroxyflavone

Ce dérivé glycosylé appartient aux trinydroxyflavones dont fait également partie

I'apigénine, connue pour son haut pouvoir antioxydant in vitro. La glycolisation des

métabolites secondaires des plantes pourrait étre une conséquence de leur

métabolisation par les enzymes de I'abeille lors du processus de trophallaxie.

Figure 32 : Swietenocoumarin A

La swietenocoumarine A est un tanin appartenant a

la famille des

furanocoumarines. C’est un métabolite secondaire toxique ayant un réle de défense

de la plante contre les herbivores. La lavande vraie, Lavandula angustifolia, est une

plante riche en dérivés de la coumarine. Sa présence dans le miel est donc cohérente.

Les furanocoumarines, issues de I'adjonction d’un cycle furane sur la coumarine, sont

pour la plupart photosensibilisantes. A I'heure actuelle, la swietenocoumarine n’a pas

d’activité thérapeutique connue.
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e Molécule spécifigue aux miels de chataigner :

Figure 33 : Tanshinonal

Le tanshinonal est un dérivé de la tanshinone, identifiée dans la sauge rouge
(Salvia miltiorrhiza), ayant démontré une activité cytotoxique in vitro sur des cellules
tumorales (66). C’est la seule molécule d’intérét spécifique a la classe miel de

chataigner mise en évidence dans cette expérience.
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1. Analyse en PLSDA de 3 essences florales

Pour aller plus loin, trois extraits de fleur totale ont été réalisés pour les trois
especes suivantes : Robinia pseudoacacia (I'acacia), Helianthus annuus (le tournesol)
et Lavandula angustifolia (la lavande officinale). Le but de ces investigations
complémentaires était de déterminer s’il existe une corrélation entre les spectres de
masse des fleurs et des miels monofloraux associés a ces fleurs. Pour y parvenir, 100
mg de fleurs de lavande, d’acacia et de tournesol ont été cueillis puis broyés dans un
broyeur a billes dans 1 ml de méthanol a 20%. Le broyat a ensuite été centrifugé a
12000 tours par minute pendant cinqg minutes. Le surnageant a ensuite été passé au
speedvac jusqu’a évaporation compléte du solvant. Par la suite, I'extrait sec obtenu a
été redissout dans du méthanol pur pour étre analysé en spectrométrie de masse.

L’analyse PLSDA des extraits est représentée dans le graphique suivant :

Figure 34 : PLSDA fleurs acacia, lavande, tournesol
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On peut déduire de cette représentation graphique plusieurs informations :

- Contrairement aux extraits de miel, les extraits de fleurs sont plus homogénes au
sein de chaque classe, ce qui se traduit sur la représentation par des intervalles
de confiance a 95% plus réduits que pour les miels.

- Le groupe des QC (mélange de toutes les classes) occupe, de fagon attendue,
une place centrale.

- Ces résultats ont été obtenus avec les mémes solvants, la méme colonne
chromatographique et les mémes parameétres d’injection. L’identification des
molécules est faite a I'aide de la méme chimiothéque que celle utilisée pour les
miels. La seule différence entre les groupes d’échantillons de fleurs et de miels,
provient du protocole d’extraction puisque, du fait de 'absence de sucre, une

simple extraction par solvant sans emploi de colonne SPE a été suffisante.

2. Recherche de molécules communes aux miels et aux

fleurs.

Afin de mettre en évidence une éventuelle similarité entre un miel monofloral et
la fleur dont il est issu, une analyse croisée miel/fleur a été réalisée. Sur la
représentation PLSDA ci-dessus, les classes acacia, tournesol et lavande sont
composées a la fois des extraits de miel et de fleurs de chaque essence. Le graphique
montre I'existence d’'une légere corrélation avec un intervalle de confiance a 95%.
Cependant la heatmap croisée miel/fleur ne permet pas de mettre en évidence un
chémotique commun a la fleur et au miel qui lui est associé. Il est possible que 'abeille,
dans son processus d’élaboration du miel, métabolise de maniére trop importante les
composés issus de la fleur pour qu’'une corrélation avec le miel monofloral associé

puisse étre retrouvée.
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Figure 35 : PLSDA croisée, fleurs et miels

