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I- Introduction

Ce travail de Doctorat s’inscrit dans les thématiques de ’'UMR CNRS 6134 SPE
(Université de Corse) dont 1’un des projets structurant concerne la caract&isation des
ressources naturelles issues directement ou indirectement de la biomasse vegéale.
Depuis une trentaine années, le laboratoire «Chimie des Produits Naturels>> (CPN)
r&lise divers travaux relatifs ala valorisation des plantes aromatiques et médicinales
(PPAM) et des produits agro-alimentaires aforte typicitéterritoriale. Ces programmes
de recherche ont &é& mené en concertation avec les structures professionnelles

regionales en considéant les choix straté&yiques des filiéres.

Dans le cas présent, nos travaux s’inscrivent dans le développement de la filiére
apicole, dans le cadre d’un partenariat avec le syndicat AOC «Miel de Corse — Mele
di Corsica >3 par le biais de la qualification des produits de la ruche (miels, pollens,
propolis). En effet, la déinition de la qualit¢ liée a 1’origine botanique et
gégraphique se fonde sur une démarche interdisciplinaire en constante évolution.
Pour notre part, nous proposons de déerminer la composition chimique de ces
produits du terroir, souvent encore peu ou mal connue, notamment en appliquant les
meéthodes d’analyse les plus performantes. Ces objectifs sont en cohé&ence avec la
politique ré&ionale dans le cadre du projet de recherche «Atlas des Miels de Corse »

financépar la Collectivit&Territoriale de Corse (CTC)

Le miel - aliment éergéique de la ruche - est une denré fabriqué par les
abeilles apartir du nectar et/ou du miellat. Selon la l&gislation européenne, le miel est
défini comme : «une substance sucrée naturelle produite par les abeilles de [’espéce
Apis mellifera & partir du nectar de plantes, des s€réions provenant des organes
végéaux ou des excréions laissés sur celles-ci par des insectes suceurs, qu’elles
butinent, transforment en les combinant avec des matiees speeifiques propres,
déosent, deshydratent, entreposent et laissent mCrir dans les rayons de la ruche »
(Directive 2001/110/CE, 2002).

Le miel est un produit d’origine complexe a I’intersection des mondes véyéal et
animal. L’homme a commencé a le prélever par cueillette en détruisant les colonies

puis il a développe&une apiculture rationalisé avec des ruches acadres (Marchenay et



al., 2007, Minist&e de la culture, 1981). Aujourd’hui, I’apiculture est consid&ee
comme une activitéagricole apart entiere (Jean-Prost, 1987) et le miel est classé
comme une production animale, bien qu’il différe significativement des autres
produits d’¢levage. En effet, I’intervention de I'nomme se situe "en amont™ puis "en
aval" de I’élaboration du miel par les abeilles: (i) en amont, du nectar au miel
opercul€ I’apiculteur intervient par la préparation des colonies et la mise en place du
cheptel et (ii) en aval, du miel opercul€au conditionnement, I'apiculteur intervient au
niveau des procédés de récolte, d’extraction, de conditionnement et de stockage. Cette
conduite apicole implique une connaissance du cheptel, des conditions du milieu (sol,
flore, climat) ainsi qu’une maitrise technique et technologique. Lorsqu’il vise la
reconnaissance de la qualitépar un signe officiel, I’objectif de 1’apiculteur est de
proposer aux consommateurs un miel au plus pré de sa fabrication naturelle en

préervant les speeificité originelles du produit.

Par la diversitédes matiees premieres vegéales et les transformations qu’elles
subissent au sein de la colonie d’abeilles, le miel possege des compositions chimiques
et des propriéé biologiques originales. De tout temps, il a &é&considééavec un
statut particulier ala fois «aliment »et «reméde >»> Consommeépar I’homme pour ses
saveurs, ar@mes et vertus nutritives, le miel est éalement utilis€pour ses qualités
thé&apeutiques. De réentes éudes ont démontré les activités antibact&iennes,
cicatrisantes, antioxydantes et antifongiques du produit (Eteraf-Oskouei et al., 2013).
Il est, a 1’évidence, 1’'une des meilleures illustrations de la recommandation

d’Hippoccrate : «que ton aliment soit ton seul mélicament >»

En 2010, la production mondiale de miel était d’environ 1,54 million de tonnes ;
I’Asie et I’Europe représentant respectivement 42% et 23% du total. Les principaux
exportateurs sont la Chine, 1’Argentine et le Mexique alors que les premiers
importateurs sont 1’Union Europésnne, les Etats Unis et le Japon. En France, la
production s’élevait a 18 326 tonnes générant un chiffre d’affaire de 115 millions
d’euros tandis que la consommation éait d’environ 40 000 tonnes par an (France
Agrimer, 2012). Par ailleurs, I’audit économique de la filiére apicole frangaise qui
rapporte ces chiffres souligne que : «la mondialisation des approvisionnements et la
directive communautaire «miel > assez peu exigeante en terme d’identification du

miel, sont synonymes d’une fragilisation des composantes d’image du miel. Dans ce



contexte il semblerait judicieux de renforcer [’identification du miel francais >
(France Agrimer, 2012). En effet, une meilleure valorisation du miel repose
principalement sur la qualification des produits par [’utilisation de mentions
particulieres faisant réé&ence aux notions d’authenticité et/ou aux spe&ificité&s liées a

1’origine botanique et/ou géagraphique.

Ainsi, I’étiquetage « monofloral >>a &é&- et reste encore - une maniee efficace
de positionner les miels sur le marchépar la mise en exergue de caractéistiques
particulieres liés a 1’origine botanique dominante voir quasi exclusive du produit. A
partir de ces miels monofloraux, les mé&hodes d’analyse dites <«classiques >» ou
«conventionnelles »ont &&développees pour la caract&isation et le contrde de la
qualité En 2004, les experts européens de I’International Honey Commission ont
publié une harmonisation des techniques en définissant les propriéé physico-
chimiques, polliniques et organoleptiques des principales éiquettes monoflorales
européennes (Bogdanov et al., 2004 ; Persano Oddo et al., 2004a&b ; Piana et al.,
2004 ; Piazza et al., 2004 ; Von Der Ohe et al., 2004).

Une autre approche de la qualitéest basée sur la définition de la valeur du
produit miel en fonction du terroir de production (origine gégraphique). Elle est
apparue pour la valorisation des miels d’origines botaniques complexes ; jusqu’ici
commercialisé& sous les appellations : «miels toutes fleurs >» ou «miels de table >3
appellations jusqu’alors dépréciées par le consommateur, car synonymes de méanges
de miels d’origines diverses. C’est a ce titre qu’en France, un comiténational a é&
créen 1992 au sein de I'INAO. Ce comitéoffre aux miels la possibilité d’accéder a
un signe officiel de qualitélié a ’origine géographique : 1’appellation d’origine
contrdee (AOC) et qui a &@eaujourd’hui traduite par la mention éjuivalente au niveau

europeen : I’Appellation d’Origine Prot&gé& (AOP).

La Corse offre un terroir d’exception caract&isé par: (i) des ressources
melliferes et pollenifées directement issues de la véé&ation naturelle, (ii) une abeille
particuliere (écotype d’Apis mellifera mellifera) et (iii) une conduite apicole adaptée a
ces speificités (Battesti et al., 1997). En Corse, la filiée apicole a une histoire
resente ; elle est passée du statut d’activité d’amateurs dans les années 1970 acelui
d’activité agricole dans les années 1980, engageant et réussissant une démarche de

valorisation de ses productions melliféres par 1’obtention successive des deux signes



de qualité liées aux origines géagraphique et botanique : ’AOC en 1998 puis
I’AOP «Miel de Corse - Mele di Corsica >»en 2000. Cette appellation concerne
I’ensemble du territoire et présente I’originalité d’inclure - sous la mé&me mention -
une production diversifié comprenant des miels d’origines botaniques complexes
allant du plus clair au plus foncéainsi que du plus doux au plus amer. Selon le
Syndicat des apiculteurs corses, on déombrait en 2012 une centaine d’adhé&ents a

1’ AOP pour une production de 328 tonnes.

L’obtention de ’AOC et ’AOP « Miel de Corse - Mele di Corsica» s’est
appuyeé sur une démarche pluridisciplinaire rassemblant les réultats des analyses
polliniques, organoleptiques et physico-chimiques. Dans le cadre de la déermination
du lien au terroir, les analyses polliniques et sensorielles sont reconnues en tant que
meéthodes officielles ; elles ont &écapitales pour mettre en éidence les relations entre
les spe&ificité organoleptiques des miels de Corse et les typologies polliniques. Pour
cela, une méhode informatisé de traitement des données de ’analyse pollinique a été
mise au point ; elle permet 1’exploitation des spectres polliniques et 1’établissement de
la typologie des miels gr&e aun module speéifique de comparaison automatisee des
résultats (logiciel Melisoft) (Battesti, 1990 ; Battesti et al., 1992). Cette mé&hodologie
a notamment permis de classer les miels de Corse en six catéyories traduisant la
diversité des productions : <«printemps > <«magquis de printemps > <«miellat du
maquis >y «magquis d’été >3 «chaaigneraie »et «magquis d’'automne >>(Battesti et al.,
1997). La classification des miels de Corse pré&senté& en fonction des pé&iodes de
réeolte (saisons) et des zones de production fait apparaire le lien entre les
caracteistiques organoleptiques et les principales associations vegéales visitees
(Dé&ret n°2013-1057, 2013).

