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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) ;
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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

15



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 >» 25 ehantillons admettent une FR d’E. arborea comprise entre
45,0 et 77,9% et les 20 autres ont une FR < 45,0% (valeur minimale : 27,9%). Les FR
des autres taxons nectarifées varient de 4,2% a56,7%. D’autres espéces nectariferes
sont &jalement bien repré&sentés dans certains €hantillons : Genista sp. (FRwmax :
38,8%), Salix sp. (FRwmax : 14,5%), Lavandula stoechas (FRmax : 11,7%), Prunus sp.
(FRmax : 10,5%), Viburnum tinus (FRvax : 10,5%) et Crataegus monogyna (FRpmax :
8,7%). La fré&juence relative des espeees uniquement pollenifées varient de 13,5% a
59,6% et la valeur moyenne est devée (32,8%) par rapport acelle observé pour les
autres catégories (excepté la gamme <«printemps >»). Les principaux taxons
polleniféres sont Quercus sp., Fraxinus ornus et Cistus sp. Dans certains ehantillons,
nous remarquons la présence de Castanea sativa avec des valeurs de FR relativement
devees. Toutefois, le caractée «sur-repré&enté>>du ch&aignier, nous oriente vers un

rde principalement pollenifée dans ces &hantillons.

La densité pollinique des miels de «maquis de printemps > est relativement
constante avec une moyenne de 177 x 10% PK/10g. En effet, 33 &hantillons admettent
des valeurs comprises entre 100 et 300 x 10 PK/10g, ces données sont comparables &
celles deéerites par Battesti (1990). Cependant, nous pouvons distinguer neuf
&hantillons ayant une densitéinfé&ieure 2100 x 10° PK/10g et trois &hantillons avec

des valeurs sup&ieures 500 x 10° PK/10g.
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Miels de «maquis d’automne >

L’arbousier est le taxon caractéristique de la miellée automnale. Son pollen est
de type «sous-représenté&>>en raison de la forme des fleurs et la taille importante du
grain (Ricciardelli d' Albore et al., 1978). Dans les 30 miels de «maquis d’automne »
éudies (MA01-MA30), la FR d’Arbutus unedo varie de 0,7% a40,1% avec une
valeur moyenne de 12,5%. L’arbousier est associé a d’autres taxons nectariféeres de
floraison automnale & savoir Hedera helix, Smilax aspera, Dittrichia viscosa,
Asteraceae fenétré forme, Rosmarinus officinalis, Odontites sp. et Asparagus sp.
Nous pouvons souligner la présence d’H. helix dans tous les &hantillons avec des
valeurs de FR comprises entre 0,3% et 50,5% ; il est le taxon dominant dans deux
&hantillons (FR > 45%). Afin de déterminer la contribution nectarifére d’H. helix
dans les miels de «magquis d’automne > nous avons pré&eveéun miel monofloral sur
cadre ; le spectre pollinique de ce dernier indique une FR d’H. helix de 94,6%. Ainsi,
nous pouvons supposer que le pollen de ce taxon est de type «sur-repré&senté&>» Cette
caracté&istique permet de suggéer que des fréguences relatives de 1’ordre de 50% ne
sont pas significatives pour confirmer les apports de nectar par cette espeege dans les
miels de «maquis d’automne >» De fagn analogue, les valeurs éevees de FR de C.
sativa observeées dans certains échantillons ne sont pas indicatrices d’une contribution

nectarifere.

Enfin, la densité pollinique des miels de «maquis d’automne >»> admet une
valeur moyenne relativement faible (64,7 x 10° PK/10g) par rapport acelle des autres
gammes de miels corses. Toutefois, elle pré&ente de fortes variations allant de 20,6 a
271,3 x 10® PK/10g. De telles observations ont éjalement &é& rapportés dans les
miels d’arbousier de Sardaigne (Floris et al., 2007) et s’expliquent notamment par une

grande quantitéde pollens de type «sur-repré&senté>:
Miels de «printemps >»

L’analyse pollinique des 41 échantillons de miels de la gamme <«printemps »
(PRO1-PR41) a conduit a I’observation de 64 taxons nectarifees présents en
proportions variables et ayant des types diffé@ents de repré&entation : «sur-

repréenté>>(Lotus sp. et Echium sp.), «normal >>(Erica arborea, Genista sp., Rubus
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sp., Salix sp. et Apiaceae) et «sous-représenté> (Lavandula stoechas, Citrus sp. et

Asphodelus sp.). Nous constatons également qu’aucun d’entre eux ne peut é&re

considéécomme dominant commun atous les &hantillons. Ces taxons nectariferes

sont associées a28 taxons uniquement pollenifées dont les principaux sont Quercus
sp., Cistus sp., Castanea sativa et Fraxinus ornus. Deux groupes principaux de
spectres polliniques peuvent &re distingués en fonction des associations véy&sales :

- Le premier est composéde 18 ehantillons (PR01 — PR18) - regroupé& sous
I’appellation <«printemps clémentinier »- dont les profils polliniques sont
caract&isés par I’association de taxons provenant de zones cultivees : Citrus sp.,
Actinidia sinensis, Prunus sp. et/ou Olea sp. En effet, Citrus sp. (essentiellement
I’espéce C. sinensisx reticulata) est pré&ente dans tous les é&hantillons avec une
fréguence relative FR comprise entre 0,2% et 16,1%, correspondant aux
caractéristiques des miels d’agrumes dérits dans la litt&ature (Floris et al.,
2007) ;

- Le second regroupe 23 ehantillons (PR19 — PR 41) - dénommeés «printemps
autres »- caractérisés au niveau pollinique par la présence significative d’especes
v&éales des zones rudéales telles que Asphodelus sp., Apiaceae et Brassicaceae
mais &galement par 1’absence des taxons cultivés, notamment I’association
Citrus/Actinidia. En accord avec la litt&ature (Ricciardelli d' Albore et al., 1978),
16 &hantillons de ce groupe préentent des fréguences relatives d’Asphodelus sp.
comprises entre 0,2% et 2,9%, conformes a celles des miels a dominante
asphodde (taxon a sous-représentation extr@ne). De plus, la complexité des
proportions et associations nectarifees est importante ; ainsi, de multiples taxons
peuvent &jalement jouer un rde nectarifere dans certains ehantillons : Trifolium
sp. (FRmax : 53,5%), Echium sp. (FRwax : 71,1%) et Lotus sp. (FRmax : 52,8%)
Erica arborea (FRmax: 35,5%), Prunus sp. (FRwax: 24,1%), Viburnum tinus
16,2%, Genista sp. (FRmax: 31,5%), Salix sp. (FRwmax: 29,9%), Lupinus
angustifolius (FRvax : 18,9%) et Apiaceae (FRwvax : 17,5%).

La densitépollinique moyenne des 41 éhantillons de miels de «printemps >>est
relativement faible (90 x 10° PK/10g) comparé acelle des quatre autres gammes
variéales. 32 d’entre eux ont une densitéinfé&ieure 4100 x 10° PK/10g et huit autres

ont une densité pollinique comprise entre 100 et 300 x 10° PK/10g. Un seul
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&hantillon (PR23) se distingue par une valeur de densitéparticulieécement devee (600
x 10° PK/10g). La densité pollinique ne permet pas de distinguer les miels
«printemps clémentinier >>des miels «printemps autres >; les valeurs moyennes sont

relativement proches : 68 x 10 PK/10g et 84 x 10° PK/10g, respectivement.

Miels de «magquis d ‘ézé »

La structure du spectre des 29 miels de «maquis d’ézé » (ME01-ME29) est
caractérisée une association d’espéces de fruticés naines caractéristiques de 1’habitat
d’Anthyllis hermanniae. De plus, ’association de cette espéce avec Rubus sp. est
caractéistique de tous les &hantillons. Ces deux taxons sont préents dans tous les
&hantillons avec une forte variation de leurs FR (A. hermanniae : 0,6% a33,8% ;
Rubus sp.: 0,9% a 19,4%). Le pollen de C. sativa est pré&ent dans tous les
&hantillons avec de fortes variations de FR (6,8% &95,4%). La somme des FR d’A.
hermmanniae et Rubus sp. (FRa+r) permet de classer les &hantillons en trois groupes :
- 9 &hantillons (MEO1 — MEOQ9) se caracté&isent par une FRa:r > 20% (20,9 —

34,6%). Ces resultats démontrent qu’A. hermanniae et Rubus sp. participent
significativement &l’apport nectarifée dans ces miels. Bien que la FR de C. sativa
soit comprise entre 6,8 et 67,6% ; la sur-repré&entation de ses pollens, nous conduit
a conclure a I’absence de contribution nectarifée du ch&aigner dans ces
&hantillons.

- 13 &hantillons (ME10 — ME22) posseglent une grande variation des valeurs FRasr
(10 — 20%) et FR de C. sativa (56,5 — 83,9%). Par ailleurs, nous constatons la
pré&ence de Thymus herba-barona - taxon endé@mique de type «sous-repré&ente>>-
avec une FR > 0,5% dans les spectres de certains éhantillons. Nous pouvons,
ainsi, faire I’hypothése que ce taxon joue un role nectarifée dans ces miels.

- 7 &hantillons (ME23 — ME29) sont caract&isés par une FRa+r < 10%, une FR de
C. sativa éeve (85,4 a95,4%). Outre les apports nectariferes de A. hermanniae et

Rubus sp., la participation de C. sativa ne peut pas &re n&gligé dans ces miels.

Les miels de la gamme <«maquis d’été >>se caracté&isent aussi par une forte
variation de la densité&pollinique (42,9 - 1950,0 x 10° PK/10g). La complexit&des
spectres polliniques de ces miels s’explique par le fait qu’A. hermanniae est de type

normal (voir sous-repré&entés) et qu’il s’agit d’une espeee essentiellement nectarifee
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(Battesti, 1990). Par conséguent, son pollen est associ€ acelui d’autres ressources
polleniféres d’origines diverses tels que Rubus sp., Genista sp., Crataegus monogyna
et Jasione montana. De plus, sa p&iode de floraison pré&eéle et/ou comcide avec
celle du ch&aignier, dont les peuplements voisinent avec son habitat. Cette typologie
pollinique des diffé&entes cateégories variéales est en accord avec la banque
ré&entielle (Battesti, 1990 ; Battesti et al., 1992, 1997).

b) Analyses physico-chimiques

De maniére conventionnelle, 1’analyse des données polliniques est complétée par
des analyses sensorielles et certaines caractéistiques physico-chimiques. Cette
démarche pluridisciplinaire est nésessaire pour la caracté&isation des diffé&entes
catéyories de la gamme variéale (Battesti, 1992; Dé&ret n©2013-1057, 2013). Dans la
pré&sente éude, nous avons mesuréla teneur en eau, la coloration et la conductivité
éectrique des 195 miels de nectar. Le Tableau 1 regroupe les valeurs moyennes des
caractéistiques preeitées obtenues pour chaque gamme variéale & partir de

I’ensemble des &hantillons é&udiés.

Tableau 1. Caracté&istiques physico-chimiques des miels de nectar en fonction des
gammes varietales

Teneur en eau (%) Coloration (mm Pfund) Conductivitédectrique (mS/cm)

Moyenne  Min. Max. | Moyenne Min. Max. Moyenne Min. Max.

CH | 1684,8 153 186 | 81,4486 71,0 99,0 1,3840,31 0,69 1,90
MP | 16,4409 14,7 18,6 | 86,9#129 550 1100 0,6640,19 0,38 1,10
MA | 17,020,7 16,0 189 | 66,4#8,0 46,0 83,0 0,8340,09 0,64 1,01
PR 16,0#0,7 148 175 (| 30,3x54 110 71,0 0,2440,08 0,13 0,45
ME | 16,0#,0 144 17,8 | 40,6403 11,0 71,0 0,4740,28 0,18 1,16

CH : Ch&aigneraie; MP : Maquis de printemps; MA : Maquis d'automne ; PR : Printemps; ME : Maquis d'é&é&
Teneur en eau

La valeur moyenne de la teneur en eau est de 16.4 g/100g. Tous les ehantillons
ont une teneur en eau infé&ieure a 18 @/100g (excepté certains miels de
«ch&aigneraie » et de «maquis d’automne > pour lesquels la teneur en eau peut
atteindre 19%), ce qui est conforme aux normes europénnes relatives a la
commercialisation et la conservation des miels (Dé&ret n<2003-587, 2003) et au cahier

des charges de I’AOP « Miel de Corse — Mele di Corsica >» (Déeret n©2013-1057,
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2013). Nous constatons que les teneurs en eau des miels de «maquis de printemps >3
de «printemps »et de «magquis d’été >>sont comparables (envrion 16,0 g/100g) alors
que celles des gammes «ch&aigneraie » et «maquis d’automne > sont |&é&ement

plus éeveéss (environ 17,0 g/100g).

Coloration

La coloration des miels est trés variable selon [’origine botanique des
&hantillons. En effet, les valeurs moyennes de coloration augmentent (du clair au
foncé) dans I’ordre suivant: miels de <«printemps » (30,3 mm Pfund), «maquis
d’été » (40,6 mm Pfund), miels de <«maquis d’automne >» (66,4 mm Pfund),

«ch&aigneraie »(81,4 mm Pfund) et miels de «maquis de printemps >»(86,9 Pfund).

Conductivitédectrique

La conductivité @ectrique moyenne des 195 miels analysé& est relativement
éeveée (0,93 mS/cm). Celle-ci est corrdé positivement avec la couleur. Les miels
clairs (gammes «printemps >» et «magquis d’été >») ont des conductivité&s dectriques
plus faibles (0,24 et 0,47 mS/cm, respectivement) que les miels foncé& («magquis de
printemps >»et «maquis d’automne > 0,66 et 0,83 mS/cm, respectivement). Pour leur
part, les miels de la «ch&aigneraie »se démarquent des autres &hantillons par des
valeurs de conductivitéparticuliéement deveées (1,38 mS/cm).

Synthese :

Conformément aux normes de ’AOP « Miels de Corse — Mele di Corsica>
(Dé&ret n° 2013-1057, 2013), les analyses mdéissopalynologiques et physico-
chimiques menées sur les 195 miels de nectar ont permis de certifier I’origine
gégraphique et botanique des &hantillons. Elles ont ainsi permis :

- de confirmer la classification des miels de nectar au sein de cing gammes
variéales ;
- de déinir la diversitédes productions méliferes insulaires au sein de chacune des

catégories.
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I11.1.3.Caracté&isation de la fraction volatile

a) Analyse de la variabilitéchimique inter-gamme

Les fractions volatiles des 195 &hantillons de miels ont &&preésoncentré&s par
MEPS et caract&isées par CPG et CPG/SM. L’analyse a permis d’identifier
globalement 80 composeés représentant 60,7 &98,5% des fractions volatiles (Tableau
2). Le nombre de constituants identifiés diffée selon les gammes variéales : 38, 35,
21, 43, 37 composés dans les miels de «ch&aigneraie >»» de «maquis de printemps >

de «magquis d’automne > de «printemps >»et de «maquis d'&eé>; respectivement.

D’une maniére générale, la composition chimique est dominée par des
constituants oxygénés (54,0 — 95,4%). Seuls trois composé& sont pré&ents (en
abondance variable) dans tous les €hantillons : le 3-furaldényde V10 (0,1 — 18,5%),
le benzaldényde V18 (0,3 — 28,0%) et le phénylac&aldényde V25 (0,1 — 57,8%). Bien
que déecté&s dans tous les miels é&udiés, ces constituants ne peuvent pas &re
considérés comme des marqueurs de 1’origine géographique des échantillons ; le
benzaldénhyde V18 et le phénylac&aldéyde V25 ont &éidentifié dans des miels de
diverses origines (France, Italie, Allemagne, Greee, Belgique, Espagne, etc.) (Verzara
et al., 2012). En revanche, nous constatons une forte variabilit€des teneurs de ces

composés en fonction de 1’origine botanique des échantillons.

Afin de classer les 195 e&hantillons de miels de nectar en fonction de la
composition volatile, nous avons conduit une éude statistique par Analyse en
Composante Principale (ACP) et Classification Ascendante Hi&archique (CAH).
L’ACP a été réalisée en sélectionnant 40 composeés sur les 80 constituants identifiés
dans les fractions volatiles. Les deux axes de I’ACP (Figure 1 & 2) expliquent 42,38%

de la variance de la matrice analysée :

- l’axe 1 (25,03%) est corr@e positivement avec le 3-méhyl but-3-enol V1, le 2-
méhyl-butanol V3, le toluéne V5, I’hexanal V8, I’octane V9, le 3-furaldényde V10,
le furfural V11, le benzaldéhyde V18, [I’acide hexanoique V20, le
phéylac&aldényde V25, le p-cymeéne V26, I’acétophénone V31, le trans-oxyde de

linalol (squelette furano'de) V32, le cis-oxyde de linalol (squelette furanode) V35,
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le nonanal V38, le cis-oxyde de linalol (squelette pyranode) V52, le menthofurane
V53, I’acide octano'fue V54, I’acide nonanoique V65, la 2-aminoac&ophénone
V66 et I’acide décanoique V74 ;

I’axe 2 (17,35%) est corréépositivement avec le 3-méhyl but-3-éol V1, I’(E)
pent-2-énal V4, le toluéme V5, I’hexanal V8, le 3-furaldéwyde V10, le
benzaldéyde V18, le phéylac&aldényde V25, le trans-oxyde de linalol (squelette
furanoe) V32, le cis-oxyde de linalol (squelette furanoe) V35, le p-cyménene
/36, le nonanal V38, les trois st&éisomeres du lilac aldényde (V44, V48 et VV51),
les isomé&es du p-menthen-9-al (V57 et V58), le p-anidaldéhyde V60, le 4-n-
propylanisol V64, I’anthranilate de méthyle V71, 1’(E)-f-damascenone V73,
I’acide décanojue V74 et la 4’-mé&hoxy propiophenone V75.

Les analyses statistiques par ACP (Figures 1 & 2) et CAH (Figure 3) permettent

la mise en évidence de cing groupes distincts :

Le premier groupe | est constituédes miels CHO1 &CH50, autrement dit, des 50
miels de <«ch&aigneraie >» (& dominance nectarifere de Castanea sativa). La
composition volatile de ces miels est dominé& par les composé& aromatiques
(38,9%) suivi par les lin&ires (30,1%). Nous constatons que la fraction volatile des
miels de <«ch&aigneraie > est caract&isé par des teneurs importantes en
acéophéione V31 (7,0%) et en 2-aminoac&ophéione V66 (11,4%). Ces
&hantillons sont éjalement riches en acides linéaires comme 1’acide hexanoique
V20 (2,1%), I’acide octanoique V54 (5,0%) et 1’acide nonanoique V65 (5,9%). Ces
miels de «ch&aigneraie >»se distinguent par la pré&ence de certains composés non
dé&elé& dans les autres gammes variéales : le 2-méhyl-butanol V3 (0,1 — 3,5%), le
furfural V11 (0,2 — 8,0%), le cis-oxyde de linalol (squelette pyranode) V52 (0,3 —
2,4%) et le menthofurane V53 (0,3 — 6,0%). Dans la littérature, 1’acétophénone et
la 2-aminoacé&ophénone sont signalé comme composeés caract&istiques des miels
monofloraux de ch&aignier de diverses origines : France, Greee et Italie (Guyot et
al., 1998 ; Verzera et al., 2001 ; Bonvehi et al., 2003 ; Alissandrakis et al., 2011),
alors que la 4-aminoac&ophéone est deéerit uniquement dans le miel de Croatie
(Jerkovic et al., 2007). En outre, la 2-aminoac&ophénone est considéeé comme
une substance odorante contribuant fortement a 1’arome des miels de chataignier
(Guyot et al., 1998).
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- Le second groupe Il comprend les miels MPO1 aMP45, autrement dit, les 45
&hantillons de la gamme «maquis de printemps >»(dominance nectarifére d’Erica
arborea). La fraction volatile des miels de «maquis de printemps > est dominé
par les composés aromatiques (45,9%), suivi par les composés furaniques (10,3%)
et les composés linéires (8,5%). Ces &hantillons se caract&isent notamment par
une teneur importante en dé&ivés du meéhoxybenzéne comme le p-anisaldéyde
V60 (11,7% contre 0,7% dans les autres groupes) et le 4-n-propylanisol V64 (14,7%
contre 2,5%). Ceux-ci ont é&é& rapport& pré&é&emment comme COmMpPosSE
majoritaires dans les fractions volatiles des miels d’Erica arborea de France, de
Greee et d’ltalie (Guyot et al., 1999) ainsi que dans les miels de bruyere (origine
botanique non précisée) d’Espagne (Castro-Vazquez et al., 2009). En outre, huit
autres constituants identifiés dans cette gamme variéale (benzaldéwyde V18,
phéylac&aldéhyde V25, cis-oxyde de linalol (squelette furanoe) V35,
isophorone V42, 4-oxoisophorone V43 et les isomeres de lilac aldényde (V44, V48
et 51) ont également &érapporté& dans des miels de bruyée (espeee botanique non
pr&iseée) de diverses origines gégraphiques (Radovic et al., 2001 ; Soria et al.,
2003 ; De la Fuente et al., 2005 ; Wolski et al., 2006 ; Soria et al., 2008 ; Castro-
Vazquez et al., 2009). Par ailleurs, les fractions volatiles des miels de «maquis de
printemps >>contiennent des constituants comme 1’(E) pent-2-énal V4 (1,4%), le p-
cyméeéne V36 (0,7%) et I’(E)-p-damascenone V73 (1,1%) qui sont absents de

celles des autres gammes variéales.

- Le troisiéne groupe 111 est constituédes miels MA01 &MA30, autrement dit, des
30 ehantillons de miels de <«maquis d’automne >» (dominante nectarifére
d’Arbutus unedo). La fraction volatile des miels de «maquis d’automne >»>présente
une composition atypique avec des taux éeves en d&ivés de 1’isophorone (39,0%
contre 2,6% dans les autres €&hantillons) notamment en p-isophorone V30,
isophorone V42 et 4-oxoisophorone V43. De plus, ils se distinguent des autres
&hantillons par une forte abondance en isomé&es du trimé&hylphénol, notamment
le 2,3,5-trimé&hylphénol V63 (4,6% contre 0,7%) et le 3,4,5-trimé&hylphénol V70
(27,1% contre 1,8%). Cette richesse en dérivés de I’isophorone des miels
d’arbousier a été précédemment décrite dans la bibliographie relative aux
échantillons de Sardaigne et d’Espagne (Dalla Serra et al., 1999; Bianchi et al.,
2005; De la Fuente et al., 2007). A notre connaissance, le 3,4,5-trimé&hylphénol
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V70 n’a encore jamais €té signalé dans les miels d’arbousier. Par ailleurs, les miels
de «maquis d’automne >»>sont éjalement caract&isés par le 2,5-diméhylfurane V2

(1,2%) qui n’a pas été détecté dans les autres &hantillons analysés.

Le quatriéne groupe IV est caract&isépar les 17 ehantillons PRO1 aPR17 de la
gamme <«printemps > typés par le clénentinier. Les fractions volatiles de ces
miels pré&entent une forte proportion des isome&res du lilac aldényde (V44, V48 et
V51 : 20,8%) et du p-menthen-9-al (V57 et V58 : 3,7%). Ces composes -
représentant entre 13,2 et 36,3% de la composition volatile - sont absents ou en tres
faible abondance dans les autres gammes variéales (1,1%). Par exemple, ils ne
sont pas déecté sur le profil chromatographique des miels «ch&aigneraie > et
«magquis d’automne > Dans la litt&ature, ces cing constituants ont &ésignalé
comme composés caractéristiques des miels monofloraux d’agrumes provenant
d’Espagne et de Grece (Perez et al., 2002 ; Alissandrakis et al., 2003, 2007b ;
Castro-Vazquez et al., 2007, 2009 ; Aliferis et al., 2010). Enfin, I’anthranilate de
mehyle V71 (1,4%) - marqueur connu des miels d’agrumes (Cuevas-Glory et al.,

2007) - a @éédéectéen faible quantitédans tous ces &hantillons.

le dernier groupe V rassemble 53 miels appartenant aux gammes <«printemps >>(24
&hantillons typ& «printemps autres>) et «maquis d’été > (29 &hantillons). Les
fractions volatiles de ces é&hantillons sont caract&isées par de fortes teneurs en
toluene V5 (4,8%) et en phéylac&aldénhyde V25 (27,1 ; les pourcentages relatifs
de ces deux constituants sont significativement sup€&ieurs aceux des groupes I, 11
et 111 (0% et 1,8%, respectivement) mais comparables aceux du groupe 1V (6,5%
et 10,1%, respectivement).

Les 24 &hantillons de la gamme <«printemps » (PR18 — PR41) adominante

nectarifere d’asphodéle et/ou des herbaceées des zones rudé&ales, sont caract&iseés par
le phéylac&aldényde V25 (19,9%), le benzaldényde V18 (8,9%) et le toluene V5

(6,9%). Dans ces miels, les isomées du lilac aldényde et du p-menthén-9-al sont

absents ou présents en faible proportion. Nous signalons également la pré&ence de

syringate de mé&hyle V78 - marqueur des miels d’Asphodelus microcarpus (Tuberoso
et al., 2009 ; Jerkovic et al., 2011) - en faible abondance (0,8%) dans 19 &hantillons.
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La fraction volatile des 29 miels de <« maquis d'é&é>; caract&isé& par
I’association d’Anthyllis hermanniae, Rubus sp. et d’autres espéces de fructicees
basses, est riche en composé& aromatiques (56,4%), en particulier en aldénydes
phénoliques (43,3%). Nous notons également des teneurs importantes en acides
lin&ires (17,0%). Ici encore, les composé& majoritaires sont le phéylac&aldényde
V25 (33,6%) et le benzaldényde V18 (9,1%). La composition volatile des miels de
«maquis d’été >montre une variabilit€importante aussi bien au niveau qualitatif que
quantitatif. A titre d’exemple, la 2-aminoacéophénone V66 est pré&ente avec des
abondances variant de 5,3% al4,9% dans huit éhantillons alors qu’elle est absente
dans six autres &hantillons. De fagon analogue, le 4-n-propylanisol V64 n’est dé&elé
que dans deux &hantillons avec des proportions comprises entre 0,7% et 4,8%. Par
ailleurs, I’analyse statistique (Figures 1 & 2) permet de diffé&encier 13 &hantillons
de la gamme «magquis d’été >»>sur la base de teneurs en acé&ophénone V31 (3,1%) et
en 2-aminoacé&ophénone V66 (7,6%) relativement plus importantes que pour les
autres &hantillons du groupe V (0,5% et 2,1%, respectivement). De plus, ces
&hantillons préentent des teneurs en acides (25,0%) plus deveés que les autres miels
du groupe V (11,3%).

Synthese :

Pour conclure sur cette partie, il apparait que le classement obtenu apartir de la
composition chimique des fractions volatiles des 195 miels analysé& permet de
diffé&encier les &hantillons en accord avec la gamme variétale de I’AOP « Miel de
Corse — Mele di Corsica » Nous distinguons sans ambigUité- d’un point de vue
chimique - les miels de «ch&aigneraie >3 de «maquis d’automne »>et de «maquis de
printemps >» La composition volatile des miels de «printemps >» pré&ente une forte
diversitéintra-gamme. Ils se divisent en deux sous-groupes :

- le premier <«printemps typé&clénentinier » posséle des caract&istiques
chimiques analogues aux miels d’agrumes référencés dans la littérature.
- le second «printemps autres >>a une composition similaire &la gamme «maquis

d’eté >
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Tableau 2. Composition chimique des fractions volatiles des miels de nectar en fonction des gammes vaiétales de I’AOP « Miel de Corse »

B RI Chétaigneraie Maquis de printemps Magquis d'automne Printemps Magquis d'&é o

N Composé&s b RIC Identification®
(Lit) Moyenne  Min Max || Moyenne Min Max || Moyenne Min Max | Moyenne Min Max || Moyenne Min Max

V1  3-Méhyl but-3-énol 711 704 1944 03 65 - - - - - - 2,3482,0 03 113 1,3#4,0 02 50 | IR, SM, Ref
V2 2,5-Diméhylfurane 715 710 - - - - - - 1,240,9 0,1 35 - - - - - - IR, SM
V3 2-Méhyl butanol 728 727 1,6%0,9 0,1 35 - - - - - - - - - - - - IR, SM, Ref
V4 (E)-Pent-2-énal 725 728 - - - 1447 01 90 - - - - - - - - - IR, SM
V5 Toluéne 745 741 - - - - - - - - = 6,14#4,0 15 173 42424 0,7 8,3 IR, SM
V6  3-Méhyl but-2-énal 755 750 - - - - - - - - - - - - 0,64,1 01 52 | IR, SM,Ref
V7 Acide butanogue 779 771 - - - - - - - - - - - - 1,749 0,1 53 || IR, SM, Ref
\%:} Hexanal 7 773 12H4.4 0,1 6,4 - - - - - = 1441 0,1 6,3 1,241 0,1 3,7 IR, SM
V9  Octane 800 800 2,645 01 85 0,340,4 01 22 - - - 1,944 03 56 0,640,5 01 18 || IR,SM
V10 3-Furaldényde 799 804 49426 08 110 || 56422 24 110 || 0,740,5 01 20 3,642,9 06 185 45827 0,7 104 || IR,SM
V11  Furfural 836 835 2,148 02 80 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V12  Acide 3-méhyl butanogue 830 831 - - - - - - - - - - - - 1,8+.,8 0,1 6,2 || IR, SM, Ref
V13  Acide 2-méhyl butanogue 860 858 - - - - - - - - - 2,24835 01 204 1,340,9 0,1 3,8 || IR, SM, Ref
V14  2-Méhyl octane 868 873 - - - - - - - - - 0,640,4 0,1 1,7 0,340,2 0,1 0,7 IR, SM, Ref
V15 Styréne 873 874 0,640,3 02 13 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V16 2-Acéylfurane 878 879 - - - 0,540,2 02 10 0,240,2 01 09 - - - - - - IR, SM, Ref
V17  Nonane 900 899 0,540,6 02 43 - - - - - - 1,240,9 02 38 1,240,9 02 34 || IR,SM
V18 Benzaldéyde 929 930 | 10,8462 25 280 | 8435 31 202 | 08407 03 28 7,545 24 184 9,143,3 44 182 || IR,SM
V19 Octén-3-ol 962 959 - - - 0,440,2 01 11 - - - - - - - - - IR, SM
V20 Acide hexanofue 973 970 2,120 01 101 - - - - - - 1,140,8 0,3 39 2,147 0,4 1,7 IR, SM
V21 Octan-4-ol 973 975 0,9+,2 0,1 75 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V22  Octanal 981 980 1446 01 114 | 05403 01 18 0,240,1 01 03 1,240 02 66 0,940,9 01 52 || IR,SM
V23  2,2,4,6,6-Pentaméhylheptane 995 992 - - - - - - - - - 2,042,6 01 156 - - - IR, SM, Ref
V24  p-Méhylanisol 1004 995 - - - - - - - - - 0,94,2 01 61 0,440,5 02 1,7 | IR, SM, Ref
V25 Phénylacéaldényde 1012 1010 | 1,842,2 02 99 2,848 05 98 0,440,3 01 13 | 158+#0,1 08 391 [ 33625 125 578 | IR, SM
V26 p-Cyméne 1015 1012 | 4,643,4 06 191 | 04403 01 19 - - - 0,740,3 01 12 - - - IR, SM
V27  Dihydroisophorone - 1013 - - - - - - 0,640,3 0,1 1,4 - - - - - - IR, SM, Ref
V28 (E,E)-Non-2,4-adiene 1014 1017 - - - 0,340,1 0,1 0,6 - - - - - - - - - IR, SM, Ref
V29 Limonéne 1025 1021 0,740,8 0,1 4,0 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V30 p-Isophorone 1027 1026 - - - - - - 0,74,1 01 42 - - - - - - IR, SM, Ref
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Tableau 2. (suite)

Ché&taigneraie Maquis de printemps Magquis d*automne Printemps Magquis d'&é
N Composé& RI (Lit)> RI° ) ) ) ) ) Identification®
Moyenne  Min Max || Moyenne Min Max || Moyenne Min Max || Moyenne Min Max | Moyenne Min Max

V31 Acéophéone 1036 1035 | 7026 07 138 02#91 01 09 - - - 0,240,1 01 05 2,1#5 02 48 | IR,SM
V32 trans-Oxyde de linalol (furano'de) 1058 1058 0,944 0,4 2,2 0,740,3 0,1 1,8 - - - 1941 0,5 6,3 1,240,9 0,1 41 IR, SM
V33 Benzoate de méhyle 1072 1059 - - - 0,240,2 0,1 13 - - - - - - - - - IR, SM, Ref
V34 Octanol 1063 1065 | 0503 01 18 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V35  cis-Oxyde de linalol (furanode) 1072 1073 | 14405 03 26 0,640,3 0,2 1,7 - - - 1,140,3 05 20 1,140,4 04 22 | IR,SM
V36 p-Cyménéne 1075 1075 - - - 07407 01 39 - - - - - - - - - IR, SM
V37  p-Phényléhanol 1085 1077 - - - - - - - - - 3,746 16 58 2,842,0 09 67 | IR,SM
V38 Nonanal 1076 1082 2,8H5 0,7 78 1,745 0,2 9,4 - - - 2,748 0,4 7,6 3,5#2,6 0,7 10,0 | IR, SM
V39 Linalol 1086 1084 - - - 184H,4 0,4 7,1 - - - 7,349,0 02 323 - - - IR, SM
V40  3-Acéyl-2,5-diméhylfurane 1084 1085 - - - - - - 0,240,1 0,1 0,4 - - - - - - IR, SM, Ref
V41 Hotrienol 1083 1085 2,347 0,1 8,0 2,644,2 01 242 - - - 52445 0,7 105 - - - IR, SM, Ref
V42 Isophorone 1100 1092 | 13#05 01 30 09465 03 28 | 348454 200 420 | 6,04,3 01 293 08#,.2 01 46 | IR,SM
V43 4-Oxo-isophorone 1122 1123 | 0603 01 19 0849 01 56 3,644 20 83 1,644 03 64 0,440,3 02 09 | IR,SM
V44 (2S,2'S, 5'S)-Lilac aldényde 1124 1123 - - - 1,920 04 118 - - - 52824 13 8,9 0,440,5 0,2 2,6 IR, SM, Ref
V45  Citronellal 1129 1125 - - - 0,640,3 0,1 1,9 - - - - - - - - - IR, SM
V46  Dihydrolinalool 1118 1125 - - - - - - - - - 1,240,6 05 30 - - - IR, SM, Ref
V47  2,2-Diméhyl-4-oxocyclohexane-1-carbaldévyde 1132 1130 - - - - - - 2,940,9 11 5,2 - - - - - - IR, SM, Ref
V48 (2R, 2'S, 5'S)-Lilac aldényde 1133 1138 - - - 0849 01 53 - - - 10,140 24 165 | 04#,0 04 51 | IR, SM, Ref
V49  Benzoate d'éhyle 1150 1144 - - - 0,240,1 0,1 0,6 - - - - - - - - - IR, SM
V50 trans-Oxyde de linalol (pyrano'de) 1144 1144 | 05404 0,1 1,8 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V51 (2R, 2'R, 5'S)-Lilac aldényde 1146 1147 - - - 0,340,1 0,1 0,9 - - - 4,69 1,1 8,1 0,140,4 0,7 2,2 IR, SM, Ref
V52  cis-Oxyde de linalol (pyrano'de) 1148 1151 | 0,840,4 0,3 2,4 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V53  Menthofurane 1150 1152 | 1140 02 60 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V54  Acide octanomjue 1167 1172 5,0,2 04 115 - - - 0,340,2 0,1 0,8 1,742 0,3 6,0 29# .4 0,5 7,0 IR, SM
V55 Déanal 1180 1184 | 0948 01 37 0945 01 32 0,540,2 01 11 1,340,6 02 28 1,040,7 03 30 || IR,SM
V56  Acetate d’octyle 1188 1184 | 07407 01 36 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V57  p-Menthén-9-al (isomée 1) 1188 1189 - - - 0,540,4 0,1 1,9 - - - 1,940,4 1.2 2,7 - - - IR, SM, Ref
V58  p-Menthén-9-al (isomeére 2) 1190 1191 - - - 0,440,4 0,1 2,2 - - - 1,744 05 25 - - - IR, SM, Ref
V59  m-Anisaldényde 1194 1195 | 0,240,1 0,1 0,5 - - - - - - - - - - - - IR, SM, Ref
V60 p-Anisaldényde 1218 1215 | 06209 01 53 | 11,7#40 07 213 - - - 0,740,9 01 46 0,240,5 02 19 | IR,SM
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Tableau 2. (suite)

Chétaigneraie Magquis de printemps Magquis d*automne Printemps Maquis d'&é
N Composé& RI (Lit)> RI ) ) ) ) ) Identification®
Moyenne  Min  Max || Moyenne Min Max || Moyenne Min Max || Moyenne  Min Max | Moyenne  Min Max

V61  (Z)-Cinnamaldényde 1219 1222 | 0,640,6 01 23 - - - - - - - - - - - - IR, SM, Ref
V62 (E)-Cinnamaldényde 1234 1231 0,740,6 0,1 2,2 0,640,4 0,1 19 - - - - - - - - - IR, SM
V63  2,3,5-Triméhylphénol 1260 1251 - - - 0,840,1 0,1 5,0 4,625 13 132 0,6%0,6 0,1 2,0 0,140,2 0,2 0,6 IR, SM
V64  4-n-Propylanisol 1254 1257 - - - 147453 30 294 - - - 2,148 02 63 0,240,9 0,7 48 | IR, SM, Ref
V65  Acide nonanogue 1263 1260 5944 15 135 - - - 0,720,7 0,1 25 2,943 0,5 6,4 5124 03 10,6 || IR,SM
V66  2-Aminoacé&ophénone 1261 1266 | 11,4454 2,7 265 - - - - - - - - - 3,643,9 05 149 || IR, SM
V67  Thymol 1267 1272 15,6 0,1 9,6 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V68  Carvacrol 1278 1280 | 0,240,2 0,1 1,0 - - - - - - - - - - - - IR, SM
V69 Undeéanal 1287 1286 - - - - - - 0,840,4 0,1 1,6 - - - - - - IR, SM
V70  3,4,5-Triméhylphénol - 1290 - - - 2,643,8 01 221 | 271+,3 13,7 439 1,5£.3 0,1 9,4 0,240,3 0,3 1,6 IR, SM
V71  Anthranilate de méhyle 1308 1300 - - - - - - - - - 1,440,9 0,2 35 - - - IR, SM
V72  cis-p-Mentha-1(7),8-dién-1-hydroperoxide - 1348 - - - - - - - - - 0,440,1 0,2 0,7 - - - IR, SM
V73  (E)-p-Damascénone 1351 1352 - - - 1,140,8 03 48 - - - - - - - - - IR, SM
V74  Acide dé&anoue 1353 1362 - - - - - - 0,340,1 01 07 15#,1 01 68 2,0#,3 0,7 6,7 [ IR, SM, Ref
V75 4-Méhoxy propiophéone 1415 1420 - - - 2,844 0,2 5,6 - - - - - - - - - IR, SM, Ref
V76  4-Aminoacéophénone 1440 1446 | 0,340,3 0,1 13 - - - - - - - - - 0,140,2 0,3 06 | IR,SM
V77  3,5-Diméhoxybenzoate de méhyle - 1494 - - - - - - - - - 0,540,2 0,2 0,8 - - - IR, SM
V78  Syringate de méhyle - 1722 - - - - - - - - - 0,8#,0 0,1 4,1 - - - IR, SM
V79  Heneicosane 2100 2096 - - - - - - 0,140,1 0,1 0,2 - - - - - - IR, SM
V80 Tricosane 2300 2305 - - - - - - 0,140,1 01 03 0,440,2 01 07 0,940,4 03 17 [ IR,SM

Total identification 833#4,0 689 90,7 | 70,3457 60,7 816 | 799436 729 854 | 86,0463 715 968 | 93,1439 800 985

Composés hydrocarboné 9,024,0 32 242 | 16409 05 59 0,240,1 0,0 0,5 11,946,5 47 328 7,243,3 21 13,6

Composés oxygenes 74,345,6 58 835 || 68,7458 59,7 80,1 || 79,7436 72,8 853 74,1482 540 90,3 86,0#4,2 764 954

Composé aromatiques 389#8,7 212 550 | 4594,9 252 61,7 | 329492 175 532 |[ 356+24 126 604 | 56,4496 404 778

Composé furaniques 119439 52 241 | 103#42 43 227 | 2241 0,6 4,7 || 152+08 39 38,6 7,743,5 12 145

Composé linéaires 30,146,3 16,0 46,0 || 9,146,3 29 386 | 1,640,9 05 34 21,849,0 88 520 | 286490 116 46,0

Composés terpéniques 0,740,8 0,0 4,0 4321 1,9 125 - - - 6,74,7 00 323 - - -

Dé&ivés d'isophorone 1,940,6 07 35 1841 05 6,6 || 425474 246 543 5,347,6 00 357 1,346 00 71
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Tableau 2. (suite)

Ché&taigneraie Maquis de printemps Magquis d'automne Printemps Maquis d'&ée

Moyenne Min Max || Moyenne Min Max |[ Moyenne Min Max || Moyenne Min Max || Moyenne Min Max
Cé&ones 20,3#6,2 68 348 | 59#3 35 9,3 || 39,6#6,7 235 504 5,447,6 00 357 6,245,7 00 179
Aldéhydes 275+,8 123 452 | 37,8460 21,1 515 5,8+,9 3,6 10,0 || 43,5#0,0 221 63,1 |[ 559+11,3 312 725
Acides 13,044,8 34 271 - - - 1,340,8 0,3 31 8,7#4,7 04 27,0 17,0#,9 55 369

Esters 0,740,7 00 36 0,540,3 0,2 15 - - - 0,740,8 00 35 - - -
Alcools 8,043,7 30 170 | 81#)9 16 390 [ 31,6495 15 517 8,147,4 00 323 5,042,5 10 108
Oxydes 4,9+ 9 1,7 10,5 || 16,4453 40 30,7 1,440,9 0,2 3,7 54428 0,0 14,3 2,5#,6 05 7,7

2 Ordre d'@ution donnésur colonne apolaire (Rtx-1)
®: Indice de réention provenant de la littéature
¢ Indice de réention sur colonne apolaire (Rtx-1)

¢ IR : Indice de réention, SM : Spectromérie de masse en impact éectronique

Ré&: Composé identifiés apartir de la litté&ature :

Konig et al., 2001 (V24, V30, V33, V41, V44, V45, V47, V48, V51, V57, V58, V61, V64, VT75);

Adams, 2009 (V40);

Nist (V1, V3, V6, V7, V12-V14, V16, V23, V27, V28, V59, V74)
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Figure 1. Analyse en Composante Principale (ACP) de la distribution des principaux composés volatils (variables) des miels de nectar
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Figure 2. Analyse en Composante Principale (ACP) de la distribution des 195 &hantillons de miels de nectar en fonction de la composition volatile
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b) Identification de moléules marqueurs dans les plantes nectariféres

Par I’identification de molécules marqueurs, 1’objectif est d’établir un lien entre
I’origine florale dominante et la composition volatile du miel. Ainsi que cela appara®
dans les articles correspondants, nous avons caract&ise la fraction volatile des
principales ressources nectariferes, asavoir le chaton de ch&aignier (Castanea sativa),
les fleurs de la bruyée (Erica arborea), de I1’arbousier (Arbutus unedo), du

clénentinier (Citrus sinensis x reticulata) et de 1’asphodéle (Asphodelus ramosus).

Les chatons de ch&aignier

L’¢étude menée sur les chatons de chataignier a permis d’identifier 53 composés
repréentant 90,6 - 97,4% de la composition volatile totale (tableau 3 de la publication
infra correspondante). Les composés majoritaires sont 1’acétophénone (21,5%), le
salicylate de méhyle (13,4%), le nonanal (10,9%) et le linalol (7,5%). Parmi ces
quatre composés, seule 1’acétophénone a été identifiée comme constituant commun a
la fraction volatile des chatons et acelle des miels. De plus, dans les fractions
volatiles des deux matrices nous observons la pré&ence de nombreuses molé&ules
issues de la voie de biosynthése de 1’acide shikimique (Devon et al., 1975; Lee et al.,
1995) ; c’est le cas de l’acétophénone, du salicylate de méthyle et de la 2-
aminoacéophénone (Rapp et al., 1995).

Il est arelever la pré&ence du linalol dans le nectar de ch&aignier ; ce composé
monoterpénique est absent dans la fraction volatile des miels. Toutefois, des ré&ctions
enzymatiques sur le linalol - se produisant lors de la fabrication du miel apartir du
nectar - pourraient justifier la présence des oxydes de linalol et d’hotriéol dans les
miels de <«ch&aigneraie >»> (Alissandrakis et al., 2007). De fagn analogue, la
présence de benzaldéhyde dans les miels analysés peut s’expliquer par la
biotransformation de I’alcool benzylique (Lapadatescu et al., 2000). Enfin, les acides
lin&ires (acide hexanomue, acide octanomjue et acide nonanogjue) identifiés dans les
miels de «ch&aigneraie > peuvent provenir de 1’oxydation des composés linéaires
(hexanal, loctanal, nonanal) préents en proportion importante dans la fraction volatile

des chatons nectariféeres.
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Les fleurs de bruyére

La composition de la fraction volatile des fleurs d’Erica arborea est caract&isee
par 19 composés ; les majoritaires sont trois constituants linéaires : 1’octén-3-ol
(42,7%), I’(E)-p-ocimene (24,7%) et I’(Z)-p-ocimene (2,2%) (tableau 3 de la
publication infra correspondante). L’octen-3-ol est pré&ent dans la fraction volatile des
miels de «maquis de printemps >en tres faible proportion (0,1 - 1,1%) tandis que les
deux isoméres du S-ociméne ne sont pas déecté&s dans ces &hantillons. De la méne
maniére, les molé&ules majoritaires de la fraction volatile des miels sont absentes - ou

préentes en faibles proportions - de la composition chimique des fleurs d’E. arborea.

D’aprés la littérature (Bonvehi et al., 2003 ; Kaskoniene et al., 2008 ; Castro-
Vazquez et al., 2009), ces diff&ences qualitatives et quantitatives entre la
composition  volatile des  fleurs nectarifées et celle des miels
correspondants s’expliquent par :

- la transformation chimique (réaction enzymatique) des constituants du nectar lors
de la ré&solte par les abeilles et/ou du miel lors du stockage dans la ruche ou encore ;

- par I’influence des espeees nectarifées accompagnantes.

Les fleurs d’arbousier

L’analyse de la fraction volatile des fleurs d’arbousier (A. unedo) a permis
d’identifier 30 composés (tableau 2 de la publication infra correspondante). Parmi eux,
le 4-oxo-isophorone (18,9%), 1’heptan-2-one (8,0%), le S-isophorone (6,3%) et le 2-
pentylfurane (6,2%) ont &&rapporté& comme composé majoritaires. Huit composés
communs aux fractions volatiles des fleurs d’arbousier et des miels de <«maquis
d’automne »ont &é& déecté&s. Nous pouvons citer notamment les trois de&iveés de
I’isophorone : fS-isophorone, isophorone et 4-oxo-isophorone. Ces derniers pré&entent
des teneurs éeveées aussi bien dans les fractions volatiles des nectars que dans celles

des miels : 26,2% et 42,5%, respectivement.
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Les fleurs de clénentinier

La fraction volatile de fleurs de clémentinier (C. sinensis x reticulata) est
caract&isée par 29 composés (tableau 4 de la publication infra correspondante) ; le
linalol (17,8%), le sabinene (16,8%), le dihydrolinalol (10,8%), le tetrahydro-
citronellene (6,8%) et le myrcene (6,1%) ont é&ée identifié&s comme composés
majoritaires. De faibles teneurs en linalol et en dihydrolinalol ont &&rapportés dans
la fraction volatile des ehantillons de miels de <«printemps>» & dominante
clénentinier. Cette dégradation du linalol en divers constituants d&ivés (hotriénol,
oxydes de linalol, lilac aldénydes, p-menthén-9-al) au cours de la fabrication des
miels a &éépr&élemment déerite dans la bibliographie par Alissandrakis et al. (2007).
Enfin, il convient de souligner la présence de 1’anthranilate de méthyle - déerit dans la
littérature comme un indicateur des miels d’agrumes - aussi bien dans la fraction

volatile des nectars de clénentinier que dans celle des miels correspondants.