1. Trihydroxyflavones

La famille des trihydroxyflavones est connue pour ces espéces chimiques aux
propriétés anti-inflammatoires. L’apigénine (4',5,7-trihydroxyflavanon) et la baicaléine
(5,6,7-Trihydroxyflavone) font partie des plus connues. La liste de leurs vertus semble
infinie : effet anti-inflammatoire par inhibition des lipoxygénases, effet anti-radicalaire,
inhibition de 'angiogenése tumorale, synergie avec certaines classes d’antibiotiques,
activité antivirale(67). Si l'apigénine et la baicaléine ne sont pas directement
retrouvées dans le miel, ce sont en revanche leurs dérivés glycosylés et méthylés qui
le sont : 8-Formyl-6-methyl-4',5,7-trihydroxyflavanone, 8-C-?D-Glucopyranosyl-4',5,7-
trinydroxyflavone et 5,6,7-Trihydroxyflavone; 6-O-?-D-Glucopyranoside
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2. Tetrahydroxyflavones

Les tetrahydroxyflavones sont également connues pour leurs propriétés anti-
inflammatoires. La plus connue, la lutéoline, exercerait son activité anti-inflammatoire
en inhibant la production d’'IL-6 (68). Elle est présente dans un trés grand nombre
d’espéces végétales. Des études ont démontré une activité antitumorale par inhibition
de I'angiogenése ainsi qu’un intérét dans le traitement des maladies inflammatoires
chroniques de lintestin. Dans les miels analysés, c’est un dérivé glycosylé de la
lutéoline (3',4',5,7-Tetrahydroxyflavone ; 4'-O-[-D-Glucopyranosyl-(1-4)-D-
glucopyranoside]) qui est retrouvé plus particulierement dans les miels de romarin et
de colza. Dans les autres miels, c’est un analogue de la lutéoline qui est retrouvé : la
3',4',5,7-Tetrahydroxyflavanone ; 4'-O-(3-Methyl-2-butenyl)

3. Pentahydroxyflavones

Tous les échantillons analysés se sont avérés riches en pentahydroxyflavones,
dont fait partie la quercétine. Les propriétés prétées a cette flavone sont trés
nombreuses : anti-inflammatoire (69), antitumorale (70), antivirale avec une possible
utilisation contre le SARS-CoV (71), réduction du risque coronarien. Si la quercétine
n’est pas retrouvée dans les échantillons analysés, on y retrouve en revanche cing

pentahydroxyflavones différentes.

4. Acide abscissique

HO

Figure 36 : Acide abscissique

L’acide abscissique (ABA) est une phytohormone de la famille de
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sesquiterpenes. |l est présent dans toutes les plantes et retrouvé chez les mousses,
les algues, et les champignons. Il tire son nom de I'abscission, phénoméne par lequel
les feuilles et les fruits se détachent de la plante. Il joue également un réle majeur dans

les mécanismes de sénescence et de dormance des plantes et des graines.

Chez 'Homme, I'acide abscissique se lie au récepteur LANCLZ2 impliqué dans la
régulation du métabolisme glucidique et de la glycémie. Des études sur la souris ont
mis en évidence que les effets pharmacologiques de I'acide abscissique passaient par
une régulation du métabolisme glucidique des muscles squelettiques via un effet
agoniste sur le récepteur LANCL2. Tres présent dans les fruits qu’il fait murir et tomber,
I'acide abscissique aiderait ensuite les étres vivants qui consomment le fruit a assimiler
le fructose et le glucose qu’il contient. Son action sur I'assimilation des sucres serait
étroitement liée a la régulation de l'inflammation (72,73). En effet, il a été démontré
que son effet hypoglycémiant peut étre supérieur a celui de linsuline dans un
environnement cellulaire inflammatoire ou I'action de [linsuline se retrouve
considérablement réduite par la présence de cytokines pro-inflammatoires. Plusieurs
études ont démontré un intérét thérapeutique de l'acide abscissique a de faibles
concentrations chez les patients souffrant de diabéte et d’obésité. Par ailleurs, une
autre étude a mis en évidence que l'acide abscissique possédait une activité
pharmacologique similaire a ’Avandia, un hypoglycémiant de la famille des glitazones,

agissant sur les récepteurs nucléaires PPARYy.