Au niveau international, de nombreuses recherches ont éé&ré&emment menees
afin d’identifier de nouveaux critées en vue de la certification de 1’origine botanique
ou géngraphique des miels ; il s’agit principalement de bio-marqueurs tels que les
proténes et les composé& phénoliques ou volatils. Le recours & ces meéhodes
«complémentaires > basés sur la caracté&isation de la composition chimique des
miels présente I’inconvénient de protocoles n’&ant pas normés, harmonisé et valides
a contrario des techniques usuelles de contrde. En revanche, le recours aces analyses

ouvre de nouvelles perspectives pour définir les interactions entre les caract&istiques



sensorielles des miels et les ressources nectarifees et/ou miellatifées du territoire. En
termes d’expertise, le développement d’approche interdisciplinaire (analyses
mdissopalynologiques, sensorielles et chimiques) reste donc apriviléier pour la
qualification des miels.

Dans ce travail de Doctorat, nous nous sommes principalement int&ess&s ala
composition de la fraction volatile des miels de Corse en vue d’établir le lien entre les
spe&ificités des conditions de production (vééation, climat, pratiques apicoles) et les
propriéés olfactives et aromatiques des miels. Sur cette base, nous proc&lerons aune
caracté&isation de la diversitéchimique des &hantillons que nous confronterons avec
la classification traditionelle basée sur I’analyse pollinique. Nous éudierons les
apports de ces nouveaux critéres pour la définition de la qualitédes miels AOC-AOP
de Corse. Le manuscrit est bati selon le format d’une «thése sur articles > (cing
publications parues), ce qui nous permet d’expliciter les mé&hodes conventionnelles
de classification des miels et de mieux positionner nos propres travaux dans cet

existant.

Notre préentation débutera par une é&ude bibliographique preéeisant les
diffé&entes approches de définition et de caract&isation des miels, I’é&at des
connaissances sur les techniques d’analyse utilisées pour le controle de 1’origine
botanique et la mise en éidence d'une ésentuelle typicitéréionale. Nous analyserons
les avantages et inconvénients des principales techniques <«conventionnelles >>ainsi
que les nouvelles méhodologies <«compl@nentaires > basées sur 1’étude des
méabolites tels que les compos& volatils, les composé& phénoliques, les acides

aminés et les proté@nes.

Dans la suite de notre é&ude, nous traiterons de la variabilitéchimique de la
fraction volatile a partir d’un échantillonnage couvrant plusieurs années de production
sur I’ensemble du territoire insulaire. Grace aune banque de miels de ré&ence g&ee
par le laboratoire CPN et sur la base des caract&istiques polliniques et
organoleptiques, nous avons séectionné 269 e&hantillons de miels AOC-AOP de

Corse.



Ainsi, nous éudierons la composition des fractions volatiles de 195 miels de
nectar en vue de déerminer la signature chimique des cing catéories variétales :
«printemps > <«maquis de printemps > <«maquis d’été > <«ch&aigneraie » et
«magquis d’automne > L’objectif est d’établir un répertoire des constituants volatils
préents dans les miels de Corse et, ce faisant, de proposer un nouveau critere de
qualification pour I’origine botanique. Pour cela, notre éude s’attachera aé&ablir la
typologie chimique des miels de Corse en fonction des apports nectarifées certifiés
par I’analyse pollinique et organoleptique des €hantillons. Afin d’identifier les
molé&ules marqueurs permettant de diffé&encier de fagon non ambigCe les miels en
fonction de leur origine botanique, nous avons &jalement éudi€les compositions de
la fraction volatile des matiées premiéres vegéales butinées (nectars des fleurs) par
les abeilles. L’empreinte volatile des diverses matrices (miels et veégéaux) sera
caracte&iseés par les outils et méhodes adapté& asavoir : la Micro-Extraction en Phase
Solide (MEPS), la Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) et son couplage en
ligne avec la Spectromérie de Masse (CPG-SM).

A Tl’aide de traitements statistiques, nous chercherons a déerminer les
corréations entre les caracté&istiques polliniques, les paramétres physico-chimiques
(teneur en eau, coloration et conductibilité et les compositions volatiles (analyses
qualitative et quantitative). Pour ce faire, nous proposerons une éude de la diversité
chimique intra-gamme afin de déterminer 1I’impact de 1’évolution des conditions du

milieu : contribution des espeees nectariféres, apport de miellat, influence du climat.

Enfin, nos travaux aborderont les miels de «miellat du maquis >et les miels dits
«gen&iques »a partir d’une séection de 74 ehantillons. Comme pour les miels de
nectar, nous avons caract&ise les profils chimiques dans le but de déinir ces
productions - encore peu éudiés ace jour - et de mieux cerner le processus des

miellées et leurs éolutions spatio-temporelles.



I1- Qualification des miels : Etat de ’art
11.1. Origine et formation du miel

La connaissance de I’histoire de la fabrication du miel depuis le butinage « au
champ », jusqu’au conditionnement par I’apiculteur est un préalable indispensable si
nous voulons caracté&iser le produit et expliciter notamment les notions de miel de

nectar et de miel de miellat.

Au cours du butinage, le nectar comme le miellat est provisoirement stockeédans
les jabots des abeilles butineuses. Ces derniées réurgitent ensuite la matiere
premi€e végétale récoltée aux abeilles d’intérieur qui assurent la maturation et le
stockage. Au cours de ce processus, nous distinguons deux principaux types de
transformations : (i) une concentration par évaporation active (avant le dé& au
sommet de la cellule du rayon) et passive (lors du stockage et jusqu’a 1’operculation)
et (ii) des réctions chimiques par action des enzymes provenant des glandes
salivaires des abeilles (Maurizio, 1968, 1975a; Gonnet, 1982). Lorsque le produit
atteint une concentration d’eau que les abeilles <«estiment >» convenable pour sa
conservation, les cellules sont couvertes d’un opercule de cire ; on parle alors de miel
stocké dans la ruche. Il sert de nourriture tout au long de 1’année aux abeilles. La
particularitéde la colonie d’abeilles est de stocker au-delade ses besoins - instinct de
«hoarding »- (Louveaux, 1958, 1959).

En fonction de l'origine de la matiée premiee v&é&ale, les miels peuvent &re
classé& en deux caté&ories : les miels de fleurs ou miels de nectar et les miels de
miellat (Dé&ret N2003-587, 2003). La déomination «miel de fleurs »>ou «miel de
nectar >»signifie que le miel est obtenu apartir du nectar ; séréion aqueuse, sucree et
aromatique produite par des glandes nectarifées situees gen&alement sur les fleurs
(nectaires floraux) de plantes dites melliféres. A cGeéde cela, il peut exister, aussi, des
glandes nectariferes extraflorales situéss dans les autres parties de la plante comme les
cotylé&lons, les troncs, les feuilles, les stipules, les bractées et les pé&ioles (Maurizio,
1975a).



Dans cette catégorie, nous distinguons les miels monofloraux et les miels
multifloraux. Les premiers sont essentiellement produits apartir du nectar d’une seule
espeee vegéale alors que les seconds - appelé aussi «miels toutes fleurs »- sont
&aborés apartir de plusieurs espéees mellifées. Nous pouvons citer comme exemple
de miels monofloraux : le miel d’acacia (Robinia pseudacacia), de callune (Calluna
vulgaris), de colza (Brassica napus), d’agrumes (Citrus sp.), d’eucalyptus (Eucalyptus
sp.), de tournesol (Helianthus annuus) ou de lavande (Lavandula angustifolia, L. x
intermedia, L. latifolia et L. stoechas). En Europe, plus d’une centaine d’espéces
vé&éales peuvent servir aproduire des miels monofloraux (Persano Oddo et al.,
2004a). En France, environ 436 taxons ont &é&identifiés comme mellifées, et 31 sont

considé&é& comme trés importants pour les abeilles (Louveaux, 1980).

Le miellat ou <«miel de miellat > est déini comme un produit <«obtenu
essentiellement apartir des excré&ions laissées sur les parties vivantes des plantes par
des insectes suceurs (hémiptéres) ou apartir des s&réions provenant de parties
vivantes de plantes » (Déret n<2003-587, 2003). La principale diffé&ence entre un
miel de miellat et un miel de nectar concerne donc la matiée premiée ré&oltée ; elle
implique I’intervention d’un intermédiaire ; il s’agit d’un insecte producteur de miellat.
Celui-ci pique le vééal pour préever la séve daboree riche en prot@nes et rejette
des matiéres sucréss - miellat - qui sont recueillies par les abeilles pour la fabrication
du miel. Il existe de nombreux insectes piqueurs-suceurs comme les pucerons, les
pyslles ou les cochenilles (Kloft, 1968 ; Ricciardelli d’Albore, 1998). Ces hémiptéres
interviennent sur une grande variéé&de plantes mais principalement sur des arbres
appartenant aux familles des Coniferae (sapins et pins comme Abies alba, Abies
cephalonica, Picea excelsa, Pinus halepensis et Pinus brutia) et Latifoliae
(principalement des chées du genre Quercus sp.) (Persano Oddo et al., 2004b).
Généralement, les miels de miellat sont dénommeés en fonction de 1’origine botanique
du miellat de la plante (miels de sapin, de pin ou de ché&e). Cependant, nous voulons
souligner le cas particulier des «miellats de metcalfa »; a ce jour, c’est le seul miel de
miellat commercialisé sous le nom d’un insecte : Metcalfa pruinosa. Cette cicadelle,
d’origine américaine, a été introduite en Europe a la fin des années 1970 ; elle est
maintenant tres répandue en Italie, en Sloveénie et en France (Persano Oddo et al.,
2004a, 2004b).