Les fleurs d’asphodéle

Nous avons également étudié la fraction volatile des fleurs d’asphodele
(Asphodelus ramosus ssp. ramosus). La composition chimique est caract&iseé par 21
composés (tableau 4 de la publication infra correspondante) ; elle est dominé& par des
Ccomposeés oxygenes, en particulier les composés lin&ires tels que le nonanal (25,8%),
’acétate de (Z) hex-3-ényle (21,6%), I’octanal (7,0%), 1’octanol (6,0%) et I’heptanal
(5,4%). Ces constituants ne permettent pas d’établir une relation directe entre la
fraction volatile des nectars et celle des miels de «printemps > correspondants. En
revanche, I’un des principaux composés des miels de <«printemps > issus des zones
rudéales (addominante Asphodelus sp.) - le phéylac&aldényde - a &é& déectéen
faible concentration dans les fleurs; contrairement, au syringate de méhyle
(marqueur décrit dans la littérature pour les miels monofloraux d’asphodele) qui est
absent des fractions volatiles des fleurs analysées alors qu’il est pré&ent dans certains

&hantillons de miels.
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Synthese :

Pour conclure, I’analyse des fractions volatiles a permis d’identifier des
marqueurs moléculaires de I’origine botanique des miels et d’établir des relations
entre la composition des fleurs et celle des miels correspondants. Des molé&ules
caracté&istiques communes ont &é€& réoertoriées: 1’acétophénone (miels de
«ch&aigneraie >, [D’anthranilate de méthyle (miels de <«printempstypé
clénentinier > et les dérivés de I’isophorone (miels de «magquis d’automne >). Ainsi,
nous avons suggeéela transformation chimique de certains constituants du nectar au
miel :

- de I’acétophénone en 2-aminoac&ophéione au cours de la biosynthése de 1’acide
shikimique (via la dé&yradatation du tryptophane) lors de la fabrication des miels
de «ch&aigneraie >»;

- la dégradation enzymatique du linalol en divers constituants dé&ivé (hotriénol,
oxydes de linalol, lilac aldénydes, p-menthen-9-al) pour les productions des

gammes «ch&aigneraie »et «printemps typéclémentinier >

Cependant, pour les catéories «maquis de printemps > et «printemps autres>
issus des zones rudéales, la caractérisation des volatiles des fleurs d’Erica arborea et
d’Asphodelus ramosus ne permet pas, a ce stade de 1’étude, de mettre en évidence les

relations recherchées.

c) Analyse multifactorielle de la diversitéintra-gamme

Afin de mettre en é€vidence les relations entre les divers paramétres de
classification des miels, nous avons entrepris une analyse multifactorielle (typologie
pollinique, densitépollinique, coloration, conductivité&ectrique, marqueur chimique,
intensité aromatique) sur les cing gammes variéales. Sur ces points, les résultats
obtenus sur les miels de chacune des gammes sont pré&entés, dans ce manuscrit, de
mani&e synth&ique puis de fagn explicite dans la publication affé&ente reproduite &
la suite de chaque présentation.
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Miels de «ch&aigneraie >»

Pour cette gamme variéale, nous avons montré que I’intensité aromatique (aire
totale du signal mesuréen CPG-FID) et les teneurs en dérivés de 1’acétophénone sont
corré@eées avec une augmentation de la fréuence relative des grains de pollens de
Castanea sativa (pollen de type sur-représentd ; inversement, elles diminuent lorsque
les fréquences relatives d’Anthylis hermmaniae et de Rubus sp. augmentent. Ces
observations s’expliquent par les variations interannuelles des facteurs bioclimatiques ;
I’année 2004 - consé&utive a la sesheresse de 2003 - a fourni des miels de
«ch&aigneraie »ayant des spectres polliniques avec des FR d’A. hermanniae et de
Rubus sp. particuliéement @eveées (donc des FR de C. sativa et des densités
polliniques plus faibles) qui sont statistiquement corr@ées aune intensit&aromatique
moins importante que celle des éhantillons des autres millé&imes. Par ailleurs, les
miels des anné&s 2006, 2008 et 2009 preésentent une forte intensité aromatique
associée ades valeurs importantes de coloration et de conductibilité@dectrique ; ces
résultats nous conduisent asupposer un apport de miellat dans ces é&hantillons. Ainsi,
il apparait que les données multifactorielles sur les miels de la «ch&aigneraie >»
permettent d’obtenir des informations relatives a 1’origine nectarifere (et/ou
miellatifére) des échantillons et de démontrer I’influence des variations bioclimatiques

sur les caractéistiques organoleptiques des productions.

Melissopalynological origin determination and volatile composition analysis of
Corsican “chestnut grove” honeys.
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ABSTRACT

Fifty Corsican “chestnut grove” honeys were certified by melissopalynological analysis. Castanea sativa
was strongly overrepresented and was accompanied mainly by Rubus sp., Quercus ilex, Anthyllis herman-
niae, Myrtus communis, Genista sp., Erica arborea, Cistus creticus, and Fraxinus ornus. Headspace solid-phase
microextraction was performed to investigate the volatile composition of Corsican chestnut catkins and
chestnut grove honeys. The main compounds of the chestnut catkins were acetophenone (21.5%), methyl
salicylate (13.4%), nonanal (10.9%), and linalool (7.5%), whereas the major constituents of the honeys
were 2-aminoacetophenone (11.4%), benzaldehyde (10.8%), acetophenone (7.0%), nonanoic acid (5.9%),
octanoic acid (5.0%), and 3-furaldehyde (4.9%). By entering the aromatic intensity, the relative frequency
of C. sativa, Rubus sp., and A. hermanniae pollens, and the physicochemical parameters as discriminate
variables, principal component analysis (PCA) and cluster analysis (CA) showed that the distribution of
Corsican “chestnut grove” honeys correlates with climatic events and/or honeybee foraging behaviours.

© 2012 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Corsica Island is characterized by a richness of polliniferous and
melliferous resources, which provide honey productions through-
out the year. The quality of Corsican honeys is recognized by two
official designations of origin: the national Appellation d’Origine
Controlée (AOC) since 1998 and the European Protected Designa-
tion of Origin (PDO) since 2000, both marketed as Miel de Corse-
Mele di Corsica. The characterization and the control of Corsican
honeys are both based on a method of statistical treatment of
melissopalynological data that take into account the entire pollen
spectrum (Battesti, 1990; Battesti & Goeury, 1992; Von Der Ohe,
Persano Oddo, Piana, Morlot, & Martin, 2004). Supplemented by
the physicochemical and sensory characteristics, this method is
used to certify the diversity of the botanical origins of honeys.
According to the time of harvest throughout the year and the geo-
graphic locations of apiaries, six ranges are distinguished: “spring”,
“spring maquis”, “honeydew maquis”, “chestnut grove”, “summer
maquis”, and “autumn maquis” (Battesti, Gamisans, & Piana,
1997). In terms of production, “chestnut grove” honey is one of
the most produced and its interannual variation is less than for
other honeys.

Chestnut (Castanea sativa Mill.) is found in central and southern
Europe, as well as around the Mediterranean basin (e.g., North

* Corresponding author. Tel.: +33 4 95 45 01 71; fax: +33 4 95 45 01 80.
E-mail address: muselli@univ-corse.fr (A. Muselli).

0308-8146/$ - see front matter © 2012 Published by Elsevier Ltd.
doi:10.1016/j.foodchem.2011.07.075

Africa). It is one of the best sources of nectar and pollen for honey-
bees at the beginning of summer. In Corsica, chestnut trees are
widespread in the entire insular territory from the littoral zone
to 1200 m, but 90% of chestnut trees are located above 450 m be-
cause of the need for moisture (minimum 700 mm of atmospheric
precipitation). The Corsican chestnut area is estimated at 25.000-
30.000 ha, which accounts for about 17% of the total forest area
(Battesti, 1990). Its wide distribution at the meso-Mediterranean
and supra-Mediterranean levels (Gamisans, 1999) is reflected in
the term “chestnut grove” honey, because of the complexity of
plant associations in and around the chestnut orchards or forests.
This range includes the unifloral chestnut honey as defined in the
unifloral honeys description sheets (Persano Oddo & Piro, 2004)
and the predominant C. sativa honey with some other nectariferous
or honeydew contributions.

Chestnut honey is an amber honey that remains in a liquid state
for a long time because it has a slow crystallization rate. According
to the odour and aroma wheel (Piana et al., 2004), the chestnut
honeys are described as an olfactory and aromatic product of med-
ium to strong intensity, with a complex aroma description: woody,
chemical, spoiled, and vegetal. Chestnut honey is marked by its bit-
ter taste and its persistent aftertaste.

Because honey is a flavour-rich product and its chemical
composition is highly dependent on the floral origin, use of the ar-
oma profiles of honeys has been proposed to improve the classical
approaches (melissopalynological, sensory, and physicochemical
analysis) of the origin determination (Bogdanov, Ruoff, & Persano
Oddo, 2004). Extraction of volatile and semivolatile components
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of honey has been performed by simultaneous steam distillation-
solvent extraction, solid-phase microextraction (SPME), headspace
extraction (HS), hydrodistillation, and ultrasound-assisted
extraction (Bogdanov et al., 2004; Cuevas-Glory, Pino, Santiago, &
Sauri-Duch, 2007). These methods have been applied to the sam-
pling of the chestnut honey volatiles from different countries, with
1-phenylethanol, acetophenone, 2-aminoacetophenone, and
3-aminoacetophenone suggested as markers of chestnut honey
(Alissandrakis, Tarantilis, Pappas, & Harizanis, 2011; Bonaga &
Giumanini, 1986; Bonvehi & Coll, 2003; Guyot, Bouseta, Scheirman,
& Collin, 1998; Jerkovic, Mastelic, Marijanovic, Klein, & Jelic 2007;
Verzera, Campisi, Zappala, & Bonaccorsi, 2001). To our knowledge,
only one work has described the correlation between volatiles of
chestnut catkin and its unifloral honey. Using Assisted Solvent
Extraction (ASE), 13 common volatile compounds were identified
in chestnut catkins and chestnut honeys, and among them 1-phen-
ylethanol and acetophenone were assumed to be transferred to
honey without any modification (Alissandrakis et al., 2011). Only
two works dealt with the HS-SPME volatile fractions of Corsican
honeys, but neither specified the botanical origins of the samples
(Cajka, Haislova, Pudil, & Riddellova, 2009; Stanimirova et al.,
2010). These studies showed that 26 volatile compounds (markers)
could be used to classify or discriminate Corsican and non-Corsican
honeys. Corsican chestnut honeys were also characterized by 'H-
Nuclear Magnetic Resonance, and kynurenic acid was identified
as a marker of Corsican chestnut honey (Donarski, Jones, Harrison,
Driffield, & Charlton, 2010).

As reported in the literature, the analysis of honey volatiles by
HS-SPME-GC-FID and HS-SPME-GC-MS is a promising approach
for determining the botanical origin of honey (Bogdanov et al.,
2004; Cuevas-Glory et al., 2007). We chose to use HS-SPME-GC-
FID and HS-SPME-GC-MS analysis to extract and identify the vol-
atiles emitted by Corsican chestnut catkins and “chestnut grove”
honeys. The aim of this work was to establish for the first time:
(i) the volatile composition of Corsican “chestnut grove” honeys
with botanical and geographic origins certified by detailed analysis
of pollen spectra; (ii) the chemical relationship between the vola-
tile components of chestnut catkins and those of “chestnut grove”
honeys; and (iii) the correlation between volatile components and
the melissopalynological and physicochemical characteristics of
the Corsican “chestnut grove” honeys.

2. Materials and methods
2.1. Honey samples

Fifty honey samples commercialized under the AOC and PDO
appellations were studied. These honeys were collected from 28
Corsican producers. These apiaries are located at an altitude of
50-1000 m and are representative of Corsican chestnut regional
distribution: the most extended chestnut region “Castagniccia”;
other regions of dense forests or mixed chestnut grove areas of
Gravona, Taravo, and Prunelli valleys; and the mixed forests or
orchards of Cap Corse and Center Island. In addition, these honeys
were provided from six different years of harvest (2003: samples
S1-S3; 2004: S4-S14; 2005: S15-S22; 2006: S23-S34; 2008:
$35-543; and 2009: S44-S50) to take account of the impact of bio-
climatic annual variations on production. All these honey samples
were stored at 4 °C. Before analysis, the sensory honey qualities
were controlled to ensure a good conservation mode of honeys.

2.2. C. sativa catkin samples

Twelve flower specimens of chestnut “catkins” were collected
in July 2009 and 2010 from eight localities of Corsica. The catkins

were gathered in full bloom during the secretion nectar period,
and the foraging nectar by honeybee was chosen as the indicator
of gathering. Fresh chestnut catkin samples were analyzed within
48 h.

2.3. Sample analysis

2.3.1. Melissopalynological analysis
Analysis of pollen and solid constituents in honey includes:

(i) Pollen extraction and sample preparation: Due to the high
sugar content and viscosity of honeys, pollen extraction
was performed by two successive centrifugations at
3000 rpm/min for 10 min. In order to prevent colloid precip-
itation, 10 g of the honey sample was first dissolved in 40 ml
of H,SO,4 aqueous solution (5 ml H,SO4 in 11 of distilled
water), before the supernatant liquid was poured off and
the sediment was mixed in 40 ml of distilled water to wash
pollen by another centrifugation. The sediment was stirred
in 40-80 pl of water and entirely transferred and spread
out with a micropipette on a slide. After water evaporation
on a hot-plate at 40 °C, fresh pollens were degreased with
diethyl ether (Fisher Scientifique, France) and were embed-
ded in Kaiser’s glycerol gelatin (Merck, France) coloured by
Ziehl fuchsin (Reactifs RAL, France).

(ii) Qualitative and quantitative analysis: Completed qualitative
analysis was performed by the determination of all pollen
grains with a 50x and/or 100x immersion microscope ocu-
lar and establishing their relative proportions by counting.
The pollen identification was carried out by comparison
with reference library pollen slides produced in our labora-
tory and with the aid of the palynological expertise practise
developed for the characterization and the AOC and PDO
control of Corsican honeys (Battesti, 1990; Battesti & Goeu-
ry, 1992). The counting of the pollen grains was performed
using a lens with a microscopic field of view in order to
obtain (i) the total pollen spectrum (qualitative analysis) of
each honey sample expressed in terms of relative frequency
(RF) of each identified taxon and (ii) the pollen density
(quantitative analysis) exemplified by the absolute number
of pollen grains in 10 g of honey (PG/10 g). The pollen den-
sity was calculated using the formula:

PG/10 g = Ng/NC « NTC + 10/Pm

where Pm is the mass of honey analyzed; Ng is the total number of
pollen grains counted; NC is total number of microscopic fields
studied; NTC is the total number of fields of the microscopic prep-
aration of honey sediment.

2.3.2. Physicochemical analyses

To complete the botanical origin characterization of “chestnut
grove” honey, the colour, electrical conductivity, and water content
were assessed. The colour of the honey samples was measured by a
Lovibond Comparator apparatus at 20 °C following the method of
Aubert and Gonnet (1983). Electrical conductivity was measured
with a conductivity meter micro CM2210 (CRISON, Spain) at
20 °C, and the water content was measured by a specific honey
refractometer PAL-22S (Atago, Japan) at room temperature using
the method described by Bogdanov (1997).

2.3.3. HS-SPME conditions

The SPME fibre divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane
(DVB/CAR/PDMS, 30 pum) was used to extract the honey and chest-
nut catkin volatiles. The optimization of the SPME parameters was
performed using one honey sample (S18) and one chestnut catkin
sample for the analysis of these two matrices. The optimization
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was based on the sum of the total peak areas measured using a GC-
flame ionization detection (FID) system. For the honey samples, the
sample concentration (in distilled water) was optimized after five
different experiments at 0.5, 1, 1.4, 2 g/ml, and with salt addition
(Na;S04). The weight of the chestnut catkin was optimized after
three different experiments at 2, 4, and 6 g, respectively. For each
optimization, the temperature was optimized in three different
experiments at 30, 50, and 70 °C, respectively. The equilibration
time was optimized in three different experiments at 30, 60, and
90 min. The extraction time was optimized in two different exper-
iments at 30 and 60 min. After sampling, the SPME fibre was in-
serted into the GC-FID and GC-MS injection ports for desorption
of volatile components (5 min), both using the splitless injection
mode. Before sampling, each fibre was reconditioned for 5 min in
the GC injection port at 280 °C. HS-SPME and subsequent analyses
were performed in triplicate.

2.3.4. HS-SPME/GC analysis

GC analyses were performed using a PerkinElmer (Waltham,
MA, USA) AutoSystem XL GC apparatus equipped with a FID sys-
tem and a fused-silica capillary column (30 m x 0.25 mm, film
thickness 1 um) coated with Rtx-1 (polydimethylsiloxane). The
oven temperature was programmed from 60 to 230 °C at 2 °C/
min and then held isothermally at 230 °C for 35 min. The injector
and detector temperatures were maintained at 280 °C. The samples
were injected with an SPME inlet liner (0.75 mm i.d.; Supelco) in
the split mode (1:50), using helium as the carrier gas (1 ml/min).
The retention indices of the compounds were determined relative
to the retention times of a series of n-alkanes (Cs—C3q) with linear
interpolation. The relative concentrations of components were cal-
culated from the GC peak areas without using correction factors.

2.3.5. HS-SPME/GC-MS analysis

Samples were analyzed with a PerkinElmer TurboMass detector
(quadrupole), coupled to a GC PerkinElmer AutoSystem XL,
equipped with a fused-silica Rtx-1 capillary column. The ion source
temperature was 150 °C, and the ionization energy was 70 eV.
Electronic ionisation (EI)-mass spectra were acquired over the
mass range of 35-350 Da (scan time 1 s). Other GC conditions were
the same as described for HS-SPME/GC analysis except for the use
of a split ratio of 1:80.

2.3.6. Component identification

Identification of the components was based on: (i) the compar-
ison of their GC retention indices (RI) on a nonpolar column, deter-
mined relative to the retention time of a series of n-alkanes with
linear interpolation to the retention times of authentic compounds
or data in the literature (Konig, Hochmuth, & Joulain, 2001; NIST,
2008); and (ii) computer matching with commercial mass spectra
libraries (Konig et al., 2001; NIST, 2008) and comparison of spectra
with those of the laboratory’s library.

2.3.7. Data statistical analysis

The melissopalynological data were analyzed using the meth-
odology reported previously by Battesti and Goeury (1992). The
chemical data were analyzed using principal component analysis
(PCA) and cluster analysis (CA), which were performed using R
software (R Foundation-Institute for Statistics and Mathematics,
Austria). The variables were selected by the statistical software.
The CA produced a dendrogram (tree) using Ward's method of
hierarchical clustering, which is based on the Euclidean distance
between pairs of honey samples.

3. Results and discussion

3.1. Certification of botanical and geographic origin of Corsican
“chestnut grove” honey

The botanical and geographic origin of the analyzed honey was
certified by the melissopalynological analysis, which included
quantitative analysis (pollen density) and statistical analysis of
taxa presented in the honey samples and their biogeographic
origin.

3.1.1. Pollen richness of Corsican “chestnut grove” honey

The average pollen density calculated from the 50 honey
samples was 636.6 x 10 PG/10 g and ranged from 88.8 x 10> to
2240.0 x 10> PG/10 g. Among these 50 honey samples, 80% pos-
sessed a pollen density >300 x 10> PG/10 g (46% at 300-700 x 103
PG/10 g; 34% at >700 x 10% PG/10 g). One sample was character-
ized as atypical (RF <100 x 10> PG/10 g). These results agree with
the melissopalynological “chestnut grove” honey database of the
AOC and PDO (Battesti, 1990). Our result showed that the richness
of pollen grain in Corsican “chestnut grove” honey was much high-
er than that of other geographic origins. That is, 485 chestnut hon-
ey samples from five European (International Honey Commission
[IHC] collection data) countries exhibited a mean pollen density
0f 288.2 x 10> PG/10 g (range 100.0-642.8 x 10> PG/10 g) (Persano
Oddo & Piro, 2004).

3.1.2. Statistical analysis of taxa of Corsican “chestnut grove” honeys

All the honeys analyzed showed a profile of pollen spectra (pro-
portion and association of taxa) that featured overrepresented C.
sativa pollen grains in the honey. The range was 82.47-98.04% in
the pollen spectrum, and 80% of the honey samples possessed a
RF >90% (Table 1). Consequently, the taxa (15 taxa, group 1) whose
maximum RF was >1% might be regarded as more statistically rep-
resentative than the others (76 taxa, group 2).

The 15 taxa of group 1 were classed by their increasing coeffi-
cient variation (CV). The most characteristic taxa associated with
C. sativa (presence ratio (PR) >45% and CV <200%) were Rubus sp.,
Quercus ilex, A. hermanniae, Myrtus communis, Genista sp., Erica
arborea, Cistus creticus, and Fraxinus ornus. Among them, Rubus
sp. was present in all honey samples and accounted for 0.07-
12.67% (mean: 3.24%) of the total pollen. The seven other charac-
teristic taxa were well represented in “chestnut grove” honeys
(PR: 48-86%). Finally, the six other taxa of group 1 (Actinidia sinen-
sis, Jasione montana, Salix sp., Crataegus monogyna, Papaver rhoeas,
and Cytisus/Calicotome forms) were present in a few honey samples
(PR: 10-32%, CV: 300-600%).

The 76 taxa of group 2 were classed by their decreasing pres-
ence ratio. In this group, 12 taxa were frequent (present in 20-
50% of honey samples), 20 were infrequent (10-20%), and 44 were
rare (<10%). These taxa showed the richness and the diversity of
pollen spectra.

3.1.3. Certification of the geographic origin of Corsican “chestnut
grove” honey

Among the 91 determined taxa (Table 1), 47 taxa (PR >10%)
could be considered as the more representative taxa of Corsican
“chestnut grove” honeys. These taxa were classed by their biogeo-
graphic code (BC) according to Gamisans (1985) (Table 2).

The authentication of geographic origin was founded on the
associations of taxa from various biogeographic origins using the
presence of “marker” taxa. The predominant taxon C. sativa (BC
59, southern European) and its first accompanying Rubus sp. (Rubus
canescens and Rubus ulmifolius, BC 31-35) were associated princi-
pally with seven taxa of other origins: Genista sp., which contains
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Table 1
Statistical analysis of the taxa identified in chestnut honeys.

No? Taxa Mean® Min. Max. St. Dev. cve© Presence ratio?
1 Castanea sativa 92.99 82.47 98.04 3.719 4 100 Group 1
2 Rubus sp. 3.24 0.07 12.67 2.996 92 100
3 Quercus ilex 0.40 0.00 1.68 0.403 102 86
4 Anthyllis hermanniae 0.35 0.00 1.34 0.375 108 70
5 Myrtus communis 0.50 0.00 241 0.616 124 58
6 Genista sp. 0.34 0.00 2.38 0.470 140 60
7 Erica arborea 0.52 0.00 4.38 0.776 150 66
8 Cistus creticus 0.13 0.00 1.08 0.204 152 62
9 Fraxinus ornus 0.12 0.00 1.24 0.224 186 48

10 Actinidia sinensis 0.05 0.00 1.01 0.159 342 16

11 Jasione montana 0.06 0.00 1.50 0.230 355 20

12 Salix sp. 0.15 0.00 4.23 0.612 405 32

13 Crataegus monogyna 0.07 0.00 2.08 0.302 430 16

14 Papaver rhoeas 0.04 0.00 1.26 0.201 455 10

15 Cytisus/Calicotome form 0.03 0.00 1.00 0.144 512 10

16 Cistus monspeliensis 0.09 0.00 0.65 0.145 158 46 Group 2

17 Clematis sp. 0.06 0.00 0.45 0.107 167 38

18 Quercus fc. 0.06 0.00 0.31 0.094 152 38

19 Trifolium sp. 0.07 0.00 0.89 0.156 217 36

20 Eucalyptus sp. 0.10 0.00 0.83 0.198 197 34

21 Lotus sp. 0.07 0.00 0.99 0.170 238 30

22 Olea sp. 0.02 0.00 0.22 0.045 205 26

23 Thymus herba-barona 0.04 0.00 0.34 0.114 271 24

24 Echium sp. 0.04 0.00 0.68 0.113 290 20

25 Quercus suber 0.02 0.00 0.22 0.051 242 20

26 Lavandula stoechas 0.02 0.00 0.21 0.055 221 20

27 Asteraceae (echinulated grain type) 0.02 0.00 0.22 0.050 315 20

28 Hedera helix 0.03 0.00 0.62 0.096 319 18

29 Prunus sp. 0.02 0.00 0.20 0.043 242 18

30 Teucrium sp. 0.02 0.00 0.20 0.048 242 18

31 Cistus salviifolius 0.03 0.00 0.88 0.131 382 16

32 Plantago lanceolata 0.03 0.00 0.40 0.083 274 16

33 Pyrus/Malus forme 0.02 0.00 0.22 0.044 263 16

34 Fabaceae (others) 0.02 0.00 0.17 0.048 240 16

35 Tilia sp. 0.02 0.00 0.21 0.045 278 14

36 Pinus sp. 0.01 0.00 0.12 0.032 266 14

37 Phillyrea sp. 0.02 0.00 0.43 0.074 335 12

38 Lamiaceae (others) 0.02 0.00 0.42 0.070 345 12

39 Rosaceae (others) 0.02 0.00 0.39 0.075 336 12

40 Chenopodiaceae/Amaramthaceae 0.02 0.00 0.21 0.049 291 12

41 Sambucus ebulus form 0.01 0.00 0.21 0.046 308 12

42 Asteraceae (fenestrated type) 0.01 0.00 0.17 0.041 323 12

43 Ferula/Foeniculum form 0.03 0.00 0.67 0.105 390 10

44 Brassicaceae 0.01 0.00 0.27 0.052 349 10

45 Citrus sp. 0.01 0.00 0.22 0.039 373 10

46 Rosa sp. 0.01 0.00 0.17 0.032 328 10

47 Poaceae 0.03 0.00 0.42 0.084 280 10

44 other determined taxa (presence ratio <10%): Centaurium erythraea, Scrophulariaceae sp., Ilex aquifolium, Ranunculaceae sp., Chamaerops humilis, Vicia sp., Asparagus sp.,
Urticaceae, Apiaceae (others), Mercurialis annua, Erica terminalis, Artemisia sp., Cytinus hypocistis, Pistacia lentiscus, Acer sp., Alnus sp., Sedum sp., Verbascum sp., Lupinus
angustifolius, Helianthemum sp., Platanus sp.,Viburnum tinus, Boraginaceae sp., Hypericum sp., Vitis sp., Rosmarinus officinalis, Sherardia avensis, Carex sp., Knautia sp., Ailanthus
altissima/form, Potentilla sp., Ulmus sp., Scabiosa sp., Caryophyllaceae Silene form, Bupleurum fruticosum, Euonymus europaens, Ostrya carpinifolia, Mentha sp., Rumex sp., Ruta sp.,

Asphodelus sp., Cupressaceae sp., Borago officinalis, Cercis siliquastrum.

2 Order of taxa were classed by increasing of CV (group 1) and decreasing of presence ration (group 2).
> Mean, Min., Max. values expressed as relative frequency (number of specify pollen counted/total pollen counted).

¢ Coefficient variation expressed as %.

4 Presence ration, number of honey samples presented/50 samples, expressed as %.

mainly the endemic species Genista corsica, Genista salzmannii var.
salzmannii, and Genista salzmannii var. lobelioides (BC 14); wider
steno-Mediterranean taxa (BC 21) E. arborea, Q. ilex, C. creticus,
and M. communis; and northwest steno-Mediterranean taxa A. her-
manniae (BC 28) and F. ornus (BC 48). We note that A. hermanniae,
present in 70% of honey samples, is particularly important for the
origin control because Corsica is the western limit of its geographic
distribution (BC 28, oriental Mediterranean basin) (Battesti, 1990).
Otherwise, the other endemic (or subendemic) taxa (Thymus herba-
barona and Teucrium marum), which have a lower contribution (PR:
18-24%) could also be employed as markers for the certification of
Corsican honey origin. The other taxa included 10 steno-Mediterra-
nean taxa (BC 2), six Euro-Mediterranean taxa (BC 3), seven
Eurasian taxa (BC 5), one Atlantic-Mediterranean taxon (BC 65),

and four cultivated taxa (BC 99). Finally, four taxa (Eucalyptus sp.,
A. sinensis, Citrus sp., and Pyrus/Malus forms) were cultivated spe-
cies that exhibited a low proportion in their pollen spectra (iso-
lated grains to 1.01%). This result shows the richness of natural
polliniferous and nectariferous resources in Corsica.

3.2. Physicochemical analyses

Corsican “chestnut grove” honeys exhibit dark to very dark col-
our. The colouration values vary between 71.0 and 99.0 mm Pfund,
whereas the IHC collection data (485 samples) display greater var-
iation of 56.3-119.4 mm Pfund (Persano Oddo & Piro, 2004). The
average electrical conductivity value was 1.38 +0.30 mS/cm
(range: 0.69-1.90 mS/cm). The chestnut honey samples had a high
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Table 2
Biogeographical code of taxa identified in chestnut honey.

No* Taxon BC® Presence ratio
23 Thymus herba-barona 14 24
6 Genista sp. 14-20-62 60
30 Teucrium sp. 12-25-62 18
3 Quercus ilex 21 86
7 Erica arborea 21 66
8 Cistus creticus. 21 62
5 Myrtus communis 21 58
22 Olea sp. 21 26
26 Lavandula stoechas 21 20
31 Cistus salviifolius 21 16
32 Plantago lanceolata 21 16
19 Trifolium sp. 21-31-51 36
21 Lotus sp. 21-51 30
15 Cytisus/calicotome form 21-51 10
43 Ferual/Foeniculum form 24-34 10
4 Anthyllis hermanniae 28 70
16 Cistus monspeliensis 29 46
24 Echium sp. 31 20
41 Sambucus ebulus form 31 12
2 Rubus sp. 31-35 100
17 Clematis sp. 31-54 38
46 Rosa sp. 31-51 10
14 Papaver rhoeas 33 10
25 Quercus suber 35 20
11 Jasione montana 51 20
13 Crataegus monogyna 51 16
12 Salix sp. 51-52 32
29 Prunus sp. 54-99 18
35 Tilia sp. 54-99 14
18 Quercus fc. 55-58 38
9 Fraxinus ornus 58 48
1 Castanea sativa 59 100
28 Hedera helix 65 18
20 Eucalyptus sp. 99 34
10 Actinidia sinensis 99 16
45 Citrus sp. 99 10
33 Pyrus/Malus forme 99 16

In the 47 more representative taxa, Rosaceae (others), Chenopodiaceae/Amaramth-
aceae Asteraceae (fenestrated type), Brassicaceae, Poaceae (5 taxa) were determined
at level of plant family, so their biogeographical were not defined in this table.

¢ Taxa number were defined in Table 1.

b Biogeographical Code, according to Gamisans (1985). 1 - Endemic: 12 Sten-
omediterranean origin, 14 Mediterraneo-montane origin. 2 - Stenomediterranean:
21 Wider stenomedit., 24 Southerner stenomedit.,, 25 Western stenomedit., 28
North west stenomedit., 29 Western macaronesian stenomedit. 3 - Eurymediter-
ranean: 31 Wider eurymedit., 33 Eastern eurymedit., 34 Southerner eurymedit.,
35 Western eurymedit. 5 - Eurasian: 51 Wider eurasian, 52 Eurasian, 54
European-caucasian, 55 European, 58 South east European, 59 Southern European.
6 - Atlantic: 62 Subatlantic, 65 Atlantic mediterranean. 99 - Cultivated plants.

average water content of 16.9 +0.80g/100 g (range: 15.3-18.6 g/
100 g). The electrical conductivity and water content values of
the honeys analyzed were close to those in the IHC collection data
(0.86-1.91 mS/cm and 15.2-19.8 g/100 g, respectively) (Persano
Oddo & Piro, 2004).

3.3. Volatile constituents of Corsican chestnut catkins and honeys

The optimization of the HS-SPME sampling parameters for chest-
nut catkins and honeys was performed using one chestnut catkin
sample (Castagniccia location) and one honey sample (S18) and
was based on the sum of the total peak areas. The maximum sum
of the total peak area was obtained from 4 g of chestnut cut catkins
and an aqueous honey solution (1.4 g/ml) with 2 g of Na,SO, for
these two different matrices, at a temperature of 70 °C, an equilib-
rium time of 90 min, and an extraction time of 30 min. The CVs were
9-14% for the chestnut catkins and 10-14% for the honeys, indicat-
ing that the HS-SPME method produced reliable results. Similarly,
the CV of the major compounds was always <15%.

GC and GC/MS analysis of the headspaces of chestnut catkin and
honey samples identified 53 components (amounting to 90.6-
97.4% of the total volatile composition) and 38 components
(68.9-90.7%), respectively (Table 3). Among them, 64 components
were identified by comparison of their EI-MS and retention indices
with those in our laboratory library, and 16 components were
identified by comparison of the EI-MS and apolar retention indices
with commercial or published libraries (Konig et al., 2001; NIST,
2008). The volatile fractions extracted from chestnut catkins and
honeys were dominated by phenolic compounds (which accounted
for 45.9% and 38.8%, respectively) followed by linear compounds
(36.3% and 30.6%, respectively). To our knowledge, among the 80
identified compounds, 47 compounds are reported for the first
time in the volatile fraction of chestnut catkins, and 10 are re-
ported for the first time in honeys.

The volatile fractions obtained from the chestnut catkins and
honey samples showed important qualitative and quantitative dif-
ferences. The main compounds of chestnut catkins were acetophe-
none 35 (21.5%), methyl salicylate 54 (13.4%), nonanal 42 (10.9%),
and linalool 43 (7.5%). The major constituents of Corsican “chest-
nut grove” honeys were 2-aminoacetophenone 71 (11.4%), benzal-
dehyde 17 (10.8%), acetophenone 35 (7.0%), nonanoic acid 70
(5.9%), octanoic acid 57 (5.0%), and 3-furaldehyde 5 (4.9%).

Among the four main compounds of chestnut catkins, nonanal
42 was also identified as a main component of the Grecian chest-
nut catkins (Alissandrakis et al., 2011), whereas the three other
compounds accounted for a small proportion in this study. In addi-
tion, benzyl alcohol, 1-phenylethanol, and nonanoic acid were also
reported as major compounds of the Grecian chestnut catkins
(Alissandrakis et al., 2011) but were absent or appeared in a lower
percentage in Corsican chestnut catkins. Acetophenone, 1-phenyl-
ethanol, and 2-aminoacetophenone are considered characteristic
compounds of chestnut honey (Bonvehi & Coll, 2003; Guyot
et al., 1998; Verzera et al., 2001). Except for 1-phenylethanol, these
chestnut honey markers were also identified in the volatile fraction
of Corsican “chestnut grove” honeys. Among them, 2-aminoaceto-
phenone is considered a powerful odorant that is suspected to con-
tribute to the aroma of chestnut honey (Guyot et al., 1998). In
addition, 3-aminoacetophenone, which was reported only by
Bonaga and Giumanini (1986) in Italian chestnut honey, was not
detected in any of the honey samples analyzed. Another aminoace-
tophenone isomer, 4-aminoacetophenone, which was absent or
present in a low amount (<1.3%) in the Corsican honey samples,
has been reported in Croatian chestnut honey (Jerkovic et al.,
2007).

According to the literature (Alissandrakis, Taranrilis, Harizanis,
& Polissiou, 2007), the honey aroma could be produced from plant
constituents, the transformation of plant constituents by honey-
bees, or the transformation of plant constituents during the conser-
vation in hives. In our study, only acetophenone 35 was identified
as a major component in the volatile fractions of both flowers
(21.5%) and chestnut honeys (7.0%). Acetophenone 35 and methyl
salicylate 54 (13.5% in the catkin volatile fraction) are considered a
product related to the shikimic acid pathway (Devon & Scott, 1975;
Lee, Leon, & Raskin, 1995). In addition, 2-aminoacetophenone 71
(11.4% in the honey volatile fraction) might result from the degra-
dation of tryptophan (Rapp, Versini, & Engel, 1995), which is also a
product of the shikimic acid pathway.

However, the absence of linalool 43 (7.5% in the catkin volatile
fraction) in the “chestnut grove” honey volatile fraction could be
explained by oxidative degradation, which occurs in the hive dur-
ing honey conservation (Alissandrakis et al., 2007). The occurrence
of hotrienol, trans- and cis-furanoid linalool oxides, or trans- and
cis-pyranoid linalool oxides in all honey samples studied could
be explained by the enzymatic degradation of linalool by two path-
ways: (i) hydroxylation of linalool at the C8 position, which
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Chemical composition of volatile fraction of chestnut flowers and honeys.
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No? Components® RI (Lit)° RI¢ Flower Honey Identification’
Mean® Min. Max. Mean Min Max.
1 2-Methyl-1-buten-4-ol 710 714 - - - 1.9+1.39 0.3 6.5 RI, MS, Ref
2 2-Methyl-1-butanol 728 727 - - - 1.6+ 0.89 0.1 35 RI, MS, Ref
3 Hexanal 777 773 0.5 £0.22 0.2 0.8 1.2+1.37 0.1 2.3 RI, MS
4 Octane 800 800 0.3+0.39 0.0 1.1 2.6+1.55 0.1 8.5 RI, MS
5 3-Furaldehyde 799 804 - - - 4.9+2.60 0.8 11.0 RI, MS
6 (E)-2-Hexenal 832 823 0.4 £0.56 0.0 1.9 - - - RI, MS, Ref
7 Furfural 836 835 - - - 2.1+£1.83 0.2 8.0 RI, MS
8 (Z)-Hex-3-en-1-ol 836 833 3.2+2.15 0.7 8.1 - - - RI, MS
9 (Z)-Hex-2-en-1-ol 845 843 0.7 £0.72 0.1 2.2 - - - RI, MS
10 Hexanol 850 846 0.9+0.79 0.4 3.1 - - - RI, MS, Ref
11 2-Heptanone 871 867 0.1£0.20 0.0 0.7 - - - RI, MS
12 Styrene 873 874 03 +0.14 0.1 0.5 0.6 £0.28 0.2 13 RI, MS
13 Heptanal 882 876 2.6+4.24 0.1 14.8 - - - RI, MS
14 3-Heptanol 877 884 0.7+£1.25 0.0 4.0 - - - RI, MS
15 2-Heptanol 880 889 0.5 +0.74 0.0 2.5 - - - RI, MS
16 Nonane 900 899 - - - 0.5+0.63 0.2 43 RI, MS
17 Benzaldehyde 929 928 0.9+0.72 0.3 3.1 10.8 £6.25 1.5 28.0 RI, MS
18 Camphene 950 946 0.5 £0.65 0.0 2.4 - - - RI, MS
19 Heptanol 950 950 0.1+0.17 0.0 0.6 - - - RI, MS
20 2-Octanone 964 968 0.1 £0.05 0.0 0.1 - - - RI, MS
21 Hexanoic acid 973 970 - - - 2.1+2.04 0.2 10.1 RI, MS, Ref
22 4-Octanol 973 975 - - - 0.8+1.20 0.0 7.5 RI, MS
23 Myrcene 978 979 0.3+0.29 0.0 1.1 - - - RI, MS
24 6-Methylhept-5-en-2-one 981 980 0.2 £0.25 0.0 0.9 - - - RI, MS
25 Octanal 981 982 2.0+1.01 0.8 3.8 1.4+1.61 0.2 114 RI, MS
26 (E)-3-Hexenyl acetate 987 986 0.7 £0.62 0.0 2.2 - - - RI, MS
27 Hexyle acetate 1006 997 0.4 £ 0.54 0.0 2.0 - - - RI, MS
28 (Z)-3-Hexenyl acetate 1002 999 0.4+0.58 0.0 21 - - - RI, MS
29 Benzyl alcohol 1006 1007 1.0+0.91 0.1 35 - - - RI, MS
30 p-Methyl anisol 1004 1008 0.6 £0.77 0.0 2.1 - - - RI, MS, Ref
31 Phenylacetaldehyde 1012 1010 - - - 1.8+2.22 0.2 9.9 RI, MS
32 p-Cymene 1015 1012 - - - 46+344 0.6 19.1 RI, MS
33 Limonene 1025 1021 0.6 £ 0.31 0.2 1.2 0.7 £0.81 0.0 4.0 RI, MS
34 (Z)-B-Ocimene 1029 1024 0.3 £0.26 0.0 0.8 - - - RI, MS
35 Acetophenone 1036 1041 21.5+12.06 3.7 43.5 7.0 £2.56 0.7 13.8 RI, MS
36 (E)-B-Ocimene 1041 1042 0.2 £0.49 0.0 1.3 - - - RI, MS
37 v-Terpinene 1051 1049 0.1+£0.10 0.0 0.3 - - - RI, MS
38 trans-Furanoid-linaloxide 1058 1058 - - - 0.9 £0.40 0.4 2.2 RI, MS
39 1-Octanol 1063 1065 0.9 £0.68 0.2 2.5 0.5+ 0.36 0.1 1.8 RI, MS
40 Methyl benzoate 1072 1074 0.4+034 0.0 1.1 - - - RI, MS, Ref
41 cis-Furanoid-linaloxide 1072 1075 0.4+0.18 0.2 0.7 1.4+0.57 0.3 2.6 RI, MS
42 Nonanal 1076 1082 10.9 +4.08 4.6 173 2.8+1.54 0.7 7.8 RI, MS
43 Linalool 1086 1084 7.5+4.33 2.5 15.1 - - - RI, MS
44 Hotrienol 1083 1085 - - - 23+1.71 0.1 8.0 RI, MS, Ref
45 Isophorone 1100 1092 - - - 1.3+0.54 0.1 3.0 RI, MS
46 (E)-4,8-Dimethylenona-1,3,7-triene 1103 1105 1.9+1.32 0.2 3.7 - - - RI, MS, Ref
47 4-0xoisophorone 1122 1123 - - - 0.6 £0.37 0.1 19 RI, MS, Ref
48 o-Hydroxyacetophenone 1139 1131 0.6 £0.41 0.0 14 - - - RI, MS, Ref
49 trans-Pyranoid-linaloxide 1144 1144 - - - 0.5+0.44 0.1 1.8 RI, MS
50 Ethyl benzoate 1150 1146 0.6 £0.57 0.2 2.2 - - - RI, MS
51 cis-Pyranoid-linaloxide 1148 1151 - - - 0.8 £0.42 0.3 2.4 RI, MS
52 Methofurane 1150 1152 - - - 1.1+1.03 0.3 6.0 RI, MS
53 Nonanol 1161 1163 0.7 £0.34 0.3 1.3 - - - RI, MS
54 Methyl salicylate 1171 1167 13.4+£9.59 5.7 40.4 - - - RI, MS
55 Myrtenol 1178 1173 0.4 £0.37 0.0 1.0 - - - RI, MS
56 o-Terpineol 1176 1180 0.3 £0.30 0.0 0.9 - - - RI, MS
57 Octanoic acid 1183 1183 0.3 £0.47 0.0 1.8 5.0+221 0.4 115 RI, MS, Ref
58 Decanal 1180 1184 0.5+0.23 0.2 0.9 0.9 £0.80 0.2 3.7 RI, MS
59 Octylacetate 1188 1185 - - - 0.7 £0.74 0.0 3.6 RI, MS
60 m-Anisaldehyde 1194 1195 - - - 0.2+0.12 0.0 0.5 RI, MS, Ref
61 3-Phenylpropanol 1201 1201 0.4+0.49 0.0 1.5 - - - RI, MS, Ref
62 Nerol 1210 1211 0.4+£0.27 0.0 0.9 - - - RI, MS
63 (Z)-3-Hexenyl-2-methylbutyrate - 1216 0.5 +0.48 0.0 1.6 - - - RI, MS
64 p-Anisaldehyde 1218 1217 - - - 0.5+0.92 0.0 53 RI, MS
65 Hexyl-2-methylbutyrate 1222 1221 0.1+£0.19 0.0 0.6 - - - RI, MS
66 (Z)-Cinnamaldehyde 1219 1222 - - - 0.5 +0.57 0.0 2.3 RI, MS, Ref
67 (E)-Cinnamaldehyde 1234 1231 - - - 0.5 +0.60 0.0 2.0 RI, MS
68 Geraniol 1235 1233 1.7+2.22 0.0 3.1 - - - RI, MS
69 Ethyl salicylate 1245 1246 2.1+£1.92 0.1 52 - - - RI, MS, Ref
70 Nonanoic acid 1263 1260 - - - 5.9+2.46 1.5 135 RI, MS
71 2-Aminoacetophenone 1261 1266 - - - 11.4+£547 2.7 26.5 RI, MS
72 Thymol 1267 1272 - - - 0.8 £2.08 0.0 9.6 RI, MS
73 Undecanal 1281 1276 0.4+0.18 0.0 0.6 - - - RI, MS

(continued on next page)
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Table 3 (continued)

No? Components® RI (Lit) RI¢ Flower Honey Identification”
Mean® Min. Max. Mean Min. Max.

74 Carvacrol 1278 1280 - - - 0.1+0.21 0.0 1.0 RI, MS
75 Tridecane 1300 1300 2.9 +3.65 0.0 111 - - - RI, MS
76 Eugenol 1331 1328 1.6+2.39 0.0 8.0 - - - RI, MS
77 (E)-p-Caryophyllene 1421 1417 1.7+1.36 0.3 4.5 - - - RI, MS
78 4-Aminoacetophenone 1440 1446 - - - 0.1+£0.21 0.0 1.3 RI, MS
79 trans-B-Bergamotene 1480 1482 0.2+0.34 0.0 1.1 - - - RI, MS
80 (E,E)-a-Farnesene 1506 1498 4.1+4.52 0.0 14.7 - - - RI, MS

Total identification (%) 94.3 £2.48 90.6 97.4 83.3+4.04 68.9 90.7

Classes of compounds

Hydrocarbons compounds 14.8 +4.20 7.8 11.0 9.0+3.98 32 24.2

Oxygenated compounds 81.7 +90.60 79.6 89.1 743 +5.61 58.0 83.5

Acids 0.2+0.10 0.1 0.3 13.0+4.79 34 27.1

Alcohols 16.2 £15.10 21.6 22.1 9.7 £3.61 4.0 18.9

Aldehydes 16.7 £ 20.50 144 25.6 26.3+7.61 11.8 44.4

Ketones 22.8+5.70 18.5 324 20.3+£6.19 6.8 34.8

Oxides 0.6+2.30 0.3 0.5 3.3+£1.07 1.2 5.5

Esters 22.1+46.60 12.1 19.1 1.8+1.17 0.3 6.2

Linear compounds 36.3+31.50 33.7 46.9 30.6 +6.40 18.1 45.7

Phenolic compounds 45.9 +53.20 273 49.9 38.8+8.73 21.2 55.0

Furan compounds - - - 10.0 £3.68 3.2 16.9

@ Order of elution is given on apolar coloumn (Rtx-1).

> Among these identified compounds, 29, 35, 42, 43, 54, 57 were reported in Alissandrakis et al. (2011) for the study of chestnut flower; 4, 5, 16, 22, 31, 47, 49, 51, 52, 59

were never reported as volatile compounds of chestnut honey.

€ Retention indices of literature on the apolar column reported from references (Konig et al., 2001; NIST, 2008).

d Retention indices on the Rtx-1 apolar column.

¢ Mean, Min. and Max. values expressed as percentage of the volatile composition.

f RI, Retention indices; MS, mass spectra in electronic impact mode; Ref., compounds identified from commercial data libraries: Konig et al. (2001) (6, 10, 30, 40, 44, 46, 61,

66, 69) and NIST (2008) (1, 2, 21, 47, 48, 57, 60).

provides two isomers of 8-hydroxylinalool and then hotrienol; or
(ii) under acidic conditions or by heating, linalool could be trans-
formed via 6,7-hydroxylinalool into both isomers of furanoid linal-
ool oxides (Alissandrakis et al., 2007).

