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RESUME

Le miel est trés utilisé dans I'alimentation ainsi que dans le traitement des affections microbiennes.
Nous avons étudié la qualité microbiologique et physico-chimique de 26 échantillons de miel produits
et commercialisés au Bénin. Nos résultats montrent que 100% des échantillons sont contaminés par
la flore mésophile totale, 65% par les espéces fongiques (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus ustus, Geotrichum candidum, Mucor sp. et Penicillum sp) et 7,69% par
Clostridium perfringens. Quant aux analyses physico-chimiques, elles révelent une variation de pH
comprise entre 4,58+0,01 et 5,75%+1,34 ; une teneur en eau qui oscille entre 17,67+0,01% et
22,45+0,01%. Ces résultats montrent que l'utilisation du miel vendu sur les marchés et dans les
pharmacies au Bénin comporte des risques de toxi-infection pour les consommateurs.

Mots clés : Miel, Qualité microbiologique et Teneurs en eau, Microflores, Toxi-infection, Bénin.

Title: IDENTIFICATION OF MICROFLORA AND WATERS CONTENTS OF HONEY SOLD
IN BENIN.

ABSTRACT

Honey is really used as additive food and in the treatment of microbe’s diseases. We analyze micro-
biological and Physico-chemical quality of 26 samples of honey produced in Benin. The results from
microbiological analysis showed that 100% of the samples were contaminated by total mesophilic flora
while 65% by mould species (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus
ustus, Geotrichum candidum, Mucor sp. and Penicillium sp.) and 7.69% by Clostridium perfringens.
The samples bought from beekeepers (apiarists) were less contaminated comparatively to that ob-
tained from markets and drug stores. The physical and chemical analysis showed that the pH of the
honey varied from 4.58+0.01 and 5.75+1.34; the level of humidity ranges from 17.67+0.01% to
22.45+0.01%. These results showed that use of honey sold in markets and drugstores in Benin can
provoke toxi-infection for consumers.

Key Word: Honey, Microbiological and water contents, Microflora - Toxi-infection, Benin.

INTRODUCTION

Le miel est une substance naturelle sucrée
produite par les abeilles (Apis melifera, Api-
dae) a partir du nectar des fleurs ou de la sé-
crétion des parties vivantes des plantes que
les abeilles butinent et transforment (Codex,
1981, 2001 ; Vierling, 2003). Il contient environ
80% de glucides, 18% d'eau, des minéraux,
des oligo-éléments, des acides organiques et
aminés, des vitamines, des enzymes, des
facteurs antibiotiques, de nombreux autres
éléments tels que les arbmes, les pigments et
grains de pollens (Lachman et al., 2010).

Le miel contient une vingtaine d’acides orga-
niques parmi lesquels I'acide gluconique, déri-
vé du glucose, ce dernier est le plus prépondé-
rant. Le pH des miels est acide et peut varier
de 3,2 a 4,5 (Pham-Délegue, 1999). Les en-
zymes comme la phosphatase, les enzymes
acidifiantes, la catalase, la glucose-oxydase y
sont présents et peuvent servir d'indicateur a
la qualité du miel.

Au Bénin et ailleurs, le miel est trés utilisé
comme additif alimentaire ainsi que dans le
traitement des affections respiratoires, des
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plaies infectées et des brdlures (Molan et al.,
1988 ; Subramanyam, 1991 ; Stokes et
Ridway, 1993 ; Goetz, 2009).

De nombreux travaux ont révélé que le miel
est un produit a large spectre antimicrobien (de
Souza et al., 1993 ; Nevio, 2007 ; Gomes et
al., 2009). Cependant, si la qualité hygiénique
d'un produit n'est pas conforme aux critéres
microbiologiques, ses qualités nutritionnelles,
organoleptiques et antimicrobiennes pourraient
s'altérer dans le temps (Agassounon Djikpo

CADRE, MATERIEL ET METHODES

Tchibozo et al., 2007). Or au Bénin le miel est
mis en vente sur le marché durant des mois
voire des années sans étre toujours accompa-
gné d'une étiquette comportant la date de pé-
remption ou la date limite d'utilisation.