11.2. Les approches conventionnelles

La caracté&isation des miels, outil indispensable de valorisation et de contr&e des
productions, est fondée sur trois types d’analyses <«conventionnelles »: les analyses
polliniques, organoleptiques et physico-chimiques (Bogdanov, 2009). Ces trois
meéhodes sont complémentaires, chacune d’elles fournit des informations diffé&entes.
L’analyse pollinique est reconnue comme une technique rééentielle pour la
détermination de 1’origine géographique et botanique du miel. Pour leur part, les
caractéistiques organoleptiques et physico-chimiques permettent de caracté&iser le
produit en relation avec ses origines et/ou de contrder sa fraicheur, son intégritéet ses
potentialités de conservation (Dé&ret n<2003-587, 2003). En consé&juence toute
démarche de valorisation pr&ant une qualitéspe&ifique visera la pluridisciplinaritéet

le recours aces trois types d’analyses (Battesti et al., 1997 ;VVon Der Ohe et al., 2004).

11.2.1. Analyse méissopalynologique

L’analyse pollinique des miels ou m@issopalynologie, est une application
particuliére de 1’étude du grain de pollen : la palynologie, dont les fondements ont &é&
posé& ala fin du XIX®"™ siésle par Pfister (1895) apartir du principe suivant : tout
miel produit dans des conditions naturelles contient toujours de petites quantité& de
pollen qui varient qualitativement et quantitativement en fonction de [’origine
gégraphique et botanique des eéhantillons. Les travaux ré&lisé par Zander (1935,
1937, 1941, 1949, 1951) sont considé&s comme la base de [Danalyse

ma@issopalynologique.

En 1952, la Commission Internationale de Botanique Apicole (International
Commission for Bee Botany, ICBB) a mis au point un protocole de méhodes
standardisées pour la confection des préparations microscopiques utilisé&s pour ce
type d’analyse. Ces techniques ont &é ré&alités en 1963 par Louveaux et al.
(1963), puis developpeéss par plusieurs chercheurs (Louveaux et al., 1964 ; Vergeron,
1964 ; Maurizio et al., 1967 ; Louveaux, 1968b). En 1970 et 1978, la Commission
Internationale de Botanique Apicole a publié¢ les méthodes relatives a I’analyse et a

I’interprétation des données polliniques des miels (Louveaux et al., 1970, 1978).



Au cours des années 1960 a 1980, la mélissopalynologie s’est développée avec
I’évolution des sciences de I’abeille - I’apidologie - dans un contexte nord européen
puis euro-mé&literranéen de collaborations scientifiques. Ces éudes ont notamment
permis de définir les diffé&entes productions nationales et de proposer des méhodes
de contrde (Louveaux, 1958, 1970, 1978 ; Maurizio et al., 1965 ; Louveaux et al.,
1970, 1978 ; Maurizio, 1975b ; Gadbin, 1980 ; Lobreau-Callen et al., 1986 ; Kerkvliet
et al., 1995, 2000).

Les re&ents travaux sur I’harmonisation des méthodes de la mélissopalynologie
ralisé par Von Der Ohe et al. (2004) traitent des différentes étapes de 1’analyse
pollinique des miels et proposent des protocoles présis pour les phases techniques
d’extraction, de montage et de lecture des préparations. En ce qui concerne
I’interprétation des résultats, les auteurs soulignent la nésessité de constituer une
palynothégue de ré&ence. Mais surtout, ils pr&isent les deux points fondamentaux a
prendre en compte pour la détermination de 1’origine botanique : la densitépollinique
(quantité totale en grains de pollen pour 10 grammes de miels) et le «type de
repré&sentation pollinique > Ce dernier point déend de la fréjuence relative du taxon
dominant expriméen poucentage (quantitéde grains de pollen du taxon considé&é&par

rapport au nombre total de grains de pollen dans 1’échantillon).

La notion de «type de repré&entation > a &é& définie par les premiées
commissions de botanique apicole (Louveaux et al., 1970, 1978). Elle a &€mise en
&idence a partir de miels monofloraux d’origine botanique connue, comme les miels
de ch&aigner, - de cynoglosse, - d’acacia, - de lavande ou - d’agrumes. Selon les
espeses nectariféres responsables de la miellé, les auteurs ont enregistré des
variations significatives des proportions en pollen de I’espéce dominante. Ces

observations ont conduit &ala déinition des types suivants :

- pollen de type «sur-repré&enté&>>: c’est, par exemple, le cas des miels monofloraux
de ch&aignier (Castanea sativa) et d'eucalyptus (Eucalyptus sp.) qui présentent un
spectre pollinique dans lequel la fréquence relative du pollen de D’espéce

correspondante est trés deveée, sup&ieure a80%, voire 90 % ;
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- pollen de type «normal >: le miel est considéé&<«monofloral »>pour une fr&uence
relative de 1’espece nectarifére dominante supérieure a 45% dans le spectre
pollinique. Exemple: les miels de bruyée (Erica arborea), - de sainfoin
(Hedysarum coronarium) et - de ronce (Rubus sp.) ;

- pollen de type «sous-repréenté>>: un miel peut &re considéeécomme monofloral
alors que la fréquence relative de 1’espéce considérée est peu élevée, souvent de
I’ordre de 10% a 30%, voire inférieure a 5%. Il s’agit notamment des miels
d’arbousier (Arbutus unedo), - d’agrumes (Citrus sp.), - de pissenlit (Taraxacum
sp.) et - de tilleul (Tilia sp.).

Ces diffé&entes types de représentation pollinique sont en relation éroite avec la
morphologie de la plante, la physiologie de 1’abeille, I’action de la butineuse et la
taille du grain de pollen (Louveaux, 1968b). A titre d’exemple, le pollen d’asphodéle
est de type «sous-repré&enté>>dans les miels en raison de la forme des fleurs (le
nectar éant protégeépar de longues et larges é&amines qui empé&hent le contact avec le
pollen durant le butinage). En généal, une corrdation est observeée entre les types de
repréentation et la densitépollinique. Celle-ci est élevée dans le cas d’une « sur-
représentation >3 moyenne dans une représentation de type normal et faible dans les

miels de type «sous-repré&enté>»

Pour cerner ces notions de repréentation pollinique, il faut se réfé&er aux trois
origines des pollens pré&ents dans les miels (Battesti, 1990) :

- Denrichissement primaire - le pollen marqueur de 1’origine botanique - qui
correspond ala réeolte de la matiée premiee (nectar) au moment du butinage ;

- Denrichissement secondaire qui se produit depuis la transformation du miel dans
la ruche et jusqu’a l’operculation. Ces grains de pollens proviennent de
I’atmosphere de la ruche et principalement des pollens en pelotes fixés aux pattes
des butineuses ou stockés dans les rayons ;

- Denrichissement tertiaire qui a lieu au moment de 1’extraction du miel, lorsque

des cellules apollen sont au voisinage des cellules amiel.

Ces phénomeénes expliquent la présence d’espeéces uniquement polleniféres (et
non nectariferes) dans un spectre pollinique de miel. Ils permettent &alement de
diffé&encier les miels de miellat et les miels de nectar sur la base des profils
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polliniques. En effet, un miel de miellat est caractérisé par I’absence d’enrichissement
primaire ; il est donc plus riche qu’un miel de nectar en espéces uniquement
polleniféres. En outre, il contient un nombre important d’algues et spores de
champignons microscopiques qui sont prdevé au moment de la collecte du miellat

par I’abeille sur les feuilles, aiguilles ou autres piéces végétales (Louveaux, 1968b).

L’observation de la totalit¢ des pollens du spectre pollinique permet de
reconnafire les spe&ificités de la vééation du lieu de production (proportions,
associations et particularités biogégraphiques des taxons préents). Cette analyse
contribue aussi a la définition de 1’origine variétale ou botanique des miels a condition
de prendre en compte les notions qualitatives de structure des spectres (types de
représentation) et quantitatives de densité pollinique (Battesti, 1990; Battesti et al.,
1992 ; Louveaux, 1992). C’est la raison pour laquelle les normes europénnes
soulignent qu’«aucun pollen ou autre constituant particulier du miel ne doit &re
retiré, sauf si cela est inévitable lors de [’élimination de matieres organiques et

inorganiques érangeres >>(Directive 2001/110/CE, 2002 ; Déeret n<2003-587, 2003).

L’analyse pollinique est a l’origine de nouvelles connaissances sur le
fonctionnement de la colonie d’abeilles en permettant de mieux comprendre les
relations entre 1’abeille et la végétation, notamment sur la caract&isation des cycles
biologiques annuels de développement des colonies et sur la déermination des
ressources mellifées, pollenifées et miellatifées d’un terroir (Ricciardelli d’albore et
al., 1978 ; Battesti, 1990 ; Persano Oddo et al., 2007 ; Dimou et al., 2009).