We note that benzaldehyde 17 (0.9% in the catkin volatile frac-
tion) was identified as the main compound in the honey volatile
fraction (10.8%). This compound is considered an intermediate in
the biosynthetic pathway from L-phenylalanine to aryl metabo-
lites, and the biotransformation between benzaldehyde 17 and
benzyl alcohol 29 (1.0% in the catkin volatile fraction) has been
demonstrated (Lapadatescu, Ginies, Le Quere, & Bonnarme, 2000).

Relatively high amounts (13.0%) of linear acids (hexanoic acid
21, octanoic acid 57, and nonanoic acid 70) were observed in chest-
nut honey. The richness of the oxygenated linear compounds (C7,
C8, and C9) in the volatile fraction of chestnut catkins suggests that
the presence of linear acids in chestnut honey can be explained by
the transformation of linear compounds from nectar. For instance,
the occurrence of nonanoic acid 70 in honey samples (5.9%) seems
to result from nonanal oxidation.

Finally, the significant proportion of furan compounds (10.0%)
in the volatile fraction of chestnut honey could be explained by
the heat treatment during analysis (Guyot et al., 1998; Jerkovic
et al., 2007).

3.4. Statistical analysis

3.4.1. Chemical variation of Corsican “chestnut grove” honeys

To synthesize the chemical data, PCA and CA (dendrograms) were
applied to the matrix linking “chestnut grove” honey volatiles and
sample origins to identify possible relationships between classes
of volatile compounds and honey samples (Table 4, Supplementary
material). The analyses included the compound classes of aldehydes,
acids, ketones, hydrocarbons, alcohols, and other compounds (esters
and oxides). As shown in Fig. 1a, the principal factorial plane
(constructed using axes 1 and 2) accounted for 55.3% of the entire

variability of the honey samples. Dimension 1 (32.38%) correlated
negatively with acids, ketones, and aldehydes, and positively with
alcohols, hydrocarbons, and others compounds (Fig. 1a). Dimension
2 (22.92%) correlated negatively with alcohols, hydrocarbons, and
other compounds and positively with acids, ketones, and aldehydes
(Fig. 1a). The plot, established according to the first two axes, sug-
gested the existence of one group of Corsican chestnut honeys
(Fig. 1b). The principal group comprised 48 of 50 analyzed samples,
whereas two samples (S10 and S19) were characterized as atypical.
The principal group was divided into two subgroups of 21 samples
(subgroup I: S1-S3, S12, S15, S18, S21, S22, S24-26, S33, S36-543,
and S50) and 27 samples (subgroup II: S4-S9, S11, S13, S14, S16,
$17,520,S23,S27-S32,534,S35, and S44-S49). Subgroup I was char-
acterized by a high concentration of ketones (10.9-34.8%) and alde-
hydes (19.2-44.4%), and subgroup Il was characterized by a greater
abundance of hydrocarbons (6.4-24.2%), alcohols (4.7-18.9%), es-
ters (0.4-5.4%), and oxides (2.1-5.5%). Samples S10 and S19 were
distinguishable from the principal group by the greater presence
of acids (27.2% and 22.4%, respectively), whereas the abundance of
acids in the other honey samples was never >20% (3.4-19.8%).

3.4.2. Correlation of “chestnut grove” honey volatile and
melissopalynological data

To identify a possible relationship between the chemical and
melissopalynological data from Corsican “chestnut grove” honeys,
PCA and CA (dendrograms) were also applied. The aromatic inten-
sity of chestnut honeys exemplified by the sum of the total peak
areas measured by HS-SPME-GC experiments, the relative fre-
quency of C. sativa, Rubus sp., and A. hermanniae pollens, the
physicochemical parameters (water content, electrical conductiv-
ity, and colour) were all selected for the statistical analysis (Table
5, Supplementary material). The distributions of the different
parameters are shown in Fig. 2a, and the distribution of honey
samples is presented in Fig. 2b. The principal factorial plane con-
structed using axes 1 and 2 accounted for 62.5% of the entire
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Fig. 1. PCA of chemical composition of Corsican “chestnut grove” honey. (a) PCA distribution of variable; (b) PCA distribution of samples.

variability of honey samples. Dimension 1 (41.06%) correlated neg-
atively with the relative frequency of Rubus sp. and A. hermanniae
pollens and positively with the total peak areas, the relative fre-
quency of C. sativa, and the physicochemical parameters. Dimen-
sion 2 (21.44%) correlated negatively with the total peak areas
and the relative frequency of C. sativa and Rubus sp. pollens and
positively with the relative frequency of A. hermanniae pollen
and the physicochemical parameters.

The plot established using the first two axes suggests that there
are two main groups of “chestnut grove” honeys (groups I and II).
This was confirmed by the general structure of the dendrogram
(Fig. 3). Group I included 13 samples and had two characteristics.
First, group I honeys had a higher relative frequency of Rubus sp.
and A. hermanniae pollens (0.17-12.67% and 0.18-1.17%, average

6.69% and 0.78%) compared with honeys in group II (0.07-5.30%
and 0-0.90%, average 2.03% and 0.19%). Second, honeys in group
I had a lower aromatic intensity; i.e., the ranges of the sum of
the total peak areas, measured by HS-SPME-GC, were 5.14-
9.66 x 10° (average: 7.64 x 10°) in group I honeys and 3.87-
15.43 x 10° (average: 9.42 x 10°) in group Il honey samples. The
group | honey samples displayed low values of colouration
(71.0-83.0 mm Pfund, average 71.9 mm Pfund) and electrical con-
ductivity (0.69-1.45 mS/cm, average: 1.08 mS/cm). Group II was
comprised of 37 honey samples and was divided into two sub-
groups (Ila and IIb). Subgroup Ila included 12 samples, which
exhibited a high relative frequency of C. sativa pollens (93.82-
98.04%, average: 96.49%) and high aromatic intensity
(9.91-15.43 x 10°, average: 12.80 x 10°). Subgroup IIb exhibited
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87.66-95.97% (average: 93.24%) of the C. sativa pollen, and its aro-
matic intensity was 3.87-10.59 x 10° (average: 7.80 x 10°). The
water content was also higher in subgroup Ila (16.3-18.6 g/100 g,
average: 17.0g/100 g) than in subgroup IIb (15.3-18.6g/100 g,
average: 16.9 g/100 g). Subgroup IIb was characterized by higher
colouration values (83.0-99.0 mm Pfund, average: 87.2 mm Pfund)
than in subgroup Ila (71.0-99.0 mm Pfund, average 79.3 mm
Pfund) and also by higher electrical conductivity (0.85-1.90 mS/
cm, average: 1.54 mS/cm in subgroup IIb versus 1.00-1.70 mS/cm
with average 1.48 mS/cm in subgroup Ila).

Statistical analysis clearly showed that the aromatic intensity of
chestnut honeys correlated negatively with the presence of pollens
of both nectariferous species, Rubus sp. and A. hermanniae and
clearly decreased the fragrance of chestnut honeys. In addition,

the distribution of chestnut honeys appeared to be influenced by
the annual climatic factors. For example, 73% (8 of 11) of honey
samples produced in 2004 were included in group I; 75% (6 of 8)
of honey samples produced in 2005 were located in subgroup Ila,
whereas subgroup IIb contained more than 70% of honey samples
produced in 2006 (8 of 12), 2008 (7 of 9), and 2009 (5 of 7). The
characteristics of honey samples of 2004 (with an importance on
Rubus sp. and A. hermanniae) were affected by drought conditions
in 2003. Group II was divided according to the honeybee comport-
ments during the production of chestnut honeys. Subgroup Ila was
dominated by honey produced from C. sativa nectar, whereas the
honey samples of subgroup IIb were produced from honeydew
additions, which improve the colouration and electrical conductiv-
ity of honeys.
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4. Conclusion

For the first time, correlations have been demonstrated between
the melissopalynological, physicochemical, and chemical data of
Corsican “chestnut grove” honeys. The relationships between vola-
tile components of chestnut catkins and chestnut honeys from Cor-
sica have also been shown. Corsican “chestnut grove” honeys are
characterized by the occurrence of pollens from 91 taxa. C. sativa
is the overrepresented taxon and is accompanied by Rubus sp., Q.
ilex, A. hermanniae, M. communis, Genista sp., E. arborea, C. creticus,
and F. ornus. The high pollen density confirmed the existence of a
unifloral production. The Corsican origin was certified by the occur-
rence of specific pollen provided from endemic taxa, the diversity of
species-specific associations, and the richness of natural pollinifer-
ous and nectariferous resources. Relative to other botanical honey
origins, Corsican ‘“chestnut grove” honeys are characterized by
higher colouration, electrical conductivity, and water content.

The main compounds of the volatile fraction extracted from
Corsican chestnut catkin samples were acetophenone, methyl
salicylate, nonanal, and linalool, whereas 2-aminoacetophenone,
benzaldehyde, acetophenone, nonanoic acid, octanoic acid, and 3-
furaldehyde were identified as the main volatile components of
the chestnut honey samples. These suggest that chemical transfor-
mations occur during the honeybee activities and during honey
conservation in hives. Statistical analysis showed that the aromatic
intensity of “chestnut grove” honeys, the relative frequency of C.
sativa, Rubus sp., and A. hermanniae pollens, and the physicochem-
ical parameters explain the distribution of Corsican “chestnut
grove” honeys. The diversity of Corsican chestnut honey can be ex-
plained by interannual climatic variations and by honeybee forag-
ing behaviour during the chestnut honey flow.
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Table 4 (Supplementary content) Volatile compound classes of honey
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Classes of compounds®

Classes of compounds®

a a
Alcohols Acids Aldehydes Ketones Hydrocarbons Oxides Esters No Alcohols Acids Aldehydes Ketones Hydrocarbons Oxides Esters
S1 115 12.9 26.0 23.4 5.0 2.3 1.6 || S26 7.0 9.7 20.1 34.8 9.0 2.5 1.3
S2 5.0 12.2 31.7 29.5 5.8 3.5 0.9 | S27 9.6 8.3 20.4 12.6 10.9 4.7 2.4
S3 6.8 10.0 39.1 23.5 4.4 2.9 05 | S28 14.9 13.6 19.5 17.9 7.9 2.6 1.6
S4 7.7 10.8 22.4 25.1 15.0 4.6 1.3 || S29 10.0 115 22.5 19.1 10.0 4.3 1.9
S5 10.6 15.5 18.6 22.3 7.3 4.8 1.6 |l S30 18.9 12.1 20.0 15.5 9.5 3.6 0.6
S6 10.2 12.8 22.9 17.5 15.2 4.5 1.1 || S31 15.2 10.5 16.5 16.7 24.2 3.5 0.8
S7 16.2 9.2 23.0 19.4 9.0 2.8 1.0 |l S32 9.4 13.3 15.6 20.9 14.4 5.2 2.0
S8 6.7 11.7 30.8 21.0 13.0 4.3 1.0 |l S33 5.9 16.7 311 19.8 8.5 2.1 0.8
S9 4.7 18.4 23.3 13.6 20.3 2.1 0.4 | S34 7.7 12.7 24.8 19.9 11.8 3.3 1.3
S10 5.0 27.1 11.8 34.4 5.7 2.1 1.4 || S35 12.2 3.6 21.3 32.1 10.3 3.3 2.5
S11 12.6 3.4 30.0 23.9 9.6 4.4 2.6 | S36 7.5 10.6 39.7 12.4 4.2 2.9 2.5
S12 8.6 17.8 26.8 14.1 9.0 2.8 1.3 || S37 10.5 12.1 34.3 19.1 4.1 3.3 2.2
S13 9.6 9.0 25.9 16.8 11.8 3.7 6.2 || S38 8.4 8.0 30.5 31.1 5.9 2.7 0.3
S14 9.3 14.1 24.4 20.1 9.1 4.2 1.1 || S39 8.1 13.4 26.9 29.0 7.5 2.9 15
S15 6.5 16.9 32.7 10.9 9.6 2.5 1.9 | S40 12,5 19.8 30.9 17.6 7.2 15 1.2
S16 13.8 16.1 21.8 17.3 7.0 5.5 1.9 | S41 5.4 14.8 39.2 17.0 3.2 3.4 1.6
S17 14.1 5.7 26.6 23.6 8.2 3.7 1.6 || S42 13.2 19.7 19.2 21.3 7.1 1.8 14
S18 49 135 24.9 26.4 7.2 2.5 2.4 || S43 5.4 17.9 33.2 19.9 8.8 1.3 0.4
S19 8.5 22.4 17.4 27.8 3.8 1.9 1.0 || S44 9.9 18.8 17.1 23.0 6.4 3.2 3.0
S20 14.9 15.4 22.6 14.0 8.6 4.3 2.2 || S45 12.2 15.0 14.7 15.0 7.8 5.0 5.4
S21 45 4.0 34.8 15.6 7.4 2.7 3.6 | S46 12.2 175 28.9 12.9 6.8 3.1 35
S22 4.0 5.6 434 21.8 6.9 2.5 2.2 || S47 13.9 9.1 24.3 22.5 6.5 4.7 3.7
S23 12.0 15.3 26.7 12.2 10.9 3.7 2.0 | S48 12.3 14.8 20.0 20.5 7.5 4.2 2.6
S24 13.1 9.0 39.8 6.8 15.6 1.2 05 | S49 9.7 11.4 27.8 22.1 9.4 3.8 1.0
S25 3.8 9.0 44.4 15.1 8.5 2.2 1.4 || S50 7.4 16.1 24.6 28.1 7.3 2.2 0.9

& Sample number is given in the "Material and methods"

b Classes of compounds expressed as percentage of the volatile composition



Table 5 (Supplementary content) Parameters for the statistic analysis of honey volatile and melissopalynological,

physico-chemical data

RF® Physico-chemical parameters®
a Total peak - -
No area® Castanea Anthyllis Rubus Electrical Water
sativa hermanniae sp. Color conductivity content
S1 9.29E+05 89.34 0.00 0.40 83.0 1.46 17.7
S2 11.31E+05 96.67 0.00 0.17 83.0 1.40 18.0
S3 8.52E+05 90.71 0.21 0.84 92.0 1.23 15.3
S4 5.43E+05 85.28 0.87 7.79 71.0 0.89 16.8
S5 5.30E+05 93.08 0.07 5.30 83.0 1.52 16.8
S6 5.14E+05 87.08 1.08 9.36 71.0 0.96 16.5
S7 9.66E+05 96.74 1.14 1.14 71.0 0.86 16.9
S8 7.11E+05 84.22 0.52 12.67 71.0 0.98 17.0
S9 8.31E+05 93.41 0.23 5.68 71.0 0.80 16.4
S10 10.24E+05 96.05 0.68 2.18 71.0 1.47 18.0
S11 9.25E+05 92.43 0.86 5.16 71.0 1.27 17.1
S12 8.24E+05 89.20 0.57 8.54 71.0 1.36 16.2
S13 8.17E+05 88.03 1.34 8.05 83.0 1.38 15.8
S14 5.34E+05 93.16 0.00 451 92.0 1.39 16.8
S15 13.97E+05 93.82 0.56 0.81 83.0 1.00 16.9
S16 8.27E+05 96.47 0.00 1.34 83.0 1.47 15.8
S17 13.56E+05 96.41 0.27 0.66 71.0 141 16.3
S18 13.02E+05 97.97 0.22 0.07 71.0 1.14 16.5
S19 15.43E+05 96.78 0.00 0.73 83.0 1.44 16.9
S20 13.34E+05 95.39 0.00 0.78 83.0 1.42 16.6
S21 6.20E+05 90.62 0.71 3.44 71.0 0.89 16.1
S22 14.59E+05 96.35 0.00 0.41 71.0 144 17.4
S23 10.59E+05 94.03 0.08 1.15 92.0 1.32 16.3
S24 9.59E+05 93.96 1.17 0.17 71.0 0.69 16.5
S25 8.25E+05 94.53 0.13 2.42 99.0 1.59 16.2
S26 12.13E+05 98.04 0.08 0.96 83.0 1.16 17.9
S27 13.91E+05 97.28 0.21 0.31 83.0 1.70 17.9
528 6.42E+05 90.91 0.00 3.54 83.0 1.60 16.5
S29 9.45E+05 94.64 0.00 1.10 92.0 1.67 18.1
S30 5.50E+05 94.92 0.00 2.98 92.0 1.61 15.5
S31 8.91E+05 94.46 0.00 2.11 92.0 1.67 16.0
S32 8.13E+05 94.24 0.05 3.46 83.0 0.85 16.3
S33 9.53E+05 93.54 0.27 2.83 92.0 1.64 16.4
S34 9.91E+05 95.18 0.14 1.84 71.0 1.60 18.6
S35 3.87E+05 95.61 0.10 3.50 83.0 1.44 18.0
S36 7.28E+05 87.66 0.34 5.29 83.0 1.61 17.6
S37 9.57E+05 85.96 0.79 7.75 71.0 1.45 15.7
S38 5.71E+05 91.33 0.18 6.40 71.0 1.33 16.0




Table 5 (continued)

RF® Physico-chemical parameters®
a Total peak - -

No b Castanea Anthyllis Rubus Electrical Water

area sativa hermanniae sp. Color conductivity content
S39 5.64E+05 92.99 0.33 4.52 83.0 1.84 18.6
S40 7.91E+05 91.89 0.00 2.03 83.0 1.18 16.3
S41 8.63E+05 92.73 0.62 2.80 83.0 1.66 18.2
S42 8.14E+05 94.51 0.90 2.30 92.0 1.28 16.5
S43 8.24E+05 94.64 0.58 2.39 92.0 1.24 16.1
S44 9.36E+05 93.80 0.00 1.60 83.0 1.90 17.5
S45 8.03E+05 94.73 0.42 1.69 83.0 1.78 17.0
S46 7.31E+05 89.05 0.00 3.80 92.0 1.84 17.5
S47 9.22E+05 95.97 0.00 2.78 83.0 1.78 17.0
S48 7.91E+05 93.36 0.55 1.44 83.0 1.86 17.8
S49 7.00E+05 82.46 0.66 10.75 71.0 1.22 16.0
S50 12.19E+05 97.88 0.39 0.19 99.0 1.24 17.5

& Sample number is given in the "Material and methods"

® Total peak area was measured by HS-SPME/GC experiments
° RF expressed as percentage of the pollen counted in the pollen spectrum

¢ Unity of parameters: color (mm Pfund); electrical conductivity (mS/cm); water content (g/100g)




Miels de «maquis de printemps »

Par nos travaux relatifs aux miels de «maquis de printemps >3 nous avons
montré qu’un apport élevé en nectar d’E. arborea est corrédéaune augmentation de
I’intensité aromatique qui est liée a des teneurs élevées en p-anisaldényde et en 4-n-
propylanisol (13,9% et 18,1%, respectivement). A contrario, les &hantillons ayant
des FR d’E. arborea les plus faibles présentent les pourcentages en p-anisaldéayde et
en 4-n-propylanisol les moins éeveés (10,8% et 12,1%, respectivement). Par ailleurs,
nous avons pu démontrer la complexité des miels de la gamme <«maquis de
printemps »; ils se diffé&encient par des valeurs devés de coloration et de
conductivité électrique qui peuvent s’expliquer par des apports d’autres especes
nectarifées et/ou de miellats. Les fractions volatiles se démarquent éjalement par des
concentrations éeveées en alcools qui sont statistiquement corréées ala préence de
diverses espeees nectariferes telles que Cytisus/Calicotome forme et Genista sp. Enfin,
I’étude «multicritée >>(données polliniques, physico-chimiques et volatils) de cette
gamme variétale a permis de mieux cerner I’origine botanique de ces productions,
c’est-adire d’identifier les caractéristiques typiques des miels « quasi >monofloraux
de bruyére et de distinguer ces derniers de ceux ayant des apports nectariferes (ou

miellatifées) plus diversifiés.

Melissopalynological and volatile composition investigation of Corsican “Erica
arborea spring maquis” honeys
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Melissopalynology and volatiles’ analysis are applied for origin identification of 45 Corsican “spring
maquis” honeys, regionally representative of this Protected Denomination of Origin “Miel de Corse-Mele
di Corsica” range. They are dominated by Erica arborea pollens. Studies of statistical distribution, biogeo-
graphical typology and altitudinal distribution of the 50 characteristic taxa certify the Corsican origin of
these honeys. The volatile fraction extracted by headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) from
CorsicanE. arborea flowers was dominated by octen-3-ol, (E)-f-ocimene and (Z)--ocimene whereas 4-pro-
pylanisol, p-anisaldehyde, benzaldehyde and 3-furaldehyde were identified as the main volatile
components of Corsican honeys. Taking into account the volatile fraction and melissopalynological and
physicochemical data, cluster analysis and principal component analysis highlighted the correlation
between the relative frequency of E. arborea pollens, the total peak areas of spring maquis honeys and

Melissopalynological analysis
HS-SPME-GC-FID and HS-SPME-GC-MS
Statistical analysis

the amounts of p-anisaldehyde and 4-propylanisol.

Crown Copyright © 2012 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The Corsican honey was certified by two official designations of
origin: the national Appellation d’Origine Contrdlée (AOC) and the
European Protected Designation of Origin (PDO), both marketed as
“Miel de Corse-Mele di Corsica”. It is a common and diversified
product that is classified into six ranges: “spring,” “spring maquis,”
“honeydew maquis,” “chestnut grove,” “summer maquis” and “au-
tumn maquis” according to the geographic location of the apiaries
and the harvest season (Battesti, Gamisans, & Piana, 1997). The
control of geographical and botanical origins of Corsican honeys
takes into account the statistical treatment of melissopalynological
data supplemented by the sensory characteristics and physico-
chemical parameters (Battesti, 1990; Battesti & Goeury, 1992;
Von Der Ohe, Persano Oddo, Piana, Morlot, & Martin, 2004). The
sensorial characteristics of Corsican “spring maquis” honeys were
used by beekeepers and consumers to distinguish them from the
five other ranges of the AOC and PDO (Battesti et al., 1997). Effec-
tively, all of these honeys have a high granulation rate (because of
glucose super-saturation), however, the intensity of colouration
showed a variability from light brown to dark brown. It is a prod-
uct with medium to high olfactory and aromatic intensities, and
has a typical description: warm, caramel, cacao (Battesti et al.,
1997; Persano Oddo, Piazza, Sabatini, & Accorti, 1995).

”

* Corresponding author. Tel.: +33 4 95 45 01 87; fax: +33 4 95 45 01 80.
E-mail address: paolini@univ-corse.fr (J. Paolini).

In Europe, many Ericaceae species such as Erica vagans, Erica cine-
rea, Erica carnea and Calluna vulgaris are visited by bees for nectar
and/or pollen, and can give uniflorous honeys (Maurizio & Louveaux,
1965) commonly qualified as “heather honey.” In Corsica, the Erica-
ceae family is represented by four genera and seven species. Among
them, Erica arborea and Arbutus unedo have the highest density,
being widespread over the whole island territory. Relative to A. une-
do, which flowers from October to December, E. arborea is the first
spring apiarian resource (flowering period: February to May) for
the quantities of nectar and pollen provided (Ricciardelli d’Albore
& Persano Oddo, 1978). It is a steno-Mediterranean ubiquitous spe-
cies that is widespread in Corsica from littoral to 1200 m. The distri-
bution of E. arborea is concentrated in (i) meso-Mediterranean level
(0-700 m north facing and 0-1000 m south facing) with many asso-
ciations with other spring flowering species: Lavandula stoechas,
Rosmarinus officinalis, Viburnum tinus, Ge corsica, Calicotome spinosa,
Calicotome villosa, Cytisus villosus, Pistacia lentiscus, Phyllirea angust-
ifolia, Cistus creticus, Cistus monspeliensis and Cistus salviifolius, with
proximity of Quercus suber and Quercus ilex series or Castanea sativa
facies; (ii) supra-Mediterranean level (700-1000 m north facing and
1000-1300 m south facing) associated with more mesophilous spe-
cies such as Crataegus monogyna, Genista lobelii var. salzmannii, Buxus
sempervirens, Ilex aquifolium and Anthyllis hermanniae. The distribu-
tion of E. arborea and its plant associations explains the complexity
of Corsican “E. arborea spring maquis” honey. This range includes not
only the uniflorous E. arborea honey as defined in the “characterisation
of unifloral honey” (Persano Oddo et al., 1995) but also the “spring

0308-8146/$ - see front matter Crown Copyright © 2012 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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maquis” honey characterised by E. arborea and other nectariferous or
honeydew contributions.

Taking into account the flavour-rich proprieties of honeys, use
of the aroma profiles has been proposed to improve the classical
approaches (melissopalynological, sensory and physicochemical
analysis) of the origin determination (Bogdanov, Ruoff, & Persano
Oddo, 2004). Several analytical techniques, such as headspace so-
lid-phase microextraction (HS-SPME), infrared spectroscopy and
'H nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy have been re-
cently applied to the analysis of Corsican honeys (Cajka, Haislova,
Pudil, & Riddellova, 2009; Donarski, Jones, & Charlton, 2008;
Donarski, Jones, Harrison, Driffield, & Charlton, 2010; Hennessy,
Downey, & O’Donnell, 2010; Stanimirova et al., 2010; Woodcock,
Downey, & O’'Donnell, 2009). These studies focused on the discrim-
ination between Corsican and non-Corsican honeys but did not
provide results to characterise the diversity of each Corsican honey
range.

The “heather honeys” (botanical origin not specified) have also
been the subject of research for identifying floral markers. Flavo-
noids such as myricetin and its derivatives, 3,5,5-trimethylcyclo-
hex-2-ene derivatives such as abscisic acid and isophorone, and
some shikimate-pathway derivatives such as benzoic acid, p-anis-
aldehyde and p-anisic acid have been considered as markers of
heather honey (Guyot, Scheirman, & Collin, 1999). To our knowl-
edge, only one work has described the volatile fraction of E. arborea
honey extracted by simultaneous distillation/extraction (Guyot
et al,, 1999). In this study, three shikimate-pathway derivatives
were identified as markers of E. arborea honey: p-anisaldehyde,
p-anisic acid and methyl vanillate (methyl 4-hydroxy-3-methoxy-
benzoate). No research has previously focused on the volatile frac-
tion of the E. arborea flowers.

In the present work, the HS-SPME volatile fractions of Corsican “
E. arborea spring maquis” honey and E. arborea flowers were inves-
tigated using GC-FID and GC-MS analysis. The aim of this work
was to establish for the first time: (i) the volatile composition of
Corsican “E. arborea spring maquis” honeys with botanical and geo-
graphical origins certified by detailed analysis of pollen spectra; (ii)
the chemical relationship between the volatile compounds of E.
arborea flowers and the corresponding honeys; and (iii) the corre-
lation between volatile components and the melissopalynological
and physicochemical characteristics of the Corsican “E. arborea
spring maquis” honeys.

2. Materials and methods
2.1. Honey samples

The honey samples analysed came from a honey reference bank
in which they were packaged in a sealed pot and stored below
14 °C after gathering. As reported by Gonnet and Vache (1985), this
is the optimal condition for the conservation of honey to avoid deg-
radation, especially fermentation, of honey samples. Before analy-
sis, honey samples were examined by sensory analysis to ensure a
good conservation mode of honeys. All honey samples investigated
in our study were crystallised and remained as homogeneous sam-
ples. They possessed the olfactory and gustatory characteristics of *
E. arborea spring maquis” honeys.

Forty-five “E. arborea spring maquis” honey samples commer-
cialised under the AOC and PDO appellations were selected. These
honeys were collected in May to June from 26 Corsican producers.
These apiaries are representative of the E. arborea regional distribu-
tion and they are located from littoral to 860 m, but principally
above 300 m. In addition, honey samples were provided from five
different years of harvest (2003: 1-11; 2005: 12-28; 2006: 29-

34; 2007: 35-43 and 2010: 44-45) to take account of the impact
of bioclimatic annual variations on production.

2.2. E. arborea flowers samples

Eleven flower specimens of E. arborea were collected in April
and May 2009-2011 from 11 localities of Corsica. The flowers were
gathered in full bloom during the secretion period, and the forag-
ing nectar by honeybees was chosen as the indicator of nectar.
These fresh flowers were analysed within 48 h.

2.3. Sample analysis

2.3.1. Melissopalynological analysis

Analysis of pollen and solid constituents in honey included: (i)
pollen extraction and microscopic preparation and (ii) qualitative
and quantitative analysis using a microscopic method. Analyses
were performed using the method described by Yang et al. (in
press). The pollen identification was carried out by comparison
with a reference pollen-slides library produced in our laboratory
and with the aid of the palynological expertise practice developed
for the characterisation and the AOC and PDO control of Corsican
honeys (Battesti, 1990; Battesti & Goeury, 1992). The total pollen
spectrum (qualitative analysis) of each honey sample has been
established and expressed in terms of relative frequency (RF) of
each identified taxon. The pollen density (quantitative analysis)
exemplified by the absolute number of pollen grain in 10 g of hon-
ey sample and expressed as PG/10 g.

2.3.2. Physicochemical analyses

To complete the botanical origin characterisation of Corsican “E.
arborea spring maquis” honey, the colouration and electrical con-
ductivity were assessed. The colour of the honey samples was mea-
sured using a Lovibond Comparator apparatus at 20 °C following
the method of Aubert and Gonnet (1983) and expressed as mm
Pfund. Electrical conductivity was measured with a conductivity
meter micro CM2210 (CRISON, Spain) at 20 °C using the method
described by Bogdanov (1997) and expressed as mS/cm.

2.3.3. HS-SPME conditions

The SPME fibre divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane
(DVB/CAR/PDMS, 30 pm) was used to extract the honey and flower
volatiles. Optimisation of the SPME parameters was performed
using one honey sample (21) and one flower sample for the analy-
sis of these two matrices. The optimisation was based on the sum
of the total peak areas measured using a gas chromatography-
flame ionisation detection (GC-FID) system. For the honey sam-
ples, the sample concentration (in distilled water) was optimised
after five different experiments at 0.5 g/ml, 1g/ml, 2 g/ml, and
with Na,SO,4 addition (1 and 2 g). The weight of the E. arborea flow-
ers was optimised after three different experiments at 1,3,and 5 g.
For each optimisation, the temperature was optimised in three dif-
ferent experiments at 30, 50, and 70 °C. The equilibration time was
optimised in three different experiments at 30, 60, and 90 min. The
extraction time was optimised in two different experiments at 30
and 60 min. After sampling, the SPME fibre was consecutively in-
serted into the GC-FID and GC-MS injection ports for desorption
of volatile components (5 min), both techniques using the splitless
injection mode. Before sampling, each fibre was reconditioned for
5 min in the GC injection port at 280 °C. HS-SPME and subsequent
analyses were performed in triplicate.

2.3.4. HS-SPME/GC analysis

GC analyses were performed using a PerkinElmer (Waltham,
MA, USA) AutoSystem XL GC apparatus equipped with a FID sys-
tem and a fused-silica capillary column (30 m x 0.25 mm, film



Table 1

Statistical analysis and geographical origin of the taxa determined in Corsican “Erica arborea spring maquis” honey.

No.? Type® Taxa PR® Relative frequency (RF) ¢ BC® Geographical origin

Mean Min. Max. SD® cvf Repartition of vegetation levels"
T1 N, P Erica arborea 100 47.7 18.9 77.9 14.36 30 21 ™ ME SM mo
T2 P Quercus sp. 100 134 2.5 41.1 8.20 61 21-35-55-58 ™ ME SM mo
T3 P Castanea sativa' 93 9.8 0.0 44.6 11.46 117 59 ME SM
T4 N, P Genista forms 93 4.5 0.0 38.8 6.40 141 14-29-62 li tm ME SM MO OR
T5 P Cistus sp. 93 3.5 0.0 14.8 3.14 88 21-29 ™ ME sm
T6 N, P Salix sp. 89 2.8 0.0 14.5 3.09 111 51-52 RI
T7 P Fraxinus ornus 84 2.7 0.0 25.9 4.51 167 58 tm ME SM mo
T8 N, P Lavandula stoechas 73 13 0.0 11.7 2.04 158 21 ™ ME
T9 N, P Prunus sp. 71 1.3 0.0 10.5 2.04 151 54-99 ME SM
T10 N, P Rubus.sp 62 0.5 0.0 3.1 0.67 125 31-35 tm ME SM mo
T11 N, P Crataegus monogyna 60 1.0 0.0 8.7 1.80 178 51 tm ME SM mo
T12 N, P Viburnum tinus 58 0.8 0.0 10.5 1.85 233 21 ™ ME
T13 P Phillyrea sp. 56 1.1 0.0 6.4 1.75 157 25 ™ ME
T14 N, P Pyrus/Malus type 53 0.5 0.0 33 0.74 134 929 tm ME SM mo
T15 N, P Eucalyptus sp. 53 0.6 0.0 3.2 0.90 155 99 ME
T16 N, P Anthyllis hermanniae 51 0.5 0.0 33 0.78 144 28 tm ME SM MO OR
T17 N, P Trifolium sp. 51 0.4 0.0 2.6 0.59 145 21-31-51 Li ME SM mo
T18 N, P Ilex aquifolium 49 0.4 0.0 4.1 0.81 185 65 ri SM MO
T19 N, P Brassicaceae 47 0.5 0.0 7.9 1.22 267 nd nd
T20 P Pistacia lentiscus 44 0.4 0.0 2.7 0.71 172 29 Li ™ ME
T21 N, P Echium sp. 36 0.5 0.0 3.8 1.02 202 31 ™ ME SM
T22 N, P Lotus sp. 33 0.2 0.0 23 0.45 222 21-51 Li ™ ME SM MO
T23 N, P Allium.sp 33 0.2 0.0 2.2 0.48 199 21-25 ™ ME sm
T24 P Olea sp. 33 0.2 0.0 1.3 0.32 182 21 li ™ ME
T25 N, P Asteraceae (fenestrated type) 33 0.1 0.0 0.8 0.17 175 21-94 ™ ME SM mo
T26 P Populus sp. 31 0.2 0.0 1.5 0.40 196 52-82 RI
T27 P Scrophulariaceae 29 0.1 0.0 1.1 0.28 205 nd nd
T28 N, P Asteraceae (echinulated type) 29 0.1 0.0 0.5 0.13 180 21-94 ™ ME SM mo
T29 N, P Citrus sp. 27 0.2 0.0 3.0 0.58 241 99 ME
T30 N, P Jasione montana 24 0.2 0.0 13 0.32 204 54 li tm ME SM MO
T31 P Actinidia deliciosa 22 0.5 0.0 6.5 1.22 268 99 ME
T32 P Buxus sempervirens 22 0.2 0.0 33 0.58 284 65 RI1-2 me SM mo
T33 N, P Helleborus lividus subsp. corsicus 22 0.1 0.0 14 0.26 237 14 me SM MO or sa
T34 N, P Apiaceae 22 0.1 0.0 1.1 0.28 228 nd nd
T35 N, P Rosaceae (others) 22 0.1 0.0 1.0 0.28 209 nd nd
T36 N, P Acer sp. 20 0.2 0.0 34 0.55 312 31 ME SM
T37 N, P Hedera helix 20 0.1 0.0 2.1 0.33 331 65 tm ME SM mo
T38 N, P Fabaceae (others) 20 0.1 0.0 1.0 0.18 266 nd nd
T39 P Platanus sp. 20 0.1 0.0 0.8 0.16 241 99 ME
T40 N, P Rosa sp. 18 0.1 0.0 2.2 0.36 330 31-51 RI1 ME SM mo
T41 P Alnus sp. 18 0.0 0.0 04 0.12 240 51 RI me SM mo
T42 P Myrtus communis 16 0.3 0.0 4.6 0.89 344 21 li ™ ME
T43 P Plantago sp. 16 0.1 0.0 0.9 0.17 293 nd nd
T44 P Poaceae 16 0.0 0.0 0.6 0.13 272 nd nd
T45 N, P Muscari sp. 16 0.1 0.0 0.5 0.13 252 21-24 ™ ME SM
T46 N, P Acacia dealbata 16 0.1 0.0 0.5 0.15 244 99 li me
T47 N, P Robinia pseudoacacia 16 0.0 0.0 0.4 0.08 280 91 ME sm mo
T48 N, P Galactites sp. 11 0.1 0.0 1.2 0.20 350 21 ™ ME SM
T49 P Corylus avellana 11 0.1 0.0 1.1 0.23 332 53 ril-2 me
T50 P Cupressaceae 11 0.0 0.0 0.3 0.08 295 nd nd
1-Endemic

14 Mediterraneo-montane origin
2-Steno-Mediterranean

(continued on next page)
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21 Wider stenomedit., 24 Southerner stenomedit., 25 Western stenomedit., 28 North west stenomedit., 29 Western macaronesian stenomedit
3-Eury-Mediterranean

31 Wider eurymedit., 35 Western eurymedit.

5-Eurasian

51 Wider eurasian, 52 Eurasian, 53 South European-South Siberian, 54 European-caucasian, 55 European, 58 South east european, 59 Southern european
6-Atlantic

62 Subatlantic, 65 Atlantic mediterranean

82 Euro-Siberian; 91 Pantropical; 94 sub-Cosmopolitan; 99 Cultivated plants

nd: not defined

RI or ri 1-3: Riparian forest of meso-Mediterranean, supra-Mediterranean and moutain, respectively

Li ou li: litorral (roche, salt land or dune)

ME or me: meso-Mediterranean

SM or sm: supra-Mediterranean

MO or mo: Moutain

OR or or: oro-Mediterranean

SA or sa: subalpine

lower case: rare or at least less common than in those shown in capital letter

Forty three other determined taxa (PR < 10 %): Clematis sp., Asphodelus ramosus, Cercis siliquastrum, Boraginaceae, Vicia sp., Veronica sp.,Cynoglossum creticum, Pinus sp., Lamiaceae (others), Arbutus unedo, Laurus nobilis, Smilax aspera,
Silene gallica, Stachys glutinosa, Oxalis sp., Caryophyllaceae, Anemone hortensis, Syringa vulgaris, Carex sp., Rosmarinus sp., Papaver rhoeas, Rumex sp., Thymus herba-barona, Odontites sp., Liliaceae (others), Epilobium sp., Artemisia sp.,
Mercurialis annua, Reseda sp., Apiaceae Ferula/Foeniculum type, Cytinus hypocistis, Erodium sp., Daphne gnidium, Ranunculaceae (others), Betula pendula, Vitis vinifera, Ostrya carpinifolia, Teucrium sp., Convolvulus sp., Knautia integrifolia,
Chamaerops humilis, Mimosaceae (others), Carpobrotus sp.
2 Order of taxa were classified by decreasing presence ratio (PR).
Type of taxa: P, polleniferous taxa; N, nectariferous taxa.
PR: presence ratio, number of honey samples presented/45 samples, expressed as %.
Mean, Min, Max values expressed as relative frequency RF (number of specify pollen counted/total pollen counted).
SD: standard deviation.
CV: coefficient variation.
¢ Biogeographical Code, according to Jeanmonod and Gamisans (2007).
' Repartition of vegetation levels.
I Castanea sativa can be considered as an only polleniferous taxa according to its relative frequency (RF < 45%) and taking into account its overrepresented pollen type (Persano Oddo & Piro, 2004).
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thickness 1 um) coated with Rtx-1 (PDMS). The oven temperature
was programmed from 60 to 230 °C at 2 °C/min and then held iso-
thermally at 230 °C for 35 min. The injector and detector tempera-
tures were maintained at 280 °C. The samples were injected with
an SPME inlet liner (0.75 mm i.d.; Supelco) in the split mode
(1:50), using helium as the carrier gas (1 ml/min). The retention
indices of the compounds were determined relative to the reten-
tion times of a series of n-alkanes (Cs-Csp) with linear interpola-
tion. The relative concentrations of components were calculated
from the GC peak areas without using correction factors.

2.3.5. HS-SPME/GC-MS analysis

Samples were analysed with a PerkinElmer TurboMass detector
(quadrupole), coupled to a GC PerkinElmer AutoSystem XL,
equipped with a fused-silica Rtx-1 capillary column. The ion source
temperature was 150 °C, and the ionisation energy was 70 eV. Elec-
tronic ionisation (EI) mass spectra were acquired over the mass
range of 35-350 Da (scan time 1 s). Other GC conditions were the
same as described for the HS-SPME/GC analysis except for the
use of a split ratio of 1:80.

2.3.6. Component identification

Identification of the components was based on: (i) the compar-
ison of their GC retention indices (RI) on a nonpolar column, deter-
mined relative to the retention time of a series of n-alkanes with
linear interpolation to the retention times of authentic compounds
or data in the literature (Konig, Hochmuth, & Joulain, 2001; Na-
tional Institute of Standards and Technology (NIST), 2008); (ii)
computer matching with commercial mass spectra libraries (Konig
et al., 2001; NIST, 2008); and (iii) comparison of spectra with those
of the laboratory’s library.

2.3.7. Data statistical analysis

The melissopalynological data were analysed using the method-
ology reported previously and described by Battesti and Goeury
(1992). The statistical analysis was performed by using R software
(R Foundation - Institute for Statistics and Mathematics, Austria)
and the data were analysed by cluster analysis (CA) and principal
component analysis (PCA). The chemical variables (volatile compo-
nents) were selected by the same statistical software. The CA pro-
duced a dendrogram (tree) using Ward’s method of hierarchical
clustering, which is based on the Euclidean distance between pairs
of honey samples.

3. Results and discussion
3.1. Melissopalynological analysis

The analysis of 45 Corsican “E. arborea spring maquis” honeys
allowed the determination of 93 taxa, including 63 nectariferous
taxa and 30 only-polleniferous taxa. To define the most represen-
tative taxa of the regional directory, the presence ratio (PR) and
the RF distribution (mean, minimum, maximum, standard devia-
tion and coefficient variation [CV]) of each taxon are reported in
Table 1. These taxa were classified by decreasing PR. E. arborea
T1 appeared as the most characteristic taxon according to all of
these parameters. Furthermore, 17 very frequent taxa (T1-T17,
PR >50%) were the most regionally representative taxa. Among
them, nine taxa (T1-T9) can be distinguished by their RFyj,x and
RFpean Values.

The biogeographical origin (biogeographical code: BC) of 50
identified taxa (PR > 10%) and their local distribution in vegetation
level according to Jeanmonod and Gamisans (2007) were used or-
der to qualify the specificity and the originality of the regional pol-
len directory (Table 1). Analysis of the biogeographical distribution

showed that 44 taxa were mainly from natural vegetation of the
Mediterranean area (23 taxa, BC 1-3) associated with Eurasian
and Atlantic species (12 taxa, BC 5-6). Among them, two taxa
can be especially employed as markers for the certification of Cors-
ican origin: Genista forms T4, which contained mainly endemic spe-
cies (G. corsica, G. salzmannii var. salzmannii and G. salzmannii var.
lobelioides) and the endemic species Helleborus lividus subsp. corsi-
cus T33. It was noted that the oriental Mediterranean taxon A. her-
manniae T16 could also be a geographical origin indicator because
Corsica is the western limit of its geographic distribution. Finally,
six taxa were exclusively cultivated species that exhibited a fre-
quent distribution in honey samples especially some fruit trees
(“Pyrus/Malus type” T14, Citrus sp. T29, Actinidia deliciosa T31)

Table 2
Melissopalynological and physico-chemical data of Corsican “Erica arborea spring
maquis” honeys.

No.?  Melissopalynological data® Physico-chemical parameters®

RFeica RFN®  RF,S  Pollen Colour  Electrical
density conductivity
1 43.4 188 37.2 169 110.0 0.77
2 373 16.2 448 108 92.0 0.69
3 33.2 375 274 76 83.0 0.50
4 59.3 269 135 197 92.0 0.69
5 27.2 23.7 486 108 92.0 0.69
6 535 29.7 157 131 99.0 0.51
7 27.9 31.8 392 766 92.0 0.54
8 39.9 325 26.7 279 83.0 0.44
9 62.1 17.7 195 187 99.0 0.74
10 55.7 241 194 186 92.0 0.62
11 36.5 35.7 25.1 161 83.0 0.52
12 47.4 203 320 160 71.0 0.46
13 40.9 16,6 378 72 71.0 0.41
14 44,7 19.1 338 109 71.0 0.55
15 734 8.6 173 139 71.0 0.56
16 47.9 157 358 208 83.0 0.59
17 30.5 8.6 59.6 504 83.0 0.69
18 32.2 11.0 56.1 262 83.0 0.59
19 57.2 106 314 253 83.0 0.65
20 741 8.4 176 89 71.0 0.52
21 56.8 195 229 195 83.0 0.58
22 60.7 221 173 169 83.0 0.55
23 48.8 27.0 229 202 71.0 0.49
24 47.9 11.8 382 111 55.0 0.50
25 77.9 4.2 170 103 83.0 0.64
26 70.3 6.3 233 254 83.0 0.62
27 53.5 17.6 289 132 83.0 0.51
28 33.9 18.0 478 108 83.0 0.47
29 33.2 224 418 95 71.0 0.48
30 58.6 140 26.1 69 71.0 0.45
31 45.2 13.2 409 140 83.0 0.58
32 27.0 184 519 68 62.0 0.38
33 55.6 156 284 183 92.0 0.75
34 315 8.8 584 145 92.0 0.81
35 46.6 169 344 155 110.0 0.98
36 49.9 11.2 379 235 110.0 1.01
37 60.7 9.8 28.8 100 99.0 0.93
38 189 56.7 224 86 99.0 0.87
39 68.0 9.8 22.0 107 99.0 1.01
40 39.5 8.4 50.0 85 110.0 1.10
41 39.0 18.1 425 182 99.0 1.03
42 441 8.3 472 88 92.0 0.77
43 721 135 13.8 136 92.0 0.65
44 47.8 248 269 140 99.0 1.03
45 373 155 46.5 505 99.0 0.71

2 Sample number is given in Section 2.

b RF expressed as percentage of the pollen counted in the pollen spectrum; pollen
density expressed as the absolute number of pollen grains in 10 g of honey (103 PG/
10g).

¢ Unity of parameters: colour (mm Pfund); electrical conductivity (mS/cm).

9 total sum of other nectariferous taxa.