Ce travail a été initié pour controler la qualité
microbiologique et physico-chimique des
échantillons de miel produits et vendus au
Bénin par I'étude des flores microbiennes pou-
vant altérer sa qualité et/ou provoquer des toxi-
infections suite a sa consommation.

Notre étude a pour cadre le Laboratoire de Microbiologie et des Technologies Alimentaires (LAMITA)
de la Faculté des Sciences et Techniques de I'Université d’Abomey-Calavi (Bénin). Les échantillons
de miel ont été prélevés dans les marchés et les pharmacies a Cotonou et dans les ruches de Manigri

et de la Lama au Bénin.

Echantillonnage

Au total 65 échantillons ont été prélevés a raison de 5 échantillons (lot) sur 13 sites de production et
de vente. Un tirage au hasard de 2 échantillons a été effectué dans chaque lot, soit 26 échantillons
codés (tableau 1). Les échantillons restants sont conservés a 4°C pour d'autres analyses.

Tableau 1 : Codes des différents échantillons analysés

Origine de miel Codes des Origine de miel Codes des
9 échantillons 9 échantillons
Parakou (Flora miel) A etA; Miel de Banté Gz etGs
Miel des Foréts du Nord Bénin B, et Bs Miel d’Alibori H, et Hs
Parakou (Viva miel) Ciet C, Miel du Zou-Nord et I,
Foréts de montagnes et Sa- D, et D, Parakou UCAP Jyet Js
vanes

Miel du Nord (Pur miel) E;et E; Nord Ks etKy
Miel de Donga Fiet Fg Miel de la Lama* L, et Lg

Miel de Manigri* MsRG, Miel de Manigri* MsRGs

Note : * mentionne les échantillons achetés chez des apiculteurs.

Recherche et dénombrement des micro-
flores

Pour les analyses microbiologiques, des tech-
niques standardisées d’ensemencement dans
la masse et d'étalement sur des milieux gélo-
sés appropriés ont été utilisées. Des aliquotes
de 0,1 a 1 ml de chaque échantillon ou de ses
dilutions décimales ont été ensemencées ou
étalées, sur des milieux appropriés comme
gélose Plate Count Agar (PCA), gélose Tryp-
tone Sulfite Néomycine (TSN), gélose Oxyté-
tracycline Glucose Agar (OGA), provenant des

Laboratoires BioMérieux et Diagnostics Pas-
teur. Les germes tels que : Flore mésophile
totale a 30 °C/72H ((germes totaux) ; NF V08 —
051) ; Anaérobies Sulfito-Réducteurs a
37°C/48H (ASR, Clostridium perfringens, ASR
XP V08 - 061); levures et moisissures (NF
V08 - 059) ont été recherchés.

Apres, I'ensemencement, l'incubation a été
faite dans les conditions optimales de cul-
ture des germes avant les dénombrements.
L’expression des résultats est présentée en
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Unité Formant Colonie (UFC)/g de miel analy-
sé. L'interprétation a été faite suivant les cri-
teres microbiologiques de CODEX STAN 12-
1981. Aussi, quelques colonies bactériennes
ont été isolées en culture pure sur la gélose
PCA et identifiées par la coloration de Gram.

Identification des moisissures

Apres le dénombrement des germes, des co-
lonies de moisissures sous forme poudreuse
ont été isolées en culture pure par repiquage
sur les géloses Oxytétracycline Glucose Agar
(OGA) et Pomme de terre Glucose Agar (PDA)
pendant 2 & 6 jours d’incubation a 30°C et
25°C. Les colonies des moisissures apres
culture ont été identifiées par rapport a leurs
caractéres culturaux, morphologiques par ob-
servation en microscopie optiqgue a l'aide du
colorant Lactophénol au bleu coton

RESULTATS

(Moreau, 1974 ; Agassounon Djikpo Tchibozo
et al. 2009).

Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée sur les 26
échantillons par la méthode réfractométrique
(AOAC, 1992).

Les résultats ont été exprimés en valeur
moyenne suivant la méme origine des échantil-
lons

Détermination de pH

Le pH a été mesuré sur les 26 échantillons en
utilisant I'électrode d'un pH-meétre SB70P V W
R SympHony de précision relative + 0,02.

Les résultats ont été exprimés en considérant
les valeurs moyennes comme précédemment.

Les résultats obtenus au terme de la présente étude sont résumés dans des tableaux et figure ci-

dessous.

Appréciation de la qualité hygiénique des échantillons de miel

Les résultats des analyses microbiologiques relatives aux 26 échantillons de miel sont présentés dans
les tableaux 2a et 2b. L'analyse des résultats obtenus montre que 100% des échantillons de miel con-
tiennent des germes totaux (flore mésophile totale), 65% des moisissures (Aspergillus flavus, Asper-
gillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus ustus, Geotrichum candidum, Mucor sp et Penicillum

sp) et 7,69% contient les Clostridium perfringens.

Tableau 2a : Appréciation de la qualité hygiénique des échantillons de miel analysés

Nombre de germes (UFC)/g d’échantillons de miel analysés
Codes des échantillons | Flore mésophile . .
2 C. Perfringens | Levures Moisissures
totale (10%)
2.10° A. flavus ;
Ay 145 <1 <1 0,1.10% G. candidum
A, 6.10° <1 <1 <1
2 3.10° G. candidum ;
B, 8:4.10 <1 <1 10° A. flavus
Bs 2,1.10° <1 <1 10° Penicillum sp.
C, 10.10° <1 <1 4.10° G. candidum
2 2.10° A. flavus ;
C. 2,68.10 <1 <1 0,1. 10° G. candidum
D, 6.10° <1 <1 4,3.10° A. flavus
D, 1,7.10° <1 <1 2.10° Mucor sp.
2 10 G. candidum ;
Es 6.2.10 <1 <1 4 Penicillum sp.
2 2,3.10° A. flavus ;
E 3:8.10 <1 <1 10°G. candidum
F, 5,57.10° <1 <1 2.10° A. fumigatus
2 0,6.10°A. flavus ;
Fe 8.10 <1 <1 0,4.10% G. candidum
2 2.10° A. fumigatus ;
Gs 2,7.10 <1 <1 2 A. niger
Critéres ** 1 000/g 10/g 100/g

Note : ** = CODEX STAN 12-1981
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Tableau 2b: Appréciation de la qualité hygiénique des échantillons de miel analysés

N F 'échantill iel lysé

Codes des échan- —— méosrgg;ﬁlge germes (UFC)/g d’échantillons de miel analysés
tillons totale (102) C. Perfringens | Levures Moisissures
Gs 1,22.10° <1 <1 <1
H. 2,7.10° <1 <1 <1
Hs 3,1.10° <1 <1 10° A. flavus
l1 4,2.10° 30 <1 <1
I, 1,6.10° <1 <1 10
J, 4.10° <1 <1 10° G. candidum

3 2.10°A. flavus ;
Js 2:4.10 <1 <1 0,1.10%G. candidum
Ks 5,1.10° <1 <1 <1
K, 1,5.10° 20 <1 <1
L, 1,75.10° <1 <1 <1
Ly 90 <1 <1 2 A. ustus
M;RG, 2,7.10° <1 <1 <1
M3;RGs 1,2. 10° <1 <1 <1
Critéres** 1 000/g 100/g 10 100

Note : ** = CODEX STAN 12-1981

Valeurs du pH et teneurs en humidité des échantillons de miel analysés

Les résultats des valeurs moyennes de pH et de celles des teneurs en eau des 26 échantillons de
miel sont illustrés par la figure 1 ci-dessous. Les valeurs moyennes enregistrées pour la mesure du pH
oscillent entre 4,58+0,01 pour les échantillons A; et A, et 5,75+1,34 pour ceux codés I, et |,. Les