Cependant, la méissopalynologie préente des limites d’application pour la
déermination de I’origine botanique des miels (Molan, 1998) ; ainsi, il est difficile de
déterminer 1’origine botanique de certains miels produits a partir de nectaires
extrafloraux comme le coton (Gossypium hirsutum), le ricin (Ricinus communis) et
I’hévéa (Hevea brasiliensis) (Molan, 1998). De méne, il est difficile de diffé&encier
les miels de Manuka (Leptospermum scoparium) et de Kanuka (Kunzea ericoides) car
les deux espeees ont des grains de pollen similaires (Moar, 1985 ; Stephens et al.,
2010).
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11.2.2. Analyse sensorielle

L’analyse organoleptique procéle méhodiquement par une approche sensorielle
(couleur, &at physique, intensitéet qualitédes odeurs) avant la mise en bouche qui
permet de définir I’arobme, le goQ et la texture. Elle s’adresse directement aux
consommateurs et aux producteurs puisse qu’elle se fonde sur les perceptions et les
sensations. Elle est aujourd’hui utilisée dans plusieurs domaines industriels (agro-
alimentaire, cosméique, pharmacie) pour &ablir les profils sensoriels des produits,

démarche qui a conduit au développement et a I’harmonisation des méthodes.

Les premiées é&aluations organoleptiques des miels ont &é& développé&s par
Gonnet et al. (1979, 1985, 1992, 1998) en s’inspirant des méthodes utilisées pour
I’analyse sensorielle des vins. Celle-ci a notamment permis de caract&iser les
principaux miels monofloraux franGis et européns, et de développer une
méthodologie standard comprenant des formulaires d’évaluation, des méthodes de
déyustation, de formation et de sé&ection des speialistes (Persano Oddo et al., 1995a,
2000). Par la suite, sa pratique a éoluépar le biais d’une harmonisation conduisant &
I'utilisation de roues des odeurs et ardmes spécifiques aux miels (Bruneau et al.,
2000 ; Piana et al., 2004) et &la publication de grilles d’évaluation permettant un
traitement statistique des données recueillies par des panels de déyustateurs formés . |l
s’ensuit un caractée répéable et reproductible des analyses. La roue des odeurs et
ar@mes pré&sente sept classes bien diffé&entiables (végé&al, frais, bois€ floral/fruit frais,
chaud, avanceé et chimique) qui se divisent en sous-classes avec des ré&é&ences
aromatiques pour chacune d’entre-elles (Annexe 1). Aujourd’hui, 1'analyse sensorielle
est donc considé&é comme une technique complémentaire aux analyses polliniques et
physico-chimiques pour contrder la conformité des miels monofloraux ; elle peut
notamment &re utilisé pour le contréle de qualité et ’identification de défauts tels
que la fermentation, la présence d’impuretés ou encore d’ardmes étrangers (Piana et
al., 2004). Certaines caracteistiques rév@ees par l'analyse sensorielle peuvent &re
&alement déerminés par des analyses de laboratoire. La couleur - propriéé
organoleptique essentielle pour le consommateur - varie du clair a ’ambré tres foncé
en fonction de I’origine nectarifére des miels. Les valeurs de coloration peuvent étre
éablies par comparaison avec une €helle de couleur ; elles se situent gen&alement
entre 5 et 140 mm selon 1’échelle de Pfund (Bogdanov et al., 2004).
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11.2.3. Analyses physico-chimiques

Le miel est un produit complexe ; riche de plusieurs centaines de composé& ala
fois d’origine végétale et animale. Sa composition chimique dépend de multiples
paramétres : origine botanique et géographique, nature du sol, race d’abeille, état
physiologique de la colonie, climat, conditions de reéeolte et mode de stockage (Jean-
Prost, 1987 ; Kaskonienéet al., 2010a).

La premiée composition chimique «moyenne >»a é&€proposée par 1’équipe de
White en 1962 en analysant 490 miels provenant des Etats-Unis (White et al., 1962).
Par la suite, Louveaux (1980) a proposé€ la composition moyenne suivante : 17%
d’eau, 79,5% de glucides se dé&eomposant en 38% de fructose, 31% de glucose, 7,5%
de maltose et 3% de divers autres sucres et, enfin, de plusieurs types de constituants
mineurs : acides, proté@nes, sels min&aux, enzymes, collo'des, pigments, substances
odorantes et éléments figurés comme le pollen, les spores d’algues et/ou les
champignons microscopiques. De multiples auteurs (Louveaux, 1968a ; White, 1975)
ont constaté que la teneur des constituants varie significativement en fonction de
I’origine botanique et/ou géographique des échantillons. A partir de ces observations,
les constituants chimiques du miel ont &éclassé en deux cateégories (Gonnet et al.,
1985) :

- les composés toujours préents quelle que soit la variééde miels mais dont les
proportions varient en fonction de 1’origine des produits; tels que les
sucres (glucose, fructose, maltose, iso-maltose, saccharose et erlose), les
acides (acide ascorbique, acide gluconique et acide formique), les
enzymes (amylases, invertase et glucose-oxydase), les miné&aux (potassium,
calcium, sodium, magnéium, manganeése, fer, cuivre) et les pigments (flavones) ;

- les composé& mineurs préents uniquement dans certaines variéé& de miels ;
comme par exemple des tri- et poly-saccharides, des acides aminés, des vitamines
ou encore des composeés volatils et phénoliques. Les premiées caract&isations

dé&aillés de ces méabolites remontent aux années 80.

La qualitédite «normee »est celle définie par les textes officiels internationaux,
europeéens et nationaux, relatifs &la commercialisation et au contrde de la qualité
(Codex Stan 12-1981, 2001; Directive 2001/110/CE, 2002 ; Bogdanov et al., 2004) ;

14



les exigences sont plus ou moins strictes selon 1’échelle géographique considérée.

Elles portent sur diffé&ents aspects de la composition du produit permettant :

- de garantir sa fraicheur (hydroxyméhyl furfural et activitéenzymatique) et sa
bonne conservation (teneur en eau) ;

- de contrder I’intégrité du produit (absence de fraude de type adultération par ajout

de sucre).

Les protocoles d’analyse de ces paramétres ont été validé et harmonisés par la
Commission Internationale du Miel (International Honey Commission) (Bongdanov,
2009). En outre, plusieurs mesures physico-chimiques peuvent eégalement &re
ré@alisés en vue de la caracté&isation des productions : coloration, conductibilité
éectrique, acidité pouvoir rotatoire (Bogdanov et al., 2004).

a) Eau

La teneur en eau influence directement les propriéé& physiques telles que la
viscositéet la cristallisation (Bogdanov et al., 2004) mais aussi la dégradation du
produit car une forte humiditéaccéere les processus de fermentation. Dans la ruche,
le miel est operculépar les abeilles lorsque la teneur en eau atteint environ 18%,
valeur considé&ée par Gonnet et al. (1985) comme une limite sup€&ieure pour la bonne
conservation des produits. A I’exception des miels de Calluna et ceux destin&s a
I’industrie, la I€gislation relative aux miels commercialisés en Europe indique que la
teneur en eau doit &re infé&ieure &20% (Dé&ret n<2003-587, 2003) alors que certaines
normes AOC et AOP, comme celles de «Miel de Corse — Mele di Corsica »et de «
Miel de sapin des Vosges > exigent une teneur en eau infé&ieure &218% (Déeret n©
2010-1046, 2010 ; De&ret n=2013-1057, 2013). Gene&alement, les miels de miellat
ont une teneur en eau plus faible que les miels de nectar (Persano Oddo et al., 1995b ;
Persano Oddo et al., 2004b).

b) Sels min&aux

Les sels miné&aux sont pré&ents en faible proportion dans les miels ; la teneur est
comprise entre 0,020 et 1,028 g / 100 g (White et al., 1962). Les ééments les plus
courants sont: K, Cl, S, Ca, Na, P, Mg, Si, Fe, Mn et Cu (Louveaux, 1968a). La

composition miné&ale des miels est corréee ala nature du sol ; les ééments sont
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transportés du sol vers les plantes mellifées atravers le syst@ne racinaire, puis aux
miels via le nectar. Ainsi, Feller-Demalsy et al. (1989) ont montréque 1’analyse des
miné&aux permet de distinguer les miels québecois des provinces des Prairies de ceux
des provinces atlantiques. De méne, la teneur en sels min&aux varie &alement en
fonction de 1’origine botanique du miel (Accorti et al., 1987; Bogdanov et al., 2004).
Fernandez-Torres et al. (2005) ont différencié les miels d’eucalyptus, - de bruyere, -
d’agrumes et - de romarin d'Espagne en fonction des concentrations en Zn, Mn, Mg et
Na. Les miels ambré - comme les miels de ch&aignier, - de bruyé&e ou - de miellat -
contiennent des quantités plus éevees de mé&aux que les miels clairs (Sevlimli et al.,
1992 ; Anklam, 1998 ; Terrab et al., 2003 ; Pohl, 2009). La concentration en miné&aux
est de 0,1 - 0,2% dans les miels de nectar alors qu’elle est environ 10 fois plus élevée
dans ceux de miellat (Hernandez et al., 2005). 1l est &noter que certains ééments sont
essentiellement d’origine florale tels Na et K alors que d’autres tels Pb et Cd sont des
indicateurs d’une contamination de 1’écosystéme (Fodor et al., 1993 ; Yazgan et al.,
2006 ; Pohl, 2009 ; Kaskonienéet al., 2010a).