¢ total sun of only polleniferous taxa.
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Table 3
Chemical composition of volatile fraction of Corsican “Erica arborea spring maquis” honeys and Erica arborea flowers.
No.? Components” RI (Lit)° RIC Honey Flower Identification®
Mean Min. Max. Mean Min. Max.
Cc1 (E)-2-Pentenal 725 728 14+1.74 0,1 9,0 - - - RI, MS
c2 Hexanal 777 772 - - - 0.9+0.67 0.1 2.2 RI, MS
c3 Octane 800 794 0.3+0.39 0.1 22 0.4+0.26 0.0 0.8 RI, MS
C4 3-Furaldehyde 799 800 5.6+2.19 2.4 11.0 - - - RI, MS, Ref
C5 (Z)-3-Hexenol 836 834 - - - 1.4+0.88 0.3 2.6 RI, MS
C6 Styrene 873 872 - - - 0.1+£0.09 0.0 0.1 RI, MS
Cc7 2-Acetylfuran 878 875 0.5+0.2 0.2 1.0 - - - RI, MS, Ref
C8 Heptanal 882 879 - - - 1.3+0.87 0.2 3.2 RI, MS
c9 Nonane 900 894 - - - 0.2+0.21 0.1 0.8 RI, MS
c10 Benzaldehyde 929 927 8.4+3.54 3.1 20.2 0.8 £0.64 0.1 24 RI, MS
C11 Oct-1-en-3-ol 962 959 0.4+0.21 0.1 1.1 42.7 £10.25 20.6 53.5 RI, MS
C12 Octanal 981 977 0.5+0.35 0.1 1.8 - - - RI, MS
C13 (Z)-3-Hexenyl acetate 1002 995 - - - 0.7 £0.36 0.1 1.2 RI, MS
C14 Phenylacetaldehyde 1012 1008 2.8+1.85 0.5 9.8 - - - RI, MS
C15 p-Cymene 1015 1011 04+0.33 0.1 1.9 - - - RI, MS
C16 (E,E)-2,4-Nonadiene 1014 1017 0.3+0.1 0.1 0.6 - - - RI, MS, Ref
C17 (Z)-B-Ocimene 1029 1024 - - - 2.2+1.06 1.0 4.7 RI, MS
C18 (E)-p-Ocimene 1038 1034 - - - 24.7+£10.34 10.0 46.0 RI, MS
C19 Acetophenone 1036 1036 0.2+0.15 0.1 0.9 - - - RI, MS
C20 trans-Furanoid-linaloxide 1058 1055 0.7+0.37 0.1 1.8 - - - RI, MS
C21 Methyl Benzoate 1062 1059 0.2+0.22 0.1 13 1.1+£0.97 0.2 2.6 RI, MS, Ref
c22 cis-Furanoid-linaloxide 1072 1071 0.6+0.29 0.2 1.7 - - - RI, MS
C23 p-Cymenene 1075 1075 0.7+£0.71 0.1 3.9 - - - RI, MS
C24 Nonanal 1076 1080 1.7 £1.56 0.2 9.4 1.5+091 0.1 2.8 RI, MS
C25 Linalool 1086 1084 1814 0.4 7.1 04034 0.1 1.2 RI, MS
C26 Hotrienol 1085 1089 2.6+4.22 0.1 242 - - - RI, MS, Ref
C27 Isophorone 1100 1104 0.9+0.51 0.3 2.8 - - - RI, MS
C28 4-0xoisophorone 1111 1114 0.8+0.97 0.1 5.6 - - - RI, MS
c29 (28, 2'S, 5'S)-Lilac aldehyde 1124 1123 1.9+2.04 0.4 11.8 - - - RI, MS, Ref
C30 Citronellal 1129 1125 0.6 £0.34 0.1 1.9 - - - RI, MS
C31 (2R, 2'S, 5'S)-Lilac aldehyde 1133 1138 0.8+0.93 0.1 53 - - - RI, MS, Ref
C32 Ethyl Benzoate 1143 1144 0.2+0.13 0.1 0.6 0.3+0.40 0.1 1.5 RI, MS
C33 (2R, 2'R, 5'S)-Lilac aldehyde 1146 1147 0.3+0.18 0.1 0.9 - - - RI, MS, Ref
C34 Decanal 1180 1182 0.9+0.53 0.1 3.2 04+0.11 0.0 0.6 RI, MS
C35 p-Menth-1-en-9-al (isomer 1) 1188 1189 0.5+0.45 0.1 1.9 - - - RI, MS, Ref
C36 p-Menth-1-en-9-al (isomer 2) 1190 1191 0.4 +0.46 0.1 2.2 - - - RI, MS, Ref
C37 p-Anisaldehyde 1218 1213 11.7 £4.08 0.7 213 - - - RI, MS
C38 (E)-Cinnamaldehyde 1234 1231 0.6 +0.46 0.1 1.9 - - - RI, MS
C39 2,3,5-Trimethylphenol 1242 1251 0.8+0.99 0.1 5.0 - - - RI, MS
C40 4-n-Propylanisol 1254 1257 14.7 £5.32 3.0 294 - - - RI, MS, Ref
C41 3,4,5-Trimethylphenol - 1290 2.6 +3.87 0.1 221 - - - RI, MS
Cc42 Methyl-p-methoxybenzoate 1338 1337 - - - 0.3+0.27 0.0 0.8 RI, MS, Ref
C43 (E)-p-Damascenone 1351 1352 1.1+0.84 0.3 48 - - - RI, MS
C44 4-Methoxypropiphenone 1415 1417 28+14 0.2 5.6 - - - RI, MS, Ref
C45 (E)-p-Caryophyllene 1421 1420 - - - 1.1£2.10 0.1 6.1 RI, MS
C46 (E,E)-a-Farnesene 1506 1494 - - - 3.9+3.96 0.6 12.0 RI, MS
Total identification (%) 70.2+5.76 60.7 81.6 83.9+5.72 76.0 93.8
Hydrocarbons 1.6 £0.96 0.5 5.9 324+£11.95 17.7 49.1
Oxygenated compounds 68.6 £5.85 59.7 80.1 51.6+£11.95 37.7 63.2
Phenolic compounds 45.9 +7.93 25.2 61.7 24+1.64 0.7 6.2
Furan compounds 103 +4.17 4.3 22.7 - - -
Linear compounds 8.5+5.83 2.6 37.1 80.5 £ 6.00 72.4 89.4
Terpenic compounds 8.9+46 3.7 24.5 - - -
Ketones 59+1.29 33 9.3 - - -
Aldehydes 3786 211 51.5 4.0+1.61 1.0 5.9
Esters 0.5+0.27 0.2 1.5 0.7 £0.36 0.1 1.2
Alcohols 22.8+7.31 11.6 48.4 44.5+£10.78 219 56.8
Oxides 1.7+0.7 0.5 4.0 - - -
2 Order of elution is given on apolar coloumn (Rtx-1).
b

Retention indice of literature on the apolar column reported from references (Konig et al., 2001; NIST, 2008).

Retention indice on the Rtx-1 apolar column.

Means + SD, Min and Max values expressed as percentages from the 45 honey samples and 11 E. arborea flowers evaluated. SD were calculated after three experiments.
R, Retention indice; MS, mass spectra in electronic impact mode; Ref., compounds identified from commercial data libraries: Konig et al., 2001 (21, 26, 29, 31, 33, 35, 36,
40, 42, 44) and NIST, 2008 (4, 7, 16).

“ Among these identified compounds, 7, 10, 14, 19, 27, 37, 40 were reported in Guyot et al. (1999) as the composition of Erica arborea honey; 1,4, 11, 15, 16, 21, 23, 30, 34-36,
39, 44 were never reported as volatile compounds of heather honey.
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The complexity and the variability of species associations of density taxa (T3, T5, T7 and T8). Other taxa (T12, T13, T20, T24
each honey were directly linked to the altitudinal extension of E. and T42) with strict thermal requirements marked the thermo-
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and meso-Mediterranean levels. In contrast, taxa T11, T16, T18 and
T33 were indicators of higher levels.

The authentication of botanical origin takes into account the to-
tal pollen richness of each sample and the entire pollen spectrum:
the RFgic, with the total amount of other nectariferous taxa (RFy)
and the total amount of only-polleniferous taxa (RFp). E. arborea
was determined as the only nectariferous dominant taxa in the
45 honey samples. Twenty-five honey samples possessed an RFg;.
ca >45% and 20 samples had an RFg;; between 16% and 45% with
only four samples (5, 7, 32 and 38) displaying an RFgc, < 30% (Ta-
ble 2). These results are in accordance with the normal type of
appearance of E. arborea pollen in heather honeys (Louveaux, Mau-
rizio, & Vorwohl, 1978; Von Der Ohe et al., 2004).

The other nectariferous contributions varied from 4.2% to 56.7%
in the 45 pollen spectra. Only five samples (3, 7, 8, 11 and 38) could
be distinguished by their higher value of RFy (>30%). The Corsican
“E. arborea spring maquis” honey exhibited a high average of the
RFp (32.8 £ 12.7%) which varied from 13.5% to 59.6%. Nine honey
samples (5, 17, 18, 28, 32, 34, 40, 42 and 45) had an RFp > 45%. This
high value of RFp might mask the quantitative contributions of nec-
tariferous taxa. Quantitative analysis showed that the pollen den-
sity of “E. arborea spring maquis” honeys was almost constant.
The average pollen density was 177 x 10®> PG/10 g and 33 honey
samples possessed a pollen density between 100 and 300 x 103
PG/10 g. However, some significant deviations distinguished nine
samples (3, 13, 20, 29, 30, 32, 38, 40 and 42) with lower pollen den-
sity (<100 x 10% PG/10 g) and three honey samples (7, 17 and 45)
with a higher pollen density (> 500 x 10> PG/10 g).

3.2. Physicochemical characteristics

Corsican “E. arborea spring maquis” honeys exhibited amber to dark
amber colours. The mean colouration value was 86.8 + 1.3 mm Pfund
with great variation between 55.0 and 110.0 mm Pfund (Table 2).
Twenty-two honey samples had amber colour (70-90 mm Pfund)
and 21 samples showed dark amber colour (90-120 mm Pfund). Only
two samples (24 and 32) had lighter colour (<70 mm Pfund). The aver-
age electrical conductivity value was 0.66 + 0.19 mS/cm (range: 0.38-
1.10 mS/cm). Thirty-five honey samples had a medium electrical con-
ductivity that ranged from 0.4 to 0.8 mS/cm, while nine honey samples
(34-41 and 44) showed high values of electrical conductivity
(>0.8 mS/cm) and one sample (32) possessed a low value of electrical
conductivity (0.38 mS/cm). These results are in accordance with the
melissopalynological spring maquis honey database of the AOC and
PDO (Battesti, 1990; Battesti et al., 1997).

3.3. Volatile composition analysis

3.3.1. Optimisation of HS-SPME parameters and component
identification

The optimisation of the HS-SPME sampling parameters for E.
arborea flowers and honeys was based on the sum of the total peak
areas. The maximum sum of the total peak areas was obtained from
3 g of E. arborea flowers and an aqueous honey solution (4 g of
honey sample with 4 ml of water and 2 g of Na,SO,4) at a tempera-
ture of 70 °C, an equilibrium time of 90 min, and an extraction time
of 30 min. The CVs were 7-10% for the E. arborea flowers and 10-
12% for the honeys, indicating that the HS-SPME method produced
reliable results. Similarly, the CV of the major compounds was
always <15%. GC and GC/MS analysis of the headspaces of E. arborea
flowers and honey samples allowed the identification of 19 compo-
nents (amounting to 76.0-93.8% of the total volatile composition)
and 35 components (60.7-81.6%), respectively (Table 3). Among
them, 33 components were identified by comparison of their
EI-MS and retention indices with those in our laboratory library,
and 13 components were reported by comparison of the EI-MS

and nonpolar retention indices with commercial or literature li-
braries (Konig et al., 2001; NIST, 2008). The volatile fractions ob-
tained from the flowers and honey samples showed important
qualitative and quantitative differences (Fig. 1, supplementary
material).

3.3.2. Volatile components of E. arborea “spring maquis” honeys

The volatile fractions of “E. arborea spring maquis” honeys were
dominated by phenolic compounds (25.2-61.7%) followed by furan
compounds and linear compounds (4.3-22.7% and 2.6-37.1%,
respectively). The main components were 4-propylanisol C40
(3.0-29.4%), p-anisaldehyde C37 (0.7-21.3%), benzaldehyde C10
(3.1-20.2%) and 3-furaldehyde C4 (2.4-11.0%). To our knowledge,
among the 35 identified compounds, 27 compounds are reported
for the first time in the volatile fraction of E. arborea honeys.

To our knowledge, only two works have dealt with the HS-SPME
volatile fractions of Corsican honeys; however, they did not specify
the botanical origins of the samples (Cajka et al., 2009; Stanimirova
et al., 2010). Corsican “spring maquis” honeys, without specifica-
tion of predominance of E. arborea, were also characterised by 'H
NMR spectroscopy, and a biomarker B (not identified) was consid-
ered as a marker of Corsican “spring maquis” honey for its high
concentration in this product and its absence in non-Corsican hon-
ey (Donarski et al., 2010).

Concerning the E. arborea honey of other origins, only Guyot
et al. (1999) reported the volatile fraction of E. arborea honey ob-
tained by simultaneous distillation/extraction. Thus, p-anisalde-
hyde C37 and 4-propylanisol C40 were identified as the main
compounds in the honey samples from France, Greece and Italy

40
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4 43

(a) GC-MS profile of Corsica " Erica arborea spring maquis” honey

11

18

(b) GC-MS profile of Erica arborea flower

Fig. 1. GC-MS chromatogram of Corsican “Erica arborea spring maquis” honey (a)
and Erica arobrea flower volatile fractions (b).
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Table 4
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Chemical composition of volatile fraction of Corsican “Erica arborea spring maquis” honey.

No.? Chemical compounds® Total peak areas (10°)
c1 c4 C10 24 C25 C26 c29 c37 C40 41 c44

1 0.8 11.0 12.7 21 23 0.2 0.5 11.0 11.8 2.2 1.0 8.82
2 0.4 9.2 10.8 1.3 3.1 0.8 1.8 11.1 139 1.5 1.0 9.42
3 1.6 7.6 5.6 1.0 24 21 25 124 21.0 2.5 1.8 7.06
4 0.4 5.8 6.8 0.5 1.2 0.2 2.2 12,5 27.0 1.8 1.7 7.70
5 1.6 10.2 10.2 1.9 4.8 2.5 53 6.1 4.5 21 0.4 9.21
6 0.4 5.9 7.5 0.4 13 0.1 0.8 121 294 13 3.6 6.79
7 0.0 4.1 3.8 0.2 0.4 114 1.0 8.9 9.5 221 2.6 16.24
8 13 7.4 6.3 1.0 1.0 11.6 1.3 7.3 113 14.7 0.9 10.01
9 0.3 4.9 7.1 0.6 0.8 2.2 0.9 141 15.5 2.6 3.0 13.42
10 0.2 24 3.9 0.5 0.5 2.9 25 16.6 143 8.8 5.6 2241
11 1.1 5.0 6.4 1.8 21 1.0 3.1 11.6 14.6 3.0 2.0 10.45
12 0.9 4.5 6.9 1.8 13 0.3 7.7 9.1 111 0.6 1.6 8.31
13 14 4.8 11.8 3.4 0.9 0.4 3.5 9.7 10.6 1.0 2.0 7.52
14 2.7 5.8 3.1 1.6 4.8 0.2 3.4 7.6 14.2 2.8 2.2 11.21
15 0.7 4.6 8.0 14 0.7 0.2 0.9 15.8 16.1 0.8 4.4 12.53
16 0.5 4.7 6.6 0.8 1.2 0.6 0.5 14.7 20.0 0.8 4.7 12.55
17 0.3 4.6 8.8 0.7 0.9 1.6 0.9 141 111 33 4.0 16.09
18 1.0 7.1 9.0 1.7 1.7 1.1 0.7 121 10.6 1.4 2.7 11.49
19 0.3 5.9 4.5 0.7 1.1 0.2 14 139 184 14 3.5 7.89
20 0.2 35 4.7 1.6 1.0 0.5 0.4 145 19.9 0.7 3.7 14.49
21 0.3 3.5 4.3 0.5 0.9 2.6 1.1 10.3 18.9 5.4 3.0 14.22
22 0.1 2.6 5.2 0.4 04 0.3 0.6 183 183 0.5 5.2 21.26
23 0.3 5.0 9.7 0.4 0.6 0.2 1.0 15.5 20.1 0.8 4.1 12.19
24 1.0 7.2 4.9 2.7 71 0.4 2.5 9.0 9.4 0.3 2.0 8.24
25 0.3 4.6 6.5 0.8 0.9 0.4 0.5 18.9 171 0.2 4.6 15.64
26 1.2 7.2 6.4 0.6 1.2 0.8 0.4 14.0 209 0.5 34 5.05
27 0.6 5.1 8.0 1.1 13 2.8 0.5 13.8 10.3 34 2.0 13.03
28 4.9 10.7 12,5 1.7 2.0 1.0 2.6 8.0 154 0.1 0.8 1.69
29 0.6 6.5 5.6 1.5 1.8 1.6 23 115 16.8 2.8 24 3.05
30 0.5 5.8 4.5 3.2 1.8 1.8 0.9 9.0 211 2.2 34 12.47
31 14 33 7.3 1.9 24 5.0 2.0 8.2 115 2.5 3.4 11.54
32 2.5 3.6 6.1 1.5 1.6 25 11.8 4.4 15.5 21 21 9.34
33 0.4 25 13.0 0.6 0.8 4.7 0.9 213 12.7 23 4.2 16.60
34 0.6 6.3 9.6 1.7 2.2 1.0 1.2 114 15.1 1.1 2.5 8.71
35 3.7 7.8 20.2 5.0 3.7 1.2 1.6 6.9 10.2 0.4 13 3.36
36 2.0 6.5 13.2 1.7 3.9 0.8 13 13.6 18.7 0.4 3.7 3.37
37 23 5.2 12.8 9.4 1.8 3.5 1.4 8.6 15.2 2.2 2.0 2.53
38 9.0 7.2 12.8 1.2 3.7 24.2 1.2 0.7 3.0 39 0.2 2.92
39 1.2 3.5 12.9 1.6 1.6 8.3 1.1 141 8.4 2.6 3.8 11.86
40 6.7 103 14.8 2.7 3.5 4.0 14 3.8 7.6 0.9 0.6 1.72
41 1.7 5.2 9.0 0.5 0.9 1.3 3.1 10.9 11.9 0.4 3.1 8.17
42 0.7 33 7.0 2.4 2.1 3.2 1.8 12.6 123 2.7 43 10.65
43 0.6 2.6 10.1 1.1 0.7 3.8 0.5 16.0 204 3.7 4.7 12.68
44 1.3 5.3 8.6 25 0.5 0.4 0.7 15.2 9.6 0.6 5.2 441
45 1.9 4.8 7.5 39 0.8 0.2 1.5 141 17.7 0.5 3.4 7.53

2 Sample number of honeys (corresponding to those of Table 2).

> Chemical compound number is given in Table 3: values expressed as relative percentage.

¢ Total peak area were expressed in arbitrary units.

(Guyot et al., 1999). Moreover, p-anisaldehyde €37, p-anisic acid
and methyl vanillate, components of shikimate-pathway deriva-
tives, were considered as ideal markers of E. arborea honey because
of their absence in honeys of other botanical origins (Guyot et al.,
1999). However, only p-anisaldehyde C37 was detected in the
HS-SPME volatile fraction of analysed Corsican honey samples.

Relative to the reported heather honey volatile compositions
(botanical origin not indicated), p-anisaldehyde €37 and 4-propy-
lanisol C40 were also identified as the main compounds in Spanish
heather honey (Castro-Vazquez, Diaz-Maroto, Gonzalez-Vinas, &
Perez-Coello, 2009); benzaldehyde C10, phenylacetaldehyde C14,
cis-furanoid-linaloxide €22, isophorone €27, 4-oxoisophorone
C28 and lilac aldehyde isomers (€29, C31 and C33) have been iden-
tified in most of the heather honey samples studied (Castro-Vaz-
quez et al.,, 2009; De la Fuente, Martinez-Castro, & Sanz; 2005;
Radovic et al., 2001; Soria, Martinez-Castro, & Sanz, 2003; Soria,
Martinez-Castro, & Sanz, 2008; Wolski, Tambor, Rybak-Chmie-
lewska, & Kedzia, 2006).

In addition, 4-(3-oxobut-1-enylidene)-3,5,5-trimethyl-cyclo-
hex-2-enone, decanoic acid, benzoic acid and isophorone C27 have

been suggested as markers of heather honey (Guyot et al. 1999).
Among them, only isophorone C27 was reported in low amount
(0.3-2.8%) in the studied Corsican honey samples.

3.3.3. Volatile components of E. arborea flowers

The volatile fraction extracted from E. arborea flowers was dom-
inated by linear compounds, which accounted for 72.4-89.4%. Oc-
ten-3-ol C11 (20.6-53.5%), (E)-B-ocimene C18 (10.0-46.0%) and (Z)
-p-ocimene C17 (1.0-4.7%) were identified as the main com-
pounds. To our knowledge, the volatile composition of E. arborea
flowers is reported here for the first time. As shown in Table 3,
within the 19 identified compounds of E. arborea flower samples,
only eight compounds were found in the honey samples. Octen-
3-ol €11, amounting to 20.6-53.5% in the flower volatile fraction,
was found in low proportion in honey (0.1-1.1%). The two other
major compounds (C17 and C18) of flowers were absents in honey
samples. This result showed that a direct relationship between the
volatile fractions of E. arborea flowers (dominant nectariferous re-
source) and corresponding Corsican “spring maquis” honeys could
not be established using HS-SPME analysis.
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Fig. 2. Dendrogram of melissopalynological, physico-chemical and volatile data of Corsican “Erica arborea spring maquis” honey.

3.4. Statistical analysis

To identify a possible relationship between the melissopalyno-
logical, physicochemical and chemical volatile composition data of
honey samples, CA (dendrograms) and PCA were applied to a ma-
trix (Tables 2 and 4) with various parameters: the sum of the total
peak areas measured by HS-SPME/GC-FID from the honey volatile
fractions (aromatic intensity of honey); the amount of seven vola-
tile compounds (Table 4) selected as discriminant variables by sta-
tistical analysis (benzaldehyde C10, nonanal €24, linalool C25,
hotrienol €26, p-anisaldehyde C37, 4-propylanisol C40 and 3,4,5-
trimethylphenol C41); the physicochemical parameters (electrical
conductivity and colouration); the relative frequency of E. arborea,
the RFy and the RFp.

The general structure of the dendrogram (Fig. 2) produced by
Ward’s method (CA) suggested the existence of four groups (group
[: 18 samples, group II: 21 samples, group III: three samples and
group IV: three samples) which reinforces the clustering observed
using PCA (Fig. 2). Indeed, few differences were reported between
PCA and dendrogram results: three samples (12, 14 and 33) con-
tained in group I with PCA were observed in the group I with CA
and one sample (36) belonging to group Il with PCA was present
in group II using CA.

The two principal axes account for 50.97% of the entire variabil-
ity of 45 honey samples, with these two PCA axes containing
30.34% and 20.63% of the variability. The distributions of the differ-
ent parameters are shown in Fig. 3a, and the distribution of honey
samples is presented in Fig. 3b. Dimension 1 (30.34%) correlated
negatively with the total peak areas, p-anisaldehyde €37, 4-propy-
lanisol C40 and the RFgic,; and positively with the other parame-
ters. Dimension 2 (20.63%) correlated negatively with the total
peak areas, hotrienol €26, 3,4,5-trimethylphenol C41 and RFy.

The plot established using the first two axes (Fig. 3b) showed
the occurrence of two main groups (groups I and II) that included
38 typical honey samples (84% of honey samples) and seven sam-
ples (16%) that could be considered as atypical (groups III and IV).
Group I included 21 samples (3, 4, 6, 9-12, 14-16, 19-23, 25-27,
30, 33 and 43) and was characterised by the higher average of RFg,.
ica (57.1%), total peak area (1.23 x 107), p-anisaldehyde €37 (13.9%)
and 4-propylanisol C40 (18.1%) (versus 39.2%, 8.81 x 10°, 10.8%
and 12.1% for group II, respectively).

Group I (17 samples 1, 2, 5,13, 17, 18, 24, 28, 29, 31, 32, 34, 39,
41,42, 44 and 45) showed a higher RFp average (44.0% versus 23.3%
for group (I). Its electrical conductivity- and colouration-average
(0.68 mS/cm and 86.2 mm Pfund, respectively), were quite similar
to group I values (0.58 mS/cm and 83.0 mm Pfund, respectively).
Concerning the distribution of honeys according to the year of pro-
duction, most of the samples of 2003 (1-11) and 2005 (12-28)
were concentrated in groups I and II.

The four samples (35-37 and 40) of group IIl were characterised
by a high value of colouration (>99.0 mm Pfund), electrical conduc-
tivity (>0.9 mS/cm) and aldehydes (>40%), especially benzaldehyde
C10 (12.8-20.2%), than the other samples. High values of colour-
ation associated with electrical conductivity values were charac-
teristic of honeys with honeydew contribution (Battesti, 1990). It
should be mentioned that among the honey samples of 2007
(35-43), several samples (35-S37, 40) possessed a high value of
electrical conductivity (most of them were higher than 0.9 mS/
cm) and colouration (>90 mm Pfund).

The three samples (7, 8 and 38) of group IV displayed the high-
est values of RFy (31.8-56.7%) and high percentages of alcohols
(>35%), especially hotrienol C26 (11.4-24.2%) and 3,4,5-trimethyl-
phenol C41 (3.9-22.1%).

Finally, statistical analysis showed clearly that the amount of E.
arborea pollens is correlated positively with the total peak areas
and the amounts of p-anisaldehyde C37 and 4-propylanisol C40.
Thus, these latter two compounds could be employed as marker
components of predominance of E. arborea in Corsican “spring ma-
quis” honeys. The honeys dominated by E. arborea were generally
characterised by higher total peak areas, medium colouration and
electrical conductivity.

4. Conclusion

Corsican “E. arborea spring maquis” honey was characterised by
pollen grains of E. arborea that belongs to the “normal” type. It was
principally accompanied by Quercus sp., Castanea sativa, Genista
forms and Fraxinus ornus with some variable contributions of other
nectariferous species such as Salix sp., L. stoechas, Prunus sp., C.
monogyna and V. tinus. The Corsican origin was certified by the
occurrence of specific pollens provided from endemic taxa, the
diversity of biogeographically specific species associations, and
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Fig. 3. PCA of melissopalynological, physico-chemical and volatile data of Corsican “Erica arborea spring maquis” honey.

the richness of spontaneous polleniferous and nectariferous
resources.

The main compounds of the volatile fraction extracted from
Corsican E. arborea flowers were octen-3-ol, (E)-f-ocimene and
(Z)-B-ocimene, whereas 4-propylanisol, p-anisaldehyde, benzalde-
hyde and 3-furaldehyde were identified as the main volatile com-
ponents of Corsican “E. arborea spring maquis” honey samples.
There is not a direct relationship between E. arborea flower and
honey volatile compositions. The chemical variability of analysed
honeys was probably due to the presence of the other nectariferous
species and/or polleniferous species that were influenced by biocli-
matic factors and the geographical locality of the apiaries. Chemi-
cal transformations occurring during honeybee activities and
during honey conservation in hives would be the subject of a fur-
ther study.

For the first time, correlations have been demonstrated be-
tween the melissopalynological, physicochemical, and chemical

data of Corsican “E. arborea spring maquis” honeys. Statistical anal-
ysis highlighted a positive correlation between the total peak areas
of spring maquis honeys, the FR of E. arborea pollens and the con-
tent of p-anisaldehyde and 4-propylanisol.
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Miels de «maguis d’automne >>

Les spectres polliniques des miels de <«maquis d’automne >» - a dominante
arbousier (A. unedo) - sont éjalement caract&ises par la présence de pollen du lierre
(Hedera helix). Afin de déerminer le rde nectarifere d’H. helix dans cette gamme
variétale, nous avons analyséun miel monofloral de lierre (préevédirectement sur le
cadre dans les cellules operculées). L’analyse de la fraction volatile a permis
d’identifier le phénylacétaldéhyde (25,3%), le benzyl-nitrile (15,8%), le nonanal
(7,3%) et le 3-hydroxy-4-phényl-2-butanone (6,3%) comme composé majoritaires.
Ces derniers sont absents (ou préents en trés faibles proportions) dans les fractions
volatiles des é&hantillons analysés. Par conséjuent, nous pouvons affirmer que le
lierre a un rde uniquement pollenifée dans cette gamme variéale. Ces résultats
indiquent que I’analyse de la composition volatile sert utilement pour pré&eiser le r@e
nectarifere (et/ou pollenifée) des taxons préents dans les éhantillons a origine

nectarifére de type «sous-repré&sentéy, tels que les miels d’arbousier.

Melissopalynological and volatile analysis of honeys from Corsican Arbutus
unedo L. habitat

Y. Yang, M.J. Battesti, J. Costa, J. Paolini
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Thirty Corsican “autumn maquis” honeys were characterized by the typical combination of autumnal taxa: Arbutus unedo, Hedera helix, Smilax aspera,
Rosmarinus officinalis, and two Asteraceae pollen forms. Corsican origin was characterized by the diversity of the taxa’s biogeographical origins
and significant presence of Castanea sativa and Quercus sp. Volatile fractions of “autumn maquis” honeys were dominated by isophorone and
3,4,5-trimethylphenol. The latter is reported in A. unedo honey for the first time. Otherwise, both A. unedo flower and “autumn maquis” honeys exhibited high
contents of isophorone derivatives. H. helix honey exhibited phenylacetaldehyde, benzyl nitrile, 3-hydroxy-4-phenylbutan-2-one and nonanal as major
compounds, which were scarcely represented in the studied “autumn maquis” honey samples.

Keywords: Arbutus unedo, Corsican “autumn maquis” honey, Melissopalynological analysis, HS-SPME volatile fraction, GC & GC-MS, Hedera helix.

The strawberry tree (Arbutus unedo L., Ericaceae family) is an
evergreen shrub (height 5-15 m) that flowers from October to
January according to the altitude distribution of plants (meso- and
supra-Mediterranean levels) [1]. It is used mainly for the production
of jams, jellies and alcoholic beverages [2-3]. It is also used by
honeybees for the production of typical honeys in various
Mediterranean regions of Italy (Sardinia), France (Corsica),
Albania, Croatia, Spain, and Greece [4]. The principal production is
found in Sardinia and Corsica, where the quantity is strongly
influenced by the climatic conditions [5]. The strawberry tree honey
has a light amber color, with medium-to-high olfactory and
aromatic intensities described as phenolic, coffee grounds, bitter
and pungent [5-6]. The taste of the honey is characterized by a very
pronounced bitterness and astringency [7]. The antioxidant and
antiradical activities of A. unedo honeys have been demonstrated;
they are attributed to homogentisic acid [8]. Homogentisic acid,
unedone, and various abscisic acid isomers (2-trans, 4-trans, and
2-cis) have been identified in Sardinian 4. unedo nectar and honey
[9-10]. The Corsican “autumn maquis” honey also has
homogentisic acid as the dominant component [11]. Various
volatile compositions of strawberry tree honeys are also reported
according to the geographical origins of samples, for example,
Spain, Italy (Sardinia) and Greece [12-15].

According to the European Union decree of Protected Designation
of Origin (PDO) of Corsican honey [16], the Corsican “autumn
maquis” honeys are dominated by A. unedo nectar. In this study, the
volatile compositions of Corsican “autumn maquis” certified by
melissopalynological analysis (geographical and botanical origins)
and A4. unedo flowers were characterized, for the first time, in order
to establish a chemical relationship between the nectariferous
resource and the corresponding honey.

Melissopalynological analysis of honey samples: Sixty-three taxa
were identified in the thirty “autumn maquis” honeys and classified
according to their flowering periods (Table 1 - supplementary
material). Table 1 (supplementary material) also shows the pollen
spectrum and pollen density of each sample. The characteristic
taxon of the honey flow period, Arbutus unedo T1, is known as an

underrepresented pollen type because of its flower form and its
large pollen size [17]. It varies from 0.7% to 40.1%, with an
average of 12.5%. Seven samples (7, 8, 13, 15, 23, 25, and 26) had
a relative frequency (RF) RF p,0s > 16%. Only two samples (20
and 22) displayed RF 4,4, < 3%. This species is associated with
other autumnal nectariferous and/or polleniferous taxa, namely,
Hedera helix (T2), Smilax aspera (T3), Asteraceae Dittrichia form
(T4) and fenestrated form (T5), Rosmarinus officinalis (T6),
Odontites sp. (T7), Asparagus sp. (T8), and Cupressaceae (T9). H.
helix (T2) was reported in all the samples (0.3-50.5%) and
appeared as the dominant taxon in two honey samples (2 and 3, RF
> 45%).

To clarify the role of H. helix in these honeys, one H. helix honey
sample was investigated. Pollen analysis showed that it exhibited
very high values of RF 4., (94.6%) and pollen density (225 x 10°
PG/10 g). This result suggests that H. helix displays an
overrepresented pollen type and its RF in “autumn maquis” honey is
not significant for the nectar contribution.

The taxa directory also shows a wide diversity of taxa that provide
spring honey flows {Erica arborea (T10), Echium sp. (T11),
Quercus sp. (T12), Cistus sp. (T13), Fraxinus ornus (T14)} and
summer blooms {Rubus sp. (T15), Jasione montana (T16),
Anthyllis  hermanniae (T17), Eucalyptus sp. (T18), Myrtus
communis (T19)}. An overrepresented taxon of summer blooms,
Castanea sativa (T20), was also identified in all the honey samples;
RF cusanea varied from 6.1% to 75.7% (three samples had RF ¢ ganeq
> 70%). According to RFcuunes reported for Corsican “chestnut
grove” honeys [18], no nectar contribution of this species is
supposed in “autumn maquis” honey samples. The Corsican origin
of samples was characterized by the diversity of the
biogeographical origin of identified taxa [19-20], and significant
presence of Castanea sativa (T20) and Quercus sp. (T11). Contrary
to this, Sardinian strawberry tree honeys show the combination of
A. unedo, Eucalyptus sp., Echium sp., Cistus sp., and Citrus sp. [21].

The pollen density of Corsican “autumn maquis” honey varies
between 20.6 and 271.3 x 10° PG/10 g. This great variation was
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Table 2: Volatile fraction of Corsican 4. unedo flowers, "autumn maquis" honeys and H. helix honey.
" Ty ;
No”  Components* RI (Lit) RI° Me;.dunedo t]:/([)i\:ers Max Nzll:::mn maun;z ho"ﬁax Fﬁol:‘eel;x Identification®
C1 2,5-Dimethylfuran 715 710 0.1+0.14 - 0.4 1.2+0.9 0.1 35 - RL MS
C2 2-Methylpentan-3-one 726 738 0.9+0.94 - 3.6 - - - - RI, MS, Ref
C3 Methyl-benzene 745 741 - - - - - - 0.7 RL MS
C4  Hexanal 770 767 5.9+2.50 3.1 11.1 - - - - RI, MS
C5 Octane 800 803 - - - - - - 0.1 RI, MS
C6  3-Furaldehyde 812 813 - - - 0.7+0.5 0.1 2.0 0.1 RI, MS
Cc7 (E)-Hex-2-enal 832 821 1.0+1.62 - 7.1 - - - - RL MS
C8  (Z)-Hex-3-en-1-ol 831 830 3.742.70 0,4 8.6 - - - - RI, MS
Cc9 Hexan-1-ol 837 841 2.3+1.84 0,6 7.8 - - - - RL MS, Ref
C10  Heptan-2-one 871 859 8.0+£3.98 2.0 14.7 - - - - RI, MS
C11  Heptanal 876 870 3.6£1.79 0.8 7.0 - - - - RI, MS
C12  2-Acetylfuran 876 878 - - - 0.2+0.2 0.1 0.9 - RI, MS, Ref
C13  Benzaldehyde 929 928 5.8+2.20 34 9.4 0.8+0.7 0.3 2.8 2.7 RI, MS
C14  Oct-1-en-3-one 956 948 0.8+0.43 - 1.6 - - - - RI, MS
C15  Octane-2,3-dione 964 955 0.1+0.16 - 0.5 - - - - RI, MS, Ref
C16  Oct-1-en-3-ol 959 956 2.3+1.22 0.5 5.6 - - - - RI, MS
C17  2-Pentylfuran 981 975 6.2+3.84 1.3 13.4 - - - - RI, MS
C18  Octanal 981 979 0.5+0.79 - 2.5 0.2+0.08 0,1 0,3 0.5 RI, MS
C19  (Z)-Hex-3-en-1-yl acetate 987 983 2.542.75 0.3 9.8 - - - - RI, MS
C20  Phenylacetaldehyde 1012 1008 0.8+1.14 - 4.7 0.4+0.3 0.1 1.3 25.3 RI, MS
C21  Dihydroisophorone - 1013 - - - 0.6+0.3 0.1 1.4 0.5 RI, MS, Ref
C22 Limonene 1020 1015 0.2+0.47 - 1.5 - - - - RI, MS
C23  p-Isophorone 1027 1025 6.3+£2.67 2.7 10.4 0.7+1.1 - 4.2 0.7 RIL MS, Ref
C24  (E)-Oct-2-enal 1034 1026 0.7+£0.39 - 1.5 - - - - RI, MS
C25  Acetophenone 1044 1028 3.3+£2.40 - 7.4 - - - 0.6 RI, MS
C26  trans-Furanoid-linaloxide 1058 1049 - - - - - - 0.5 RI, MS
C27  cis-Furanoid-linaloxide 1072 1064 - - - - - - 0.8 RI, MS
C28 Nonan-2-one 1070 1047 0.1+£0.21 - 0.8 - - - - RI, MS
C29  Nonanal 1083 1076 5.242.37 1.3 8.8 - - - 73 RL MS
C30 Linalool 1081 1078 2.743.31 - 9.2 - - - - RI, MS
C31  3-Acetyl-2,5-dimethylfuran 1084 1085 - - - 0.1+0.1 - 0.4 - RI, MS, Ref
C32  Isophorone 1100 1089 1.0+0.74 - 22 34.8+5.4 20.0 42.0 1.2 RI, MS
C33  Benzyl nitrile 1103 1101 - - - - - - 15.8 RI, MS, Ref
C34  4-Oxoisophorone 1111 1107 18.9+7.75 72 39.6 3.6x1.4 2.0 8.3 1.4 RI, MS
C35  2-Ethylbenzenamine 1124 1118 - - - - - - 0.4 RI, MS, Ref
C36 (E,Z)-Nona-2,6-dienal 1124 1119 0.5+0.80 - 2.1 - - - - RIL MS, Ref
C37  (E)-Non-2-enal 1136 1128 1.3£1.44 - 59 - - - - RI, MS
C38  2,2-Dimethyl-4-oxocyclohexane-1-carbaldehyde 1132 1130 - - - 2.9+0.9 1.1 52 - RI, MS, Ref
C39  Octanoic acid 1164 1168 - - - 0.3£0.2 . . - RI, MS
C40  Decanal 1180 1182 0.5+0.56 - 2.0 0.5+0.2 0.1 1.1 0.5 RI, MS
C41  3-Phenylfuran 1193 1185 - - - - - - 0.3 RI, MS, Ref
C42  3-Phenylpropanol 1201 1211 - - - - - - 0.9 RIL MS, Ref
C43  Hydrocinnamyl alcohol 1224 1227 - - - - - - 1.1 RIL MS, Ref
C44  2,3,5-Trimethylphenol 1242 1250 - - - 4.6+2.5 1.3 13.2 - RI, MS
C45  2-Aminoacetophenone 1261 1266 - - - - - - 2.3 RL MS
C46  Nonanoic acid 1263 1277 - - - 0.7+£0.7 0.1 2.5 2.6 RI, MS
C47  Undecanal 1287 1286 - - - 0.3+0.5 - 1.6 - RI, MS
C48  3,4,5-Trimethylphenol - 1296 - - - 27.1£7.38 13.7 439 1.0 RI, MS
C49  3-Hydroxy-4-phenylbutan-2-one 1348 1341 - - - - - - 6.3 RIL MS, Ref
C50  (E)-p-Damascenone 1363 1357 - - - - - - 3.0 RI, MS
C51  Decanoic acid 1353 1360 - - - 0.3+0.13 0.1 0.7 1.3 RI, MS
C52  yp-Caryophellene 1407 1409 1.1£1.91 - 5.7 - - - - RI, MS
C53  (E)-f-Farnesene 1448 1439 1.8+4.29 - 15.0 - - - - RI, MS
C54  Heneicosane 2100 2096 - - - 0.1+0.06 - 0.2 0.2 RI, MS
C55  Tricosane 2300 2296 - - - 0.1+0.08 - 0.3 0.4 RI, MS
Total identification 87.9+6.7 71.2 96.7 79.9+3.64 72.9 85.4 78.5
Hydrocarbons 3.1+5.8 - 20.7 0.2+0.1 - 0.5 1.4
Oxygenated compounds 84.8+8.9 68.1 94.9 79.7£3.6 72.8 85.3 77.1
Phenolic compounds 9.9+4.5 4.0 19.6 32.949.2 17.5 53.2 57.4
Furan compounds 6.3£3.9 1.3 13.4 2.2+1.1 0.6 4.7 1.4
Linear compounds 39.7£10.6 29.2 60.2 2.4+0.8 0.9 3.8 12.9
Isophorone derivates 26.2+7.6 12.6 42.7 42.5+7.4 24.6 54.3 3.8
Terpenic compounds 5.746.13 - 22.2 - - - 3.0
Ketones 39.4+8.3 25.5 559 39.6+6.7 235 50.4 16.0
Aldehydes 25.6+5.1 16.9 34.1 5.8+1.9 3.6 10.0 36.2
Alcohols 11.0£5.3 32 21.5 31.6+9.5 15.0 51.7 3.0
Acids - - - 1.3£0.8 0.3 3.1 3.9
Oxides 6.243.8 1.3 13.4 1.4+0.9 0.2 3.7 13
Esters 2.5+2.7 0.3 9.8 - - - -

“ Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). ” Retention indices of literature on the apolar column reported from references [25-27]. ¢ Retention indices on the Rtx-1 apolar column. ¢
Means + SD, Min and Max values expressed as percentages from the 30 honey samples and 17 4. unedo flowers evaluated. © RI, Retention index; MS, mass spectra in electronic impact mode;

Ref., compounds identified from commercial data libraries: [25] (C31, C43, C49); [26] (C9, C23, C38, C41, C42); and [27] (C2, C12, C15, C21, C33, C35, C36).

also observed in Sardinian honeys from 4. unedo [21]. These results
could be attributed to the high pollen quantity of overrepresented
taxa such as Castanea sativa for the Corsican honeys and
Eucalyptus sp. for the Sardinian honeys.

Physicochemical analysis of honey samples: Corsican “autumn
maquis” honeys exhibit light amber to amber colors. The coloration
was 66.4 + 9.0 mm Pfund; it varied from 46.0 to 83.0 mm Pfund
(Table 1 - supplementary material). Four samples (1-3 and 13)

displayed coloration values < 55.0 mm Pfund. Only two (20 and 27)
displayed 83.0 mm Pfund. The average electrical conductivity was
0.8 + 0.1 mS/cm (0.6—1.0 mS/cm). Twenty samples had high values
of electrical conductivity (>0.8 mS/cm), while only one had a value
lower than 0.7 mS/cm. The coloration was comparable with that of
Sardinian strawberry tree honeys (70.1+£10.0 mm Pfund), while the
electrical conductivity value was slightly higher than that of
Sardinian samples (0.7+0.1 mS/cm) [5].



Corsican Arbustus unedo honeys

Volatile analysis of honey samples: Analysis of volatile fractions
of “autumn maquis” and Hedera helix honeys enabled the
identification of 21 and 28 compounds, comprising 72.9—85.4% and
78.5% of the total composition, respectively (Table 2). The main
compounds in “autumn maquis” honeys were isophorone (C32)
(34.8%) and 3,4,5-trimethylphenol (C48) (27.1%). The volatile
fractions of these samples showed high contents of isophorone
derivatives (42.5%): isophorone (C32), 4-oxoisophorone (C34), and
[-isophorone (C23). These three isophorone compounds were
detected in low proportions in H. helix honey (3.8%). Conversely,
the volatile fraction of H. helix honey was dominated by phenolic
compounds (57.4%), followed by linear compounds (12.9%).
Phenylacetaldehyde (C20) (25.3%), benzyl nitrile (C33) (15.8%),
nonanal (C29) (7.3%), and 3-hydroxy-4-phenylbutan-2-one (C49)
(6.3%) were identified as the major compounds of H. helix honey.
These components (C20, C29, C33, and C49) were either absent or
present in only low concentrations in “autumn maquis” honeys (0—
1.3%). These results confirmed that the high content of H. helix
pollen in some “autumn maquis” honey is not indicative for nectar
contribution.

In this study, for the first time, 11 volatile components were
reported in the A. unedo honeys. Furthermore, this is the first time
that 3,4,5-trimethylphenol (C48) has been identified as a major
compound of A. umedo honey. A high content of isophorone
derivatives has been described in the volatile fractions of Sardinian
and Spanish 4. unedo honeys [13-15]. Conversely, the volatile
composition of 4. unedo honeys from Greece was characterized by
a high content of phenolic compounds and the absence of
isophorone components [12].

Volatile analysis of A. unedo flower: Thirty compounds were
identified in the volatile fraction of A. unedo flower, accounting for
71.2-96.7% of the total composition (Table 2). Eight compounds
were detected in both flower and honey volatile fractions: 2,5-
dimethylfuran (C1), benzaldehyde (C13), octanal (C18),
phenylacetaldehyde (C20), S-isophorone (C23), isophorone (C32),
4-oxoisophorone (C34), and decanal (C40). The main compounds
of A. unedo flower were 4-oxoisophorone (C34) (18.9%), heptan-2-
one (C10) (8.0%), p-isophorone (C23) (6.3%), and 2-pentylfuran
(C17) (6.2%). It should be noted that volatile fractions of flower
and honey showed high contents of isophorone derivatives (26.2%
and 42.5%, respectively), such as isophorone (C32), 4-
oxoisophorone (C34), and fS-isophorone (C23). In addition, the 4.
unedo flower displayed a higher content of linear compounds
(32.9%), while the honey was rich in phenolic compounds (39.7%).

This study is the first report on volatile fractions of A. unedo
flowers, Corsican “autumn maquis” and H. helix honeys. Thirty
Corsican “autumn maquis” honeys were characterized by the typical
combination of 4. unedo and other autumnal taxa such as H. helix,
S. aspera, R. officinalis, and two Asteraceae pollen forms. The
presence of Castanea sativa and Quercus sp. pollen in Corsican
“autumn maquis” honeys could be used to distinguish these samples
from Sardinian 4. unedo honeys. Volatile fractions of “autumn
maquis” honeys were characterized by high quantities of isophorone
and 3,4,5-trimethylphenol. The latter is reported for the first time in
A. unedo honey. Moreover, the 4. unedo flower and “autumn
maquis” honeys exhibit a high content of isophorone derivatives.
Otherwise, the volatile composition of H. helix honey exhibited
phenylacetaldehyde, benzyl nitrile, 3-hydroxy-4-phenylbutan-2-one,
and nonanal as major compounds, whereas these components were
scarcely represented in the studied “autumn maquis” honeys.
Finally, analysis of the volatile composition appears to be a useful
method to specify the nectar or pollen contribution of taxa in honey
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(botanical origin), especially when nectariferous taxa display
underrepresented pollen, as in the case of 4. unedo.

Experimental

Honey and flower sampling: Thirty Corsican “autumn maquis”
honeys, commercialized under PDO appellations, were selected
from the honey reference bank of the laboratory. These honeys had
been stored in a fridge below 14°C to ensure an optimal condition
of honey conservation [22]. The honey samples were collected from
September to January during three years (2005, 2006 and 2012).
The apiaries location was from littoral to 1000 m and half of them
were located above 400 m. During honey harvest, the extract frame
had often white crystalized honey attributed to Hedera helix in
honeycombs, which were difficult to extract. One frame honey
sample was, therefore, collected directly from capped honeycombs
in the laboratory in order to constitute a reference H. helix honey.
This sample displayed light color; medium olfactory and aromatic
intensity described as floral, which correspond to the description of
H. helix honey by Persano Oddo et al. [5]. Seventeen A. unedo
flower specimens were collected in full bloom in October and
November 2009 from 8 Corsica localities. All these fresh flowers
were analyzed within 48 h.

Melissopalynological analysis: Melissopalynological analysis was
performed using the method described by Yang et al. [18]. Pollen
identification was based on the comparison with reference pollen-
slides available in our laboratory. Qualitative (total pollen
spectrum) and quantitative (pollen density) analyses had been
established for each sample. The identified taxa were expressed as
relative frequency (RF) in the pollen spectrum while the pollen
density was expressed as PG/10 g, which signified the absolute
number of pollen grain in 10 g of honey. The melissopalynological
expertise practice developed for the control of Corsican honey [19-
20] has been applied to the geographical and botanical origin
determination.

Physicochemical analysis: Two physicochemical parameter
analyses were applied to the honey samples. Coloration was
measured with a Lovibond Comparator apparatus according to
Aubert and Gonnet [23], and expressed as mm Pfund. Electrical
conductivity was performed with a conductivity meter micro
CM2210 (CRISON, Spain) and expressed as milliSiemens per
centimeter (mS/cm) [24].