La présence systématique de I'acide abscissique dans les échantillons analysés
laisse a penser que tous les miels pourraient en contenir une quantité non négligeable.
Dans ces conditions, le miel pourrait s’avérer étre une alternative intéressante au
sucre, en particulier chez les patients souffrant de trouble du métabolisme et de
diabéte de type 2 mais également pour 'ensemble de la population, dans la mesure
ou il limiterait les hyperglycémies consécutives a la prise de sucre a fort index

glycémique.
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5. Tephroleocarpin

La tephroleocarpin est retrouvée dans la quasi-totalité des miels analysés. C’est
une flavanone structuralement trés proche du dihydrokaempferol, un flavanolol

essentiellement retrouvé dans la résine de pin.

6. Capstemol
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Figure 37 : Capstemol

Le capstemol est un benzofurane identifié dans une plante utilisée en médecine
traditionnelle en Afrique tropicale L. Heudelotti. |l est retrouvé dans la classe lavande
et romarin des échantillons analysés. Les vertus prétées a cette plante vont du
traitement de l'ulcére gastro duodénal au traitement du glaucome. Le capstemol est
soupconné d’étre a l'origine d’'une part importante de I'activité antioxydante des extraits
de cette plante puisque son activité anti-radicalaire, évaluée par le test au DPPH,
s’avere significative(74). Pour autant, aucune étude a ce jour n’a étudié l'activité du

capstemol dans une quelconque application en thérapeutique humaine.
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7. Gingerdione
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Figure 38 : Gingerdione

La gingerdione est un phénol identifié dans le rhizome du gingembre duquel il
tire son nom. In vitro la gingerdione a démontré une activité anti-inflammatoire
significative en diminuant la quantité de prostaglandine E2 (75). Sur la figure 39, sont
représentées les concentrations de PGE2 obtenues par stimulation in vitro de
macrophages a l'aide de LPS bactérien. L’adjonction de 1-dehydro-6-gingerdione
permet de réduire, quasiment de moitié, la sécrétion de PGE2. La gingerdione est
retrouvée dans tous les miels de I'échantillon, excepté dans les miels de chéataigner.
Sa présence vient corroborer les observations faites sur les propriétés anti-
inflammatoires du miel et toutes les implications sur les propriétés cicatrisantes et anti-
cancéreuses du miel. D’autre part, la méme étude démontre que la gingerdione
posséde un pouvoir anti-oxydant supérieur a ’hexahydroxycurcumine, un métabolite

de la curcumine.

Figure 39 : Inhibition de la production de prostaglandine E2 (75)



8. Pinobanksin
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Figure 40 : Pinobanskin

La pinobanksin est un métabolite secondaire de la famille des tri-hydroxyflavone.
C’est un dérivé de la pinobanksin-3-O-pentanoate qui a montré in vitro des propriétés
apoptotiques sur des lignées tumorales de lymphocyte B. Cet effet apoptotique,
observé avec le seul usage de la pinobanksin, était majoré lors de son utilisation
conjointe avec une chimiothérapie de référence par rapport a la chimiothérapie seule
(76).

9. Ledebourin A
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Figure 41 : Ledebourin A

La ledebourin est une isoflavone isolée a partir du bulbe de Ledebouria
floribunda. Une étude a montré son activité anti-radicalaire significative dans le test du

DPPH (77). Aucune application en thérapeutique n’a été démontrée a ce jour.
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Conclusion

Tel que le démontre cette étude, la spectrométrie de masse se révele étre un
outil supplémentaire pertinent de 'analyse du miel. En santé, le besoin grandissant de
qualité exige toujours plus de tracabilité et de reproductibilité. A cause de ses origines
animale et végétale, le miel est extrémement difficile a standardiser. Cette étude
montre que la spectrométrie de masse permet de contréler la fraction du miel sujette
a une grande variabilité, a savoir les métabolites secondaires. La méthode d’extraction
par SPE s’avére suffisamment efficace a éliminer les sucres et permet ensuite
I'identification de nombreuses espéces chimiques. D’autre part, la spectrométrie de
masse offre la possibilité d’étudier le comportement des abeilles et de suivre la récolte
des butineuses grace a la séparation des chémotypes de miels monofloraux.
Cependant, la séparation et l'identification de ces chémotypes pourraient sans doute
étre affinées en utilisant des banques de miels plus importantes que celle utilisée dans
ce travail. Enfin, la spectrométrie de masse se limite a I'aspect qualitatif de I'analyse
du miel. Par conséquent, un couplage avec des données quantitatives pourrait
permettre de dégager des biomarqueurs du métabolisme secondaire, caractéristiques
de chaque miel monofloral et ainsi apporter une réelle plus-value aux contrbéles

qualités existants.