La conductivité@éectrique du miel, introduite par Vorwohl en 1964 (Bogdanov et
al., 2004), est directement liée ala teneur en min&aux (Accorti et al., 1987 ;
Bogdanov, 2009). Géné&alement, sa valeur est comprise entre 0,08 et 2,09 mS/cm
(Persano Oddo et al., 2004b). De nombreux travaux ont démontréque ces variations
dépendent de I’origine botanique des €hantillons (Bogdanov et al., 2000 ; Persano
Oddo et al., 2004b) ; la conductivitédectrique des miels de miellat est sup&ieure a
0,8 mS/cm alors que celle des miels de nectar est souvent infé&ieure acette valeur ;
certaines exceptions sont observées comme pour les miels de ch&aignier, -
d’arbousier, - de bruyeée, - d’eucalyptus, - de tilleul et - de callune (Codex Stan 12-
1981, 2001).

c) Acides

Le miel est un produit acide dont le pH se situe entre 3,5 et 5,5 (Bogdanov et al.,
2004) ; cela est dOala présence des acides organiques qui repré&entent moins de 0,5%
de la composition chimique (White et al., 1980). Ces constituants acides sont

directement issus des apports nectariféres ou miellatiferes mais ils peuvent également
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provenir de la dégradation de composeés par réction enzymatique et/ou fermentation
(Louveaux, 1968a). Les acides organiques contribuent a 1’arome des miels mais aussi
ala stabilitédes produits en limitant le développement des microorganismes (White et
al., 1980). Issu de la dégradation du glucose, I’acide gluconique est le principal
constituant de cette fonction dans les miels. Parmi les autres acides identifiés, nous
pouvons citer 1’acide formique, 1’acide acétique, I’acide butyrique, ’acide lactique,
I’acide oxalique et I’acide succinique (White et al., 1980). Selon la ré&lementation
europeéenne (D&ré& n<2003-587, 2003), la teneur en acides libres ne doit pas déasser
50 milli-équivalent d’acide par kg (a I’exception des miels destinés a 1’industrie (< 80

milli-&uivalent d’acide par kg).

Les acides ont &eutilisés pour la caractérisation de 1’origine botanique des miels.
Ainsi, I’analyse par résonance magnétique nucléaire de miels de tilleul (Tilia sp.) a
mis en &idence la pré&ence de I’acide cyclohex-1,3-adiene carboxylique et de 1’ester
correspondant (Berreta et al., 2008). Par ailleurs, I’acide kynurénique et 1’acide 4-
quinolone-2-carboxylique ont é&é& proposé& comme marqueurs des miels de
ch&aigniers (Berreta et al., 2008 ; Truchado et al., 2009 ; Donarski et al., 2010).

d) Sucres

Les sucres sont les principaux constituants des miels ; la teneur s’éléve a environ
95% du poids sec (Bogdanov et al., 2004). Les constituants majoritaires sont deux
monosaccharides : le fructose et le glucose. Apré analyse de 490 &hantillons de
miels d’origine américaine, White et al. (1962) ont &abli la composition moyenne
suivante : fructose (38,19%), glucose (31,28%), saccharose (1,31%), maltose (7,31%)
et divers polysaccharides mineurs (1,5%) tels que le mélézitose, I’erlose, le kestose, le
raffinose, le dextrantriose, 1’isomaltose, le turanose, le maltulose, le nigérose, le

kojibiose et le leucrose.

Il a &é& montré que le rapport glucose/fructose participe aux propriéés
organoleptiques des miels et ala cristallisation (Bogdanov, 2008 ; Tabouret, 1979).
Au niveau de la législation europé&nne (Dé&ret n<2003-587, 2003), le teneur en ces
deux sucres ne doit pas dépasser 60 g/100 g pour les miels de fleurs et 45 g/100 g

pour les miels de miellat. Par ailleurs, la caracté&isation des glucides est utilisée
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comme un indicateur de I’adultération des miels par ajout de sirops notamment de

sucre ou de ma's (Swallow et al., 1994 ; Wang et al., 2011).

L’hydroxyméthyl furfural (HMF) est issu de dégradation du fructose par
réction acido-basique et/ou deégradation thermique (Wang et al., 2011). Géné&alement,
HMF est absent ou préent en faible proportion (0,6 — 2 mg/kg) dans les miels frais
(White, 1975) et sa concentration augmente durant le stockage ou le chauffage
prolongédu miel (Bogdanov et al., 2011). La teneur en HMF est donc trés utilisé
pour contrder la qualitéde conservation des produits (Gonnet, 1982). Au niveau de la
I&islation européenne (Déeret n<2003-587, 2003), les teneurs d’HMF admises ont &é&
définies de la maniée suivante : < 40 mg/kg pour les miels «classiques > (exceptés
ceux destinés a I’industrie) ; < 80 mg/kg pour les miels ou mélange de miels d’origine
tropicale. Certaines reglementations nationales exigent des teneurs en HMF plus
strictes : 10 mg/kg pour le «Miel de Corse >» (Dé&ret n©2013-1057, 2013) et 15
mg/kg pour le «Miel de sapin des Vosges >»(Déeret n=2010-1046, 2010).

Certains sucres, principalement des disaccharides et des trisaccharides, sont
pré&ents en trés faibles abondances. Ils réultent généalement de réactions chimiques
et/ou enzymatiques se produisant lors de la maturation du miel dans la ruche (White et
al., 1980). R&emment, plusieurs techniques analytiques ont é&é& proposés pour
obtenir une composition dé&aillée des sucres préents dans les miels (notamment
CPG-SM), ce qui a permis d’identifier plus de 25 oligosaccharides (Mateo et al.,
1987 ; Horvath et al., 1997 ; Anklam, 1998). L’analyse de ces glucides a conduit a
diffé&encier les miels de miellat et les miels de nectar (Sabatini et al., 1990 ;
Bogdanov et al., 2004 ; Wang et al., 2011). Les premiers sont riches en méeitose et
raffinose non dé&elé& dans des miels de nectar (Bogdanov et al., 2004). Toutefois,
I’é¢tude de la composition en sucres mineurs ne permet pas la détermination de
I'origine botanique des miels de nectar (Bogdanov et al., 1988 ; Foldhazi, 1994 ; Da
Costa Leite et al., 2000 ; De la Fuente et al., 2007 ; Kaskonienéet al., 2010b).
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11.3. Les approches «complémentaires >

~

Les approches dites complémentaires visent & identifier des marqueurs
chimiques de I’origine botanique (plantes nectariféres) ; les principales familles de
méabolites utilisé&s sont des composé& azoté& (acides amineées et proténes), des
composés polyphéoliques (acides phénoliques et flavonodes) et les composés
volatils (Kaskonienéet al., 2010a). La diversitéde ces constituants dans les miels peut
s’expliquer par la récolte de différents nectars et miellats, par les transformations
chimiques dues au méabolisme de I'abeille ou encore par les processus de maturation
et les traitements post-réeolte des miels (Lee et al., 1985 ; Stadelmeier et al., 1986 ;
Rowland et al., 1995).

11.3.1. Composés azotes

Les miels contiennent de nombreuses substances azotéss; notamment des
prot@nes et des acides aminés. Les proté@nes ont une abondance d’environ 0,26%
(White et al., 1962 ; White, 1978 ; Anklam, 1998). De nombreuses enzymes ont &é&
identifiées dans les miels dont les plus courantes sont 1’invertase, 1’a-amylase, la j-
amylase, 1’a-glucosidase, la glucose-oxydase, la catalase, la phosphatase (Huchet et
al., 1996). Elles sont responsables des transformations des nectars et miellats en
miels et sont souvent employés comme indicateurs de la qualité (Vorlova et al.,
2002). Nisbet et al. (2009) ont montré que les profils chromatographiques des
proté&nes des miels naturels et ceux des produits adult&é& (ajout de sirop de
saccharose) sont qualificativement similaires mais difféent au niveau quantitatif ; les
teneurs en proté@nes sont plus deveéss dans les miels naturels. Les activités
enzymatiques, en particulier celles de la diastase et de ’invertase, diminuent pendant
le stockage et le traitement thermique. Bien que moins fiables que la mesure des
teneurs en hydroxyméhylfurfural pour le contrde de la qualité les activités
enzymatiques sont largement utilisées pour le contrde de la fraTheur des miels
(Persano Oddo et al., 1990, 1999). Les prot@nes ont &é&e&jalement utilisés pour la
détermination de 1’origine ; par &ectrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-
PAGE), Marshall et al. (1987) ont identifi€ 19 proté@nes dans des miels d’origines
botaniques diverses.
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De nombreux acides aminés, obtenus par dé&omposition des proténes, ont &&
identifiés dans les miels. Il s’agit notamment de la proline, l'acide glutamique,
I'alanine, la phénylalanine, la tyrosine, la leucine et I'isoleucine (White et al., 1980).
La proline, principal acide aminé du miel, est consid&é& comme un critee de
maturité (Von der Ohe et al.,, 1991; Bogdanov et al.,, 2004) ou d’éventuelles
adulté&ations par ajout de sirops (Cotte et al., 2003, 2004). Géé&alement, la teneur en
proline est sup&ieure 2200 mg/kg ; soit environ 66 % de quantité totale d’acides
aminé& du miel (Wang et al., 2011). Les valeurs les plus éeveées en proline ont &é&
rapportées dans les miels de thym provenant de Gréce et d’Italie alors que les teneurs
les plus faibles ont é&é&observées dans les miels de colza (Pologne), de rhododendron
(Italie) et d’acacia (Pologne, Italie, Hongrie et Bugarie) (Piazza et al., 2004).