écarts notés varient

pour le pH de 0,01 a 0,48 (figure 1). Quant a la teneur en eau, les valeurs

moyennes se situent entre 17,67+0,01 % pour les échantillons codés K; et K, et 22,45+0,01 % pour
ceux codés C; et C,. Les écarts enregistrés varient de 0,01 a 0,22%.

upH
M Taux d’humidité %/4

unité des parameétres

DISCUSSION

L'analyse des résultats microbiologiques pré-
sentés dans les tableaux 2a et 2b indique un
nombre élevé de la flore mésophile totale et
des moisissures, en I'occurrence des especes
comme A. flavus et A. fumigatus et certaines
souches de Penicillum sp. qui sont connues
pour leurs caracteres toxinogenes

Figure 1 : Valeurs moyennes du pH et des teneurs en humidité

codes des échantillons

(Moreau, 1974). Ceci pourrait constituer un
danger sanitaire pour le consommateur de miel
vendu sur les marchés. Il s'agit de champi-
gnons microscopiques qui se retrouvent par-
fois dans les denrées d'origine végétale
(Agassounon Djikpo Tchibozo et al., 2007),
cette hypothése est en grande partie vérifiée
car le miel est un produit issu de nectar des
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fleurs ou de la sécrétion des parties vivantes
des plantes, que les abeilles butinent et trans-
forment (Codex, 1981 ; Vierling, 2003).

Les résultats obtenus par Mbawala et al.
(2002) sur des échantillons de miel vendus au
Cameroun indiquent aussi une forte contami-
nation par la flore mésophile totale et les moi-
sissures ainsi que des anaérobies sulfito-
réducteurs et Staphylococcus aureus.

Selon Bogdanov (2006), les principaux élé-
ments qui peuvent contaminer le miel provien-
nent de diverses sources, il s'agit entre autres
de I'environnement et des mauvaises pratiques
hygiéniques apicoles.

L'analyse des résultats de la teneur en eau
(valeur moyenne) des différents types de miel
(figure 1), révele que les échantillons de miel
en provenance du Nord et de UCAP Parakou
ont respectivement des teneurs en humidité
les moins élevées (17,67%, K3 et K4 ; 17,83%,
J2 et J3), le taux le plus élevé s'observe dans
les échantillons Viva miel de Parakou
(22,45% ; C, et C,).

Par contre, les miels en provenance de Para-
kou /Flora miel (A; et A,), de la Donga (F, et
Fs), d’ Alibori (H, et Hs) et du Zou-Nord (I et I,)
ont des taux proches de celui de la Norme
CODEX STAN 12-1981 fixé a 20%, soit res-
pectivement égal a 20,60+0,04% (A; et Ay),
20,70+0,01% (F4 et F¢), 20,4740,22% (H, et
Hs) et 20,95+0,12% (I, et I,). Selon Snowdon
et Cliver (1996), les conditions d'humidité et de
température influent sur la croissance des
microorganismes présents dans le miel et peu-
vent contribuer a sa détérioration.

Pour le pH, les valeurs obtenues varient de
4,58 a 5,76. Normalement le miel naturel a un
faible pH (3-5), ce qui inhibe la croissance
microbienne (Nevio, 2007). Mais dans la pré-
sente étude, les valeurs enregistrées sont un
peu élevées. Ceci peut étre lié a la dénatura-
tion de la glucose oxydase par chauffage ou
aux mauvaises conditions de conservation.

Soulignons que le risque de fermentation est
d’'autant plus élevé que la teneur en eau est
importante ; il est quasi nul lorsque cette te-
neur est inférieure a 18% (Leyray et Vierling,
2001).

Ainsi, les miels de Parakou UCAP (J;, et J3) et
du Nord (Kz et K4) qui ont respectivement un
taux d’humidité égale a 17,83% et 17,67% ne
présentent pas des risques de fermentation
contrairement a tous les autres échantillons de

miel qui possedent un taux supérieur a 18%.
Mentionnons que les échantillons Kz et Ky
ayant le plus faible teneur en eau sont dépour-
vus des flores fongiques (tableau 2b), ce qui
suggere que la teneur en eau influence le dé-
veloppement des microorganismes observés
dans le miel. Le plus souvent, c’est I'eau dis-
ponible dans les denrées alimentaires qui favo-
rise le développement microbien.