Headspace — Solid phase microextraction (HS-SPME): The HS-
SPME was carried out with a divinylbenzene / carboxen /
polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS, 30 um) fiber (Supelco
Sigma Aldrich). The parameter optimization was performed with a
honey sample and was based on the sum of total peak areas
measured by a gas chromatography — flame ionization detection
(GC — FID) system. The optimized parameters were: either 4 g of
honey sample with 4 mL of water and 2 g of Na,SO, or 3 g of
flowers in a 20 mL vial at a temperature of 70°C, an equilibrium
time of 90 min, and an extraction time of 45 min. For each analysis,
the fiber was reconditioned for 5 min in the GC injection port at
280°C before sampling and consecutively inserted into the GC-FID
and GC-MS injection ports for 5 min for desorption of volatile
components after sampling. For each sample, analysis was
performed in triplicate.

GC-FID and GC-MS analysis: Samples were injected in splitless
injection mode (carrier gas: hydrogen 1 mL/min) with an SPME
inlet liner (0.75 mm i.d.; Supelco). The injector temperatures were
maintained at 280°C. Analysis of volatile fractions was carried out
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using a PerkinElmer AutoSystem XL GC apparatus (Waltham, MA,
USA) equipped with a FID system and a GC-MS apparatus
PerkinElmer Clarus 500 gas chromatographie coupled to a Clarus
500 mass spectrometer. The two systems were equipped with a
fused-silica Rtx-1 capillary column (30 mx0.25 mm, film thickness
1 um). The oven temperature was programmed from 60 to 230°C at
2°C/min and then held isothermally at 230°C for 35 min. For GC-
MS analysis, the temperature of the ion source was 150°C, and the
ionization energy 70 eV. Electronic ionization (EI) mass spectra
were acquired over the mass range of 35-350 Da (scan time 1 s).

Components identification was based on: i) comparison of their GC
retention indices (RI) on a nonpolar column, determined relative to
the retention time of a series of n-alkanes (Cs — Csg; Restek, Lisses,
France) with linear interpolation to the retention times of authentic
compounds or data in the laboratory’s library; ii) comparison of the
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Melissopalynological and volatile analysis of honeys from Corsican Arbutus unedo L. habitat.
Table 1 (Supplementary content) Melissopalynological and physico-chemical characteristics of Corsican "automn maquis™ honeys
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Pollen spectrum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
No* Biogeographical code® Type® Main taxa of automn-winter honey flow period Relative Frequency (RF) [%6]"
Tl 21 N,P Arbutus unedo 116 64 3.3 75 59 136 196 160 121 132 7.3 8.6 324 113 252
T2 65 N,P Hedera helix 181 505 479 47 07 14 174 03 23 188 7.0 15 57 132 32
T3 97 N,P Smilax aspera 0.7 6.4 1.3 15 14 0.9 25 55 19 0.2 2.0 08 40 38
T4 21-94 N,P Asteraceae Dittrichia form 0.7 12 03 0.7 52 08 23 04 0.8 12 53 06
T5 N.,P Asteraceae fenestrated form 04 03 0.8 25 0.7 51 08 11 05 0.2 0.6
T6 21 N,P Rosmarinus officinalis 0.2 0.3 0.3 04 03 66 04 0.7
T7 31-51 N,P Odontites sp. 0.2 2.0
T8 21-25 N,P Asparagus sp. 02 01 0.2
T9 P Cupressaceae 0.5 14 0.2 04 0.7
Taxa of spring honey flow
T10 21 N,P Erica arborea 04 15 23 07 46 10 04 43 45 07 03 0.6
Ti1 31 N,P Echium sp. 0.1 0.2 0.4
T12 21-35-55-58 P Quercus sp. 18 03 59 70 63 74 309 81 51 64 19 71 462 46 518
T13 21-29 P Cistus sp. 05 03 15 02 23 02 05 0.7
T14 58 P Fraxinus ornus 0.2 0.2 0.3 0.6 0.4 0.3
Taxa of summer honey flow
T15 31-35 N,P Rubus sp. 0.7 0.7 15 02 21 1.2 0.9 10 27 11 49 24 0.4 1.3
T16 54 N,P Jasione montana 11 0.2 15 0.2 05 04 12
T17 28 N,P Anthyllis hermanniae 0.4 11 0.7 0.4 0.2 0.7
Ti18 99 P Eucalyptus sp. 0.7 27 27 3.6 1.7 05 08 0.9 4.9 20 205 48
T19 21 P Myrtus communis 03 0.1 0.5 04 03 04 0.7 0.3 13 03
T20 59 Castanea sativa 620 394 273 691 632 628 178 573 551 508 704 687 97 212 6.1
Other nectariferous taxa 04 02 0.7 28 45 29 30 08 27 11 16 1.7 04 33 03
Other only-polleniferous taxa 0.4 0.5 02 04 05 04 04 6.6
Pollen density (10° PG/10 g)* 292 621 1014 656 714 1068 249 416 381 359 460 1465 26.1 28.0 557
Physico-chemical data f
Color 46.0 550 550 710 710 620 710 710 710 620 620 620 550 710 620
Electrical conductivity 082 064 077 08 08 08 075 073 069 071 077 091 081 095 0091




Table 1 (Supplementary content) continued.

Pollen spectrum 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

No* Biogeographical code® Type® Main taxa of automn-winter honey flow period
Tl 21 N,P Arbutus unedo 126 6.7 6.8 120 0.7 8.6 14 169 54 368 401 110 52 104 6.2
T2 65 N,P Hedera helix 51 3.3 116 344 117 288 355 81 14 53 56 93 47 249 181
T3 97 N,P Smilax aspera 7.8 11 10 0.2 0.6 25 34 90 25 89 51 6.3 0.2
T4 21-94 N,P Asteraceae Dittrichia form 0.6 0.1 0.2 0.7 0.8 11 02 14 02
T5 N,P Asteraceae fenestrated form 5.4 1.3 14 02 03 0.9 02 15 20 0.2
T6 21 N,P Rosmarinus officinalis 0.3 0.1 02 01
T7 31-51 N,P Odontites sp. 0.6 24 0.1
T8 21-25 N,P Asparagus sp. 0.2
T9 P Cupressaceae 0.9 0.1 0.3 1.0 53 04

Taxa of spring honey flow
T10 21 N,P Erica arborea 0.5 5.1 12 46 22 0.6 0.7 0.2 15 07 36 1.7
T11 31 N,P Echium sp. 04 02 09 05 23
T12 21-35-55-58 P Quercus sp. 414 6.2 7.2 0.7 32 04 3.7 2.1 0.3 6.8 10 78 1.0 208 4.2
T13 21-29 P Cistus sp. 12 10 0.5 02 08 05 07 09 0.8
T14 58 P Fraxinus ornus 0.7 02 04 0.1 02 15 04 07 05

Taxa of summer honey flow
T15 31-35 N,P Rubus sp. 33 1.8 17 13 18 14 32 158 75 46 32 53 36 438
T16 54 N,P Jasione montana 0.1 0.2 0.5 0.2
T17 28 N,P Anthyllis hermanniae 0.4 1.0 0.1 2.8
Ti18 99 P Eucalyptus sp. 3.9 0.4 0.7 03 15 25 07 27 14 0.2
T19 21 P Myrtus communis 0.3 0.7 0.4 21 09 09
T20 59 Castanea sativa 171 739 582 484 757 565 517 606 705 241 355 480 635 276 59.0

Other nectariferous taxa 0.3 1.8 21 02 21 12 0.5 14 03 15 10 14 22 09 06

Other only-polleniferous taxa 0.1 1.0 0.4 15 0.4

Pollen density (10° PG/10 g)* 416 1021 960 77.0 291 491 2713 36.0 609 206 283 305 993 236 96.8

Physico-chemical data f
Color 620 710 620 710 830 620 710 710 710 710 620 830 710 620 71.0
Electrical conductivity 091 101 073 081 08 071 08 077 09 08 082 092 087 087 0.9




Table 1 (Supplementary content) continued.

Other determined taxa : Lavandula stoechas, Salix sp., Pyrus/Malus forme, Brassicaceae, Caryophyllaceae others, Liliaceae others, Plantago sp., Genista sp., Lotus sp., Apiaceae others, Asteraceae
Carduus/Galactites form, Stachys glutinosa, Teucrium sp., Asteraceae Tyrimnus form, Crataegus monogyna, Prunus sp., Acacia dealbata, Chamaerops humilis, Citrus sp., Lamiaceae others, Asteraceae others,
Asteraceae Helichrysum form, Daphne gnidium, Oleaceae others, Pistacia lentiscus, Scrophulariaceae others, Campanula sp., Clematis sp., Cytisus/Calicotome form, Fabaceae others, llex aquifolium,

Ranunculaceae autres, Rosaceae others, Silene gallica, Thymus herba-barona, Tilia sp., Viburnum tinus, Alnus sp., Corylus avellana, Cytinus hypocistis, Olea sp., Ostrya carpinifolia, Poaceae

2 Order of taxa were classified according to the flowering period
b Biogeographical Code, according to Gamisans (1985)
2- Steno-Mediterranean: 21 Wider stenomedit., 25 Western stenomedit., 28 North west stenomedit. 29 Western macaronesian

3- Eury-Mediterranean: 31 Wider eurymedit., 35 Western eurymedit.

5- Eurasian: 51 Wider eurasian, 54 European-caucasian, 55 European, 58 South east european, 59 Southern european
6-Atlantic: 65 Atlantic mediterranean
94- sub-Cosmopolitan; 97 - Subtropical; 99- Cultivated plants; nd: not defined

® N: Nectariferous taxa; P: Only-polleniferous taxa

4 Relative frequency (RF): b Relative frequency (RF): the respective percentage of taxa with respect to the total number of pollen grains counted in a honey sample
® Pollen density expressed as the absolute number of pollen grains in 10 g of honey (10° PG/10 g)

f Unity of parameters: colour (mm Pfund); electrical conductivity (mS/cm)




Miels de «printemps >

Les miels de la gamme <«printemps » se dé&linent en deux sous-groupes
principaux :

- s’agissant des miels ré&olté& sur les zones cultivées dont les principales
ressources nectarifées sont les clémentiniers (Citrus reticulata : type <«sous-
représent&>), I’analyse pollinique a €jalement permis de mettre en évidence la
présence de pollen d’Echium sp. (vip&ine) et de Prunus sp. (fruitiers) dans ces
&hantillons. Toutefois, la présence des isomées du lilac aldéhyde et du p-
menthén-9-al - dé&rits pré&é&lemment comme marqueurs des miels d’agrumes -
nous permet de confirmer les apports nectarifées des Citrus et de négliger ceux

d’Echium sp. et Trifolium sp. (rde uniqguement polléifére).

- les miels issus des zones rudé&ales dominés par des herbacées, notamment
I’asphodéle  (Asphodelus sp.), montrent des proportions é&eveés en
phénylacé&aldéhyde et en syringate de methyle. Ces moléeules sont déerites dans
la litt&ature comme des marqueurs des miels monofloraux d’asphodéle. La
variabilité de la composition volatile observée dans ces e&hantillons est
probablement lié aux associations végéales complexes entre Asphodelus sp. et
de nombreuses autres espeéees nectariferes et/ou pollenifées comme Lotus sp.,
Apiaceae et Salix sp.

Pour conclure, I'analyse des fractions volatiles des miels de «printemps > peut
é@re utilisée comme méhode pour spe&ifier I’origine botanique pré&lominante des
productions, notamment les apports nectarifées des espeees apollen de type "sous-
representé’ comme Citrus sp. ou Asphodelus sp.
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Abstract: Pollen spectrum, physicochemical parameters and volatile fraction of Corsican
“spring” honeys were investigated with the aim of developing a multidisciplinary method
for the qualification of honeys in which nectar resources are under-represented in the
pollen spectrum. Forty-one Corsican “spring” honeys were certified by melissopalynological
analysis using directory and biogeographical origin of 50 representative taxa. Two groups
of honeys were distinguished according to the botanical origin of samples: “clementine”
honeys characterized by the association of cultivated species from oriental plain and other
“spring” honeys dominated by wild herbaceous taxa from the ruderal and/or maquis area.
The main compounds of the “spring” honey volatile fraction were phenylacetaldehyde,
benzaldehyde and methyl-benzene. The volatile composition of “clementine” honeys was
also characterized by three lilac aldehyde isomers. Statistical analysis of melissopalynological,
physicochemical and volatile data showed that the presence of Cifrus pollen in
“clementine” honeys was positively correlated with the amount of linalool derivatives and
methyl anthranilate. Otherwise, the other “spring” honeys were characterized by complex
nectariferous species associations and the content of phenylacetaldehyde and methyl syringate.

Keywords: honey; clementine and asphodel; melissopalynological analysis; HS-SPME; GC
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1. Introduction

The specificity of Corsican honeys is linked with the environmental characteristics of the island
(biodiversity of flora, bioclimatic conditions and topography), the endemic black honeybee and typical
hive management. Organoleptic and melissopalynological analysis have permitted Corsican honeys to
be classified into six ranges: “spring”, “spring maquis”’, “honeydew maquis”, “chestnut grove”,
“summer maquis” and “autumn maquis”, according to the harvest season and the geographic location
of the apiaries [1]. These honeys have been certified by two official designations of origin: the national
Appellation d’Origine Controlée (AOC) and the European Protected Designation of Origin (PDO),
both marketed as “Miel de Corse-Mele di Corsica” [2,3].

The organoleptic properties of the “spring” honey range are a light color (the lightest among the six
ranges) associated with low-to-medium olfactory and aromatic intensities, sometimes with a slight
acidity [1-3]. These honeys are described in terms such as floral, fresh fruit, or dry vegetal according
to the vocabulary of odor and the aroma wheel [4]. Moreover, the physicochemical characteristics of
“spring” honeys are low values of coloration and electrical conductivity. Finally, these honeys are
harvested from April to May at low altitudes (below 400 m) on the coast, plains or valleys [1-3].

The Corsican “spring” honeys can be classified into two categories. First, honeys harvested
in the oriental plain of the island. These cultivated zones are dominated by clementine orchards
(Citrus sinensis * reticulata) associated with other Citrus species, Actinidia sinensis and various fruit
trees. They are always surrounded by maquis; an evergreen scrub of vegetation from Mediterranean
area. Second, honeys collected in ruderal and/or littoral maquis areas for their first flowering.
Ruderal zones are characterized by herbaceous plants, especially Asphodelus ramosus subsp. ramosus
(syn: 4. microcarpus Salz et Viv.) associated with various species of Fabaceae, Boraginaceae, wild
Brassicaceae, Apiaceae and Asteraceae. The coastal areas also showed a diversity of nectariferous and
polleniferous resources [5].

Unifloral honeys from the Citrus genus, produced principally from oranges or lemons, are often
found in the Mediterranean region (Italy, Spain, Greece, France and North Africa), but also in Israel,
USA, Brazil and Mexico [6,7]. The nectar of Asphodelus species is frequently found in the
composition of honeys from Mediterranean regions (Italy, Sicily, Corsica and Sardinia), but asphodel
unifloral honey is produced mainly in Sardinia [8,9]. In Corsica, the Asphodelus genus is represented
by three species: A. ramosus subsp. ramosus, A. cerasiferus and A. fistulosus [10]. A. ramosus subsp.
ramosus, which flowers from March to May, was the more visited species.

The certification of geographical and botanical origins of Corsican honeys is conventionally based
on the melissopalynological analysis of the entire pollen spectrum [5,11]. Furthermore, sensory
characteristics and physicochemical parameters are also necessary to specify the botanical origin of
honey [5,11,12]. However, this traditional approach is not precise enough to determine the
predominant botanical origin exactly, especially when nectar resources are under-represented in the
pollen spectrum. For this reason, the chemical composition of honeys has been used to complete the
classical approaches of botanical origin determination. Thus, various extraction methods, such as
headspace solid-phase microextraction (HS-SPME), simultaneous steam distillation-solvent extraction
and ultrasound-assisted extraction associated with gas chromatography (GC) have been developed for
the analysis of the volatile fraction of honeys [13]. Some volatile components, including methyl
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anthranilate, lilac aldehyde and p-menth-1-en-9-al, were therefore suggested as the chemical markers
of citrus (species not specified) unifloral honey [13—15]. Moreover, Alissandrakis et al. [16] showed
that the volatile fractions of citrus flowers (four species) and the corresponding honeys were
dominated by linalool derivatives. The phenolic compound hesperetin was also proposed as
a botanical indicator of Spanish citrus honeys for its high levels in nectar and honey [17]. Methyl
syringate and/or phenylacetaldehyde were identified as characteristic components of nectar from
A. microcarpus Salz et Viv. and corresponding unifloral honeys [18,19].

Several techniques (HS-SPME, infrared spectroscopy and 'H-nuclear magnetic resonance
spectroscopy) have been used to distinguish Corsican and non-Corsican honeys, but these studies
did not provide results for the differentiation of the botanical origin of different ranges of
Corsican honey [20-22].

According to the geographical and botanical origins of Corsican “spring” honeys certified by
melissopalynological analysis, the chemical composition of volatile fractions of honey samples was
established using HS-SPME, GC and GC/mass spectrometry (MS). The aim of the study is to
establish for the first time a multidisciplinary method for the qualification of Corsican “spring” honeys,
based on relationships between the pollen spectrum, volatile chemical markers and some
physicochemical parameters.

2. Experimental Section
2.1. Honey and Flower Sampling

In total, 41 Corsican “spring” honeys (samples 1-41) were selected from our reference bank of
honey with AOC and PDO appellations. All these samples were directly packaged in a sealed pot and
stored below 14 °C according to the optimal conditions of honey conservation indicated by
Gonnet et al. [23]. The honey samples of three years of harvest (2004—2006) collected in April to June
were provided from 12 Corsican producers. The apiaries were located from littoral to 400 m
(principally under 100 m) in the oriental cultivated plain or in ruderal and/or maquis zone of
thermo- and meso-Mediterranean levels. Clementine (Citrus sinensis X reticulate, six samples) and
Asphodel (Asphodelus ramosus subsp. ramosus, six sample locations) flower specimens were
collected in March—May 2009-2012. The nectar secretion during harvest period was ensured by the
observation of foraging nectar by honeybees. Flowers samples were analyzed within 48 h.

2.2. Melissopalynological Analysis

In this study, melissopalynological analysis was performed using the method described by
Yang et al. [24]. Identification of pollen in the “spring” honey was based on the comparison with
laboratory’s own reference pollen-slides library and also carried out with the palynological expertise
practice [5,11] developed for the characterization and the AOC and PDO control of Corsican honeys.
Pollen analysis was allowed to establish a total pollen spectrum (qualitative analysis) and pollen
density (quantitative analysis) for each honey sample. The identified taxa in the pollen spectrum were
expressed in term of relative frequency (RF) and the pollen density was expressed as the absolute
number of pollen grain in 10 g of honey (PG/10 g).
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2.3. Physicochemical Analysis

According to the description of Corsican honeys [1,5], two physicochemical parameters, coloration
and electrical conductivity were chosen to complete the botanical origin characterization of Corsican
“spring” honey. The honey coloration was measured using a Lovibond Comparator apparatus [25].
Results were expressed as millimeters (mm) Pfund. Electrical conductivity was measured at 20 °C
with a conductivity meter micro CM2210 (CRISON, Spain) following the method described by
Bogdanov [26] and expressed as milliSiemens per centimeter (mS/cm).

2.4. HS-SPME Extraction

Volatile fractions of honey and flower samples were extracted by HS-SPME with a
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS, 30 pm) fiber (Supelco Sigma
Aldrich). The optimization of HS-SPME parameters was performed using two honey samples (9 and 24)
and two flower samples (clementine and asphodel flowers). These samples and subsequent analyses
(all honey and flower samples studies) were performed in triplicate to ensure that the coefficient of
variation (CV: ratio of standard deviation to the mean) of the major compounds and the sum of the
total peak areas were always <15%. The samples analyzed were placed in a 20 mL vial. The parameter
optimization was based on the sum of the total peak areas measured using a gas chromatography-flame
ionization detection (GC-FID) system. For each sample (both honeys and flowers): the temperatures
(25 °C, 50 °C and 70 °C), the equilibration times (30, 60 and 90 min) and the extraction times (15, 30
and 45 min) were tested in various experiments. The honey concentration in distilled water was
optimized after six different experiments (0.5 g/mL, 1 g/mL, 1.5 g/mL and 2 g/mL) with Na,SOj4
addition (1 g and 2 g). The maximum sum of the total peak areas was obtained from 4 g of honey
sample with 4 mL of water and 2 g of Na,SO4 at a temperature of 70 °C, an equilibrium time of
90 min, and an extraction time of 30 min. The flower weight was optimized after three different
experiments (1 g, 3 g and 5 g). For the Asphodel flowers, the maximum sum of the total peak areas
was obtained from 3 g of sample at a temperature of 70 °C, an equilibrium time of 90 min, and an
extraction time of 30 min. Otherwise, the best sampling conditions of Clementine flowers were 1 g of
sample at room temperature (25 °C) with an extraction time of 15 min. Before sampling, the fiber was
reconditioned for 5 min in the GC injection port at 280 °C. After sampling, the SPME fiber was
consecutively inserted into the GC-FID and GC-MS injection ports for 5 min for desorption of volatile
components, both techniques using the splitless injection mode.

2.5. GC-FID and GC-MS Analysis

GC-FID analyses were performed using a PerkinElmer (Waltham, MA, USA) AutoSystem XL GC
apparatus equipped with a FID system and a fused-silica capillary column (30 m x 0.25 mm, film
thickness 1 pm) coated with Rtx-1 (PDMS). The oven temperature was programmed from 60 to
230 °C at 2 °C/min and then held isothermally at 230 °C for 35 min. The injector and detector
temperatures were maintained at 280 °C. The samples were injected with an SPME inlet liner
(0.75 mm 1i.d.; Supelco) using hydrogen as the carrier gas (1 mL/min). The retention indices of the
compounds were determined relative to the retention times of a series of n-alkanes (Cs—Csg) with linear
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interpolation. The relative concentrations of components were calculated from the GC peak areas
without using correction factors. Samples were also analyzed with a PerkinElmer TurboMass detector
(quadrupole), coupled to a GC PerkinElmer AutoSystem XL, equipped with a fused-silica Rtx-1
capillary column. The ion source temperature was 150 °C, and the ionization energy was 70 eV.
Electronic ionisation (EI) mass spectra were acquired over the mass range of 35-350 Da (scan time
1 s). Other GC conditions were the same as described for the GC-FID analysis. Identification of the
components was based on: (1) the comparison of their GC retention indices (RI) on a nonpolar column,
determined relative to the retention time of a series of n-alkanes with linear interpolation to the
retention times of authentic compounds or data with the laboratory’s library; (2) the comparison of the
RI and spectra with commercial mass spectra libraries [27,28].

2.6. Statistical Analysis

The statistical analysis of melissopalynological data was carrying out the methodology previously
described by Battesti et al. [11]. In the case of “spring” honey, the inclusion of Citrus and Asphodelus
pollen during the nectar foraging is low or very low because of pollen maturity or floral morphology.
The “under-representation” of these pollen types and entire pollen spectrum were taken into account
for the characterization and comparison of pollen spectrum from “spring” honeys. Principal component
analysis (PCA) was carried out using the “PCA” function and canonical correspondence analysis
(CCA) was performed with “CCA” function from R software (R Foundation—Institute for Statistics
and Mathematics, Austria). CCA is a multidimensional exploratory statistical method in order to
demonstrate the correlation between two sets of variables obtained from the same individual.

3. Results and Discussion
3.1. Determination of Geographical and Botanical Origins of Corsican “Spring” Honeys

The analysis of 41 Corsican “spring” honeys allowed the determination of 92 taxa, including
64 nectariferous taxa and 28 only-polleniferous taxa (Table 1). A biogeographical analysis
(biogeographical code: BC [5]) showed the diversity of biogeographical origins of these taxa.
Mediterranean species (28 taxa, BC 1-3) associated with Eurasian and Atlantic species (13 taxa,
BC 5-6) were well represented in the pollen spectrum. Additionally, cultivated species (four taxa,
BC 99) were reported in more than 40% of honey samples. This distribution was consistent with the
database of the characterization of the Corsican honey taxa directory [5,11].

To define the most representative taxa of Corsican “spring” honey, the presence ratio (PR) and the
relative frequency (RF) distributions (mean, minimum, maximum, standard deviation and coefficient
variation) of each taxon were reported. The pollen directory showed that 50 taxa (T1-T50) could be
considered as regionally characteristic species of Corsican “spring” honey for their significant PR
(>10%) and/or RFp.x (>3%). This distribution of taxa was characterized by a wide diversity of
nectariferous taxa in variable proportions associated with several only-polleniferous species. Among
these taxa, two main only-polleniferous taxa, Quercus sp. T1 (Qeurcus sp. (deciduous), Q. ilex and
Q. suber) and Cistus sp. T2 (C. creticus, C. monspeliensis and C. salviifolius), were present in all the
samples analyzed, followed by Castanea sativa T3 and Fraxinus ornus T4 (PR > 90%). Additionally,
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we did not find a common predominant nectariferous taxon, unlike two previous studies [24,29]:
“chestnut grove” honey predominated by C. sativa with PR = 100%, FRu.x > 80% and
FRmean = 92.99% and “spring maquis” honey predominated by the “normal” pollen type of
Erica arborea with PR = 100%, FRy.x > 45% and FRpypean = 47.7%. Quite the contrary, this directly
demonstrates a diversity of nectariferous taxa with various pollen representation types: for example,
“over-represented” (T7 and T13), “normal” (TS, T6, T8, T9 and T14) and “under-represented” (T17,
T18 and T22) pollen types [5].

Table 1. Statistical analysis and biogeographical characteristics of Corsican “spring”
honeys’ taxa."

Relative frequency (RF) ¢

No® Type" Taxa PR ¢ - : ; BC®
Mean Min. Max. SD CV
T1 P Quercus sp. 100 13.2 0.8 357 97 738 21-35-55-58
T2 P Cistus sp. 100 8.5 0.3 333 63 744 21-29
T3 P Castanea sativa " 90 10.3 0.3 33.8 87 84.2 59
T4 P Fraxinus ornus 90 33 0.3 22.3 5.0 1532 58
T5 N, P Erica arborea 85 7.8 0.2 35.5 87 1123 21
T6 N, P Genista form' 83 6.0 0.3 31,5 80 1348 14-21-29-51-62
T7 N, P Lotus sp. 76 53 0.3 528 95 1783 21-51
T8 N, P Salix sp. 73 6.3 02 299 74 1171 51-52
T9 N, P Trifolium sp. 71 14.2 04 535 16.8 1179 21-31-51
T10 N,P Rubus sp. 71 3.6 0.4 11.7 34 946 31-35
T11 N,P Prunus form? 66 3.0 02 241 47 1556 99-54
T12 P Eucalyptus sp. 63 2.1 0.3 155 3.1 1484 99
T13 N,P Echium sp. 59 10.5 0.6 71.1 15.6 1482 31
T4 N,P Apiaceae 59 4.0 0.2 175 44 109.6 nd
T15 P Actinidia sinensis 49 4.2 0.3 16.1 45 107.7 99
Ti6 N,P Brassicaceae others 49 2.8 0.3 147 33 1186 nd
T17 N, P Lavandula stoechas 49 1.8 04 10.1 22 1241 21
T18 N,P Citrus sp. 44 6.1 0.2 16.1 52 86.6 99
T19 N,P Vicia form 44 3.0 0.3 11.8 32 107.1 nd
T20 P Pistacia lentiscus 44 3.0 0.5 9.3 26  88.0 29
T21 N, P Asteraceae Galactites form 44 1.9 0.2 52 1.7 93.6 21
T22 N,P  Asphodelus ramosus subsp. ramosus 44 0.7 0.2 2.9 0.7 965 21
T23 P Scrophulariaceae others 39 0.9 0.3 4.5 1.0 1144 nd
T24 P Phillyrea sp. 37 3.0 0.3 133 3.8 1255 25
T25 P Olea sp. 37 1.0 0.4 3.6 0.8 743 21
T26 N,P Viburnum tinus 34 1.9 0.3 162 42 2259 21
T27 N,P Asteraceae (fenestrated type) 29 1.1 0.3 3.2 1.0 940 21-94
T28 N,P Rosa sp. 27 1.2 0.3 4.5 1.3 108.1 31-51
T29 P Myrtus communis 24 0.9 0.3 1.6 0.5 52.0 21
T30 N,P Fabaceae others/Dorycnopis form 24 0.6 0.3 1.4 0.3 545 nd
T31 P Plantago sp. 24 0.5 0.3 0.9 0.2 33.8 nd
T32 N,P Asteraceae Achillea form 22 0.8 0.2 2.6 0.7 94.0 21-94
T33 P Poaceae 22 0.6 0.2 1.2 0.3 54.0 nd

T34 N,P Crataegus monogyna 20 2.1 0.3 7.9 2.7 1308 51
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Table 1. Cont.

134

Relative frequency (RF) ¢

No* Type" Taxa PR® ) - ; BC*®
Mean Min. Max. SD CvV
T35 N, P Jasione montana 17 2.0 03 10.0 3.5 176.0 54
T36 N,P Rosaceae others 17 1.2 0.3 3.0 1.0 85.6 nd
T37 N,P  Asteraceae Dittrichia form 17 1.0 0.2 1.9 0.8 74.4 21-94
T38 N,P Rhamnus sp. 15 1.0 0.3 33 1.1 117.6 21
T39 N,P Psoralea bituminosa 15 0.7 0.3 1.6 0.5 75.6 31
T40 N,P Knautia sp. 15 0.5 0.3 0.9 0.3 52.8 31
T41 N,P Lupinus angustifolius 12 4.8 0.3 18.9 8.0 166.1 21
T42 P Cytinus hypocistis 12 0.9 0.4 1.8 0.7 77.6 29
T43 N,P Hedera helix 12 0.8 0.3 1.3 0.4 46.1 65
T44 N, P Liliaceae others 12 0.4 03 0.6 0.2 45.8 nd
T45 N,P Allium sp. 12 0.4 0.3 0.6 0.2 429 21-25
T46 N, P Acacia dealbata 12 0.4 03 0.4 0 13.3 99
T47 P Alnus sp. 7 2.3 0.3 6.1 33 146.5 51
T48 N, P Dorycnium sp. 10 L.5 0.3 32 1.2 83.3 35
T49 N,P Rosmarinus officinalis 10 1.7 0.4 3.0 1.3 77.9 21
T50 P Vitis vinifera 7 1.5 0.4 3.0 1.3 89.4 99

% Order of taxa were classified by decreasing presence ratio (PR). ° Type of taxa: P, polleniferous taxa; N, nectariferous
taxa [5]. © PR: presence ratio, number of honey samples presented/41 samples, expressed as %. ¢ Mean, Min., Max. values
expressed as relative frequency RF (number of specify pollen counted/total pollen counted). ¢ SD: standard deviation.
fCV: coefficient variation. & Biogeographical Code, according to Battesti [5]: 1—Endemic: 14 Mediterraneo-montane
origin; 2—Steno-Mediterranean: 21 Wider stenomedit., 25 Western stenomedit., 29 Western macaronesian stenomedit.;
3—Eury-Mediterranean: 31 Wider eurymedit., 35 Western eurymedit.; 5S—FEurasian: 51 Wider eurasian, 52 Eurasian,
54 European-caucasian, 55 European, 58 South east european, 59 Southern European; 6—Atlantic: 62 Subatlantic,
65 Atlantic Mediterranean; 94 sub-Cosmopolitan; 99 Cultivated plants; nd: not defined. " Castanea sativa, taxa of
“over-represented” type, could be considered as only-polleniferous taxon according to its RF (<40%) and lower pollen
density taking into account its over-represented pollen type [6,24]. ' Genista form contained essentially Genista corsica,
and also Cytisus villosus, Calicotome spinosa and Calicotome villosa. Prunus form contained Prunus sp. and other fruit
tree. * Forty two other determined taxa (PR < 10%): Populus sp., Boraginaceae others, Rumex sp., Ostrya carpinifolia,
llex aquifolium, Platanus sp., Silene gallica, Stachys glutinosa, Anthyllis hermanniae, Papaver sp., Urticaceae,
Reseda sp., Aesculus hippocastanum, Carpobrotus sp., Cercis siliquastrum, Potentilla form, Ranunculaceae,
Corylus avellana, Asteraceae Helichrysum form, Arbutus unedo, Erica others, Cupressaceae, Sambucus ebulus,
Anemone hortensis, Smilax aspera, Cynoglossum creticum form, Amaryllidaceae, Cyperaceae, Helleborus lividus subsp.
corsicus, Mercurialis annua, Robinia pseudoacacia, Clematis sp., Chenopodiaceae, Caryophyllaceae others,
Borago officinalis, Centaurea sp., Verbascum sp., Teucrium sp., Centaurium erythrae, Veronica sp., Asteraceae others,

Buxus sempervirens (according to decreasing PR).

According to these considerations, two groups of honeys could therefore be distinguished, based not

by their FR distributions, but by characteristic associations of taxa (Table 2, Table SI-supplementary

materials). The first group included 18 samples (group I: 1-18) and was characterized by the

association of cultivated taxa: Citrus sp. T18 and A4. sinensis T15 (PR 100% in 18 samples) followed

by Prunus form T11 and Olea sp. T2S. Citrus sp. contained essentially C. sinensis X reticulata, which

possessed an under-represented pollen type, principally due to nectar secretion of Citrus sp. flowers,

often before the maturity of stamens. Citrus pollen varied between 0.2% and 16.1%, with an average



Foods 2014, 3 135

of 6.1%. The second group (group II: 23 samples, 19—41) was characterized by the absence of
a Citrus sp./A. sinensis association and the significant presence of A. ramosus T22 associated with
Pistacia lentiscus T20, Phillyrea sp. T24, Apiaceae T14 and Brassicaceae T16. A. ramosus displayed
an extreme “under-represented” pollen type due to the flower form (nectar protected by a large base of
long stamens that prevented contact with pollen during bee foraging) and the large pollen size.
Asphodelus pollen was present in two samples of group I (0.5%—1.3%) and 16 samples of group II
(0.2%-2.9%).

In the case of honey with the “under-represented” pollen type, the contribution of other
nectariferous species could not be discounted. It had to note that some honeys samples possessed
dominant nectariferous taxa (RF > 45%): Trifolium sp. T9 for sample 2 and 3, Echium sp. T13 for
sample 4 and Lotus sp. T7 for sample 38. The nectar contribution of these taxa could not be neglected.
Otherwise, several taxa might take part in the honey composition for their high RF in the pollen
spectrum: Trifolium sp. T9 and E. arborea TS were characteristic for both groups (RFm.x 53.5% and
35.5% for group I and 44.1% and 29.9% for group 11, respectively); Echium sp. T13, Prunus form T11
and Viburnum tinus T26 possessed a higher RF,x in group I (71.1%, 24.1% and 16.2%, respectively)
than in group II (30.1%, 3.3% and 3.7%, respectively), while Lotus sp. T7, Genista form T6,
Salix sp. T8, Lupinus angustifolius T41 and Apiaceae T14 were higher in group II (FRpm.x: 52.8%,
31.5%, 29.9%, 18.9% and 17.5%, respectively) than in group I (FRpax: 8.7%, 11.8%, 12.9%, 3.5% and
4.5%, respectively).

A quantitative analysis showed that 32 samples possessed a pollen density between 20 and
100 x 10° PG/10 g, eight samples were between 100 and 300 x 10° PG/10 g and one sample (23) could
be distinguished by high pollen density (600 x 10° PG/10 g). Compared with the previous studies of
Corsican “chestnut grove” and “Erica arborea spring maquis” honey (636.6 x 10° PG/10 g and
177 x 10° PG/10 g, respectively), the “spring” honey displayed a lower pollen density
(90 x 10° PG/10 g) [24,29]. Excluding sample 23, the average pollen density of “clementine” honeys
(68 x 10° PG/10 g) was slightly lower than that of other Corsican “spring” honeys (84 x 10’ PG/10 g)
(Table 2). The decreasing pollen richness was in accordance with the pollen representation type in the
spectrum of the predominant nectariferous taxa: “over-represented” (C. sativa), “normal” (E. arborea)
and “under-represented” (Citrus sp.) types.
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Table 2. Melissopalynological and physico-chemical characteristics of Corsican
“clementine” honeys and other “spring” honeys.

Group I—*“Clementine” Honeys Group II—Other “Spring” Honeys
Melissopalynological Data 18 Samples (1-18) 23 Samples (19-41)
RF ¢ RF ¢
No. * Type " Taxa PR Mean Min. Max. SD CV PR Mean Min. Max. SD CvV
Main nectariferous taxa
T18 N, P Citrus sp. 100 6.1 0.2 16.1 5.2 86.6 - - - - - -
T5 N, P Erica arborea 89 7.5 0.3 355 10.2 1354 83 8.0 0.2 29.7 7.6 94.9
T8 N, P Salix sp. 78 5.8 0.6 129 45 71.7 70 6.7 0.2 29.9 9.3 139.4
T11 N, P Prunus form 78 4.8 0.2 24.1 6.1 1284 | 57 1.2 0.3 33 0.9 75.5
T7 N, P Lotus sp. 72 2.7 0.4 8.7 2.5 91.9 78 72 0.3 52.8 121 1675
T10 N, P Rubus sp. 67 2.3 0.4 6.5 1.8 77.9 74 4.5 0.4 11.7 4.0 88.4
T9 N, P Trifolium sp. 67 12.9 0.5 535 194 1507 | 74 152 0.4 44.1 152 100.2
T6 N, P Genista form 67 3.1 0.3 11.8 3.4 107.1 96 7.5 0.6 31.5 9.4 125.3
T13 N, P Echium sp. 44 19.3 1.3 71.1 233 121.0 | 70 6.1 0.6 30.1 7.5 123.2
T26 N, P Viburnum tinus 22 4.5 0.3 16.2 7.8 174.5 43 0.8 0.3 3.7 1.1 127.7
T14 N, P Apiaceae 28 22 0.2 4.5 2.0 88.8 83 4.5 0.3 17.5 4.8  106.0

T22 N, P Asphodelus ramosus subsp. ramosus 11 0.9 0.5 1.3 0.5 57.3 70 0.7 0.2 29 0.7 104.1

T16 N, P Brassicaceae others 33 1.2 0.3 2.7 1.0 77.9 61 35 0.4 147 38 1082
T17 N, P Lavandula stoechas 39 1.7 0.5 4.4 1.4 81.9 57 1.8 0.4 10.1 2.6 142.4
T19 N, P Vicia form 28 23 0.7 6.0 23 1024 | 57 33 0.3 11.8 3.6 107.6
T41 N, P Lupinus angustifolius 17 1.5 0.3 35 1.8 119.1 9 9.8 0.7 189 129 1316

Other nectariferous taxa 100 33 0.3 11.0 3.0 89.9 | 100 52 1.0 100 28 53.5

Main only-polleniferous taxa

T1S P Actinidia sinensis 100 4.6 0.3 16.1 4.6 99.7 9 0.5 0.3 0.7 0.3 55.3
T2 P Cistus sp. 100 6.9 0.3 20.4 52 76.0 | 100 9.8 0.3 333 6.9 70.9
T1 P Quercus sp. 100 16.5 0.8 357 107 649 | 100 10.6 1.3 29.0 8.1 77.2
T3 P Castanea sativa 89 7.9 0.3 25.0 7.3 91.7 91 12.1 0.3 338 9.4 77.4
T4 P Fraxinus ornus 89 6.1 0.5 223 6.6 1084 | 91 1.1 0.3 33 1.0 87.6
T12 P Eucalyptus sp. 72 33 0.4 15.5 4.1 1259 | 57 1.0 0.3 34 1.0 99.3
T25 P Olea sp. 50 0.8 0.4 1.3 0.3 389 26 1.3 0.6 3.6 1.1 84.3
T20 P Pistacia lentiscus 11 0.6 0.6 0.6 0.0 8.2 70 33 0.5 9.3 2.7 80.4
T24 P Phillyrea sp. 17 4.7 0.3 13.3 74 1574 | 52 2.6 0.4 9.9 27 1035
Other only-polleniferous taxa 100 1.9 0.3 8.9 2.1 110.0 | 78 1.7 0.3 8.5 2.0 117.8
Pollen density (10° PG/10 g) ¢ 68 20 202 52 77 107 22 603 126 118

Physico-chemical data °
Color 26.4 11.0 55.0 13.6 515 333 180 71.0 163 487
Electrical conductivity 0.25 0.15 042 0.07 2772 0.24 0.13 045 0.09 36.96

* Taxa number is given in Table 1. ° Type of taxa: P, polleniferous taxa; N, nectariferous taxa [5]. © Mean, Min., Max. values expressed
as relative frequency RF (number of specify pollen counted/total pollen counted). ¢ Pollen density expressed as the absolute number of

pollen grains in 10 g of honey (10° PG/10 g). ¢ Unity of parameters: colour (mm Pfund); electrical conductivity (mS/cm).
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3.2. Physicochemical Characteristics of Corsican “Spring” Honeys

Corsican “spring” honeys possessed light to very light colors. The mean value of coloration was
30.0 £ 15.4 mm Pfund, with great variation between 11.0 and 71.0 mm Pfund (Table 2). The two
groups exhibited quite similar coloration values: 26.4 + 13.6 mm Pfund for “clementine” honeys and
33.3 £ 16.3 mm Pfund for the other “spring” honeys. For each group, nine samples possessed a very
light coloration value (<20.0 mm Pfund). Only one sample (17) of “clementine” honeys had a
coloration value >50.0 mm Pfund while five samples (23, 35, 38, 39 and 41) of other “spring” honeys
possessed coloration values between 50.0 and 71.0 mm Pfund.

The average electrical conductivity value of the honey samples was 0.25 + 0.08 mS/cm with a
variation of 0.13—0.45 mS/cm (Table 2). The electrical conductivity of the two groups was also quite
similar: 0.25 = 0.07 mS/cm for “clementine” honeys (range: 0.15-0.42 mS/cm) and 0.24 + 0.09 mS/cm
for other “spring” honeys (range: 0.13—0.45 mS/cm). Only three samples (17, 34 and 41) of these
honeys had medium electrical conductivity (>0.4 mS/cm).

The coloration and electrical conductivity values of Corsican “spring” honeys were lower than
those of “chestnut grove” and “Erica arborea spring maquis” honey ranges [5,24,29].

3.3. Chemical Variability of Corsican “Spring” Honeys

GC and GC/MS analysis of the headspaces of Corsican “spring” honeys allowed the identification
of 43 compounds that accounted for 71.5%-96.8% of the total volatile composition (Table 3,
Table S2-supplementary materials). It should be noted that the volatile fraction of “spring” honeys is
rich in aldehyde (22.1%—-63.1%) and alcohol (2.8%—40.2%) components.

To synthesize the chemical data, PCA was used to examine the relative distribution of the matrix of
“spring” honey samples according to their volatile chemical compositions. The analyses included
17 compounds: two hydrocarbons (C2 and C12), eight aldehydes (CS, C9, C14, C25, C27, C28, C31
and C32), two ketones (C23 and C24), two esters (C38 and C41), two oxides (C39 and C42) and one
alcohol (C37). As shown in Figure la, the principal factorial plane (axes 1 and 2) accounted for
58.91% of the entire variability of the honey samples. Dimension 1 (42.24%) correlated negatively
C39 and negatively with other compounds. Dimension 2 (16.67%) correlated negatively with
two hydrocarbons (C2 and C12), two aldehydes (C5 and C14) and one oxide C42 and positively with
with two ketones (C23 and C24), three aldehydes (C25, C27 and C28), one ester C38 and one oxide
other compounds.

The plot established according to the first two principal components suggested the existence of two
main groups (Figure 1b). Group I contained 17 samples (1-17), which corresponded to the group of
“clementine” honeys (except sample 18). This group I was characterized by the presence of lilac
aldehyde isomers (C25, C27 and C28), p-menth-1-en-9-al isomers (C31 and C32) and methyl
anthranilate C38, which were absent in the other honey samples (group II). It was rich in furan
compounds (group I: 26.2% versus group II: 7.6%), but not in phenolic components (group I: 29.4%
versus group 1I: 40.0%). Aldehyde components were also higher in group I (49.1%) than in group II
(39.7%). Group II could be divided into subgroups Ila (five samples: 20, 33, 36, 38 and 39) and IIb
(18 samples: 18, 19, 21-32, 34, 37, 40 and 41). These two subgroups were characterized by a greater
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abundance of phenolic compounds (group Ila: 39.9% and group IIb: 43.0%), but group Ila displayed a

higher value for linear compounds (group Ila: 26.2% and group IIb: 19.2%). Additionally, subgroup

ITa had a higher amount of aldehyde (group Ila: 40.7% and group IIb: 12.8%) and alcohol (group Ila:

35.6% and group IIb: 9.2%) compounds than subgroup IIb. This latter group displayed a greater

abundance of ketones (group Ila: 4.3% and group IIb: 22.5%). Finally, sample 35 was characterized

by 32.8% of hydrocarbons, whereas the abundance of hydrocarbons was not >25% in the other

honey samples.

Table 3. Chemical composition of volatile fraction of Corsican “spring” honeys.