Certains acides aminés ont ¢été proposés comme indicateur de 1’origine
géographique des miels (Gilbert et al., 1981 ; Davies et al., 1982 ; Anklam, 1998 ;
Wang et al., 2009, 2011). La comparaison des profils chromatographiques
(Chromatographie en phase Liquide &Haute Performance) a permis de diffé&encier
des &hantillons provenant d'Argentine, d'Australie et du Canada (Gilbert et al,. 1981).
La caracté&isation des acides aminé& libres a é&alement é&é utilisé pour la
détermination de I’origine botanique (Conte et al., 1998 ; Cometto et al., 2003 ; Wang
et al., 2011). Ainsi, I’étude de la composition en acides aminés de miels de diverses
origines botaniques (acacia, agrumes, ch&aignier, romarin et rhododendron) a conduit
a la diffeenciation des &hantillons en fonction des teneurs en arginine, en
tryptophane et en cysté@ne (Pirini et al., 1992). Les miels de lavande sont caract&isés
par une concentration éevée en phénylalanine et en tyrosine alors que ceux
d’eucalyptus sont dominés par la proline (Bouseta et al., 1996). Hermosin et al. (2003)
ont confirmé&la proportion deveé de tyrosine dans les miels de lavande tandis que
Cotte et al. (2004) ont proposéla thrénine et la phéylalanine respectivement comme
composés caracté&istiques des miels de tournesol et de lavande. Les miels de thym
pré&entent une teneur deveés en serine, en tyrosine et en lysine ; ceux de romarin sont
dominés par la tyrosine, la proline et la phéaylalanine (Conte et al., 1998). Enfin, les
miels de miellat se distinguent par une présence marques de tryptophane et d’acide

glutamique (lglesias et al., 2004).
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11.3.2. Composé& polyphénoliques

Les polyphénols sont des méabolites secondaires synthé&iseés par les plantes et
constituant un groupe important de substances naturelles préentes dans le régne
vaéal. lls sont naturellement présents dans notre alimentation (fruits, légumes,
caailes, vin, thé café etc.) sous diffé&entes formes telles que les flavonodes et les
acides phénoliques, les stilbénes et les lignanes (Manach et al., 2004 ; Pyrzynska et al.,
2009). Beretta et al. (2005) ont montréque la teneur en polyphénols dans le miel varie
de 55 &a800 mg/kg selon leur origine botanique. La teneur en flavono'des dans les
miels est d’environ 6000 pg/kg et la concentration en acides phénoliques varie de 10 &
1000 /100 g (Anklam, 1998). Les flavono'des présents sont classés en diffé&entes
catéories dont les plus importantes sont : les flavanones, les flavonols, les flavones,

les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes.

Les flavono'des participent activement aux propriéés organoleptiques des miels.
De nombreux travaux font état d’une forte corr@ation entre la couleur du miel et la
teneur en polyphénols (Massaux, 2012 ; Dong et al., 2013); la coloration jaune
semble lié ala concentration en flavonoides alors que ’intensité de la couleur ambré
dépend de la teneur en acides phénoliques (Amiot et al., 1989). De méme, 1’amertume
des miels d’arbousier est probablement due a une teneur élevée en polyphénols totaux
(Campus et al.,, 1983; Amiot et al.,, 1989). Les polyphé&ols manifestent de
nombreuses proprié&s béndiques telles des propriéé& antiseptiques, anti-
inflamatoires et antioxydantes (Hollman et al., 1996 ; Al-Mamary et al., 2002 ; Heim
et al., 2002 ; Vela et al., 2007 ; Estevinho et al., 2008 ; Percie du Sert, 2009 ; Uthurry
et al., 2011). Les flavonodes sont géné&alement de puissants antioxydants ; certains
de ces composés pré&entent en effet une activitéjusqu'a200 fois sup&ieure acelle de
la vitamine E (Percie du Sert, 2009).

Les principales techniques utilisées pour I’extraction des composés phénoliques
présents dans les miels sont I’extraction liquide-liquide a 1’acétate d’éthyle ou a
1’éthanol (Siess et al., 1996 ; Cabras et al., 1999), d’une part, et I’extraction en phase
solide sur colonne d'amberlite avec une @ution a I’eau (¢élimination des sucres et
autres composés polaires) puis au méhanol pour isoler les composé& phénoliques

(Gomez-Caravaca et al., 2006 ; Pyrzynska et al., 2009), d’autre part.
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Dans les produits de la ruche, par CLHP, il a &é&identifiéde multiples composés
tels I’apigénine, la luteoline, le kaempférol, la pinobanskine, 1’hesperidine, la rutine,
la myricéine, la chrysine, la quercetine, la pinocembrine et la galangine. Ré&emment,
dans les miels de divers pays d’Europe, Tomas-Barberan et al. (2001) ont identifi&des
composés typiques de la propolis : deux flavanones (pinobanksine et pinocénbrine),
cing flavones (chrysine, galangine, techtochrysine, pigénine et genkwanine), la
quercéine, des oxydes de méhyl-kaempfé&ol, et des esters de ’acide caféique. Les

concentrations de ces derniers dépendent du taux de propolis dans le miel.

La composition polyphénolique des miels peut fortement varier en fonction de la
source butinée ainsi qu’en relation avec les conditions gégraphiques et climatiques
(Amiot et al., 1989 ; Gheldof et al., 2002a, 2002b ; Yao et al., 2003 ; Beretta et al.,
2005 ; Dong et al., 2013). Aussi, les composé phéoliques ont-ils &€& proposés
comme marqueurs botaniques de certains miels monofloraux : I’hespérétine pour les
miels d’agrumes (Ferreres et al., 1993, 1994b ; Andrade et al., 1997b), le kaempfé&ol
pour les miels de romarin (Ferreres et al., 1994a, 1998), la quercéine pour les miels
de tournesol (Tomas-Barberan et al., 2001), ou encore diffé&ents flavanols (myricéine,
quercétine, tricétine, lutéoline) pour les miels d’eucalyptus (Martos et al., 2000a,
2000b ; Yao et al., 2004). De méne, les acides phénoliques ont &&proposé& comme
indicateurs chimiques de 1’origine botanique : l'acide ellagique et ’acide abscisique
pour les miels de bruyere (Soler et al., 1995 ; Ferreres et al., 1996a, 1996b ; Andrade
et al., 1997a, 1997b) ; I’acide caféique, 1’acide p-coumarique et 1’acide férulique - en
proportions variables - pour les miels de ch&aignier, - de lavande, - de tournesol et -
d’acacia (Tomas-Barberan et al., 2001); I’acide homogentisique pour les miels
d’arbousier (Cabras et al., 1999). Plus ré&emment, trois autres composés phénoliques
(unedone, acide 2-E, 4-E abscisique et acide de 2-Z, 4-E abscisique) ont &éproposeés

comme marqueurs dans des miels d’arbousier (Tuberoso et al., 2010).
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11.3.3. Composés volatils

Les premiers travaux sur la fraction volatile des miels datent du début des années
60 et &ace jour plus de 600 composé volatils appartenant adiffé&entes familles
chimiques ont &ééidentifiés (Kaskonienéet al., 2010a ; Manyi-Loh et al., 2011). Ces
quinze derniéres années, 1’étude de la composition volatile des miels a attiré une
attention croissante puisque une cinquantaine d’articles sont parus sur le sujet. Ces
publications soulignent une faible teneur en constituants volatils dans les miels
(Pontes et al., 2007 ; Kaskonienéet al., 2010a). Les composés volatils participent aux
propriéés organoleptiques des miels ; la contribution d’une substance dépend de sa
concentration mais aussi des interactions avec diffé&ents autres constituants (Shimoda
et al., 1996 ; Kaskonienéet al., 2010a). Ainsi, Zhou et al. (2002) ont propos&comme
principaux principes odorants des miels de sarrasin (Fagopyrum sp.):le 3-
mehylbutanal, le 3-hydroxy-4,5-diméhyl-2(5H)-furanone et I’(E)-f#-damascéione
alors que Moreira et al. (2005) souligne I’importance du benzaldéhyde, de 1’acide 2,3-
diméhylbutanoue, du benzonitrile et du 2-phénylé&hanol pour les miels de

Gochnatia velutina.

De multiples méthodes ont été utilisées pour 1’extraction de la fraction volatile
(Kaskonienéet al., 2010a ; Manyi-Loh et al., 2011) : I’hydrodistillation (Clevenger) ;
I’extraction liquide-liquide (ELL) ; I’extraction-distillation en simultané& (Likens-
Nickerson) ; la Micro Extraction en Phase Solide (MEPS) ; la Dé&orption Thermique
Automatique (DTA) ; Dextraction aux solvants par ultrasons (ESU) ou encore
I’extraction sur phase solide (EPS). Toutes ces technigques préentent des avantages et
des inconvénients. Parmi ces derniers : le temps d’extraction est géé&alemnt long,
I’utilisation de solvant peut entrainer la perte de constituants de faible poids
moléculaire lors de I1’évaporation et la température favorise une deégradation
thermique des composé& (Cuevas-Glory et al., 2007). Le mode de préparation peut
donc influer sur le résultat de 1’analyse. Jerkovi¢ et al. (2007) ont montré des
diffé&ences qualitatives et quantitatives dans les compositions des fractions volatiles
de miels extraites par hydrodistillation et extraction aux solvants par ultrasons ;
I’hydrodistillation favorise la formation des composé& furaniques par deégradation
thermique des sucres. Nous exposons ci-dessous les techniques les plus couramment

utilisées pour I’extraction de la fraction volatile des miels.
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L’extraction liquide-liquide (ELL) est la mé&hode la plus réandue (Castro-
Vazquez et al., 2002, 2003 ; Pontes et al., 2007) ; elle a &€mise en ceuvre notamment
pour la caract&isation de difféents miels monofloraux (Castro-Vazquez et al., 2003).
L’efficacité de cette méhode réside principalement dans le choix du solvant
(gé&éralement 1’acétate d’éthyle ou le dichlorométhane). Il est & noter que des
concentrations éevés en sucres rendent parfois déicate I’utilisation de cette

technique.