Au-dela du contréle de la qualité du miel, la spectrométrie de masse ouvre la
porte a une connaissance plus approfondie du miel. La méthode confirme la présence
de nombreuses molécules d’intérét comme les flavonoides, les terpénes, et un certain
nombre de meétabolites secondaires dont la présence dans le miel était déja connue.
La spectrométrie de masse permet également de mettre en exergue des composés
dont la présence dans le miel n’était pas documentée jusque-la, comme l'acide
abscissique. Avant d’étre un moyen de contréle utile a I'utilisation du miel dans un
cadre thérapeutique, la spectrométrie de masse se place avant tout comme un outil

de connaissance et d’investigation du miel.
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Annexes

Annexe 1 : Tableau des échantillons

N° Essence Origine Année
2 Acacia Plantaurel, Haute Garonne 2019
10 Acacia Haute Garonne 2018
16 Acacia Ardéche 2018
22 Acacia Sainte Croix-Volvestre 2019
Ariege
4 Chéataigner Montfa, Ariége 2018
5 Chataigner Ariege 2018
12 Chataigner Ariége 2019
17 Chataigner Ardéche 2018
3 Colza Bérat Haute Garonne 2018
24 Colza Plantaurel, Haute Garonne 2018
25 Colza Sud-Ouest 2018
26 Colza Bérat Haute Garonne 2019
15 Tournesol Espagne 2018
23 Tournesol Plantaurel, Haute Garonne 2018
19 Lavande Ardéche 2019
20 Lavande Ardéche 2019
21 Lavande Ardéche 2019
8 Romarin Haute Garonne 2018
9 Romarin Espagne 2019
11 Romarin Ardéche 2019
13 Romarin Haute Garonne 2019
14 Romarin Espagne 2019

105




Annexe 2 : Manuel d’utilisation des colonnes Strata XL 200
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HONEY LC/MS ANALYSIS AND THERAPEUTIC INTEREST

KEYWORDS : Honey — Analysis -Mass spectrometry — Secondary — metabolites-

Therapeutic use — Beekeeping

ABSTRACT :

With a growing demand for a return to natural medicines, honey has experienced in
recent years a renewed interest in its use in health. It is a complex substance, both plant
and animal, which needs human intervention through the work of beekeepers. It has
surprising healing and antiinfectious properties. However, its use in therapeutics
requires its characterization and precise study thanks to modern analytical chemistry
techniques. In this context, we were interested in the relevance of the use of mass
spectrometry, a tool that is as recent as it is effective, in the in-depth study of the
composition of honey. Among the many compounds found in honey, we chose to focus

on the secondary metabolites of plants.
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ANALYSE LC/MS DU MIEL ET SON INTERET EN SANTE

RESUME :

Avec une demande grandissante d'un retour a des médecines naturelles, le miel connait depuis
qguelques années un regain d’'intérét quant a son utilisation en santé. C'est une substance
complexe, a la fois végétale et animale, qui requiert également l'intervention humaine au travers
du travail des apiculteurs. On lui préte d'étonnantes propriétés cicatrisantes et antiinfectieuses.
Cependant, son utilisation en thérapeutique nécessite sa caractérisation et son étude précise
grace aux techniques de chimie analytiques modernes. Dans ce contexte, nous nous sommes
intéressés a la pertinence de I'utilisation de la spectrométrie de masse, un outil aussi récent que

performant, dans l|'étude approfondie de la composition du miel. Parmi les nombreux

composeés retrouvés dans le miel, nous avons choisi d’axer la recherche sur les métabolites

secondaires des plantes.
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