Group I “Clementine” Honeys ©

Group II “Not-Clementine” Honeys ¢

Ila IIb

No* Components RI" | Mean+SD? Min. Max. |Mean+SD? Min. Max.| Mean+SD * Min. Max.|Sample 35
C1  3-Methyl-3-buten-1-ol 704 2.9+2.76 0.3 11.3 1.8+£1.19 07 3.7 1.8+1.44 04 6.0 2.8
C2  Methyl-benzene 741 6.5+4.45 1.5 15.6 4.1+2.08 24 71 6.2+4.08 15 173 10.4
C3  Hexanal 773 1.1+£0.46 0.5 2.0 1.6+£262 0.1 63 1.6+1.13 03 45 1.9
C4 Octane 790 1.4+1.08 0.3 4.7 09+£0.77 03 22 2.6+1.63 0.7 56 1.4
C5  3-Furaldehyde 800 2.8+ 1.56 0.6 5.9 3.5€137 25 59 35+1.78 1.9 83 18.5
C6 2-Methyl butanoic acid 858 0.8+0.91 0.1 33 4.6+3.21 1.1 76| 29+459 0.1 204 24
C7  2-Methyl octane 873 0.4+0.28 0.1 0.9 05+044 01 1.2 0.7+0.38 0.1 1.7 1.6
C8 Nonane 893 0.7 £ 0.65 0.2 2.5 1.2£035 08 1.7 1.5+0.92 02 35 3.8
C9 Benzaldehyde 924 5.5+3.56 2.4 17.9 104+385 54 148| 88+489 25 184 3.0
C10 Hexanoic acid 969 0.7+0.25 0.4 1.4 1.7+1.68 03 39 1.2+£0.75 04 33 -
C11  Octanal 982 1.0 £0.47 0.2 2.1 06+012 05 0.7 1.6 +1.45 0.5 6.6 1.0
C12 2,2,4,6,6-Pentamethylheptane 992 1.1+0.60 0.4 2.4 0.6+0.53 01 1.3 23+1.83 02 52 15.6
C13  p-Methylanisol 995 09+1.13 0.1 49 1.1+1.10 03 30| 09+148 0.1 6.1 -
C14 Phenylacetaldehyde 1006 10.1+10.68 0.8 39.1 165+693 72 257| 212+783 3.7 362 13.0
C15 p-Cymene 1008 0.7+0.29 0.1 1.0 09+042 06 1.2 - - - -
C16 Acetophenone 1037 0.2+0.08 0.1 0.4 04+0.21 02 05 0.3+0.10 02 04 -
C17  trans-Furanoid-linaloxide 1049 1.5+ 1.00 0.8 4.0 13+125 05 35 24+£1.20 1.0 63 -
C18 cis-Furanoid-linaloxide 1064 1.1£0.40 0.7 2.0 1.0£0.29 0.7 14 1.1+£0.26 05 1.6 -
C19 p-Phenylethanol 1077 42+1.54 22 5.8 1.6 +£0.00 1.6 1.6 33£1.67 21 58 -
C20 Nonanal 1079 27+1.73 0.9 7.6 1.8+£1.28 04 35 3.0+£2.29 05 72 2.9
C21 Linalol 1084 2.4+1.82 0.2 6.6 1.3£1.62 03 32 | 125+1042 2.1 323 tr
C22 Hotrienol 1085 4.1+4.39 0.7 10.5 - - - 9.7+£000 9.7 97 -
C23 Isophorone 1087 2.8+ 1.54 0.2 49 182+8.02 88 293 33+35 0.1 9.6 -
C24 4-Oxoisophorone 1102 0.9 +0.33 0.3 1.4 42+1.87 23 64 1.5+ 0.99 03 5.0 -
C25 (25,2'S,5'S)-Lilac aldehyde 1112 54+236 1.3 8.9 - - - 1.5+0.00 1.5 15 -
C26 Dihydrolinalool 1116 1.2+0.66 0.5 3.0 - - - 1.1 £0.00 1.1 1.1 -
C27 (2R,2'S,5'S)-Lilac aldehyde 1121 10.5 +3.66 49 16.5 - - - 24+£000 24 24 -
C28 (2R,2'R,5'S)-Lilac aldehyde 1134 4.8+1.85 22 8.1 - - - 1.1£0.00 1.1 1.1 -
C29 Octanoic acid 1167 1.7+ 1.55 0.3 6.0 09+038 03 13 1.6+£0.78 07 38 4.7
C30 Decanal 1174 1.2£0.67 0.2 2.8 0.6+£025 02 038 1.5+£054 0.6 23 -
C31 p-Menth-1-en-9-al (isomer 1) 1184 1.9+£041 1.2 2.7 - - - - - - -
C32 p-Menth-1-en-9-al (isomer 2) 1186 1.7£0.46 0.5 2.5 - - - - - - -
C33  p-Anisaldehyde 1208 0.7+1.19 0.1 4.6 09+037 03 1.1 0.4+0.21 02 08 -
C34  2,3,5-Trimethylphenol 1248 0.4 £0.30 0.1 1.1 1.0£069 04 20 | 0.8+£0.68 0.1 20 -
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Table 3. Cont.
Group I “Clementine” Honeys * Group II “Not-Clementine” Honeys *
IIa 1Ib

No* Components RI" | Mean+SD® Min Max |Mean=SD? Min Max |Mean+SD? Min Max | Sample 35

C35 4-n-Propylanisol 1264 1.6 £1.78 0.2 5.7 24+129 08 43| 38+£245 14 63 -

C36 Nonanoic acid 1271 2.7+1.39 0.5 4.9 26094 14 37| 31124 13 64 -

C37 3,4,5-Trimethylphenol 1290 0.5+0.32 0.2 1.4 54+£271 29 94| 05+£067 01 20 -

C38 Methyl anthranilate 1300 1.4£0.96 0.2 3.5 - - - - - - -
cis-p-Mentha-1(7),8-dien-1-

C39 1348 0.4+0.14 0.2 0.7 - - - - - - -
hydroperoxide

C40 Decanoic acid 1362 1.2+£045 0.6 2.1 1.3£075 0.1 19| 1L.7£1.50 06 6.8 3.8

C41 Methyl 3,5-dimethoxybenzoate 1494 - - - 04+026 02 0.7 05+0.19 03 038 -

C42 Methyl syringate 1722 - - - 05+050 0.1 14| 09+1.17 0.1 41 -

C43 Tricosane 2305 03+0.17 0.1 0.5 05+000 05 05| 05022 02 07 -
Total identification (%) 842+695 715 94.5 91.2+£543 842 96.8| 863+£549 788 96.7 86.8
Total peak area(10°) ¢ 3.8+1.96 1.3 7.4 29+127 1.6 45| 24+1.08 08 44 0.3
Hydrocarbons 10.6 £5.23 4.7 20.8 7.7+£359 48 135 133+588 5.0 239 32.8
Oxygenated compounds 73.6+723 582 82.8 83.6+4.11 792 903 | 73.7+7.56 58.1 81.7 54.0
Phenolic compounds 294+123 12,6 59.3 43.0+7.39 348 53.0(399+11.22 232 604 26.4
Furan compounds 262+785 122 38.6 58+£283 39 108| 75+199 43 11.0 18.5
Linear compounds 21.0+7.08 11.3 36.6 192+388 14.8 234 262+9.63 113 534 41.9
Terpenic compounds 31.0+£9.88 154 522 3.5£2.64 1.7 81 [13.6£13.05 1.5 458 0
Ketones 2.5+2.14 0 6.0 225+9.67 11.6 357| 43+3.77 08 116 0
Aldehydes 49.1+8.03 344 63.1 35.6+9.73 26.1 47.7|40.7+£9.78 22.1 523 40.3
Esters 1.4+0.96 0.2 35 0.2+0.29 0 07| 03+0.27 0 038 0
Alcohols 9.7+6.17 33 27.8 92+33 49 12.7]|12.8+£1040 3.0 402 2.8
Acids 6.8+3.31 0.4 15.4 97+523 3.0 151]102+528 56 27.0 10.9
Oxides 52+2.76 2.5 12.6 63+£245 30 93| 55+2.64 33 143 0

* Order of elution is given on apolar coloumn (Rtx-1). ® Retention indice on the Rtx-1 apolar column. ° Group number was given in

“Chemical variability of Corsican “spring” honeys”. ¢ Means + SD, Min. and Max. values expressed as percentages. ¢ Total peak area

was expressed in arbitrary units.
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Figure 1. Principal component analysis (PCA) of Corsican “spring” honey volatile data.
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3.4. Botanical Origin and Volatile Composition of Corsican “Spring” Honeys

The 17 samples of “clementine” honeys (group I: 1-17) could be distinguished from other “spring”
honeys (group II) by the presence of three lilac aldehydes (C25, C27 and C28) and two p-menth-1-en-9-al
isomers (C31 and C32) (Table 3, Table S2-supplementary materials). These honey samples were
dominated by phenolic compounds (12.6%—-59.3%), followed by furan compounds (12.2%-38.6%)
and linear compounds (11.3%-36.6%). The main components were phenylacetaldehyde C14
(0.8%-39.1%), methyl-benzene C2 (1.5%-15.6%), (2R,2’S,5’S)-lilac aldehyde C27 (4.9%—16.5%),
(25,2’S,5’S)-lilac aldehyde C25 (1.3%—8.9%), benzaldehyde C9 (2.4%—17.9%) and (2R,2’R,5’S)-lilac
aldehyde C28 (2.2%—8.1%). Low amounts of methyl anthranilate C38 (0.2%—3.5%) were found in the
volatile fraction of the “clementine” honeys analyzed. This component is a known chemical marker of
Citrus (species not specified) unifloral honey [13]. Additionally, various linalool derivatives, such as
linalool oxides, lilac aldehydes and/or p-menth-1-en-9-al isomers, have also been reported as
characteristic compounds of citrus unifloral honeys from Spain and Greece [15,16,30-33]. These
compounds were also identified in the volatile components of Corsican “clementine” honeys.
Conversely, some other linalool derivatives, such as lilac alcohol isomers (previously reported in the
Spanish and Greek citrus honeys), were not detected in our honey samples. Alissandrakis et al. [15]
showed that methyl anthranilate and lilac aldehydes could be found in honeys of mixed botanical
origin with the presence of citrus nectar. These volatile compounds were also detected in the honey
samples 2—4 in which were found the RF,,x of Trifolium sp. T9 and Echium sp. T13 taxa. Chemical
investigation showed that these honey samples displayed the similar volatile composition of
“clementine” honey. As these two taxa could provide great quantity of nectar and pollen [34], it
appeared that they played only a polleniferous role in these honey samples.

The volatile composition of C. sinensis x reticulata flowers has not been reported previously. The
HS-SPME fraction of clementine flowers is characterized by 29 compounds, which accounted for
75.5%—-87.0% of the volatile composition (Table 4). Linalool (9.6%—22.6%), sabinene (13.4%—19.6%),
dihydrolinalool (8.5%—14.8%) and myrcene (5.6%—6.5%) were identified as the main compounds.
Linalool and dihydrolinalool were also found in low concentrations in the volatile fraction from
“spring clementine” honey samples. Methyl anthranilate was detected in the volatile fraction of
Corsican clementine flowers (0.1%—-0.3%) and corresponding honeys.

The decrease in linalool amount and the occurrence of other linalool derivates (hotrienol, linalool
oxides, lilac aldehyde isomers and p-menth-1-en-9-al isomers) in honey samples could be explained by
the enzymatic degradation of linalool by some pathways [15]: (1) linalool can be transformed to
8-hydroxylinalool isomers by enzymatic hydroxylation at the C8 position, and then hotrienol,
(2) 8-hydroxylinalool can be transformed to lilac aldehyde via (£)-8-oxolinalool and lilac alcohols, or
p-menth-1-en-9-al via 8-hydroxygeraniol and (3) linalool can also be transformed via 6,7-hydroxylinalool
into furanoid linalool oxide isomers under acidic conditions or by heating. These results were in
accordance with those previously reported on the volatile fraction of citrus flowers and corresponding
honeys [16]. It demonstrated that the flowers from Citrus species (orange, tangerine and sour orange)
had high amounts of linalool (51.6%-80.6%) and that the honeys consisted of more than 80% of
linalool derivatives (lilac aldehydes and lilac alcohols).
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Table 4. Chemical composition of volatile fraction of clementine and asphodel flowers.

Clementine Flower ¢ Asphodel Flower ¢
Components * RI(Lit) ? RI® i Identification ®
Mean+SD’ Min. Max. Mean+SD’ Min. Max.
3-Furaldehyde 799 800 - - - 1.0 +0.87 0.5 2.7 RI, MS
Furfural 831 836 - - - 3.5+£1.26 1.7 5.2 RI, MS
2-Furanmethanol 839 842 - - - 2.1+1.48 0.8 4.7 RI, MS, Ref
Heptanal 882 876 - - - 5.4+2.46 3.1 9.5 RI, MS
a-Thujene 924 922 1.2+0.21 1.0 1.4 - - - RI, MS
a-Pinene 932 931 3.6+2.46 2.0 6.4 - - - RI, MS
Benzaldehyde 929 933 - - - 2.7+£0.78 1.4 3.7 RI, MS
Tetrahydro-citronellene 937 935 6.8 +4.90 33 12.4 - - - RI, MS, Ref
B-Citronellene 943 940 2.2+0.15 2.0 23 - - - RI, MS
Octen-3-ol 962 955 - - - 0.2+0.05 0.1 0.2 RI, MS
Furfuryl acetate 964 959 - - - 0.7+0.31 0.5 1.3 RI, MS, Ref
Sabinene 973 958 16.8 +3.14 13.4 19.6 - - - RI, MS
2-Pentylfuran 973 966 - - - 0.8+ 1.00 0.2 2.8 RI, MS
B-Pinene 978 972 1.5+1.36 0.4 3.0 - - - RI, MS
Myrcene 987 979 6.1 £0.45 5.6 6.5 - - - RI, MS
Octanal 981 980 - - - 7.0£3.12 35 12.6 RI, MS
(2)-3-Hexenyl acetate 989 984 - - - 21.6+14.27 52 41.8 RI, MS
(E)-3-Hexenyl acetate 1002 994 - - - 0.8 +£0.54 0.1 1.5 RI, MS
a-Phellandrene 1002 995 1.5+0.23 14 1.8 0.3+0.12 0.1 04 RI, MS
a-Terpinene 1013 1008 0.6 +0.44 0.3 1.1 - - - RI, MS
Phenylacetaldehyde 1012 1009 - - - 0.9+0.67 0.2 2.1 RI, MS
p-Cymene 1015 1011 0.6+0.10 0.5 0.7 - - - RI, MS
p-Menth-1-ene 1017 1018 0.5£0.15 0.4 0.7 - - - RI, MS
Limonene 1025 1020 1.5+0.70 0.8 22 - - - RI, MS
(Z2)-p-Ocimene 1029 1024 0.1£0.06 0.1 0.2 - - - RI,MS
(E)-2-Octenal 1034 1034 - - - 0.4+0.29 0.1 0.8 RI, MS
(E)-B-Ocimene 1041 1036 2.6+221 0.9 5.1 - - - RI,MS
y-Terpinene 1051 1047 1.1+0.51 0.5 1.5 - - - RI, MS
trans-Sabinene hydrate 1053 1050 1.0£0.36 0.7 1.4 - - - RI,MS
1-Octanol 1063 1057 - - - 6.0+1.93 2.8 8.8 RI, MS
Terpinolene 1082 1078 0.1 £0.06 0.1 0.2 - - - RI, MS
Nonanal 1076 1081 - - - 258 +10.1 165 382 RI, MS
Linalool 1086 1086 17.8+7.14 9.6 22.6 1.7+£0.21 1.5 1.8 RI, MS
Tetrahydrolinalool 1099 1095 4.1+3.07 0.7 6.7 - - - RI, MS, Ref
Dihydrolinalool 1118 1114 10.8 +£3.50 8.5 14.8 - - - RI, MS, Ref
(E)-2-Nonen-1-ol 1149 1153 - - - 2.2+1.65 0.6 4.6 RI, MS
1-Phenylethyl acetate 1166 1163 - - - 0.1 £0.05 0.1 0.2 RI, MS
Terpinen-4-ol 1164 1164 0.3+0.20 0.1 0.5 - - - RI, MS
a-Terpineol 1176 1173 tr tr tr - - - RI, MS
Decanal 1180 1182 - - - 1.6 +0.74 0.7 2.5 RI, MS
Undecanal 1285 1285 - - - 1.0+1.03 0.2 2.8 RI, MS
Methyl anthranilate 1308 1302 0.2+0.10 0.1 0.3 - - - RI, MS
(E)-Jasmone 1356 1360 tr tr tr - - - RI, MS
Isocaryophyllene 1409 1405 tr tr tr - - - RL, MS
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Table 4. Cont.

Clementine flower ¢ Asphodel Flower ¢
Components * RI(Lit)® RI® Identification ®
Mean+SD’ Min. Max. | Mean+SD' Min. Max.
(E)-p-Farnesene 1446 1442 tr tr tr - - - RI, MS
(E,E)-o-Farnesene 1498 1492 0.1+0.00 0.1 0.1 - - - RI, MS
(E)-Nerolidol 1553 1548 tr tr tr - - - RI,MS
Heptadecane 1700 1698 0.2+0.10 0.1 0.3 - - - RI, MS
Total identification (%) 81.2+5.75 755  87.0 85.9 +2.66 824  90.1
Hydrocarbons 48.0£8.16 39.7  56.0 - - -
Oxygenated compounds 33.1+11.88 19.5 413 85.9+2.66 824 90.1
Phenolic compounds 02+0.1 0.1 0.3 3.7+0.99 1.8 4.5
Furan compounds - - - 82+442 43 16.7
Linear compounds 02+0.1 0.1 0.3 73.9+541 65.0 793
Terpenic compounds 80.8£5.75 75.1 86.6 0.8+0.85 0.1 1.9
Ketones tr - tr - - -
Aldehydes - - - 438+1347 312 628
Esters 02+0.1 0.1 0.3 232+14.58 58 431
Alcohols 329+11.8 194  41.1 11+4.13 43 17

* Order of elution is given on apolar coloumn (Rtx-1). ° Retention indice of literature on the apolar column reported from
references [27,28]. ¢ Retention indice on the Rtx-1 apolar column. ¢ Six clementine flower specimens were collected from Corsica
oriental plain. ¢ Six Asphodele flower specimens were collected from six localities of Corsica. " Means + SD, Min. and Max. values
expressed as percentages; tr trace (< 0.05%), ¢ RI, Retention indice; MS, mass spectra in electronic impact mode. Ref., compounds

identified from commercial data libraries: Konig et al. [27] (Samples 8, 34 and 35) and NIST [28] (Samples 3 and 11).

The 23 “not-clementine” honey samples (group II) were dominated by phenolic compounds
(23.29%-60.4%) followed by linear compounds (11.3%-53.4%). The main compounds were
phenylacetaldehyde C14 (3.7%-36.2%), benzaldehyde C9 (2.5%—-18.4%) and methyl-benzene C2
(1.5%—17.3%). Furanic compounds (average: 7.5%) were less abundant than in “clementine” honeys
(average: 26.2%), and acid components (average: 10.3%) were more abundant than in the “clementine”
honeys (average: 6.8%). To our knowledge, only one previous report focused on the volatile fraction
of asphodel unifloral honeys from Sardinia [18]. Methyl syringate was detected in asphodel nectar in
high concentrations and was therefore considered a marker of asphodel honeys [19]. A low content of
this component (C42: 0.1%—4.1%) was reported in the volatile fraction of “spring” honey samples
(18-21, 24-30, 32, 33 and 36-41). Additionally, the amount of methyl syringate was unrelated to the
presence of Asphodelus pollen in the pollen spectrum. This result could be explained by the extreme
“under-represented” type of Asphodelus pollen in Corsican “spring” honeys and/or by other nectar
contributions in these honeys. The sample 18 exhibited the association of Citrus sp. and
A. sinensis; it was grouped with the “not-clementine” honey. In this sample, the citrus nectar
contribution was less important than in ‘“clementine” honeys in accordance with the lower
concentrations of lilac aldehyde isomers.

To our knowledge, the volatile composition of A. ramosus subsp. ramosus flowers is reported here
for the first time (Table 4). The HS-SPME volatile fraction of asphodel flowers was dominated by
oxygenated compounds, especially linear compounds. Nonanal (16.5%-38.2%), (Z)-3-hexenyl acetate
(5.2%-41.8%), octanal (3.5%-12.6%), 1-octanol (5.7%—8.8%) and heptanal (3.1%9.5%) were
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identified as major compounds. The two main components of the honey volatile fraction
(phenylacetaldehyde and benzaldehyde) were detected in low concentrations in the flowers. Moreover,
methyl syringate (a marker of asphodel honey) was not detected in the flowers analyzed. This result
showed that a direct relationship between the volatile fractions of asphodel flowers and the
corresponding “spring” honeys could not be established using HS-SPME analysis.

Finally, the characteristic compounds of the volatile fraction of Corsican “chestnut grove”
(acetophenone and 2-aminoacetophenone) [24] and “Erica arborea spring maquis” (p-anisaldehyde
and 4-propylanisol) honeys [29] were found in low concentrations or not detected in the “spring”
honeys studied.

3.5. Correlation of Melissopalynological and Chemical Data

To identify relationships between the melissopalynological analysis and volatile composition data
of honey samples, CCA was applied on the matrix linked the relative amounts of the 17 volatile
compounds (previously used in section “Chemical variability of Corsican “spring” honeys”) and the
relative frequency (explanatory variables) of eight nectariferous taxa (T7-T9, T11, T13, T14, T18
and T22).

The correlations between the volatile composition and melissopalynolgical data were show in
Figure 2. The first CCA axis was negatively related Trifolium sp. T9, Prunus form TI11,
Echium sp. T13 and Citrus sp. T18 to methyl-benzene C2, 2,2,4,6,6-pentametylheptane C12,
three lilac aldehydes (C25, C27 and C28), two p-menth-1-en-9-al isomers (C31 and C32),
methyl antranilate C38 and cis-p-mentha-1(7),8-dien-1-hydroperoxide C39. The second axis
negatively related 7rifolium sp. T9 and Asphodelus T22 to methyl-benzene C2, 3-furaldehyde CS,
Benzaldehyde C9, 2,2,4,6,6-pentametylheptane C12, phenlyacetaldehyde C14 and methyl syringate C42.

The sample distribution showed the occurrence of two main groups, group I (17 samples: 1-17) and
group II (24 samples: 18—41), which correspond to the groups defined in “Determination of
geographical and botanical origins of Corsican “spring” honeys” Group I was characterized not only
by the significant presence of lilac aldehyde isomers (C25, C27 and C28), p-menth-1-en-9-al isomers
(C31 and C32) and methyl anthranilate C38, but also by the high abundance of taxa: Citrus sp. T18,
Echium sp. T13 and Prunus form T11 (group I: 6.3%, 9.5% and 3.8% versus group II: 0.1%, 4.9% and
0.8%, respectively). According to the literature [15,16,30-33], all these compounds had been
considered as characteristic components of citrus honey. From these results, it appeared that the other
nectariferous taxa Echium sp. and Prunus form displayed a polleniferous role in these honey samples.

Group II included 24 samples that had great diversity. According to the sample distribution, we
could distinguish 20 honey samples (18-34, 37, 40 and 41), which had higher values of
phenylacetaldehyde C14 and methyl syringate C38 (21.4% and 0.7%, respectively). These honeys
were also characterized by numerous herbaceous taxa with potential for nectar contribution, such as
Lotus sp. T7, Salix sp. T8, Apiaceae T14 and Asphodelus T22 (3.5%, 4.4%, 3.2% and 0.6% versus I:
2.0%, 4.6%, 0.4% and 0.03%, respectively). As previously reported in literature data [19], the nectar
contribution of Asphodelus T22 in these honey samples was characterized by the presence of methyl
syringate C38. In the same way, phenylacetaldehyde C14 was reported as main volatile compound of
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Salix honeys [35] and Asphodelus honey [18]. For the other nectariferous species Lotus sp. T7 and
Apiaceae T14, no chemical markers of nectar contribution was reported in previous studies.

Figure 2. Correlation between melissopalynological and volatile data of “spring” honey
by canonical correspondence analysis (CCA).

1 |

T18 9

| 2 T14
2 16

T3 ¥ T8

CCA2

24 T22

To 2

CCA1

Variables: taxa number corresponding to those of Tables 2 and 3; volatile components number
corresponding to those of Table 3. In the CCA plot, location of each sample indicated its
compositional similarity to each other; volatile components locations indicated the similarity of
their distribution to each other; length of taxa indicated the importance to the ordination, and the
direction of taxa vector indicated its correlation with each axes. The perpendiculars drawn from
volatile components to taxa give approximate ranking of volatile components response to the
taxa variables.

4. Conclusions

Corsican “spring” honeys can be classified into two categories according to melissopalynological
analysis: (1) honeys characterized by the association of cultivated plants, especially C. sinensis x
reticulata with other Citrus species, A. sinensis and other fruit trees; (2) honeys without cultivated
taxa, but with herbaceous species (4. ramosus subsp. ramosus, Trifolium sp., Echium sp., Apiaceae,
Brassicaceae, Lotus sp., etc.), low shrub species (Rubus sp. and Lavandula stoechas) and some
polleniferous taxa with precocious flowering (P. lentiscus and Phillyrea sp.).

Analysis of the volatile fraction of “spring” honeys also demonstrated the existence of two main
groups in this range. The volatile fractions were often characterized by high amounts of
phenylacetaldehyde, benzaldehyde and methyl-benzene. However, the chemical composition of
“clementine” honeys was dominated by three lilac aldehyde isomers that were absent in the
“not-clementine” honeys. The statistical analysis showed clearly that the “clementine” honeys were
characterized by high volatile content (total peak area), methyl anthranilate, lilac aldehydes,
p-menth-1-en-9-al isomers and some cultivated taxa, while the “not-clementine” honeys were

characterized by phenylacetaldehyde, methyl syringate and complex taxa associations. The richness of
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linalool derivatives in the volatile fraction of clementine flowers suggested biochemical transformation
occurring during honeybee activity or honey conservation in the hive.

Finally, it appeared that melissopalynological analysis was necessary for the certification of
geographical origin and was useful for the determination of botanical origin. Moreover, analysis of the
volatile composition could be used to specify the characteristics of volatile compounds in relation to
the predominance and/or complexity of botanical origins of the product, especially when nectariferous
species have an “under-represented” pollen type in the pollen spectrum, such as Citrus sp. or
Asphodelus sp.
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Characterization of botanical and geographical origin of Corsican "spring™ honeys by melissopalynological and volatile analysis.

Table S1. (Supplementary content) Pollen spectra and physico-chemical data of Corsican "spring" honeys.
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Melissopalynological data 1° 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 PR Mean Min. Max. SD CV
No.? Taxa Group | - "spring clementine" honeys - RF (%)°
T18 N,P Citrus sp. 7.8 0.9 0.5 0.2 3.2 2.7 3.7 1.8 152 142 123 4.0 7.2 16.1 3.8 9.2 4.2 19 |100 6.1 02 161 52 86.6
T5 N,P Erica arborea - 0.4 0.3 - 0.8 11 26.1 125 2.8 7.1 0.5 134 48 4.0 35.5 1.7 8.4 0.6 89 75 03 355 102 1354
T8  N,P Salix sp. - 13 - - - 120 46 6.6 17 124 11 129 06 101 16 5.7 7.8 32 |78 58 06 129 45 777
T11 N,P Prunus form 7.1 - 0.3 0.2 6.3 - - 0.4 0.3 2.2 24.1 - 7.8 34 4.4 29 4.8 2.6 78 48 02 241 6.1 1284
T7 N,P Lotus sp. 45 1.8 16 0.7 5.6 8.7 1.7 - - 31 4.8 0.4 - 0.7 - - 0.6 1.3 72 27 04 87 25 0919
T10 N,P Rubus sp. 6.5 1.3 2.1 44 1.6 11 0.4 3.8 - 11 - - 0.7 - 29 1.8 - 67 23 04 65 18 779
T9 N,P Trifolium sp. - 526 535 165 6.3 9.8 7.2 11 1.0 - 0.5 - - - - 11 0.6 3.9 67 129 05 535 194 150.7
T6 N,P Genista form 2.6 - - - - - 0.6 11.8 0.3 4.4 3.2 0.4 24 - 11 11 24 7.1 67 31 03 118 34 1071
T13 N,P Echium sp. 13 193 295 711 - 2.7 - - 7.9 - - - - - 19.5 - 2.6 44 193 13 711 233 1210
T26 N,P Viburnum tinus - - - - - - 0.3 16.2 - 0.9 - - - - 0.5 - - - 22 45 03 162 7.8 1745
T14 N,P Apiaceae - - - 0.2 - 2.2 - 0.4 - - 3.7 - - - - - - 45 28 22 02 45 20 888
T22 N,P Asphodelus ramosus subsp. ramosus - - - - - 0.5 - - - - - - - - - - - 13 |11 09 05 13 05 573
T16 N,P Brassicaceae others 1.3 - - - - 2.7 0.3 - - 0.4 - - - 0.7 - - - 1.9 33 1.2 03 27 10 779
T17 N,P Lavandula stoechas - - - - - - - 2.6 - 4.4 0.5 - - 1.3 0.5 1.1 - 1.3 39 1.7 05 44 14 819
T19 N,P Vicia form - 31 0.8 0.7 0.8 6.0 - - - - - - - - - - - - 28 23 07 60 23 1024
T41 N,P Lupinus angustifolius - 35 0.3 0.7 - - - - - - - - - - - - - - 17 15 03 35 18 1191
Other nectariferous taxa 5.8 2.6 0.3 0.5 8.7 6.0 3.2 15 4.1 2.7 0.5 3.6 12 0.7 11 1.7 4.8 110 {100 33 03 110 3.0 899
T15 P Actinidia sinensis 6.5 1.8 0.3 0.5 0.8 4.9 6.9 0.7 10.0 2.7 11 4.0 9.0 34 11 16.1 12.0 13 |100 46 03 161 46 997
T2 P Cistus sp. 7.1 1.8 1.0 0.3 10.3 9.8 6.6 0.4 24 20.4 9.1 5.8 108 128 44 34 6.0 116 100 69 03 204 52 76.0
T1 P Quercus sp. 29.9 2.6 2.6 0.8 357 148 138 4.4 245 116 283 152 281 208 257 75 9.6 219 |100 165 0.8 357 10.7 649
T3 P Castanea sativa 3.9 - 0.3 - 143 115 63 221 93 6.7 16 250 18 6.0 1.6 2.9 4.2 90 |8 79 03 250 73 917
T4 P Fraxinus ornus 8.4 13 0.5 - 2.4 - 5.7 11 6.9 0.9 3.2 18 126 101 175 11 223 13 |8 61 05 223 6.6 1084
T12 P Eucalyptus sp. 1.9 0.9 21 1.0 0.8 - 43 - 14 1.8 11 0.4 - 4.7 - 155 - 65 |72 33 04 155 41 1259
T25 P Olea sp. 0.6 0.4 - - - - 11 0.7 0.7 - - - 0.6 - 0.5 - 1.2 13 |50 08 04 13 03 389
T20 P Pistacia lentiscus - - - - - - - - - - - - - - - 0.6 - 0.6 11 06 06 06 00 82
T24 P Phillyrea sp. - - - - - - 0.3 13.3 - - - - - - - 0.6 - - 17 47 03 133 74 1574
Other only-polleniferous taxa 1.3 0.4 0.3 0.5 0.8 1.6 1.7 0.7 2.8 2.7 0.5 8.9 4.8 2.7 0.5 2.3 1.2 06 |100 19 03 89 21 1100
Indeterminate 3.2 3.9 3.9 1.7 3.2 11 4.6 11 438 13 2.7 4.0 8.4 2.0 - 2.9 7.8 26 |94 35 11 84 21 599
Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Pollen density (103 PG/10 g)d 21 41 76 202 25 143 46 115 35 94 20 51 33 64 48 25 149 31 68 20 202 52 77
Physico-chemical data®
Color 180 110 180 180 180 350 410 110 110 270 110 350 350 270 410 180 550 460 264 110 550 136 515
Electrical conductivity 024 020 023 025 020 022 031 019 022 020 015 026 027 021 028 021 042 0.39 02 02 04 01 277




Table S1. (Supplementary content) continued.

Melissopalynological data 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
No.2 Taxa Group I - other "spring” honeys - RF(%)°
T18 N,P Citrus sp. - - - - - - - - - - - - - -
T5 N,P Erica arborea 13 1.6 0.3 - - 3.6 - 5.1 0.2 1.0 59 113 146 44
T8 N,P Salix sp. - 5.9 0.3 0.3 14 11 - - 0.9 0.2 21.9 4.8 29.9 -
T11  N,P Prunus form - 0.7 - 1.3 14 0.4 1.2 - - - 3.3 - 2.0 -
T7 N,P Lotus sp. 2.0 0.3 4.4 6.8 3.2 8.2 2.0 0.6 0.7 164 - 11.3 - 1.3
T10 N,P Rubus sp. 7.9 0.7 0.7 10.0 9.5 - 10.6 5.7 4.4 5.2 3.0 2.7 - -
T9 N,P Trifolium sp. 193 49 441 394 376 32 81 159 222 166 0.7 1.7 - -
T6 N,P Genista form 15 2.3 1.0 3.9 5.7 315 1.2 - 2.8 0.7 3.7 4.8 286 28.8
T13  N,P Echium sp. 12.4 - 3.7 2.3 4.1 2.9 30.1 8.9 35 1.7 6.7 - - 0.6
T26 N,P Viburnum tinus - 0.3 - - - - - - - - - 1.0 3.7 -
T14  N,P Apiaceae 8.4 2.6 0.3 0.6 0.5 7.5 4.9 0.6 11.0 1.0 0.4 14 - -
T22  N,P Asphodelus ramosus subsp. ramosus 0.3 2.9 0.3 0.3 0.7 - 0.6 0.2 0.2 - 0.3 - 0.6
T16  N,P Brassicaceae others 15 147 1.7 4.2 16 54 - - 6.8 1.7 5.2 - 0.7 -
T17 N,P Lavandula stoechas 0.8 0.7 - - - - - - 1.6 - 0.7 1.7 2.0 0.6
T19 N,P Vicia form 2.0 0.3 1.7 1.6 2.2 36 118 76 2.6 7.9 0.7 - - -
T41  N,P Lupinus angustifolius - - - - - - - - - 18.9 - - - -
Other nectariferous taxa 3.6 6.2 6.8 8.4 8.6 2.2 8.1 8.9 6.5 5.5 1.9 1.0 1.7 100
T15 P Actinidia sinensis - 0.3 - - - - - - - 0.7 - - - -
T2 P Cistus sp. 14.2 55 105 1.7 14.3 7.2 8.9 185 138 8.2 15.6 4.8 0.3 4.4
T1 P Quercus sp. 19.8 29.0 2.0 2.3 14 18 7.3 8.3 13.1 6.5 8.6 17.9 4.8 7.5
T3 P Castanea sativa 0.3 147 183 7.1 5.1 4.7 0.8 7.0 7.2 4.0 119 244 1.0 33.8
T4 P Fraxinus ornus 0.5 0.7 0.3 0.3 0.3 0.7 04 25 0.5 - 3.3 0.3 2.0 0.6
T12 P Eucalyptus sp. - 0.3 - 0.3 - - 0.4 - 0.5 0.7 - 0.7 3.4 -
T25 P Olea sp. 3.6 - 1.0 0.6 - - 0.8 0.6 - - - - - -
T20 P Pistacia lentiscus 0.5 2.3 - - - 9.3 - 0.6 0.7 - 45 1.0 4.1 4.4
T24 P Phillyrea sp. - 0.7 - - - 2.9 - - - - 0.4 2.1 - 1.9
Other only-polleniferous taxa - 0.3 0.3 1.0 - 0.4 0.8 13 - 0.7 1.1 4.5 0.3 -
Indeterminate 0.3 2.3 2.0 1.9 3.0 2.9 2.4 7.0 0.7 2.0 0.4 2.1 0.7 13
Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Pollen density (103 PG/10 g)d 235 36 219 254 603 60 54 63 78 66 146 60 57 32
Physico-chemical data®
Color 18,0 270 410 410 620 180 180 180 350 180 350 180 41.0 180
Electrical conductivity 016 017 023 022 034 016 021 020 029 017 025 018 0.20 0.18




Table S1. (Supplementary content) continued.

Melissopalynological data 33 34 35 36 37 38 39 40 41 PR Mean Min. Max. SD CV
No.? Taxa Group Il - other "spring” honeys - RF(%)°
T18 N,P Citrus sp. - - - - - - - - - - - - - - -
T5 N,P Erica arborea 21.3 - 81 119 88 56 297 109 6.1 |8 80 02 297 7.6 949
T8 N,P Salix sp. 15.0 - 27 183 28 - 0.5 0.7 - 70 6.7 02 299 93 1394
T11  N,P Prunus form - - 1.0 0.8 0.4 0.3 0.5 2.2 - 57 12 03 33 09 755
T7 N,P Lotus sp. - 2.6 7.8 - 46 528 - 3.4 18 |78 72 03 528 121 1675
T10  N,P Rubus sp. 04 117 20 - 0.7 - - 0.4 13 | 74 45 04 117 40 884
T9 N,P Trifolium sp. 04 338 81 - 1.1 - - 0.7 - 74 152 04 441 152 100.2
T6 N,P Genista form 5.4 0.6 51 101 25 9.8 1.9 4.5 88 [96 75 06 315 94 1253
T13  N,P Echium sp. - 2.6 - 2.1 1.8 0.7 - - 140 |70 61 06 301 75 1232
T26  N,P Viburnum tinus 0.4 - 0.3 - 0.4 0.3 0.5 0.4 09 |43 08 03 37 11 1277
T14  N,P Apiaceae - 1.9 - 1.0 2.8 75 175 112 48 |8 45 03 175 48 106.0
T22  N,P Asphodelus ramosus subsp. ramosus 0.4 0.6 - 0.3 1.8 - - 0.4 09 |70 07 02 29 07 1041
T16  N,P Brassicaceae others - 1.9 - - 1.8 - - 1.1 04 |61 35 04 147 38 1082
T17  N,P Lavandula stoechas 0.4 - 3.0 0.5 1.1 - 05 101 - 57 18 04 101 26 1424
T19 N,P Vicia form - 0.6 0.3 - - - - - - 57 33 03 118 36 1076
T41  N,P Lupinus angustifolius - - 0.7 - - - - - - 9 98 0.7 189 129 1316
Other nectariferous taxa 1.3 6.5 8.4 2.3 4.2 5.6 4.7 45 26 |100 52 10 100 28 535
T15 P Actinidia sinensis - - - - - - - - - 9 05 03 07 03 553
T2 P Cistus sp. 4.2 9.7 8.4 49 21 5.2 85 139 333|100 98 03 333 69 709
T1 P Quercus sp. 200 13 81 233 247 92 118 37 105 |100 106 13 290 81 77.2
T3 P Castanea sativa 142 175 209 106 29.0 - - 161 57 |91 121 03 338 94 774
T4 P Fraxinus ornus 1.3 0.6 - 31 1.8 0.3 1.9 1.1 04 (91 11 03 33 10 876
T12 P Eucalyptus sp. - 1.3 0.3 0.3 0.7 - - 1.1 26 |57 10 03 34 10 993
T25 P Olea sp. - 1.3 - - - - - - - 26 13 06 36 11 843
T20 P Pistacia lentiscus 75 - 2.4 6.2 0.7 - 1.9 45 22 |70 33 05 93 27 804
T24 P Phillyrea sp. 3.3 - 3.7 1.3 0.4 - 9.9 4.1 04 |52 26 04 99 27 1035
Other only-polleniferous taxa - 0.6 2.7 1.6 1.8 0.3 8.5 2.2 22 |78 17 03 85 20 1178
Indeterminate 4.6 45 5.7 1.6 4.2 2.3 1.9 2.6 09 (100 25 03 7.0 17 694
Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Pollen density (10° PG/10 g)" 65 60 101 69 39 26 22 66 46 107 22 603 126 118
Physico-chemical data®
Color 270 410 270 710 180 550 51.0 180 510 33.3 18.0 710 163 487
Electrical conductivity 023 045 022 038 018 032 029 013 044 02 01 05 01 370

# Taxa number is given in Table 1
b Sample number is given in Section 2

“pollen density expressed as the absolute number of pollen grains in 10 g of honey (103 PG/10 g)
¢ Unity of parameters: colour (mm Pfund); electrical conductivity (mS/cm)
° RF expressed as percentage of the pollen counted in the pollen spectrum



Table S2. (Supplementary content) Chemical composition of volatile fraction of Corsican "spring™ honeys.

No® Components* RI (LI RIS Percentage (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
C1 3-Methyl-3-buten-1-ol 711 704 2.7 0.3 3.6 25 35 1.8 0.9 11.3 5.1 3.0 0.5 0.6 2.3 1.9
C2 Methyl-benzene 745 741 45 2.6 4.9 4.1 10.4 3.3 24 15.6 15 7.8 125 2.1 5.7 9.8
C3 Hexanal 777 773 0.6 0.5 2.0 13 0.8 0.7 1.2 1.6 11 1.0 15 0.5 1.7 1.1
C4 Octane 800 790 1.2 15 2.8 2.3 4.7 1.4 1.0 11 0.6 0.3 1.2 0.5 1.7 0.5
C5 3-Furaldehyde 799 800 4.2 2.2 35 2.9 4.8 3.1 4.4 3.7 0.7 1.3 11 0.9 2.0 2.4
C6 2-Methyl butanoic acid 860 858 0.2 0.1 15 0.9 0.3 3.3 1.2 0.4 0.3 0.2 - 2.4 0.2 0.2
C7 2-Methyl octane 868 873 0.1 tr 0.5 0.2 0.2 0.9 0.8 0.3 0.2 0.2 0.4 0.8 0.4 0.2
C8 Nonane 900 893 0.4 0.5 0.5 0.3 1.9 0.2 0.2 1.4 0.7 0.5 25 0.2 0.3 0.9
C9 Benzaldehyde 929 924 3.9 4.0 4.6 2.8 3.8 17.9 5.6 6.0 3.0 4.0 3.6 7.3 2.4 4.8
C10 Hexanoic acid 975 969 1.0 0.9 14 0.8 0.7 0.8 0.6 0.4 0.5 0.5 0.4 0.5 0.9 0.6
C11 Octanal 981 982 0.7 0.6 1.6 15 0.9 1.2 2.1 0.8 1.3 0.6 0.8 15 0.7 0.8
C12 2,2,4,6,6-Pentamethylheptane 995 992 1.3 0.4 11 0.9 2.2 0.6 1.7 24 0.6 1.6 0.7 0.9 1.0 16
C13 p-Methylanisol 1004 995 0.8 0.4 0.3 0.4 0.5 0.1 0.6 1.0 0.3 0.8 - 0.9 0.8 15
C14 Phenylacetaldehyde 1012 1006 2.7 3.2 4.5 3.0 6.4 5.5 6.1 43 9.8 32.1 39.1 8.1 10.0 19.7
C15 p-Cymene 1015 1008 - 0.5 1.0 0.7 - - 0.8 - 0.9 - - 0.5 - -
C16 Acetophenone 1036 1037| 0.2 0.4 0.1 0.2 - 0.3 0.3 - 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.3
C17 trans-Furanoid-linaloxide 1058 1049 1.3 1.9 4.0 3.9 1.3 21 15 0.8 0.9 0.8 0.8 1.2 0.9 0.8
C18 cis-Furanoid-linaloxide 1072 1064 1.2 1.0 2.0 2.0 12 1.2 14 0.7 0.8 0.7 0.7 1.0 0.9 0.8
C19 p-Phenylethanol 1085 1077| 5.8 - - - - 5.6 2.6 - 5.3 - - 5.7 3.1 -
C20 Nonanal 1076 1079 2.2 2.3 14 0.9 1.6 1.4 0.9 7.6 1.8 2.9 3.0 21 5.2 3.6
C21 Linalol 1086 1084 - 1.8 6.6 1.8 0.2 - 2.6 - - 1.2 2.3 4.2 - 1.4
C22 Hotrienol 1083 1085 - 1.9 34 10.5 - - - - - - - - - -
C23 Isophorone 1100 1087 - tr tr - - 25 2.7 - 4.9 4.2 - 0.2 - 3.0
C24 4-Oxoisophorone 1111 11021 0.9 0.5 0.9 0.9 - 0.8 11 - 0.9 1.4 0.3 0.4 0.8 1.2
C25 (2S, 2'S, 5'S) -Lilac aldehyde 1124 1112 7.9 8.9 2.9 8.2 8.5 4.0 44 3.3 7.4 45 25 7.9 4.1 5.9
C26 Dihydrolinalool 1118 1116 tr 0.8 3.0 1.9 - 15 11 - 0.9 0.9 05 0.7 0.9 0.9
C27 (2R, 2'S, 5'S) -Lilac aldehyde 1133 1121| 14.8 16.5 5.6 12.8 14.2 7.4 8.9 5.8 13.8 8.1 4.9 14.7 6.9 10.1
C28 (2R, 2'R, 5'S) -Lilac aldehyde 1146 1134 7.3 8.1 2.4 5.9 6.7 3.3 4.1 2.8 6.6 3.9 2.2 6.5 3.1 4.6
C29 Octanoic acid 1156 1167 0.3 2.8 6.0 4.5 1.2 14 1.9 0.6 1.6 0.5 tr 0.9 1.6 15
C30 Decanal 1180 1174 238 0.9 11 11 - 2.2 1.0 1.3 1.3 1.0 tr 15 0.2 -
C31 p-Menth-1-en-9-al (isomer 1) 1188 1184 2.2 1.2 2.0 1.9 1.8 2.5 1.3 15 1.9 14 2.0 2.7 1.9 2.1
C32 p-Menth-1-en-9-al (isomer 2) 1190 1186 2.1 16 2.5 21 2.0 18 1.7 0.5 2.1 1.0 1.6 2.2 16 18
C33 p-Anisaldehyde 1218 1208| 0.3 0.1 0.3 0.1 - 0.2 0.3 - 0.2 1.3 - 0.3 0.3 1.4




Table S2. (Supplementary content) continued.

No® Components* RI (Lit® RI° Percentage (%)°
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
C34 2,3,5-Trimethylphenol 1242 1248 - 0.1 0.2 0.4 - 0.5 0.4 - 0.2 - - 0.2 0.3 -
C35 4-n-Propylanisol 1254 1264 3.1 0.2 15 0.5 - 0.4 5.6 - 1.3 1.1 1.3 1.0 0.5 0.7
C36 Nonanoic acid 1263 1271 3.3 1.0 4.9 0.8 4.6 3.0 4.1 25 3.6 0.5 - 2.3 3.4 15
C37 3,4,5-Trimethylphenol - 1290 0.4 0.3 0.2 0.2 - 0.4 14 - 0.7 - - 0.3 0.4 0.4
C38 Methyl anthranilate 1308 1300 24 0.8 0.3 0.9 0.9 0.2 0.6 0.5 14 1.6 2.6 0.7 35 2.2
C39 cis-p-Mentha-1(7),8-dien-1-hydroperoxide - 13481 0.3 0.4 0.4 0.5 - 0.3 0.2 - 0.2 0.7 - 0.5 0.4 0.4
C40 Decanoic acid 1353 1362 0.8 1.4 1.6 1.7 0.9 21 1.8 0.8 14 14 - 0.6 0.7 1.0
C41 Methyl 3,5-dimethoxybenzoate - 1494 - - - - - - - - - - - - - -
C42 Methyl syringate - 1722 - - - - - - - - - - - - - -
C43 Tricosane 2300 2305 0.5 0.1 0.2 - - 0.2 0.2 - 0.2 - 0.5 - 0.5 -
Total identification (%) 85.4 4.7 90.3 92.3 91.2 92.1 88.7 87.0 95.2 103.2 100.7 97.6 84.5 105.6

Total peak area’

2.2E+06 5.5E+06 3.2E+06 3.6E+06 1.3E+06 4.8E+06 6.3E+06 1.4E+06 5.7E+06 2.7E+06 2.0E+06 6.3E+06 2.7E+06 2.4E+06

Hydrocarbons 8.0 5.6 11.0 8.5 19.4 6.6 7.1 20.8 4.7 10.4 17.8 5.0 9.6 13.0
Oxygenated compounds 76.4 67.1 76.3 79.8 66.8 79.5 74.6 58.2 81.5 82.8 71.9 80.6 61.9 78.6
Phenolic compounds 24.1 12.6 17.9 13.3 22.0 34.4 26.7 27.4 24.8 48.9 59.3 27.2 27.2 40.8
Furan compounds 36.7 38.6 20.4 35.7 36.7 21.1 24.7 17.1 30.2 19.3 12.2 32.2 17.9 24.6
Linear compounds 18.1 16.0 36.6 32.1 235 22.7 20.7 32.5 21.2 15.1 12.0 16.0 217 16.3
Terpenic compounds 37.1 44.6 35.8 52.2 359 24.1 28.0 154 355 23.2 175 421 20.7 28.8
Ketones 11 0.9 1.0 11 0.0 3.6 41 0.0 6.0 5.8 0.5 0.7 1.0 45
Aldehydes 51.7 50.1 34.4 44.5 515 51.2 42.0 39.2 51.0 63.1 62.3 56.2 40.1 58.3
Esters 24 0.8 0.3 0.9 0.9 0.2 0.6 0.5 1.4 1.6 2.6 0.7 35 2.2
Alcohols 8.9 7.1 20.4 27.8 3.7 9.8 9.0 11.3 12.2 51 3.3 11.7 7.0 4.6
Acids 5.6 6.2 154 8.7 7.7 10.6 9.6 4.7 7.4 31 0.4 6.7 6.8 4.8
Oxides 6.7 3.9 8.2 7.3 3.0 4.1 9.3 2.5 3.5 4.1 2.8 4.6 3.5 4.2

& Order of elution is given on apolar coloumn (Rtx-1)

b Retention indice of literature on the apolar column reported from references (Konig et al., 2001 [1]; NIST, 2008 [2])

° Retention indice on the Rtx-1 apolar column
d Compound values expressed as percentages.
Y Total peak area was expressed in arbitrary units

References

[1] Konig, W.A.; Hochmuth, D.H.; Joulain, D. Terpenoids and Related Constituents of Essential oils; Library of Mass Finder 2.1, Institute of Organic Chemistry: Hamburg, Germany, 2001.
[2] National Institute of Standards and Technology (NIST). Spectral Database for Organic Compounds.
In NIST Chemistry WebBook; Available online: http://webbook.nist.gov/chemistry (accessed on 01 September 2013).



Table S2. (Supplementary content) continued.