L’extraction-distillation simultan& a && proposeée par Likens et Nickerson en
1964 et a é€optimisé par Godefroot et al. en 1981 (Castro-Vazquez et al., 2002).
Cette technique est trés utilisée pour ’analyse quantitative des volatils de produits
agro-alimentaires, en généal. En comparaison avec la méhode ELL, elle préente
certains avantages (Bogdanov et al., 2004 ; Cuevas-Glory et al., 2007) ; son meilleur
rendement d’extraction permet de travailler avec de plus faibles quantités
d’échantillons, la consommation en solvant est moindre et les durées d’analyse sont
plus courtes (1 &2 heures d’extraction). De plus, I’extraction se fait sous atmospheére
inerte et atempé&ature ambiante minimisant ainsi les transformations thermiques

&entuelles.

L’extraction aux solvants par ultrasons (ESU) est une technique - sans chauffage
- utilisée pour isoler les composés volatils apartir de produits naturels. Elle est basée
sur ’utilisation de solvants organiques et d’un bain d’eau soumis aux ultrasons. Cette
technique a été mise en ceuvre pour caractériser les fractions volatiles des fleurs
d’agrumes et des miels correspondants (Alissandrakis et al., 2003) ainsi que celles des
miels de chataignier, d’asphod¢le et d’acacia (Jerkovic et al., 2007, 2009, 2011).

Depuis le déout des années 1990, la Micro Extraction en Phase Solide (MEPS) a
¢été largement utilisée dans différents domaines de la chimie tels 1’environnement, la
parfumerie, I’industrie pharmaceutique et 1’agro-alimentaire (Bogdanov et al., 2004 ;
Alissandrakis et al., 2005 ; Cuevas-Glory et al., 2007). Ses principaux avantages
résident dans la rapidité de 1’analyse, I’absence de solvant, la sensibilité élevée et le
son faible cot. La mé&hode a é&&appliquée pour la premiére fois sur des miels d’Italie
par Guidotti et Vitali en 1998 (Bogdanov et al., 2004 ). Elle apparait, pour de
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nombreux auteurs, comme une meéhode bien adapté pour la caract&isation des
volatils des miels, d’une part, et pour la détermination de marqueurs molé&ulaires de

I’origine botanique de ces produits, d’autre part.

Apres extraction, la fraction volatile des miels est géné&alement analysé par
CPG associee aun déecteur aionisation de flamme (FID) et/ou couplée en ligne aun
spectromeétre de masse (CPG-SM). Une nouvelle stratégie basé sur un nez
éectronique (dite E-nez) a éédérelopp& pour I’étude des ardmes dans les aliments
(Ampuero et al. 2004 ; Cuevas-Glory et al., 2007 ; \erzera et al., 2012).
Cette technique a notamment é&e&appliques pour 1’analyse de la composition volatile

de miels de diffé&entes origines botaniques (Benedetti et al., 2004).

Différents constituants volatils indicateurs de 1’origine nectarifére des miels ont
éérapporté :
- Danthranilate de méthyle; les isome&es du lilac aldéwyde, - du
dénydroxylinaloxydes et - du 1-p-menthén-9-al dans les miels d’agrumes (Citrus
sp.) (White, 1966 ; Ferreres et al., 1994b ; Alissandrakis et al., 2003, 2007;
Bogdanov et al., 2004) ;

- le salycilate de méhyle dans les miels de saule (Salix sp.) (De la Fuente et al.,
2007) ;

- le syringate de méthyle dans les miels d’asphodele (Jerkovic et al., 2011) ;

- le trans-oak lactone pour les miels de miellat de ch&e (Quercus sp.) (Castro-
Vazquez et al., 2006) ;

- les dérivés d’isophorone (1’a-isophorone, 1’-isophorone et le 4-oxoisophorone)
dans les miels d’arbousier (Arbustus unedo) (Bianchi et al., 2005) ;

- le 1-phényléthanol et les dérivés de I’acétophenone (acétophénone, 2-
aminoacé&ophénone et 3-aminoacé&ophénone) dans les miels de ch&aignier

(Castanea sativa) (Bonaga et al., 1986; Guyot et al., 1998; Verzera et al., 2001 ;
Bonvehi et al., 2003; Jerkovic et al., 2007; Alissandrakis et al., 2011) ;

- le p-anisaldéhyde, I’acide de p-anisique et le vanillate de méhyle dans les miels
de bruyere (Erica arborea) (Guyot et al., 1999).
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Toutefois, le marquage de 1’origine d’&hantillons déend non seulement de la
préence de ces moléules mais aussi de leurs teneurs. Castro-Vazquez et al. (2014)
ont identifié80 composés dans le miel de lavande (Lavandula latifolia) et de lavandin
(L. angustifolia x L. latifolia). Bien que la plupart des composés soit présents dans les
deux types de miels, ils se distinguent par leurs concentrations en 4-

methoxyacé&ophéione, dé&anal, farnéol, acé&ovanillone et déhydrovomifoliol.

L’analyse comparative entre la fraction volatile des miels et celle des matiees
premicres récoltées par 1’abeille, a fait I’objet de peu d’études. Rowland et al. (1995)
ont montréque les compositions volatiles des miels et des fleurs d’Eucryphia lucida
sont dominées par le 2,6-diméhyloct-3,7-adiéne-2,6-diol. Alissandrakis et al. (2003)
ont mis en éidence que les fractions volatiles des fleurs d’agrumes sont riches en
linalol alors que les miels correspondants préentent des compositions otipré&lominent
des dé&ivés du linalol. Les miels et les fleurs de Solidago canadensis sont caract&isés
par des sesquiterpénes (43 composé& repré&entant 52% de la composition totale)
dé&ivé du germacréne (Amtmann, 2010). De fagn analogue, les compositions
volatiles des miels et des fleurs d’eucalyptus (Eucalyptus globulus) sont dominees par
le 3-oxo0-a-ionone (Alissandrakis et al., 2011). Enfin, Alissandrakis et al. (2011) ont
identifiés 13 composé& communs dans les fractions volatiles des chatons et des miels
de ch&aignier.

Comme nous ’avons vu ci-dessus, la plupart des &udes sur la fraction volatile
des miels ont pour objectif la détermination de I’origine botanique. Peu de travaux
concernent la certification de 1’origine géographique ; anotre connaissance, deux
articles traitent de la différenciation entre les miels de Corse et ceux d’autres origines
gégraphiques sur la base des constituants volatils (Cajka et al., 2009 ; Stanimirova et
al., 2010).
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I11- Qualification des miels de Corse

I11.1. Les miels de nectar

111.1.1 Pré&entation des &hantillons

195 &hantillons de miels de nectar de Corse commercialisé sous <«Appellation
d’Origine Protégée >»ont é&&sdectionné apartir de la banque de miels de ré&é&ence
gé&e& par le laboratoire CPN. Depuis I’obtention de I’AOC en 1998, des campagnes
réguliéres d’échantillonnage de miels ont @é&menées dans le cadre des contrdes de
qualité&; elles ont ainsi permis de constituer puis d’enrichir au fur et a mesure cette
banque qui compte aujourd’hui plus de 1500 miels référencés. Afin d’assurer une
conservation optimale de ces miels (Gonnet et al., 1985), les é&hantillons de la banque
ont &é&conditionné directement aprés le préevement, puis stocké a4 <C en chambre
froide. Prélablement aux analyses de la composition volatile, pour chaque
&hantillon, les caractéristiques organoleptiques (en particulier, ’absence de got
parasite et/ou d’évolution du produit) ont && contr@eées, ainsi que leur conformité
avec la qualitédé&rite pour chaque gamme variéale dans le cahier des charges de
I’AOC-AOP.

Les é&hantillons de miels proviennent de 65 exploitations régionales
repré&entatives de la diversité des paysages veégéaux apicoles de la Corse. Les
informations relatives aux reéoltes (lieu, altitude, péiode, année) des miels
analysé& ont éérassemblés dans le Tableau A.1 (Annexe 2). Afin de prendre en
compte les variations interannuelles, dues aux facteurs bioclimatiques, dans chaque
gamme variéale de miels, les éhantillons ont &&sdectionnés sur plusieurs annéss de
production (2003 &2013), et principalement sur trois anné&s de ré&olte cons&utives
(2004, 2005 et 2006) avec un suivi sur plusieurs exploitations <«types >
représentatives des diverses conduites apicoles du territoire insulaire. 1l est anoter que
les saisons 2003 et 2004 ont &€& caract&isees par des conditions climatiques
particulieres ; I’année 2003 a été marquée par une sécheresse exceptionnelle qui a
entrainé une diminution des productions pour ’ensemble des gammes tandis que

I’année suivante a connu des productions nectarifées inhabituelles telles que les
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Fabaceae (Trifolium sp., Lupinus sp., Vicia sp.), les Apiaceae, les Rubus sp. et les

Teucrium sp. ; alors que la miellé& de «maquis de printemps > (Erica arborea) n’a
pas eu lieu (Battesti et al., 2007).