L'activité de I'eau (Aw) optimale pour le déve-
loppement des microorganismes se situe entre
0,98 et 0,99 (Tidjani et al., 2008). En général,
les bactéries qui produisent des altérations
courantes des aliments sont inhibées a des Aw
d’environ 0,97. L'agent pathogéne du genre
Clostridium (anaérobie sulfito-réducteur) se
développe a une Aw égale a 0,94 (Leyray et
Vierling, 2001). Beaucoup de levures et moi-
sissures proliferent a des Aw inférieures a
0,86. Certaines levures dites osmophiles et les
moisissures xérophiles peuvent se développer
lentement a I'’Aw inférieure a 0,6.

En analysant les valeurs de la teneur en eau
des miels en provenance de la Lama et de
Manigri qui sont respectivement de
19,33+0,31% et de 19,50+0,01% ; nous cons-
tatons que les échantillons provenant des api-
culteurs présentent une faible contamination
en flore mésophile totale par rapport a ceux
des marchés et pharmacies. Ce sont des
échantillons de miels dont les qualités micro-
biologiques et les teneurs en eau sont accep-
tables suivant les criteres  normatifs
d'interprétation retenus. Ces observations
pourraient étre liées au fait qu'il s'agit des
échantillons peu contaminés, parce qu'ils sont
achetés directement chez les apiculteurs. Ces
mémes observations ont été faites au Came-
roun, ou Mbawala et al. (2002), ont noté une
faible contamination des miels conditionnés a
la ruche contrairement a ceux collectés au
hasard sur les étalages de vente en détail.

Par contre, les miels des Foréts du Nord Bénin
et de Parakou "viva miel" qui ont des teneurs
en eau plus élevées, respectivement égale a
21,20+0,06% (B, et Bs); 22,45+0,01%
(C, et C,), contiennent plus de microorga-
nismes (flores mésophiles, anaérobies sulfito-
réducteurs et moisissures). Il s'agit des miels
dont la qualité microbiologique est inaccep-
table, a durée de conservation largement ré-
duite et ne devraient plus étre sur le marché. Il
s’en suit que cette qualité enregistrée pourrait
étre due a I'état hygiénique des contenants de
conditionnement, dont la plupart sont des fla-
cons de récupération, et aux conditions de
stockage dans les lieux de vente. Les
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quelques colonies identifiées sont majoritaire-
ment des bacilles trapus (Bacillus sp.) suivis
de tres long bacilles Gram positifs. Snowdon et
Cliver (1996), avaient identifiés la bactérie du
genre Bacillus, des spores de Clostridium bo-
tulinum, des levures et moisissures dans des
échantillons du miel.

CONCLUSION

Les résultats des analyses microbiologiques
obtenus sur les échantillons de miel analysés
indiquent, un taux de contamination plus ou
moins faible en flores mésophiles et fongiques
pour les échantillons achetés auprés des api-
culteurs. Mais la plupart des échantillons ache-
tés auprés des revendeurs révelent une aug-
mentation en nombre de germes mésophiles et

fongiques avec une teneur en eau dépassant
les criteres de CODEX STAN 12-1981.

En définitif, I'évaluation de la qualité microbio-
logique des échantillons révéle que le risque a
craindre est de nature mycologique, lié surtout
aux souches toxinogénes présentes, en
I'occurrence A. flavus ; A. fumigatus et Penicil-
lum sp. et aussi a la bactérie C. perfringens
isolée. Ces biocontaminants sont fréquemment
impliqués dans les cas de toxi-infection. La
prévention des flores mésophiles et fongiques
passera premiérement par les mesures
d’hygiéne élémentaires mises en ceuvre au
cours du conditionnement et secondairement
lors du stockage pour la distribution ou la
vente.
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