No? Components* RI(Lit® RI° Percentage (%)*

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
C1 3-Methyl-3-buten-1-ol 711 704 6.7 0.4 2.1 14 0.5 3.7 0.8 0.6 0.5 24 2.6 3.0 0.4 6.0
C2 Methyl-benzene 745 741 141 3.0 6.2 2.7 15 7.1 3.0 6.3 25 5.1 4.9 10.1 1.6 10.3
C3 Hexanal 777 773 0.8 0.5 13 15 2.1 6.3 0.4 11 0.3 2.0 1.0 0.6 1.1 2.8
C4 Octane 800 790 0.8 0.5 1.2 2.2 33 2.2 2.6 5.4 0.8 14 5.4 5.6 1.6 25
C5 3-Furaldehyde 799 800 3.2 0.6 5.9 3.0 2.9 5.9 45 1.9 3.2 25 2.4 3.3 2.8 2.8
C6 2-Methyl butanoic acid 860 858 0.3 0.7 0.4 0.1 0.9 11 0.5 0.3 0.4 2.3 3.7 21 38 0.4
C7 2-Methyl octane 868 873 0.2 0.5 0.9 0.5 0.9 0.7 - 0.2 0.1 0.7 0.9 0.9 0.5 0.4
C8 Nonane 900 893 0.6 0.3 0.3 1.0 0.6 1.7 2.3 1.9 0.4 0.2 1.1 2.1 1.9 1.6
C9 Benzaldehyde 929 924 6.5 5.3 8.0 55 145 10.2 51 18.4 25 7.0 3.8 7.2 155 6.0
C10 Hexanoic acid 975 969 0.7 0.7 0.9 0.5 33 0.8 11 1.0 1.6 0.8 1.3 14 0.8 0.9
C11 Octanal 981 982 0.8 0.9 0.2 1.7 0.5 0.5 0.9 0.8 0.5 1.8 14 1.6 38 0.8
C12 2,2,4,6,6-Pentamethylheptane 995 992 13 0.5 0.5 4.4 0.2 13 3.7 35 0.6 0.3 4.5 5.2 0.3 5.0
C13 p-Methylanisol 1004 995 4.9 0.3 0.5 0.2 0.2 0.7 - 0.4 0.3 0.9 0.1 0.6 0.1 1.8
C14 Phenylacetaldehyde 1012 1006| 3.9 13.1 0.8 20.9 22.1 20.3 26.9 26.7 20.3 32.9 18.1 145 16.9 29.0
C15 p-Cymene 1015 1008 - 0.8 0.1 - - - - - - - - - - -
C16 Acetophenone 1036 1037 - 0.2 0.2 0.4 - - - - - - - - - -
C17 trans-Furanoid-linaloxide 1058 1049| 09 1.2 1.8 1.8 2.8 35 3.2 2.8 2.9 25 3.0 25 2.2 2.9
C18 cis-Furanoid-linaloxide 1072 1064| 1.1 0.8 1.2 1.2 1.2 1.4 14 1.2 1.6 1.1 14 1.2 1.3 11
C19 p-Phenylethanol 1085 1077 - 33 2.2 - - - - - - 2.7 2.7 - - -
C20 Nonanal 1076 1079 3.4 1.2 3.9 5.1 7.2 0.4 tr - - 2.1 0.9 5.3 2.0 2.6
C21 Linalol 1086 1084 15 - - 17.8 3.7 3.2 23.7 12.9 32.3 - - 6.2 14.2 7.6
C22 Hotrienol 1083 1085 - 0.7 - - - - - - - - 9.7 - - -
C23 Isophorone 1100 1087 13 2.1 4.5 0.1 3.1 12.2 tr - 0.2 24 - 0.2 0.1 -
C24 4-Oxoisophorone 1111 1102 1.4 0.8 1.2 1.3 1.2 2.3 2.0 1.3 1.7 0.6 1.7 11 1.2 0.8
C25 (28, 2'S, 5'S) -Lilac aldehyde 1124 1112 4.4 6.1 1.3 15 - - - - - - - - - -
C26 Dihydrolinalool 1118 1116 tr 1.6 1.3 11 - - - - - - - - - -
C27 (2R, 2'S, 5'S) -Lilac aldehyde 1133 1121| 10.7 11.9 11.8 2.4 - - - - - - - - - -
C28 (2R, 2'R, 5'S) -Lilac aldehyde 1146 1134| 3.3 5.3 5.8 11 - - - - - - - - - -
C29 Octanoic acid 1156 1167 2.0 0.3 0.8 25 11 1.0 2.2 1.6 11 25 1.7 1.3 11 1.3
C30 Decanal 1180 1174 - 0.5 0.9 23 1.9 0.8 1.8 0.7 0.6 1.0 1.6 21 14 2.0
C31 p-Menth-1-en-9-al (isomer 1) 1188 1184 1.9 2.2 2.3 - - - - - - - - - - -
C32 p-Menth-1-en-9-al (isomer 2) 1190 1186 1.8 1.6 1.7 - - - - - - - - - - -
C33 p-Anisaldehyde 1218 1208 4.6 0.2 0.3 - - - - - - 0.6 0.4 0.2 0.3 -




Table S2. (Supplementary content) continued.

No® Components* RI (Lit® RI° Percentage (%)°
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
C34 2,3,5-Trimethylphenol 1242 1248 - 0.1 11 - 0.6 0.8 - - - 0.3 - - 0.1 -
C35 4-n-Propylanisol 1254 1264 5.7 0.3 15 - - 2.3 - - - 1.4 - - - -
C36 Nonanoic acid 1263 1271 3.6 1.0 3.2 2.9 3.2 - 2.3 2.0 1.9 4.9 3.7 29 2.7 2.6
C37 3,4,5-Trimethylphenol - 1290 - 0.5 0.5 0.1 2.0 4.1 - - - 0.7 - - 0.3 -
C38 Methyl anthranilate 1308 1300 1.4 2.5 0.6 - - - - - - - - - - -
C39 cis-p -Mentha-1(7),8-dien-1-hydroperoxide - 1348 - 0.3 - - - - - - - - - - - -
C40 Decanoic acid 1353 1362 0.7 1.0 13 - 1.6 0.1 13 0.7 1.9 1.1 1.8 tr 1.1 1.9
C41 Methyl 3,5-dimethoxybenzoate - 1494 - - - 0.3 - - - - - 0.8 0.7 0.3 0.3 0.6
C42 Methyl syringate - 1722 - - - 0.2 0.1 1.4 0.1 - - 25 0.1 0.5 0.1 1.2
C43 Tricosane 2300 2305 - - 0.5 - - 0.5 - - 0.6 0.2 - - - 0.6
Total identification (%) 109.5 89.8 96.2 105.7 102.2 116.5 110.8 113.7 101.8 111.7 105.6 108.0 106.5 1235
Total peak area’ 18E+06 7.4E+06 5.2E+06 2.8E+06 3.9E+06 2.2E+06 8.4E+05 1.1E+06 2.6E+06 3.2E+06 2.0E+06 2.8E+06 4.0E+06 1.4E+06
Hydrocarbons 17.0 5.6 9.7 10.8 6.5 135 11.6 17.3 5.0 7.9 16.8 23.9 5.9 20.4
Oxygenated compounds 775 68.2 69.5 76.9 76.6 83.0 78.1 74.4 73.8 79.8 63.7 58.1 76.6 75.1
Phenolic compounds 411 29.6 22.0 30.3 40.9 46.9 35.0 51.8 25.6 54.9 30.7 334 35.1 48.9
Furan compounds 23.6 25.9 27.8 11.0 6.9 10.8 9.1 5.9 7.7 6.1 6.8 7.0 9.4 6.8
Linear compounds 21.9 11.3 19.7 27.2 27.3 211 19.9 19.8 11.3 23.7 31.6 34.1 225 314
Terpenic compounds 25.6 325 27.3 26.9 7.7 8.1 28.3 16.9 36.8 3.6 4.4 9.9 20.8 11.6
Ketones 2.7 31 5.9 1.8 43 145 2.0 1.3 1.9 3.0 114 1.3 1.3 0.8
Aldehydes 453 49.4 44.2 45.0 51.2 44.4 39.6 49.6 274 49.9 29.6 34.8 46.9 46.0
Esters 14 25 0.6 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 0.7 0.3 0.3 0.6
Alcohols 8.2 7.3 7.2 204 6.8 11.8 245 135 328 6.1 5.3 9.2 15.0 13.6
Acids 7.3 37 6.6 6.0 10.1 3.0 7.4 5.6 6.9 11.6 12.2 7.7 9.5 7.1
Oxides 12.6 2.9 5.0 3.4 4.2 9.3 4.6 44 4.8 8.4 45 4.8 3.6 7.0

& Order of elution is given on apolar coloumn (Rtx-1)

b Retention indice of literature on the apolar column reported from references (Konig et al., 2001 [1]; NIST, 2008 [2])
° Retention indice on the Rtx-1 apolar column

d Compound values expressed as percentages.

Y Total peak area was expressed in arbitrary units




Table S2. (Supplementary content) continued.

Percentage (%)

No® Components* RI (Lit)° RI°

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
C1 3-Methyl-3-buten-1-ol 711 704 0.4 1.8 3.8 1.9 0.7 2.0 2.8 1.0 12 1.6 2.2 0.8 2.0
C2 Methyl-benzene 745 741 4.7 2.6 17.3 104 24 4.7 10.4 2.6 8.5 5.4 2.9 8.4 6.2
C3 Hexanal 777 773 0.5 4.5 0.9 1.7 0.8 - 1.9 0.1 2.0 0.4 0.6 3.4 1.2
C4 Octane 800 790 0.9 14 1.2 2.2 0.5 0.7 14 0.3 3.2 0.5 0.8 2.6 4.6
C5 3-Furaldehyde 799 800 2.8 8.0 8.3 3.4 33 24 18.5 25 3.1 3.0 2.8 2.6 3.1
C6 2-Methyl butanoic acid 860 858 2.8 14 25 1.9 2.6 0.3 2.4 - 3.3 7.0 7.6 20.4 4.2
C7 2-Methyl octane 868 873 0.8 0.7 0.7 0.8 1.2 - 1.6 0.3 1.7 0.3 0.1 0.5 1.2
C8 Nonane 900 893 0.2 3.5 1.6 0.9 0.8 11 3.8 11 31 1.4 1.0 1.7 1.6
C9 Benzaldehyde 929 924 17.5 9.8 13.3 7.6 14.8 6.6 3.0 8.1 7.6 135 5.4 4.9 51
C10 Hexanoic acid 975 969 0.4 14 0.5 0.7 0.3 2.7 - 0.5 1.0 3.2 3.9 11 1.7
C11 Octanal 981 982 0.8 1.0 13 1.2 0.7 1.2 1.0 0.5 14 0.7 - 6.6 1.3
C12 2,2,4,6,6-Pentamethylheptane 995 992 tr 2.8 14 0.2 0.1 24 15.6 - 29 0.3 0.5 1.7 0.4
C13 p-Methylanisol 1004 995 0.2 15 6.1 0.9 0.5 - - 0.8 0.1 3.0 0.3 0.3 0.4
C14 Phenylacetaldehyde 1012 1006| 25.7 24.2 3.7 36.2 25.7 11.9 13.0 14.3 18.9 7.2 15.1 14.6 17.7
C15 p-Cymene 1015 1008 - - - - - - - - - 0.6 1.2 tr -
C16 Acetophenone 1036 1037 0.3 - 0.2 - 0.5 - - 0.2 - - - - -
C17 trans-Furanoid-linaloxide 1058 1049 1.0 13 11 1.7 1.2 6.3 - 0.5 2.6 0.6 0.8 1.2 1.8
C18 cis-Furanoid-linaloxide 1072 1064| 05 0.9 0.8 0.9 0.8 13 - 0.9 0.8 1.2 0.7 11 1.2
C19 p-Phenylethanol 1085 1077 21 - - - 1.6 - - - - - - - 5.8
C20 Nonanal 1076 1079 14 3.4 0.5 0.8 1.3 tr 2.9 35 tr 2.7 1.0 6.6 14
C21 Linalol 1086 1084 - 2.1 - 4.3 - 29.6 tr 0.3 6.3 - 0.5 2.2 -
C22 Hotrienol 1083 1085 - - - - - - - - - - - - -
C23 Isophorone 1100 1087| 8.6 tr 13 1.7 8.8 - - 19.8 9.6 20.9 29.3 53 7.3
C24 4-Oxoisophorone 1111 1102 1.2 0.8 1.6 0.3 2.3 5.0 - 5.6 2.0 4.3 6.4 1.4 1.6
C25 (28, 2'S, 5'S) -Lilac aldehyde 1124 1112 - - - - - - - - - - - - -
C26 Dihydrolinalool 1118 1116 - - - - - - - - - - - - -
C27 (2R, 2'S, 5'S) -Lilac aldehyde 1133 1121 - - - - - - - - - - - - -
C28 (2R, 2'R, 5'S) -Lilac aldehyde 1146 1134 - - - - - - - - - - - - -
C29 Octanoic acid 1156 1167 0.8 3.8 0.7 15 0.9 19 4.7 1.3 12 11 0.3 0.8 21
C30 Decanal 1180 1174 0.8 11 0.8 14 0.8 - - 0.7 2.0 0.6 0.2 1.8 1.7
C31 p-Menth-1-en-9-al (isomer 1) 1188 1184 - - - - - - - - - - - - -
C32 p-Menth-1-en-9-al (isomer 2) 1190 1186 - - - - - - - - - - - - -
C33 p-Anisaldehyde 1218 1208 0.5 - 0.8 - 0.3 - - 1.0 - 1.1 1.0 - 0.3




Table S2. (Supplementary content) continued.

Percentage (%)d

No® Components* RI (Lit)> RI°
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
C34 2,3,5-Trimethylphenol 1242 1248 1.0 2.0 - 0.5 0.8 - - 2.0 - 0.4 - - -
C35 4-n-Propylanisol 1254 1264 3.8 - 6.3 - 1.9 - - 4.3 - 29 0.8 - -
C36 Nonanoic acid 1263 1271 1.6 3.8 31 3.7 2.6 13 - 3.7 2.2 25 14 4.0 6.4
C37 3,4,5-Trimethylphenol - 1290 - 0.3 - 0.1 3.7 - - 9.4 - 2.9 7.0 - 0.3
C38 Methyl anthranilate 1308 1300 - - - - - - - - - - - - -
C39 cis-p -Mentha-1(7),8-dien-1-hydroperoxide - 1348 - - - - - - - - - - - - -
C40 Decanoic acid 1353 1362 2.1 6.8 1.0 1.0 15 0.6 3.8 19 - 11 1.9 0.7 1.3
C41 Methyl 3,5-dimethoxybenzoate - 1494| 05 - - 0.3 03 - - 0.2 0.4 - 0.7 0.6 0.3
C42 Methyl syringate - 1722 4.1 0.7 - 1.9 0.5 - - 0.3 0.4 0.1 0.4 0.7 0.3
C43 Tricosane 2300 2305| 0.3 - - - - - - 0.5 - - - 0.7 -
Total identification (%0) 117.3 121.6 111.8 122.1 117.2 116.0 121.8 124.2 1225 128.5 135.8 136.7 123.5
Total peak area’ 2.2E+06 1.2E+06 1.9E+06 4.4E+06 4.5E+06 1.6E+06 3.3E+05 4.0E+06 1.9E+06 1.6E+06 2.3E+06 1.4E+06 3.3E+06
Hydrocarbons 6.9 11.0 22.2 145 5.0 8.9 328 4.8 194 85 6.5 15.6 14.0
Oxygenated compounds 81.4 80.6 58.6 75.6 79.2 81.7 54.0 83.4 66.1 81.9 90.3 81.1 68.5
Phenolic compounds 60.4 411 477 57.9 53.0 23.2 26.4 43.2 35.9 37.0 34.8 295 36.4
Furan compounds 4.3 10.2 10.2 6.0 5.3 10.0 18.5 3.9 6.5 4.8 43 4.9 6.1
Linear compounds 13.8 374 20.0 19.9 14.8 22.8 41.9 154 25.2 234 215 53.4 311
Terpenic compounds 15 4.3 19 6.9 2.0 45.8 0.0 1.7 9.7 24 3.2 45 3.0
Ketones 10.1 0.8 31 2.0 11.6 5.0 0.0 25.6 11.6 25.2 35.7 6.7 8.9
Aldehydes 50.0 52.0 29.6 52.3 477 221 40.3 30.7 35.0 29.2 26.1 40.5 318
Esters 0.5 0.0 0.0 0.3 0.3 0.0 0.0 0.2 0.4 0.0 0.7 0.6 0.3
Alcohols 7.3 6.2 38 6.8 6.8 40.2 2.8 12.7 7.5 4.9 9.7 3.0 8.1
Acids 7.7 17.2 7.8 8.8 7.9 6.8 10.9 7.4 7.7 14.9 15.1 27.0 15.7
Oxides 5.8 4.4 14.3 5.4 4.9 7.6 0.0 6.8 3.9 7.7 3.0 33 3.7

& Order of elution is given on apolar coloumn (Rtx-1)
b Retention indice of literature on the apolar column reported from references (Konig et al., 2001 [1]; NIST, 2008 [2])

° Retention indice on the Rtx-1 apolar column
d Compound values expressed as percentages.

Y Total peak area was expressed in arbitrary units

© 2014 by the authors; licensee MDPI, Basel, Switzerland.
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Miels de «magquis d’été >

D’un point de vue pollinique, les miels de «maquis d’été >>présentent une forte
complexité avec de nombreuses espéses vegéales ré@enceéss ; cette diversité se
retrouve au niveau de la composition chimique des fractions volatiles. Des
corrélations ont été mises en évidence entre les apports nectariféres d’Anthyllis
hermmaniae et de Rubus sp. et la teneur en phénylac&aldéhyde. Ce dernier a &é
rapporté comme compose majoritaire des miels monofloraux d’Anthyllis cytisoides
(De la Fuente et al., 2007). Nous avons constaté des concentrations éevéss en
acéophénone et en 2-aminoacé&ophéone - composés caractéistiques des miels de
ch&aignier - dans certains eéhantillons de ces miels classé& comme «magquis d’été >
Dans les spectres polliniques de ces miels, nous avons é&jalement relevé des FR
éeveées en pollen de Castanea sativa ; ces observations confirment la contribution
nectarifée de C. sativa dans ces éhantillons. Enfin, nous observons une teneur
importante en acides lin&ires (acide butanoique, acide 3-méthylbutanoique et acide
hexanoique). Ceux-ci ont été rapportés dans les miels de thym (7hymus sp.) de Grece
et d’Espagne (Alissandrakis ef al., 2007b, 2009 ; Castro-Vazquez et al., 2009) ; ces
résultats nous ont conduit a proposer ces acides linéaires comme indicateurs de la
présence de nectar de Thymus herba-barona. Ainsi, I’analyse multifactorielle montre
que la composition volatile des miels s’avére étre un critére efficace pour détecter les

contributions nectariféeres dans les échantillons d’origine botanique complexe.

Pollen diversity and volatile variability of honey from Corsican Anthyllis
hermanniae L. habitat

Y. Yang, M.J. Battesti, J. Paolini, J. Costa
Chemistry & Biodiversity, 2014, 11 : 1900-1913
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Pollen Diversity and Volatile Variability of Honey from Corsican Anthyllis
hermanniae L. Habitat

by Yin Yang, Marie-José Battesti, Julien Paolini*, and Jean Costa

Université de Corse, UMR CNRS 6134, Laboratoire Chimie des Produits Naturels, Campus Grimaldi,
BP 52, F-20250 Corte (phone: + 33-4-95450187; fax: +33-4-95450180; e-mail: paolini@univ-corse.fr)

Melissopalynological, physicochemical, and volatile analyses of 29 samples of Corsican ‘summer
maquis’ honey were performed. The pollen spectrum was characterized by a wide diversity of
nectariferous and/or polleniferous taxa. The most important were Anthyllis hermanniae and Rubus sp.,
associated with some endemic taxa. Castanea sativa was also determined in these honeys with a great
variation. The volatile fraction was characterized by 37 compounds and dominated by phenolic aldehydes
and linear acids. The major compounds were phenylacetaldehyde, benzaldehyde, and nonanoic acid.
Statistical analysis of pollen and volatile data showed that 18 samples were characterized by a high
abundance of phenylacetaldehyde, which might relate to the high amount of A. hermanniae and Rubus
sp. Eleven other samples displayed a higher proportion of phenolic ketones and linear acids, which
characterized the nectar contribution of C. sativa and Thymus herba-barona, respectively.

Introduction. — The specificity of Corsican beekeeping is founded on the environ-
mental characteristics of the island (biodiversity of flora, bioclimatic conditions, and
topography), the endemic black honeybee, and the typical hive management. Corsican
honey, i.e., ‘Miel de Corse-Mele di Corsica’, was certified by the European Protected
Designation of Origin (PDO) and classified according to six designations: ‘spring’,
‘spring maquis’, ‘honeydew maquis’, ‘chestnut grove’, ‘summer maquis’, and ‘autumn
maquis’, according to the harvest season and the geographic location of the apiaries [1-
3]. According to Decree No. 2010-1045 [2], the control of Corsican honey origin was
carried out by melissopalynological analysis accompanied by organoleptic and
physicochemical analyses. Recently, some chemical analytical methods such as
headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) have also been developed for
the determination of botanical origins of Corsican honey [4][5].

Anthyllis hermanniae L. grows wild in the eastern Mediterranean basin from the
Balkan to Turkeys; it is not found in France (except Corsica), Spain, or Italy (except
Sardinia, Sicilia, Elba Island, Calabria, and the peninsula of Salento) [6-8]. Corsica
and Sardinia are the limit of its western distribution. From a taxonomic viewpoint,
Brullo and Giusso del Galdo [9] recently reported that Corsican A. hermanniae
populations are quite different from those of other geographical areas; they were
classified at the subspecies level as A. hermanniae ssp. corsica. A. hermanniae is very
attractive and thus visited by honeybees, essentially for nectar in May and June [10]. Its
particular pollen morphology, a tetracolporate grain, was mentioned for the first time in
the pollen spectra of Corsican honeys; it is considered to be one of the characteristic
taxa for geographical origin determination of honey from Corsica [10][11]. Only one

© 2014 Verlag Helvetica Chimica Acta AG, Ziirich
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study has reported the presence of A. hermanniae, but as isolated pollen in pine and
cotton honeys from Greece [12]. Only one paper reported the chemical composition of
an Anthyllis honey sample (A. cytisoides) from Spain [13]. The HS-SPME volatile
fraction of this Spanish honey was dominated by phenylacetaldehyde (80.7% ) followed
by benzaldehyde (6.9%).

The production areas of honeys with the contribution of A. hermanniae nectar were
in the characteristic landscape of the Corsican mountains (> 600 m altitude) dominated
by associations of subshrub plants (<1 m high) such as endemic species (Genista
salzmannii, G. corsica, Thymus herba-barona, and/or Teucrium sp.) associated with the
specific eastern Mediterranean species (A. hermanniae), and several euri-Mediterra-
nean species (especially Rubus sp.). As defined in Decree No. 2010-1045 [2], the light
honeys derived from these typical taxa associations are named ‘summer maquis’
honeys. The organoleptic characteristics of these honeys were described as vegetal,
floral, and fruity, but aromatic for a light honey. However, the topography and
landscape of Corsica offer other resources at the same period. For instance, Castanea
sativa is also visited by honeybees for pollen and nectar in wood forests neighboring
these subshrub associations.

To obtain an overview of the diversity of Corsican ‘summer maquis’ honey, a
multidisciplinary approach was used in this work. It was based on the comparison of the
results obtained by melissopalynological analysis (total pollen spectrum and pollen
density) and physicochemical parameters (color and conductivity) with those of
volatile-component analysis. For this purpose, the study of the volatile fraction of
Corsican ‘summer maquis’ honey samples was carried out using HS-SPME, GC-FID,
and GC/MS analyses. To our knowledge, no other study has focused on the volatile
composition of honey obtained with the contribution of A. hermanniae nectar.

Results and Discussion. — Geographical-Origin Determination of Corsican ‘Summer
Magquis’ Honeys. Melissopalynological analysis of 29 samples of Corsican ‘summer
maquis’ honey (Samples S1-S29) allowed the determination of 83 taxa including 65
nectariferous taxa and 18 only-polleniferous taxa. Among them, 58 characteristic taxa
of ‘summer maquis’ honey could be distinguished by a presence ratio (PR) higher than
10%. These taxa (T1-T58) are listed in Table 1, with their geographical origin, which
was indicated by the biogeographical code (BC) according to Gamisans [6], the PR,
and the vegetation level. The 25 taxa with a PR<10% determined in the 29 honey
samples were Campanula sp., Citrus sp., Daphne gnidium, Erica terminalis, Pistacia
lentiscus, Bituminaria bituminosa, Sedum sp., Silene gallica, Vitis vinifera, Actinidia
sinensis, Aesculus hipppocastanum, Anemone hortensis, Betula pendula, Centaurium
erythrae, Helianthemum sp., Juglans regia, Knautia integrifolia, Papaver sp., Ranuncu-
laceae others, Reseda sp., Rhamnus alaternus, Rosmarinus officinalis, Sherardia
arvensis, Urticaceae, and Verbascum sp.

The geographical-origin authentication was founded on the analysis of taxa
directory and the characteristics of global distribution of identified taxa (biogeo-
graphical origin) [11]. The analysis of the biogeographical distribution showed the
association of taxa from various biogeographical origins. Most of them were
Mediterranean species (26 taxa of BC -3, containing essentially taxa of western
Mediterranean origin), followed by Eurasian and Atlantic species (15 taxa of BC 5
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Table 1. Geographical Origin of the Taxa Determined in Corsican ‘Summer Maquis’ Honey

Taxon?) Taxon BCP) N¢) PY) PR  Repartition of vegetation levels®)
number [%]°)
Stachys glutinosa T1 12 14 T™ ME sm mo
Thymus herba-barona 72 14 * 79 me sm MO OR
Helleborus lividus 73 14 24 me SM MO or sa
ssp. corsicus
Teucrium sp. T4 12,25, 62 * 38 T™ ME SM mo
Genista sp.?) N 14 * 90
G. salzmannii var. tm me SM
salzmannii
G. salzmannii var. sm MO OR
lobelioides
G. corsica i tm ME SM
Erica arborea 76 21 59 ™ ME SM mo
Myrtus communis 17 21 14 i T™ ME
Lavandula stoechas 78 21 17 ™ ME
Asphodelus ramosus 79 21 17 ™ ME sm
SSp. ramosus
Lupinus angustifolius T10 21 14 i ™ ME sm
Asteraceae Carduus/ T11 21 14 ™ ME SM
Galactites form
Asteraceae Tyrimnus form T12 21 17 li tm ME
Olea sp. Ti3 21 14 li T™™M ME
Phillyrea sp. Ti4 25 10 ™ ME
Anthyllis hermanniae Ti5 28 * 100 tm me SM MO OR
Cytisus/Calicotome form T16 21,25 28 LI ME SM
Allium sp. T17 21,25 14 T™ ME sm
Cistus sp.") TI8 21,29 79 T™ ME sm
Trifolium sp. T19 21,31,51 45 LI ME SM mo
Quercus sp.}) 120 21,35, 55,58 100 ™ ME SM mo
Lotus sp. 121 21,51 41 LI TM ME SM MO
Asteraceae Dittrichia form 122 21,94 21 T™ ME SM mo
Asteraceae Achillea form 123 21,94 10 T™ ME SM mo
Echium sp. 124 31 52 ™ ME SM
Rubus sp. 125 31,35 * 100 tm ME SM mo
Rosa sp. 126 31,51 * 34 RI1 ME SM mo
Clematis sp. 127 31,54 31 ril-2 ™ ME SM
Crataegus monogyna 128 51 59 tm ME SM mo
Jasione montana 129 54 * 48 i tm ME SM MO
Fraxinus ornus T30 58 52 tm ME SM mo
Castanea sativa 131 59 100 ME SM
Asteraceae Helichrysum form T32 59 * 48 LI T™M ME SM mo
Salix sp. 133 51,52 34 RI
Pyrus/Malus form T34 54,99 21 ME SM
Prunus sp. T35 54, 99 * 34 ME SM
Tilia sp. 136 54, 99 21 ril1-2 me sm
Ilex aquifolium 137 65 28 1 SM MO
Hedera helix 738 65 10 tm ME SM mo
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Table 1 (cont.)

Taxon?) Taxon BCP) N¢) PY) PR  Repartition of vegetation levels')
number [%]°)

Eucalyptus sp. 739 99 21 ME
Apiaceae T40 nd 48 nd
Fabaceae others T41 nd 48 nd
Rosaceae others T42 nd 38 nd
Pinus sp. T43 nd P 34 nd
Brassicaceae T44 nd 31 nd
Vicia sp. T45 nd 31 nd
Asteraceae fenestrated form 746 nd 31 nd
Rumex sp. T47 nd P 28 nd
Plantago sp. T48 nd P 28 nd
Scrophulariaceae others T49 nd P 28 nd
Caryophyllaceae 750 nd 17 nd
Asteraceae others 751 nd 17 nd
Centaurea sp. 752 nd 17 nd
Liliaceae others 753 nd 14 nd
Erica others T54 nd 14 nd
Mentha sp. 55 nd 14 nd
Boraginaceae 756 nd 10 nd
Oleaceae others 757 nd 10 nd
Poaceae 758 nd 10 nd

) Taxa are listed in order of their biogeographical code. ) Biogeographical code according to Gamisans [6]; 1,
endemic: /2, steno-Mediterranean origin; 14, Mediterraneo-montane origin; 2, steno-Mediterranean: 2/, wider
steno-Medit.; 25, western steno-Medit. ; 28, northwestern steno-Medit.; 29, western macaronesian steno-Medit.; 3,
euri-Mediterranean: 37, wider euri-Medit.; 35, western euri-Medit.; 5, Eurasian: 51, wider Eurasian; 52, Eurasian;
54, European-caucasian; 55, European, 58, southeastern European; 59, southern European; 6, Atlantic: 62,
Subatlantic; 65, Atlantic Mediterranean; 9, sub-Cosmopolitan: 99, cultivated plants; nd, not defined. ¢) Nectar-
iferous taxa of the ‘summer maquis’ honey flow. ¢) Only-polleniferous taxa. ¢) Presence ratio, i.e., ratio between
the number of samples in which the taxon was present and the total number of analyzed samples, expressed as
percentage. ') Repartition of vegetation levels indicated with the following abbreviations either in uppercase or
lowercase letters (lowercase means rare or at least less common than uppercase): RI/ri 1-3, riparian forest of
meso-Mediterranean, supra-Mediterranean, and mountain regions, respectively; LI/li, littoral and costal lands
(rock, salt land, or dune); TM/tm, thermo-Mediterranean; ME/me, meso-Mediterranean; SM/sm, supra-
Mediterranean; MO/mo, Mountain; OR/or, oro-Mediterranean; SA/sa, subalpine; nd, not defined. &) According
to the flowering period and plant association, Genista sp. contained essentially G. salzmannii var. lobelioides, G.
salzmannii var. salzmannii, and G. corsica. ) Cistus sp. contained C. creticus, C. monspeliensis, and C. salviifolius.
1) Quercus sp. contained essentially Q. ilex, Q. suber, and deciduous Qeurcus sp.

and 6). It should be noted that A. hermanniae (T15), with a presence ratio (PR) of
100%, is the only taxon with eastern steno-Mediterranean origin (BC 28). This species
has been considered since 1990 as an indicator of Corsican origin, because of its absence
from the pollen spectra of honeys from other French and west Mediterranean regions
[10][11]. The originality of pollen directory was also founded on the presence of
endemic taxa (BC 12 and 14) such as Stachys glutinosa (T1), T. herba-barona (T2),
Helleborus lividus ssp. corsicus (T3), Teucrium sp. (T4; represented principally by T.
marum), and Genista sp. (T5; essentially represented by G. salzmannii and G. corsica).
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Table 2. Melissopalynological (pollen spectrum and density) and Physicochemical Characteristics of Corsican

S S2 §3 854 S5 S6 S7 S8 §9 S10 S11 S12 SI3 Si4

Pollen spectrum

Taxon?)

Relative frequency (RF) [%]°)

Main nectar and pollen taxa

T15

125

Sum of T15
and 725

T5

T2

128

T19

129

124

T6

T31

Other nectari-
ferous taxa

338 138 206 184 72 109 152 73 147 71 64 57 63 34
09 173 70 91 194 139 96 156 63 44 90 83 68 97
346 312 27.6 275 266 248 248 228 209 114 153 140 131 131

- 12 07 18 13 30 09 03 31 02 05 13 05 19

04 01 02 03 - - 02 - - - 01 01 01 -

- - 02 130 105 01 191 - - 02 - - - 0.8

- 13 - - 135 09 - - 73 - 0.1 12 1.0 -

04 01 02 02 - - - - - - - 03 - -

- - - - 38 01 - 01 - 02 - 00 01 -
04 01 21 05 03 04

43.0 632 658 511 68 647 500 676 346 839 794 798 783 783
35 23 09 30 169 23 22 38 183 20 13 23 40 41

Main only-polleniferous taxa

120
T18
Other only-

polleniferous taxa

158 03 09 23 105 08 25 27 94 06 10 01 05 01
09 - 07 - 38 17 - - 10 06 03 07 18 01
09 02 09 03 25 12 03 15 05 02 03 - 04 -

Pollen density

Pollen density expressed as the absolute number of pollen grains in10 g of honey [ x 10° PG
4292475 762 281.8 725 119.0 2523 255.0 66.0 90.5 156.7 481.3 298.0 484.7

Physicochemical characteristics

Coloration [mm Pfund]

11.0 110 270 180 180 270 180 110 11.0 18.0 27.0 41.0 410 35.0
Electrical conductivity [mS/cm]

020 0.19 036 020 019 022 0.19 0.18 018 038 033 036 034 027

) For the taxon number and details, ¢f Table 1. ©) Relative frequency (RF): number of pollen grains of
a specific taxon with respect to the total number of pollen grains counted in a honey sample, expressed

Finally, the taxa directory showed the richness of natural meliferous resources. Indeed,
only few taxa, i.e., Pyrus and Malus sp. (T34), Prunus sp. (135), and Eucalyptus sp.
(T39), were cultivated species (BC 99). These results certified the geographical origin
of the 29 samples in agreement with the database of Corsican honey [1].

In Corsica, the association of A. hermanniae (T15) and endemic taxa, viz., Genista
sp. (15), T. herba-barona (T2), and Teucrium sp. (T4), was found the typical subshrub
vegetation that was widespread in the superior meso-Mediterranean (>400 m) and
supra-Mediterranean level (SM; >700 m). Otherwise, these vegetation levels ex-
hibited also Rubus sp. (T25) as frequent species, various forest dwellers such as oak
(Quercus sp. (T21)) and chestnut groves (C. sativa (T31)) associated with Fraxinus
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‘Summer Maquis’ Honey Samples S1-S29

S15 Si6  S17  S18 S19  S20 821 S22 §23 S24 S§25  S26  S27 8§28  S§29

1.3 19 34 39 82 78 96 119 33 26 35 14 27 20 06
145 130 78 114 58 24 50 73 62 61 45 47 33 28 16
158 149 112 153 140 102 146 192 95 87 80 61 60 48 22

05 23 08 72 06 01 1.7 25 02 01 04 07 - 00 -

02 04 01 07 06 05 1.7 1.7 0.2 12 05 01 06 02 01

0.3 1.0 01 19 - - 01 01 - 03 01 02 - 04 -

09 - 02 01 - - - - 0.1 - - 02 01 - -

- 04 - 03 123 02 07 81 - - - - 06 00 04

02 02 09 - - 09 - 03 01 - 01 - 02 01 -
1.9 30 32 07 03 01 0.3 04 03 02 0.1

67.0 683 82.6 565 653 754 776 598 861 854 879 892 88.6 92.0 954
70 40 08 81 04 44 1.1 0.5 0.4 08 09 14 1.5 05 05

2.1 56 06 52 14 52 09 65 20 23 09 11 16 07 03
35 01 23 - 1.1 05 03 1.1 0.3 03 04 03 - 01 01
13 06 02 08 08 12 02 01 0.4 01 03 04 01 01 09

10 g
133.6 125.1 1884 2364 2145 2261 1662 471.0 7012 1950.0 155.0 4153 232.1 890.5 279.2

460 510 510 71.0 510 510 620 620 510 71.0 710 620 510 62.0 510

046 043 058 046 047 061 066 059 066 068 116 072 0.60 098 114

as percentage.

ornus (T30), and some Erica arborea (T6) shrublands with typical association of
Crataegus monogyna (T28) [14].

Botanical-Origin Determination of Corsican ‘Summer Maquis’ Honeys. Melissopa-
lynological analysis and physicochemical parameters were used to determine the
botanical origins of the honey samples. The results exhibited a considerable variability
of the pollen data and physicochemical properties (7able 2). The relative frequency
(RF) of the characteristic taxa showed great variation, and the pollen density varied
from 42.9 x 103 to 1950.0 x 103 pollen grain (PG)/10 g. Minimum and maximum values
of coloration and electrical conductivity were 11.0 and 71.0 mm Pfund as well as 0.18
and 1.16 mS/cm, respectively.
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The most characteristic taxa were A. hermanniae (T15) and Rubus sp. (725). They
were present in all the honey samples, but their RF varied from 2.2 to 34.6%. The great
variation in the RF distribution allowed some honey samples to be distinguished. Nine
samples (S7-S9) had total amounts of 775 and 725 greater than 20%. These honeys
displayed a lower RF,gunea (60.8—67.6% ) and pollen density (42.9 x 103-281.8 x 10° PG/
10 g). In addition, lower values of coloration (<270 mm Pfund) and electrical
conductivity (<0.4 mS/cm) were also characteristic of these honey samples. These
results allow the conclusion that A. hermanniae and Rubus sp. are the most significant
nectar contributors for these honeys. On the contrary, C. sativa did not contribute to
their nectar composition. Seven samples (523-S529) displayed lower total amounts of
T15 and T25 (< 10%) associated with higher values for the RF ¢ gnea (85.4-95.4% ) and
the pollen density (155.0 x 10°~1950.0 x 10° PG/10 g). Moreover, they had higher
values of coloration (>51.0 mm Pfund) and electrical conductivity (>0.60 mS/cm).
Considering the higher values of RF ¢, anea, cOloration, and electrical conductivity, C.
sativa was considered to significantly contribute to the nectar collected.

The other 13 samples (S10-S522) displayed amounts of Anthyllis and Rubus species
between 10 and 20% and of C. sativa (T31) between 56.5 and 83.9%, with a great
variability of the pollen density (90.5—484.7x10° PG/10 g). These samples also
showed great variability of coloration (11-71 mm Pfund) and electrical conductivity
(0.18-0.66 mS/cm). As an ‘under-represented’ taxon, 7. herba-barona (essentially
nectariferous) could have contributed to the nectar in some samples that had RF of T.
herba-barona >0.5% and higher coloration and electrical conductivity (>51 mm
Pfund and > 0.4 mS/cm, resp.).

The botanical diversity of the honey samples could be explained by the contribution
of A. hermanniae, providing essentially nectar, but the hives also need important
polleniferous resources such as C. sativa, Rubus sp., Genista sp., Crataegus monogyna,
and Jasione montana, which bloom before or at the same time as A. hermanniae and
could provide pollen and/or nectar.

Volatile Composition of Corsican ‘Summer Maquis’ Honeys. The volatile fraction of
the ‘summer maquis’ honey samples was characterized by 37 compounds accounting for
80.0 to 98.5% of the total composition ( 7Table 3). Among them, 16 compounds, viz., CI,
C2, C7-CI3, Cl6, CI8, C19, C27, C28, C33, and C37, were detected in all the honey
samples.

The volatile fraction was rich in phenolic compounds (31.2-72.5%), especially in
phenolic aldehydes (20.8-65.2%). Phenylacetaldehyde (C16; 12.5-57.8%) and
benzaldehyde (C12;4.4-18.2% ) were identified as the main components. The contents
of phenolic ketones (0.0-17.5% ) and phenolic alcohols (0.0-7.4%) also showed great
variability. For instance, 2-aminoacetophenone (C32) showed a relatively high content
(maximal value of 14.9%) in some honey samples. Indeed it was present at contents
higher than 5% in eight samples (521 and $23-529) and absent in six samples (S, 54,
S5, 87, 89, and S18). Linear compounds (11.6—-46.0%), in particular linear acids (5.5—
36.9%), were also present at high and variable contents in the honey samples, and the
major constituent of this chemical group was nonanoic acid (C33; 0.3-11.6%). The
phenolic compounds methylbenzene (C2), benzaldehyde (CI2), and phenylacetalde-
hyde (C16) as well as the linear compounds hexanal (C5), hexanoic acid (C13),
nonanal (C21), octanoic acid (C27), decanal (C28), and nonanoic acid (C33) have
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previously been reported in honey volatile fractions from a wide range of floral sources
such as rosemary, citrus, acacia, lavender, and eucalyptus [15-17].

Correlation between Chemical Data and Botanical Origin. Canonical correspond-
ence analysis (CCA) was performed to identify the relationship between the
melissopalynological, physicochemical, and volatile data of Corsican ‘summer maquis’
honeys. The CCA was applied to a matrix of six chemical compound groups (phenolic
aldehydes, linear acids, phenolic ketones, phenolic alcohols, phenolic hydrocarbons,
and furan oxides), with the RF of four taxa (sum of 775 and 725, 72, and 731) and two
physicochemical parameters (coloration and electrical conductivity) constituting the
explanatory matrix (7Table 4).

The correlation between these parameters is shown in the Figure. The plot
established according to the two axes suggests the existence of two groups of honey
samples. Group I, containing 18 samples (S1-S18), was characterized by honeys with
high contents of phenolic aldehydes (50.7%), such as phenylacetaldehyde (C16; with
an average content of 41.0% in Group I vs. 21.6% in Group II). In terms of
melissopalynological and physicochemical data, nine samples of Group I (SI-S59) were
characterized by lower values of coloration and electrical conductivity and higher
values of the RF sum of 715 and 725. In addition, this group included nine other
samples (S70-S18). The results suggest that the high amount of phenylacetaldehyde in
the honey samples might be related to the nectar contribution of A. hermanniae and
Rubus sp. As previously reported in the literature [13], the nectar contribution of
another Anthyllis species (A. cytisoides) in honey was also characterized by a high
abundance of phenylacetaldehyde among the volatile compounds. However, no
chemical markers of nectar contribution for Rubus species were reported in the
literature.

Group Il contained 11 samples (S79-S529). This group was characterized by honeys
with high contents of phenolic ketones (10.3 vs. 1.7% for Groups II and I, resp.), in
particular of acetophenone and 2-aminoacetophenone. This group included not only

S11
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Figure. Correlation, obtained by canonical correspondence analysis (CCA), between melissopalynolog-
ical, physicochemical, and volatile data of ‘summer maquis’ honey samples S1-S29. For the abbreviations
of the variables (parameters), cf. Table 4.
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the seven samples (S23-S529) that possessed higher RF values of C. sativa (T31),
coloration, and electrical conductivity and lower RF values of 715 and 725, but also
four other samples (S79-522). This suggests that the high contents of acetophenone
and 2-aminoacetophenone, previously reported as characteristic compounds of
Corsican ‘chestnut grove’ honey [4], might be explained by the influence of the
chestnut-nectar contribution in these honey samples (mean RFc,gne, Of 82.1 and 62.3%
in Groups II and I, resp.). Otherwise, the honey samples of Group II possessed higher
concentrations of linear acids, such as butanoic acid, 3-methylbutanoic acid, and
hexanoic acid, than those of Group I (24.4 vs. 12.3%). These compounds have also been
reported as volatile components of Greek and Spanish thyme honeys [18-20]. Hence,
the higher values of linear acids of Group II might be related to the contribution of T
herba-barona (72;0.7 vs. 0.2% in Groups Il and I, resp.). However, chemical markers
of Greek thyme honey, such as 3,4,5-trimethoxybenzaldehyde, phenylacetonitrile, 3-
hydroxy-1-phenylbutan-2-one, or 1-phenylbutane-2,3-dione [18][19], were not found
in these honey samples.

Conclusions. — The geographical and botanical origins of 29 Corsican ‘summer
maquis’ honey samples were characterized by melissopalynological analysis. The
results showed a great diversity of nectariferous taxa, in particular an association of A.
hermanniae and Rubus sp. with some endemic taxa such as S. glutinosa, Thymus herba-
barona, Helleborus lividus ssp. corsicus, Teucrium sp., and Genista sp. of high altitude.
Moreover, C. sativa was present in the honey samples with a great variation of relative
frequency.

The composition of the volatile compounds of Corsican ‘summer maquis’ honeys
was reported for the first time here and showed a predominance of phenolic
compounds, especially phenylacetaldehyde, followed by linear acids. Statistical analysis
suggests the existence of two groups among the investigated honey samples. Indeed, 18
samples were characterized by a high content of phenolic aldehydes, in particular
phenylacetaldehyde, which might relate to the high total amount of A. hermanniae and
Rubus sp. On the other hand, 11 samples showed a higher concentration of phenolic
ketones and linear acids, which might be due to the nectar contribution of C. sativa and
T. herba-barona, respectively.

Finally, it was confirmed that melissopalynological analysis is a reliable method for
the certification of honey origin, in particular the geographical origin. Moreover, for
honey with complex botanical origins, like Corsican ‘summer maquis’ honey, the
volatile composition proved to be useful for the detection of different nectar
contributions.

The authors are indebted to the Délégation Régionale a la Recherche et a la Technologie de Corse
(DRRT), the Collectivité Territoriale de Corse (CTC), and the European Community for partial financial
support.

Experimental Part

Honey Sampling. In this study, 29 Corsican ‘summer maquis’ honeys (Samples SI1-529),
commercialized with PDO appellation, were selected from the honey reference bank of the Laboratoire
Chimie des Produits Naturels, Campus Grimaldi, Corte, France. These honey samples were stocked
below 14° to ensure an optimal conservation [21]. The selection of the honey samples was performed by
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sensory analysis to guarantee their best state. These honeys were harvested from June to the end of
September between 2004 and 2012 from 17 beekeepers. The apiary locations were essentially in the
region of Niolu, the high valley of Gravona, the high valley of Taravo, and the region of Quenza, with
altitudes mainly above 800 m.

Melissopalynological Analysis. The melissopalynological analyses were performed using the method
described by Yang et al. [4]. Pollen identification was based on ¢) the comparison with reference pollen-
slides available in the Laboratoire Chimie des Produits Naturels, Campus Grimaldi, Corte, France, and
ii) the melissopalynological expertise practice applied for the control of Corsican honey [10][11].
Qualitative (total pollen spectrum) and quantitative (pollen density) analyses were established for each
sample. The occurrence of the characteristic taxa was expressed as relative frequency (RF) in the pollen
spectrum, while the pollen density was expressed as the absolute number of pollen grains in 10 g of honey
(PG/10 g).

The certification of the geographical origin of the Corsican honeys was based on melissopalyno-
logical analysis according to three criteria: i) the diversity of biogeographical origins of species in the
pollen spectrum, ii) the presence of endemic or subendemic species, and iii) the absence of taxa which
were frequent in the neighbor regions and/or countries [10][11]. The determination of the botanical
origin took into account the beekeeping value of each taxon (nectariferous and/or polleniferous taxa and
only-polleniferous taxa), the representation type of nectariferous taxa, and the characteristic species
associations of the honey flow (flowering period).

Physicochemical Analysis. The honey coloration was measured with a Lovibond® Comparator
apparatus [22] and expressed as mm Pfund. The electrical conductivity was determined with a
conductivity meter Micro CM2210 (CRISON, Spain) and expressed as mS/cm [23].

Headspace Solid-Phase Microextraction (HS-SPME) Optimization. The honey volatile fraction was
extracted by HS-SPME with a divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS,
30 um) fiber (Supelco, Sigma Aldrich). The parameter optimization was carried out with honey sample
S18 and was based on the sum of total peak areas measured by a GC-FID system. The following
parameters were optimized: the honey concentration in dist. H,O (0.5, 1.0, and 2.0 g/ml), the Na,SO,
content (1.0 and 2.0 g), the temp. (25, 50, and 70°), the equilibration time (30, 60, and 90 min), and the
extraction time (15, 30, and 45 min).

HS-SPME. The honey volatiles were obtained by extraction of 4 g of honey sample with 4 ml of H,O
containing 2 g of Na,SO, in a 20-ml vial at a temp. of 70° with an equilibration time of 90 min and an
extraction time of 30 min. For each analysis, the fiber was reconditioned for 5 min in the GC injection
port at 280° before sampling and consecutively inserted into the GC-FID and GC/MS injection ports for
5 min for the desorption of the volatile components after sampling. For each sample, the analyses were
performed in triplicate, to ensure that the coefficients of variation of the major compounds and the sum
of the total peak areas were always below 15%.