Les 195 miels de nectar se réoartissent dans les cinqg gammes variéales comme

suit :

50 miels «ch&aigneraie » (CHO1 — CH50) ré&olté&s par 28 producteurs entre
Juillet et Septembre durant six années (p&iode 2003 &2006, 2008 et 2009). Les
ruchers éaient situés ades altitudes de 50 &1000 m, dans des microrégions
repré&sentatives de la répartition de ch&aigniers sur le territoire insulaire
(Castagniccia, vallées de la Gravona, du Taravo et du Prunelli, for&s et vergers du

Cap Corse et Centre-Corse).

45 miels «maquis de printemps » (MP01 — MP45) issus de 26 exploitations,
reeolté principalement entre Mai et Juin (p&iode 2003, 2005, 2006, 2007 et 2010).
Les ruchers sont situé du littoral 2860 m d’altitude mais essentiellement au-

dessus de 300 m.

30 miels «magquis d’automne »>(MAO1 — MA30) r&olté& de Septembre aJanvier
pendant sur la période de janvier 2005 jusqu’a janvier 2013 dans 20 exploitations
localiseées du littoral 21000 m d’altitude (50% des ruchers sont localisé au-dessus
de 400 m).

41 miels «printemps >»>(PRO1 — PR41) provenant de 12 producteurs, préevés entre
Avril et Juin pendant trois annés (2004-2006). lls ont &éréolté principalement
au-dessous de 100 m, dans les zones cultivées de la plaine orientale ou dans les

zones rude&ales.

29 miels «maquis d’été » (MEOL — ME33) &hantillonn& chez 17 apiculteurs
entre Juin et Septembre durant les annés 2004 & 2012. Les ruchers éaient
essentiellement localisé& aune altitude sup€&ieure &a800 m dans la région du Niolu

et de Quenza ainsi que la haute vallé de la Gravona et du Taravo.
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111.1.2. Caracté&isation par les mé&hodes conventionnelles

a) Analyses polliniques

L’analyse pollinique effectuée sur les 195 &hantillons a permis de répertorier
131 taxons, dont 92 nectarifées et pollenifées et 39 uniquement pollenifées. Parmi
les 131 taxons, 9 sont des taxons trés fr&uents (présents dans plus de 50% des
&hantillons, autrement dit avec un taux de pré&ence TP > 50%), 25 sont fréguents
(taux de pré&sence TP de 20 &50%), 18 sont peu fréguents (taux de pré&ence TP de 10
a20%). Ces 52 taxons peuvent &re consid&é& comme des ééments représentatifs du
répertoire mélifée et/ou pollenifére régional (Tableau A.2-Annexe 3). Les 79 autres

taxons sont considé&é& comme «rares >>avec des taux de pré&ence < 10%.

Certification de 1’0Origine géqgraphique

La détermination de I’origine géographique des miels de Corse est fondée sur
I’analyse chorologiqueet &ologique des taxons du répertoire pollinique, asavoir : la
diversité des types biogégraphiques, la pré&ence de taxons <«marqueurs >» et
I’absence significative de taxons caractéristiques d’autres miels euro-méditerranéns
(Battesti et al., 1992 ; Battesti et al., 1997 ; Dé&ret n=2013-1057, 2013). Les 52
taxons ayant un taux de pré&sence TP > 10% sont classé& en fonction de leur type
biogéographique (CB: code biogéographique), puis par leur taux de présence
deésroissant. Leur réartition selon les éages de végéation de la Corse permet de
remarquer une forte diversité d’especes végétales dont la répartition s’étend du littoral

ala montagne en fonction de la localisation des ruchers.

L’originalité du répertoire des miels de Corse est fondée sur la diversité des types
biogéographiques des taxons rencontrés. La majorité€ des espéces sont d’origine
méditerranénne au sens large du terme. Nous pouvons citer Echium sp., Rubus sp.
pour les taxons euryméliterranéens (CB 21) et Erica arborea, Lavandula stoechas,
Myrtus communis pour les taxons sténomediterranéns (CB 31). De plus, nous
relevons un nombre non né&gligeable de taxons eurasiatiques (CB 51, 52, 54, 58 et 59)
et atlantiques (CB 65) qui s’explique par le caractere montagneux du territoire

insulaire. L’analyse met &jalement en éidence I’importance des ressources mellifées
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spontanées ; seulement cing taxons cultivés sont repré&enté& dans le réertoire ; il
s’agit d'arbres fruitiers (Prunus sp., Pyrus/Malus forme, Citrus sp. et Actinidia

sinensis et Eucalyptus sp.), qui sont essentiellement localisés dans la plaine orientale.

Trois taxons endé@niques ont é&eidentifiés avec un taux de pré&ence TP > 10% :
Teucrium sp. (essentiellement T. marum) ; Genista sp. (essentiellement G. corsica, G.
salzamannii var. salzamannii et G. salzamannii var. lobelioides) et Thymus herba-
barona. Ces espeees sont les principaux indicateurs endémiques. Toutefois, il convient
de souligner la présence d’Anthyllis hermanniae (origine sténomeliterranénne
orientale : CB 28) dans 51% des eéhantillons. Cette espeee est consid&é& comme un
des marqueurs de 1’origine gégraphique par son absence dans les spectres polliniques
des miels du continent francais et des miels de 1’ouest méditerranéen (Battesti, 1990).
Conformément au cahier de charge de I’AOP sur les miels de Corse (Dé&ret n©2013-
1057, 2013), I’absence de taxons - fréguents dans les miels des autres re&gions ou pays
meéliterranéens - est également utilisée pour la certification de 1’origine Corse ; il
s’agit d’especes cultivées comme Onobrychis viciifolia, Brassica napus, Helianthus
annuus, Hedysarum coronarium et Fagopyrum esculentum, ou encore de plantes non
cultivées comme Hypecoum sp., Loranthus europaeus, Rhus sp., Calluna vulgaris et

Thymus vulgaris.

Comme marqueurs d’une certaine constance régionale, nous observons la
pré&ence de Castanea sativa et Quercus sp. ; ces deux taxons sont rapportés dans plus
de 90% des &hantillons, quelles que soient la zone de production et la p&iode de
reeolte. 1l faut éyalement souligner la pré&ence de Rubus sp., Cistus sp., Erica arborea,
Fraxinus ornus, Genista sp. et Salix sp. dans une majoritéd’e&hantillons (TP > 50%).
L’ensemble de ces résultats est en accord avec la définition des spécificités relatives a

la certification de 1’origine des miels de Corse (Battesti et al., 1992, 1997).
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Caractérisation de [’origine botanique

Pour déterminer 1’origine botanique, nous avons pris en compte différents

critéres :

- le spectre pollinique (donnéss qualitatives) et la densité pollinique (donnéss
quantitatives) ;

- la valeur apicole des taxons (espéses nectariferes et/ou pollenifées et espeees
uniquement polleniféres) ;

- le type de représentation des taxons nectarifees (normal, sur- et sous-repréenté ;

- les associations caracté&istiques de la miellé.

La Figure A.2 (Annexe 4) préente la synthése des réultats obtenus apres
dé&ouillement des 195 spectres polliniques ; elle permet notamment d’observer les
principales caracté&istiques polliniques des cing gammes variéales. En effet, le
diagramme permet de mettre en évidence le type de représentation pollinique des
espeees dominantes et de déerire les associations veégé&ales typiques achaque gamme.
Pour cela, les taxons majeurs (présents aplus de 10% dans les &hantillons et ayant
une fré&uence relative maximale supé&ieure & 3% FRuax > 3%) et les spectres
polliniques ont é&é& respectivement classé& en fonction de la chronologie de
floraison des espéees (en abscisse) et de la gamme variéale (en ordonné).

Miels de «ché&aigneraie »

L’étude des spectres polliniques des 50 €&hantillons de miels de
«ch&aigneraie »(CH01-CH50) révde une sur-représentation de Castanea sativa ; la
fréuence relative (FR) de ce dernier varie de 82,5% &a98,0% et 40 &hantillons ont
une FR > 90%. Cette espeee est associé principalement avec Rubus sp., taxon
&jalement présent dans tous les ehantillons avec une FR comprise entre 0,1% et
12,7%. Quatorze autres taxons peuvent &re considéé& comme repréentatifs de ces
productions par des FRwvax Sup€ieure al% et un taux de pré&ence d’au moins 45%
(i.e. Quercus ilex, Anthyllis hermanniae, Myrtus communis, Genista sp., Erica
arborea, Cistus sp. et Fraxinus ornus). Par ailleurs, I’analyse a montré une diversité
de structure pollinique qui atteste de la richesse en ressources melliferes et/ou

polleniféres des zones de productions. Ce ne sont pas moins de 76 espeees qui ont &&
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identifiées comme taxons isolé& (FR < 1%) se deelinant en 12 fr&uents (TP: 20 a
46%), 20 peu fré&guents (TP : 10 &20%) et 44 rares (TP : < 10%).

La densitépollinique des miels de «ch&aigneraie »est particuliéement devee
avec une valeur moyenne de 636,6 x 10° PK/10g : 18 &hantillons ont des valeurs
sup€&ieures acette valeur moyenne. Conformément aux données dérites dans la
bibliographie (Battesti, 1990 ; Persano Oddo et al., 2004b), la densitépollinique des
miels de «ch&aigneraie >» de Corse est beaucoup plus devé que celle d’autres
origines (de 100 &642,8 x 10° PK/10g, moyenne 288,2 x 10° PK/10g).

Miels de «maquis de printemps >»

Les 45 miels de «maquis de printemps >» (MP01-MP45) préentent un seul et
méne taxon dominant : la bruyere (Erica arborea) dont la représentation pollinique
est de type «normal 