GC-FID Analysis. After sampling, the honey volatiles were injected with an SPME inlet liner
(0.75 mm i.d.; Supelco) and analyzed with a PerkinElmer AutoSystem XL apparatus (Waltham, MA,
USA) equipped with a flame-ionization detection (FID) system and an Rtx-1 (PDMS) fused-silica cap.
column (30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 1 um). The oven temp. was programmed rising from 60 to
230° at 2°/min and then held isothermal at 230° for 35 min; injector and detector temp, 280°; carrier gas,
H, (1.0 ml/min); injection mode, splitless. The relative contents of the components were calculated from
the GC-FID peak areas without using correction factors.

GC/MS Analysis. The system used for the GC/MS analyses comprised a PerkinElmer Clarus 500 gas
chromatograph coupled to a Clarus 500 mass spectrometer equipped with an Rtx-1 fused-silica cap.
column (30m x 0.25 mm, film thickness 1 um). The GC analytical conditions were the same as indicated
above (cf. GC-FID Analysis). The ion-source temp. was 150° and the ionization energy 70 eV. Electronic
ionization (EI) mass spectra were acquired over the mass range of 35-350 Da (scan time, 1 s).

Compound Identification. The identification of the components was based on i) the comparison of
their GC retention indices (RIs), determined on a nonpolar column rel. to the retention times (¢z) of a
homologous series of n-alkanes (Cs—Csy; Restek, Lisses, France) with linear interpolation, with those of
authentic compounds or those listed in a homemade MS library and ii) the comparison of their R/ and
mass spectra with those of commercial mass-spectral libraries [24][25].
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Statistical Analysis. Canonical correspondence analysis (CCA) was performed by using the CCA
function of the R software (R Foundation, Institute for Statistics and Mathematics, Wirtschaftsuniversi-
tat Wien, Austria).
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111.2. Les miels de miellats

En Corse, les miellats dits <«traditionnels >» sont des miellats de type
meliterranén. Géé&alement, ils sont produits de mai ajuillet et originaires (Battesti
etal., 1997) :

- soit de zones a cistaies caractérisées par ’association de trois espéces de cistes et
de calicotomes ;
- soit de zones forestieres de type chénaie,

- soit de ch&aigneraie et/ou for&s mixtes.

Or, avec I’apparition de Metcalfa pruinosa, insecte signal€pour la premi&e fois
sur I’ile en 1995, une nouvelle miellée est apparue en Corse a partir de 1999 (Battesti
et al., 2007). Cette production de miellat présente la particularit€éde survenir entre
juillet et adut en basse altitude et dans les zones humides (ripisylves). Elle se distingue
trés nettement des prée&lents par une couleur trés fonceée et une viscositétrés marqueée.
Depuis, la production de ces miels ne cesse de croitre et augmente le tonnage des

miels produits sous I’étiquette «miellat du maquis >

Dans cette partie de la thése, nous avons éudi€les compositions volatiles de
miels de la gamme <«miellat du maquis >3 et de miels dits «géné&iques >
commercialisés sans mention particuliere de la gamme, parce qu’ils présentent une
origine complexe de type méange «miel de nectar » et «miel de miellat > Cette
éude doit permettre d’une part d’identifier la diversité chimique propre a la fraction
volatile de la caté&jorie «miellat du maquis >3 et d’autre part de la positionner par
rapport aux variéé de miels de nectars. Les €hantillons éudi& proviennent de 20

exploitations ; ils ont @éré&oltés entre 2004 et 2012 (Tableau A.1-Annexe 2).

111.2.1 Caracté&ristiques polliniques et physico-chimiques

A D’inverse des miels de nectar, il n’y a pas de marquage pollinique primaire
dans les miels de miellats, mais ils possedent les mé@nes enrichissements secondaires
et tertiaires. Leur spectre est caractérisé par 1’absence de taxon nectarifére dominant
ainsi que par une densitépollinique variable et généralement faible. De plus, il s’avére

que des spores, des asques de champignons ou des algues microscopiques (Figure
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A.3-Annexe 5) sont pré&evés au moment de la collecte de la matiée premiee
«miellat >> sur les véyé&aux piques par les insectes. Ces micro-organismes sont
appel& «indicateurs de miellat » En regle géné&ale, les miellats médliterranéns
traditionnels contiennent peu de ces indicateurs, alors que les miellats de Metcalfa en
sont trés riches, souvent en plus grand nombre que les grains de pollen (Battesti et al.,
2007).

Ainsi, apartir des critéres polliniques et physico-chimiques suivants, nous

pouvons distinguer trois groupes principaux d’échantillons parmi les miels éudiés :

- 43 miellats de Metcalfa (MMO01-MM43), caract&isés par une présence importante
des indicateurs de miellat, une faible densité¢ pollinique, 1’association de taxons
typiques de ces miellés (Chenopodiaceae/Amaranthaceae, Artemisia sp., Myrtus
communis, Eucalyptus sp., Plantago sp. et Asparagus sp.) et 1’absence de taxon
nectarifée dominant. Leur teneur en eau est faible (14,6 g/100g) et leurs valeurs de
coloration et de conductivitédectrique sont tres deveées (105,8 mm Pfund et 1,63

mS/cm, respectivement) (Tableau 3);

- 5 miellats de for&s mixtes ou de <«cistaies littorales >> (miellats traditionnels :
MM44 — MM48) dont les spectres pollinique sont dépourvus d’indicateurs de
miellat et de taxon nectarifée dominant, mais riches en espéses uniquement
polleniféres tels que Cistus sp. et/ou Quercus sp. lls ont une teneur en eau plus
deve que les miellats de Metcalfa (15,1 ¢/100g), alors que les valeurs de
coloration et de conductivité@&ectrique sont plus faibles (94,8 mm Pfund et 1,18
mS/cm, respectivement) (Tableau 3);

- 26 miels «geéne&iques » (MM49 — MM74) d’origine botanique complexe, leurs
spectres présentent peu d’indicateurs usuels de miellats, contrairement aux miellats
de Metcalfa. En revanche, ils possédent une teneur en eau relativement deveée
(16,2 g/100g) et des valeurs de coloration et de conductivitédectrique plus faibles
(89,7 mm Pfund et 1,11 mS/cm, respectivement) que celles des miellats de
Metcalfa (Tableau 3). Les spectres sont trés diversifié au niveau pollinique aussi
bien en proportion qu’en association. lls pré&entent des caracté&istiques de miellé&s
pré&éilents, souvent de «ch&aigneraie »et/ou de «maquis de printemps >3 dont

les contributions nectarif&es restent difficiles adé&erminer.
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Tableau 3. Caracté&istiques physico-chimiques des miels de «miellats du maquis »et «géné&iques >

Teneur en eau Coloration Conductivitédectrique
(%) (mm Pfund) (mS/cm)

Moyenne Min. Max. || Moyenne Min. Max. || Moyenne Min. Max.
Met | 14,64,7 13,2 16,4 [ 1058+9,8 83,0 130,0( 1,63#0,21 1,24 2,12
Mt | 15,105 144 156 [ 94,8438 92,0 99,0 | 1,1840,16 0,94 1,30
MC | 16,2#,9 146 180 | 89,70 71,0 110,0( 1,1140,28 0,73 1,88

Met : Miellat de Metcalfa (MMO01-MM43); Mt : Miellat traditionnel (MM44-MM48);
MC: Miels de Corse «gén&iques »>(MM49-MM74)

111.2.2. Composition volatile

La composition chimique des fractions volatile des miels de miellats a fait 1’objet
de quelques publications mais la grande majoritédes &udes n’indique pas I’origine
botanique des ehantillons. Parmi les principaux la speeifiant, nous pouvons citer
ceux sur les miellats de chée vert (Quercus ilex) d’Espagne (De la Fuente et al.,
2007), de sapin (Abies alba) de Croatie (Lusic et al., 2007) et d’Espagne (De la
Fuente et al., 2007), de pin (Pinus sp.) de Turquie (Silici, 2011) et de Greee (Tananaki
et al., 2007) et de saule (Salix sp.) de Croatie (Jerkovic et al., 2010a). Des
compositions chimiques trés diverses ont €té rapportées en fonction de 1’origine
botanique ou géagraphique des €hantillons. Ainsi, divers composé& ont &€proposés
comme des indicateurs de miellat : acide acé&ique (Campos et al., 2000 ; Soria et al.,
2009), 2,3-butanediol (Plutowaska et al., 2011), bornésl (Soria et al., 2004) et oak-
lactone (Castro-Vazquez et al., 2006). A notre connaissance, il n’y a aucune éude

consacree ala composition volatile des miels de miellat de Metcalfa.

L’analyse de la fraction volatile des miellats et miels «géné&iques »par CPG et
CPG/SM a permis d’identifier 61 composés représentant 80,9 a 98,5% de la
composition totale (Tableau 4). Les composés oxygenes sont largement pr&lominants
(74,6 296,5%) avec une richesse marquée en composés aromatiques (30,6%) tels que
le benzaldéhyde C9, le benzyl alcool C14, le phénylac&aldéhyde C15, le p-
anisaldényde C39 et le 4-n-propylanisol C42. Au niveau quantitatif, nous constatons
des variations importantes dans les abondances des composé& majoritaires : 3-
furaldényde C2 (3,9 - 40,4%), benzaldényde C9 (0,3 - 14,3%), acide nonanofjue C44
(0,2 - 13,8%), p-phé&yléhanol C23 (0,2 - 19,2%) et 2-aminoac&ophénone C46 (0,2 -

38,3%). Par ailleurs, nous observons eégalement une variabilitéchimique au niveau
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qualitatif sur la base des constituants tels que le p-anisaldéyde C39 (0 - 17,9%), le 4-
n-propylanisol C42 (0 - 31,0%), le 3,4,5-trimé&hylphéol (0 - 38,6%) C47 et le 4-
meéhoxypropiophéone C51 (0 - 9,8%).

De fagn analogue aux miels de nectars, nous constatons que le 3-furaldényde
C2, le benzaldéhyde C9 et le phénylac&aldéhyde C15 sont présents dans tous les
&hantillons de miels de miellats (et «géné&iques > avec, pour le premier, une teneur

(C2: 21,1%) plus @ever que celle rapporté& dans les miels de nectars (4,1%).

De multiples composé& sont préents simultané@ment dans les eéhantillons de
miels de nectars et de miel de miellats (et «géé&iques >»). Exemples : les oxydes de
linalol (squelette furanoe: C20 et C22), et les acides linéaires comme I’acide
octanomue C36 et 1’acide nonanoique C44. Ces constituants ont é&déecté&s comme
majoritaires dans les fractions volatiles des miellats de ché&e (Quercus frainetto) de
Croatie (Jerkovic et al., 2010b).

A contrario, quatre constituants - 2-furanméhanol C3 (0,8%), anisol C8 (0,4%),
5-hydroxyméhylfurfural C37 (0,2%) et 4-&hylguaiacol C41 (1,3%) - sont présents

dans la plupart des 74 é&hantillons éudiés alors qu’ils sont absents des miels de nectar.

Afin de mieux cerner la diversitéchimique des miellats et miels «géné&iques >»
de Corse, nous avons menéune analyse statistique sur les 74 éhantillons éudiés.
L’ACP (Figures 4 & 5) a ééralise en utilisant les teneurs de 14 composé&
(variables) : le 3-furaldéhyde C2, le benzaldéwyde C9, le p-phéyléhanol C23,
I’isophorone C25, le nonanol C32, le p-anisaldéhyde C39, le 4-é&hylguaiacol C41, le
4-n-propylanisol C42, la 4-hydroxy-2-méhylacéophéone C43, 1’acide nonanoique
C44, la 2-aminoacé&ophénone C46, le 3,4,5-trimé&hylphénol C47, 1’acide decanomjue
C49 et la 4-mé&hoxypropiophéone C51. Les deux axes de I’ACP expliquent 42,58%

de la variance de la composition chimique :

- laxe 1 (28,66%) est corrélé positivement avec le benzaldéhyde C9, I’isophorone
C25, le p-anisaldényde C39, le 4-n-propylanisol C42, la 2-aminoac&ophénone
C46, le 3,4,5-trimé&hylphénol C47 et la 4-mé&hoxypropiphéone C51 ;

I’axe 2 (13,92%) est corrélé positivement avec le 3-furaldényde C2, le
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benzaldéwyde C9, I’isophorone C25, le 4-é&hyl-guaiacol C41, la 4-hydroxy-2-
meéhylac&ophéone C43 et le 3,4,5-triméhylphénol C47.

Les réultats obtenus permettent de diffé&encier trois groupes principaux :

Le premier groupe est compose de 50 ehantillons dont tous les miellats de
Metcalfa (MMO1 — MM43), deux &hantillons de miellats «traditionnels >>(MM47
et MM48) et cing &hantillons «géé&iques »(MM49 — MM53). Ces miels sont
particuliéement riches en 3-furaldényde C2 (24,2%). Ce groupe présente
&alement des proportions relativement devés en acides : acide nonanogue C44
(6,9%), acide dé&anomjue C49 (5,5%) et en alcools : p-phéyléhanol C23 (4,3%),
nonanol C32 (2,7%), 4-éhylguaiacol C41: (1,6%). En revanche, ils ont des
abondances relativement faibles en céones et oxides (7,7% et 4,3%,

respectivement).

Le deuxi@me groupe est constitué de 20 &hantillons de miels «géné&iques »
(MM55 — MM74) présentant une composition volatile plus diversifié. D’un point
de vue géné&al, ces &hantillons sont moins riches en 3-furaldényde C2 (13,4%)
que les miellats de Melcalfa. Au sein de ce groupe, les miels se distinguent par la
teneur en 2-aminoacé&ophénone (C46) particuliéement importante pour sept
d’entre eux (21,3% : MM55 — MMG61) alors qu’elle est faible pour sept autres
&hantillons (4,1% : MM68 — MM74). Ces derniers sont marqués par des
concentrations devées en p-anisaldéhyde C39 (12,5%), 4-n-propylanisol C42
(16,1%) et 4-mé&hoxypropiphénone C51 (6,4%). En outre, nous avons constatéque
six &hantillons (MM62 — MMG67) présentent une valeur intermédiaire de 2-
aminoacé&ophénone C46 (8,2%), p-anisaldényde C39 (6,6%), 4-n-propylanisol
C42 (7,5%) et 4-mé&hoxypropiphéione C51 (2,8%).

Le troisiéme groupe est composé&de quatre &hantillons (MM44 — MM46 et MM54)
ayant une composition volatile «atypique ». Trois d’entre eux sont des miellats
«traditionnels »de type méliterranéen (MM44 — MM46) caract&isés par une
teneur en benzaldényde C9 plus devée (10,2 — 14,3%) que celle mesurée dans les
autres miels de miellats (0,3 — 8,7%). L’échantillon MM44 se distingue par sa
richesse en aldéhydes linéaires (62,2%) tels que 1’octanal C12 (4,5%), le nonanal
C24 (10,3%) et le de&zanal C38 (5,4%) et par la présence d’octanol C21 et de 4-

hydroxy-2-méhylacéophéione C43 (absent dans les autres &hantillons) ; alors
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que les miels MM45 et MM46 sont marques par une forte abondance en
isophorone C25 (9,4%). Pour ce qui est de MM54, quatriéne eéhantillon du
groupe, sa fraction volatile est dominée par 1’isophorone C25 (15,1%), le 2,3,4-
triméhylphénol C40 (9,8%) et le 3,4,5-triméhylphénol C47 (38,6%).

Ces résultats montrent que 1’analyse de la fraction volatile permet de détecter les
apports nectariferes de certaines espéses végéales dans les miels de miellats ou les
miels d’origine complexe (mé&ange de miel de miellat et miel de nectar). Ainsi, nous
pouvons supposer que les e&hantillons ayant une forte proportion en 2-
aminoacéophénone (composeé marqueur des miels de «ch&aigneraie > sont des
mdange de miellat et de miel de «ch&aigneraie ». De fagon analogue, le nectar d’E.
arborea participe ala fraction volatile des &hantillons ayant des teneurs éevés en p-
anisaldéhyde,  4-n-propylanisol et  4-méhoxypropiophéone  (composes
caract&istiques des miels de «maquis de printemps >»). Enfin, la pré&ence de d&ives
de T’isophorone et de triméthylphénol (composés caracté&istiques des miels de
«maquis d’automne >») nous permet de supposer un apport nectarifée d’A. unedo
dans un &hantillon (MM54).

Lors de I’¢tude des miels de nectar, nous avons suppos¢ des apports de miellats
dans certains €hantillons des gammes <«chataigneraie >>et «maquis de printemps »
par D’observation de valeurs importantes de la coloration et de la conductivité
éectrique ; ces hypotheses sont confirmées par la p&iode de miellé qui est commune
aux nectars (chatamnier et bruyee) et aux miellats de Melcalfa. La composition
chimique contribue donc & mieux caract&iser les miels dits «geéné&iques > issus
d’apports combinés de miellats et de nectars. En outre, I’étude des fractions volatiles
peut permettre d’identifier les spécificités des miels commercialisés sous 1’appellation
«miellat du maquis »en diffé&enciant les miellats de Metcalfa et les miellats dits

«traditionnels >>(miels des cistaies et for&s mixtes).
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Tableau 4. Composition chimique des fractions volatiles des 74 miels de «miellats du maquis >»et «génériques >»

a RS . Groupe | Groupe 11 Groupe 111 .
No Components RI (Lit) RI d . . Identification
Moyenne Min Max | Moyenne Min Max || MM44 MM45 MM46 MM54

Cl1  Octane 800 800 1,340,7 02 38 0,540,6 01 26 0,4 0,1 0,1 0,2 IR, SM

C2  3-Furaldényde 799 804 24,348,3 10 404 | 13,4469 48 292 | 186 17 22,8 39 IR, SM

C3  2-Furanméhanol 825 834 0,840,5 01 25 0,640,5 0,1 1,7 - - - 0,1 IR, SM, Ref
C4  Acide de 2-méhyl butanogjue 860 858 - - - - - - 0,4 - - - IR, SM, Ref
C5  Heptanal 884 876 - - - - - - 11 0,1 0,3 - IR, SM

C6  2-Acéylfurane 878 879 0,640,3 01 14 0,440,2 02 08 - - - 0,1 IR, SM, Ref
C7  Nonane 900 899 - - - - - - 0,1 0,3 0,4 - IR, SM

C8  Anisol 913 910 0,440,2 01 09 0,540,3 01 11 - - - 0,2 IR, SM

C9  Benzaldéhyde 929 930 3,9H,6 03 87 4,0#,5 18 68 14,3 10,7 10,2 15 IR, SM

C10 Heptanol 957 952 0,240,3 01 14 - 01 01 0,1 - - - IR, SM

C11 Acide hexanogue 973 970 1,2+,0 02 48 0,740,5 01 19 0,5 - - - IR, SM, Ref
C12 Octanal 981 980 0,840,6 01 21 0,340,2 01 07 4,5 0,5 0,5 - IR, SM

C13 p-Méhylanisol 1004 995 0,640,63 0,1 2,4 3,1+22,0 04 1,7 - 05 1 - IR, SM

C14 Benzyl alcool 1006 1009 1,8+,5 0,2 7,6 1,624 0,1 7,0 - - - - IR, SM

C15 Phéylacéaldényde 1012 1010 39,1 0,2 9,2 49137 1,3 16,2 5 51 11,2 0,9 IR, SM

C16 p-lsophorone 1027 1026 - - - - - - - - - 0,4 IR, SM

C17 Acéophé&one 1036 1035 0,640,6 01 31 0,940,8 0,1 30 0,2 0,6 0,9 0,2 IR, SM

C18 1-Phényléhanol 1037 1046 0,440,3 0,1 1,1 0,540,3 0,1 1,0 - - - 0,1 IR, SM, Ref
C19 (E)-2-Oct-2-én-1-0l 1052 1050 - - - - - - 0,6 - - - IR, SM

C20 trans-Oxyde de linalol (furanode) 1058 1058 1,340,6 04 30 0,940,6 01 26 0,7 1,2 3,6 0,1 IR, SM

C21 Octanol 1063 1065 - - - - - - 2,1 - - - IR, SM

C22 cis-Oxyde de linalol (furanode) 1072 1073 1,340,6 0,2 2,9 1,144 0,2 1,9 - 1,0 2,2 - IR, SM

C23 p-Phényléhanol 1085 1077 4,343,2 04 19,2 2,2+1.8 0,2 6,8 8,4 25 2,3 - IR, SM

C24 Nonanal 1076 1082 1,04,3 02 6,7 0,440,3 01 14 10,3 3,2 3,2 - IR, SM

C25 Isophorone 1100 1092 2,84+.9 0,4 9,2 1,64+,7 0,1 6,2 2 9,4 13,5 15,1 IR, SM

C26 4-Oxo-isophorone 1122 1123 0,740,8 0,2 49 0,740,5 0,1 2,2 0,6 0,3 1,0 2,3 IR, SM

C27 (25, 2'S, 5'S)-Lilac aldehyde 1124 1123 0,440,5 01 21 0,540,4 02 15 0,6 0,6 0,7 - IR, SM, Ref
C28 Dihydrolinalool 1118 1125 0,540,4 02 17 0,640,3 03 14 0,5 0,5 0,9 - IR, SM, Ref
C29 4-Vinylanisol 1150 1126 1141 0,2 40 0,9+1,0 0,2 4,0 - - - - IR, SM, Ref
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Tableau 4. (suite)

a b . Groupe | Groupe 11 Groupe 111 e
No Components RI (Lit) RI d . . Identification
Moyenne Min Max || Moyenne Min Max [ MM44 MM45 MM46 MMb54

C30 (2R, 2'S,5'S)-Lilac aldehyde 1133 1138 0,540,5 01 18 0,540,5 01 14 15 1,4 1,8 - IR, SM, Ref
C31l (2R, 2'R,5'S)-Lilac aldehyde 1146 1147 0,449,3 01 14 0,34,1 0,1 05 0,4 0,8 1 - IR, SM, Ref
C32 Nonanol 1149 1150 2,742,3 05 97 0,740,7 01 29 2,8 - - - IR, SM
C33 Acide benzojue 1163 1160 - - - 0,3#9,2 0,1 0,6 - - - - IR, SM, Ref
C34 Salicylate de méhyle 1171 1165 0,540,3 01 11 - 04 04 - - - - IR, SM

C35 a-Terpinéol 1176 1170 0,749,3 01 15 0,540,5 01 15 0,4 - - - IR, SM

C36 Acide octanomjue 1167 1172 2,047 03 7,7 1,3#,0 0,1 472 0,6 0,2 0,3 - IR, SM

C37 5-Hydroxyméhylfurfural 1176 1173 0,240,1 0,1 0,8 0,240,1 0,1 0,5 0,2 0,3 0,1 - IR, SM
C38 De&anal 1180 1184 0,74,5 02 30 0,940,9 01 44 54 1,9 1,6 - IR, SM

C39 p-Anisaldényde 1218 1215 1,445 10 20 8,444,8 1,3 179 0,2 4,1 1,8 0,9 IR, SM

C40 2,3,5-Triméhylphénol 1260 1251 0,340,4 01 17 0,640,6 01 21 - - - 9,8 IR, SM
C41 4-Ethylguaiacol 1257 1251 1,65 03 93 0,740,5 0,1 20 0,3 0,4 - - IR, SM

C42  4-n-Propylanisol 1254 1257 1,440,6 10 18 12,147,3 48 31,0 - 3,3 1,8 2,2 IR, SM, Ref
C43  4-Hydroxy-2-méhylac&ophéone 1254 1257 - - - - - - 1,9 - - - IR, SM
C44  Acide nonanogjue 1263 1260 6,843,3 06 138 2,1+16 02 61 3,2 1,9 0,5 - IR, SM

C45 De&anol 1264 1265 1,040,6 03 21 0,540,2 02 07 - - - - IR, SM
C46 2-Aminoacéophénone 1261 1266 3,642,7 04 134 | 11,4497 05 383 0,2 2,5 1,3 2,4 IR, SM

C47  3,4,5-Triméhylphénol - 1290 1,148 02 81 2,4432 0,2 10,6 1 - - 386 | IR,SM
C48 p-Acéanisol 1310 1306 - 05 05 0,440,2 0,1 09 - - - - IR, SM, Ref
C49 Acide decanogjue 1353 1362 5,444,2 1,0 18,6 1,3+,0 05 44 3,5 0,4 0,5 - IR, SM

C50 Dodéanal 1389 1385 1,040,5 02 22 0,649,2 04 10 0,1 0,4 0,2 - IR, SM, Ref
C51 4-Méhoxypropiophénone 1415 1420 - - - 3,843,0 0,2 9,8 1 1,9 0,3 0,2 IR, SM

C52 Vanillate de méhyle 1516 1520 - - - 1,148 03 31 - 0,5 0,2 0,5 IR, SM, Ref
C53 Acide dodéeanomue 1556 1554 1,640,9 03 6,0 0,740,6 03 23 1,8 3,0 0,3 0,3 IR, SM, Ref
C54  Syringate de mé&hyle - 1722 0,440,1 0,3 0,6 1,140,7 0,5 1,8 - 0,3 0,1 - IR, SM

C55 Acide tetradéganomjue 1748 1746 1,540,8 0,3 5,0 0,940,9 0,2 3,8 0,5 0,9 0,4 - IR, SM, Ref
C56 Nonadézane 1900 1898 0,940,7 02 31 0,740,3 02 11 - - - - IR, SM

C57 Acide hexadéanomue 1959 1960 3,7H,7 06 85 2,7H,1 09 57 1 1,9 0,2 0,7 IR, SM

C58 Heneicosane 2100 2096 1,3#,2 0,2 7,0 1,040,5 0,2 1,8 - 0,5 - 0,1 IR, SM

66



Tableau 4. (suite)

a b . Groupe | Groupe 11 Groupe 111 e
No Components RI (Lit) RI d . . Identification
Moyenne Min Max || Moyenne Min  Max || MM44 MM45 MM46 MM54
C59 Acide nonadé&anoijue 2160 1,9#4,3 02 70 1,749 06 38 - 0,6 - 0,3 IR, SM, Ref
C60 Tricosane 2300 2305 2,3#,2 0,7 57 2,440 0,7 46 0,5 11 2,0 0,8 IR, SM
C61 Tetracosane 2400 2396 1,240,7 03 34 1,345 05 22 - 0,4 0,5 0,5 IR, SM
Total identification (%0) 90,6435 80,9 979 | 899#49 829 985| 975 82,3 89,7 82,4
Composé hydrocarboné 6,143,2 15 13,7 5,3#+,8 24 89 1,0 24 3,0 1,6
Composé& oxygené&s 845+,1 746 92,1 84649 772 933 | 96,5 79.9 86,7 80,8
Composé& aromatiques 22467 98 43,2 51,1+0,2 316 678 32,5 324 31,1 57,5
Composés furaniques 289486 119 465 17,247 4 55 348 22 22.3 32,2 4,2
Composés linéires 16,345,6 6,4 315 6,642,8 2,1 120 321 8.2 6,9 0,2
Composés terpeniques 0,840,6 0 2,1 0,540,6 0 1,8 0,9 0.5 0,9 0
Dé&ivés d'isophorone 3,442.3 0 12,0 2,249 02 72 2,6 9.7 14,5 17,8
Céones 7,443,8 1,8 188 | 17,7491 6,3 426 59 14.7 17,0 20,6
Aldénydes 356499 151 569 31,7482 148 50,2 | 62,2 46.1 55,4 72
Acides 23,6148,6 88 525 | 11,3#4,9 59 262 | 115 8.9 2,2 13
Esters 0,340,3 0 1,1 0,940,8 0 3,1 0 0.5 0,2 0,5
Alcools 13,345,6 52 34,7 8,014,2 12 17,7 16,2 34 3,2 48,6
Oxydes 4,3#H7 1,2 105 | 15,0495 25 375 0,7 6.3 8,7 2,6

: Ordre d'@ution donnésur colonne apolaire (Rtx-1)
: Indice de réention provenant de la litt&ature
: Indice de réention sur colonne apolaire (Rtx-1)
: abondance relative des composé& des miels mesurée sur colonne apolaire (Rtx-1)
: IR : Indice de ré&ention, SM : Spectroméirie de masse en impact &ectronique
Ré&: Composés identifiés apartir de la litté&ature : Konig et al., 2001 (C18, C27, C28, C30, C31, C42, C50); Nist (C3, C4, C6, C29, C33, C48, C52, C53, C55, C59)
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Analyse en Composante Principale (ACP) de la distribution des principaux composés volatils (variables) des 74 miels
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Figure 5. Analyse en Composante Principale (ACP) de la distribution des 74 miels en fonction de la composition volatile
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V- Conclusion

Nos travaux ont éérélisés au Laboratoire de Chimie des Produits Naturels
(UMR CNRS 6134) et ont fait I’objet d’un contrat de recherche financé par la
CollectivitéTerritoriale de Corse. A notre connaissance, cette éude est la premiée
relative &ala composition volatile des micls de Corse sous Appellation d’Origine
Contrdeé (AOC) et Appellation d’Origine Protégée (AOP) : «Miel de Corse-Mele di
Corsica > Sur la base des analyses polliniques et physico-chimiques, ces derniers ont
éé class& en six catégories variéales <«maquis de printemps > <«printemps >3
«magquis d’été >3 «chaaigneraie > «magquis d’automne >>et «miellat du maquis >»
qui traduisent la diversité des productions (spe&ificité milieu naturel et pratique

apicole).

Notre objectif principal éait de développer une approche interdisciplinaire en
vue de compléer la caract&isation des miels de Corse par la recherche de nouveaux
critées pour la qualification de 1’origine botanique et/ou géagraphique. Les travaux
ont donc consistéacroiser les données obtenues par la mé&hode conventionnelle basée
sur les analyses polliniques (spectre pollinique) et physico-chimiques (teneur en eau,
coloration et conductivité @ectrique) avec celles issues de 1’étude de la fraction
volatile des miels. Ce travail de thése a permis de constituer une banque de donné&s
(réé&entiel) portant sur 269 &hantillons de miels, correspondant aux six gammes de
I’AOP. Ces échantillons ont &éprélablement sélectionnés afin d’étre représentatifs
de la diversité des productions insulaires en tenant compte des variations bio-

climatiques interannuelles.

Dans une premiée partie, 195 miels de nectar, a savoir les miels de <«
ch&aigneraie » (50 &hantillons), de «maquis de printemps > (45 &hantillons), de
«magquis d’automne > (30 &hantillons), de «printemps >» (41 éhantillons), et de «
magquis d’été >»(29 &hantillons) ont é&écaract&iseés au niveau maissopalynologique
et physico-chimique. L’analyse pollinique des miels a permis de répertorier 131
taxons. Ainsi, I’origine géographique de ces miels a été certifiée a partir des critéres

suivants : - diversitédes types biogégraphiques des taxons rencontrés ; - présence
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des taxons «marqueurs >»tels que les espeses endé@miques et Anthyllis hermanniae ; -
absence de certaines espeees caractéristiques d’autres régions ou pays meliterranésns ;

- pré&ence constante de Castanea sativa et Quercus sp. dans les spectres polliniques.

La déermination de 1’origine botanique des €hantillons a consistéaprendre en
considération 1’ensemble des données qualitatives et quantitatives (densité pollinique
et fréjuence relative), la valeur apicole des taxons (nectariféres et/ou polléniféres) et
le type de représentation (sous-repréent& normal, sur-repré&sentd. Ces analyses ont
permis de mettre en éridence les principales espéses nectarifées de chaque gamme
variéale et/ou les associations vegéales caract&istiques des miellés : - Castanea
sativa et Erica arborea pour les miels de la «ch&aigneraie > et de «maquis de
printemps > (typ€bruyée), respectivement ; - Arbutus unedo, Hedera helix, Smilax
aspera, Rosmarinus sp. et Asteraceae Dittrichia pour les miels de <«maquis
d’automne > (typ€arbousier) ; - les associations de Citrus sp., Actinidia sinensis et
Prunus sp. pour les miels de <«printemps typé clémentinier »; - Asphodelus sp.,
Pistacia lentiscus, Phillyrea sp., Apiaceae et Brassicaceae pour les miels de
«printemps autres >»; - A. hermanniae, Rubus sp. et d’autres espeses des fruticees

basses pour les miels de «magquis d’été >>(origine botanique complexe).

Ensuite, la fraction volatile de ces 195 miels de nectars a éépréconcentré par
MEPS puis analysé par CPG-FID et CPG/SM. Cette éude, premiée du genre sur les
miels de Corse, a permis de constituer le répertoire des constituants volatils. Au total,
80 composés ont é&eidentifiés repréentant entre 60,7 et 99,7% de la fraction volatile
des &hantillons. L’analyse statistique appliquée a ces résultats, a permis d’établir une
classification corréé ala gamme variéale des miels de Corse. Sur la base des
volatils, nous distinguons sans ambigtitéles miels de «ch&aigneraie >» (marqueur :
2-aminoacéopheénone), de «maquis de printemps >»(marqueurs : p-anisaldényde et 4-
n-propylanisole) et de « maquis d’automne » (marqueurs : isophorones et 3,4,5-
triméhylphénols). Pour ce qui est des miels de «printemps > ’analyse de la fraction
volatile, nous permet de distinguer une sous-variéé «printemps typé&clémentinier >»
par la pré&ence des isome&es du lilac aldényde, de ceux du p-menthen-9-al et de
I’anthranilate de méhyle ; alors que les miels de «printemps autres >>et de «maquis

d’été >»>se regroupent du fait des fortes teneurs en toluene et en phéylacéaldényde.
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Par ailleurs, la fraction volatile des espeéses nectarifées dominantes a éalement
ééanalysee par CPG et CPG/SM afin d’établir le lien chimique entre les miels et les
fleurs butinées. Pour les fleurs de ch&aignier, de clémentinier et d’arbousier, des
composé communs et/ou des motifs moléulaires analogues ont é&éidentifié dans
les miels tandis que les profils chromatographiques de la bruyere et de I’asphodéle ne

peuvent pas &re correlé aceux des miels correspondants.

Enfin, dans le but de développer une méhode complémentaire pour la
certification de I’origine botanique des miels de nectar, une éude interdisciplinaire
(analyse m@issopalynologique, physico-chimique et fraction volatile) basé sur
I’utilisation de traitements statistiques des donnés multifactorielles (Classification
Ascendante Hierarchique, Analyse en Composantes Principales, Analyse Canonique
des Correspondances) a &emenee sur chacune des catéories variéales. Les résultats
obtenus ont permis :

- de mieux cerner 1’origine botanique des miels «quasi-monofloraux >,

- de proposer des hypothéses sur les autres apports nectariferes et/ou miellatiféses
dans les miels ataxon dominant de type sur-repré&enté («ch&aigneraie ») et
normal («maquis de printemps > ;

- de déerminer les diffé&entes contributions nectarifées dans les miels &taxon
dominant de type sous-repré&senté&(«printemps »et «maquis d’automne > et dans

ceux ayant une origine botanique complexe («maquis d’été »).

Dans la seconde partie de nos travaux, nous avons caract&is€la fraction volatile
de 74 miels de «miellat du maquis » et «geéné&iques » par I’identification de 61
composés repré&entant 80,9 - 98,5% de la composition chimique. Ainsi, nous avons
observédes constituants communs aux miels de nectar et de miellat, notamment le 3-
furaldényde, le benzaldényde et le phéylac&aldényde (présents dans I’ensemble des
&hantillons) ainsi que les oxydes de linalol, 1’acide octanoique et 1’acide nonanoique
(présents dans la majorité des miels). L’analyse statistique de la variabilitéchimique a
permis de distinguer 50 &hantillons de miellat (en majorit€les miellats de Metcalfa)
par une forte abondance en 3-furaldényde. A c&é de cela, 20 e&hantillons
«gen&iques » se caracté&isent par une forte abondance en 2-aminoac&ophéone
(moléule marqueur de la gamme <«ch&aigneraie > et/ou en p-anisaldéayde et 4-n-
propylanisol (composé& caracté&istiques de la caté&jorie «maquis de printemps >) ; ces
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observations supposent une contribution nectariféee de C. sativa et E. arborea dans

ces miellats.

Cette premiére caract&isation multifactorielle des miels de Corse est d’un grand
inter& pour les apiculteurs dans le cadre du suivi des productions en fonction de
I’évolution des conditions du milieu (variations bioclimatiques, nouvelles miellés et
conduites apicoles). En effet, depuis I’arrivée du cynips (Dryocosmus kuriphilus) -
parasite du ch&aignier - en 2010 en Corse; les quantités de la caté&orie
«chataigneraie » ne cessent de diminuer au profit de celles des <«miellats du
maquis >3 notamment des miellats de Metcalfa. Par ailleurs, les miellats dits
«traditionnels > en particulier ceux des cistaies littorales (ou méne des for&s mixtes)
semblent revenir en tonnage. De plus, la diversité des habitats (juxtaposition des
for&s mixtes et des maquis) conduit &des productions de méange entre «miels de
nectar » et «miels de miellat >» L’identification des contributions miellatiféres
(constituants marqueurs) dans les miels de nectars est donc indispensable pour suivre

la qualitédes productions mellifées insulaires.

Pendant de nombreuses années, I’analyse mélissopalynologique était considérée
comme la seule technique réellement pertinente pour la certification de 1’origine
géographique et/ou botanique des miels. Ces travaux de doctorat ont permis de
développer une approche innovante basée sur I’analyse de la fraction volatile des
miels et sur I’utilisation combinée des données multifactorielles (polliniques, physico-
chimiques et volatiles). Cette mé&hodologie interdisciplinaire a permis d’obtenir des
informations discriminantes pour la détermination de 1’origine florale des miels sous
AOC et AOP «Miel de Corse-Mele di Corsica >» Ces travaux ont é&évalorisé&s a
travers cing publications : deux dans Food Chemistry (IF 3,259) en 2012, une dans
Foods (IF non attribug en 2014, une dans Chemistry and Biodiversity (IF 1,808) en
2014 et une dans Natural Product Communications (IF 0,956) en 2014. Par ailleurs,
deux articles relatifs aux réultats obtenus sur la diversitéintergamme des miels de

nectars et celle des miels de miellats sont en cours de ré&laction.

A D’issue de nos travaux, de nouvelles perspectives s’offrent a nous. En I’état
actuel des connaissances, les miels et les autres produits de la ruche (notamment le

pollen et la propolis) représentent une source important de polyphénols, et notamment
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de flavonoes. La composition polyphéolique des miels, de la propolis et des
pollens peut fortement varier en relation directe avec la source butiné ainsi qu’avec
les conditions gégraphiques et climatiques. En férier 2014, nous avons déwutéun
projet de recherche sur cette thématique «Les Principes Actifs des Produits de la
Ruche insulaires>»>gr&e aun financement de la CollectivitéTerritoriale de Corse. Il
vise aéablir les compositions phénoliques des matieres premiéres vegéales r&oltés
par I’abeille (nectar, pollen et ré&ine vééale) et celles des diffé&entes productions de
la ruche qui en réultent (miels, pollens et propolis, respectivement). Ainsi, nous
souhaitons identifier les constituants (flavono'des) responsables des propriéés
biologiques - notamment anti-oxydantes et anti-inflammatoires - des produits de la
ruche (notamment la propolis et le pollen) en vue d’une valorisation en cosmétique et
aromathéapie. Le laboratoire CPN attache un grand prix a une collaboration
privilégiée, a travers 1’axe de recherche « Miels et Produits de la Ruche >»>avec les
professionnels ceuvrant au développement de 1’apiculture. A moyen terme, I’objectif
de notre éguipe est de créer un pde de compéences speialiseées et appliquées ala
connaissance des ressources apicoles, mellifé&ees et pollenifées euro-

méliterranésnnes.
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Partie Exp&imentale

» Analyse mé&issopalynologique des miels

La mélissopalynologie est I’analyse des grains de pollen et autres ééments
figurés (spores et algues microscopiques) contenus dans les miels. Elle comporte trois
&apes : (i) une éape technique qui consiste aextraire ces difféentes particules du
miel et &confectionner des préoarations pour analyse par microscopie ; (ii) la lecture
des préparations permettant identifier et de dé&ombrer les grains de chaque espeee
afin d’établir le spectre pollinique (analyse qualitative) et d’estimer la densité
pollinique de I’échantillon (analyse quantitative) ; (iii) I’interprétation des résultats

conduisant ala déermination des origines gégraphique et botanique des &hantillons.

Confection des préparations

La méthode d’extraction, de recueil et de confection des lames du pollen (et
autres @ééments figuré) du miel, est celle déerite par Louveaux et al. (1970, 1978) et
adaptée par Battesti (1990). Il s’agit de préparations dites en « pollen frais »: les
grains éant conserves dans leur intéralitéavec enveloppe et contenu cellulaire.

Pour chaque &hantillon étudié, une prise d’essai de 10 g est effectuée, voire 20 g
lorsque la densitépollinique est faible. En raison de la teneur deveée en sucres et de la
viscosité des miels, le miel doit étre dilué et I’extraction est ré&lisé par deux
centrifugations successives a3000 tours/min (soit 1800 g) pendant 10 mn dans des
tubes afond conique. Pour la premiére centrifugation, la prise d’essai est dissoute
dans 40 ml d’eau en milieu acide (5 ml H,SO, / 11 d'eau distill&), afin de prévenir la
pr&ipitation des collodes. Les ééments figuré sont rassemblé& en un culot pre&eipité
et «accroché> en fond de tube, surmonté par le miel dilué ou surnageant. Le
surnageant est éliminé et le culot est repris et rincé a 1’eau distillée (40 ml) pour une
deuxiéme centrifugation. On procéde a nouveau a 1’élimination du surnageant et la
totalitédes ééments figurés est rassemblée en fond de tube.

Le culot est entieeement repris a 1’aide d’une micropipette dans 40 a 80 | d'eau
distilleée, puis recueilli déoséen un ou plusieurs déds (en fonction de sa densité sur

lame(s) porte objet(s). Aprés 1’éaporation de I'eau sur une platine histologique
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chauffante, un dégraissage avec du dié¢thyloxyde est effectué¢ afin d’éliminer le
manteau lipidique de 1’enveloppe des grains de pollen et rendre bien lisible ses dé&sails
de structure.

Chaque dé@ est ensuite inclus sous lamelle, dans une goutte de glycé&ol
géatinéselon Kaiser, pré&lablement liqguéfié et coloré& avec de la fuchsine de Ziehl,

colorant préférentiel de I’exine, enveloppe exté&ieure et speeifique du pollen.

Analyse microscopique des préparations

Les préparations sont observées avec un microscope Zeiss de recherche (type
Axioscope) permettant la pratique du réylage du fond clair en lumiée transmise selon
Kdhler, avec utilisation des objectifs de 20x a40x pour les inventaires des espeees
pré&entes, de 50x pour les comptages et de 100x pour les éudes de la stratification et
de la structure de 1’exine. La reconnaissance et 1’identification des grains de pollens
ont éérailisés en se fondant sur I'expertise palynologique acquise dans le cadre de
I’AOC-AOP de miels corses (Battesti, 1990; Battesti et al., 1992 ; Battesti et al.,
1997). La déermination pollinique a &é&pratiquée en utilisant :

- la palynothégue ou collection de lames de réfé&ence, préparations en <«pollen
frais >» du laboratoire qui compte les 400 principales espeses melliféres et ou
pollenifées de Corse appartenant &265 genres et 65 familles de la flore Corse
(Battesti et al., 1997). Ce travail de thése a également contribué al’entretien de
cette palynothégue et a permis de renouveler et compléer les réf&ences. Cela a
néessitéun travail de collecte et déermination des €hantillons botaniques, de
recueil du pollen apartir de fleurs frahes et de confection de préparations pour la
microscopie selon le protocole deéerit pr&sé&lemment.

- les informations fournies par la litt&ature (Louveaux, 1970 ; Ricciardelli d’Albore
etal., 1978, 1998; Reille, 1990 ; Von der Ohe et al., 2000 ).

Le comptage des grains de pollen a éeré&liséen utilisant un oculaire &uipé
d’un champ microscopique quadrillé afin d’obtenir pour chaque eéhantillon: i) le
spectre pollinique brut chiffrétotal (analyse qualitative) exprimeéen fréuence relative
(FR) pour chaque taxon identifi€et ii) la densitépollinique (analyse quantitative)
exprimé&en nombre absolu de grains de pollen dans 10 g de miel (PK/10 g). La

description dé&aillé de la mé&hode est celle deerite par Battesti (1990), conforménent
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ala méhode réé&entielle de la commission internationale de botanique apicole
(Louveaux et al., 1978).

Traitement des donnéss

L'analyse des données prend en considéation la structure totale du spectre
pollinique (les proportions et les associations de toutes les espeees inventorieess) et la
densitépollinique. Elle est conduite selon la mé&hode dé&erite par Battesti et al. (1992),
retenue comme méthode de contrdle de I’origine géographique et de qualification des

miels de Corse en AOC et AOP.

= Analyses physico-chimiques des miels

Coloration

La coloration des miels a @& mesuré selon la méhode de Pfund deéerite par
Aubert et al. (1983). Les mesures sont effectuées avec des miels a 1’état liquide, a
I’aide d’un comparateur de type Lovibond équipé de deux disques chromatiques : I’un
pour les miels clairs, et I’autre pour les miels foncés. Chaque disque comporte neuf
pastilles de verre colorées d’intensité croissante étalonnées sur les références de Pfund.
Le miel liquide est disposé dans une cuve et placé dans I’appareil afin de comparer sa
coloration avec celle des pastilles de ré&ence. Les ré&ultats sont exprimés en «indice

de Pfund »»allant de 11 mm Pfund (miel tres clair) 2140 mm Pfund (miel trés foncé.

Teneur en eau

La teneur en eau des miels a &é&mesuré& a20<C en utilisant un réfractomére
PAL-225 (Atago, Japon). L’analyse est effectuée avec une goutte de miel

parfaitement liquide dépose sur la cellule du réractométre.

Conductivitééectrigue

La conductivité électrique des miels a été mesurée a 20 °C, a ’aide d’un

conductimetre Micro CM2210 (CRISON, Espagne) selon la mé&hode déerite par
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Bogdanov (2009). Les analyses sont effectuées avec une solution de miel sec &20%.
La conductivitédectrique est exprimée en milliSiemens x cm™ (mS/cm). Le domaine
de validitéde la mé&hode pour la détermination des miels s’étend de 0.1 a 3 mS/cm.

= Analyse de la fraction volatile des plantes et des miels

Extraction de la fraction volatile par MEPS

Le processus d’extraction se déroule en trois étapes. L’échantillon est placé dans
un pilulier qui, dans le cas de ’analyse des miels, est €uip&d’un barreau aimanté. Le
flacon est bouché et serti. Apres un temps d’équilibre déterming, 1’aiguille renfermant
la fibre perce le septum. Par pression sur le piston, la fibre est exposée dans I’espace
de téte pendant un temps d’extraction défini. Enfin, la fibre est rétractée dans
I’aiguille, laquelle est retirée du flacon et ensuite introduite dans 1’injecteur du

chromatographe.

Pour chacune des analyses, les parameétres suivants ont &&fixés :
- Nature de la fibre: Fibre triple de marque Supelco™ (Bellefonte, PA, USA),
recouverte de divinylbenzéne / carboxen / polydiméhylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) ;
- Température et temps de désorption dans I’injecteur de la CPG : 250C ; 5 mn.
L’optimisation a été ré&lisée en combinant les divers paraméres ci-apres :
- Massedefleurs:19;39g;49;50.
- Masse de miel/volume d’ecau:2g/4ml;49g/4ml;7g/5ml;8g/4ml.
- Ajout de Na,SO, : 19 ; 20.
- Température d’équilibre et d’extraction : 25 T ;50 T ; 70 T ; 90 <.
- Temps d’équilibre : 30 mn ; 60 mn ; 90 mn.

- Temps d’extraction : 15 mn; 30 mn ; 45 mn ; 60 mn.

Pour chaque matrice (fleurs et miels) et pour chacune des quantité indiquéss,
I’extraction a été réalisée a chacune des températures pendant chacune des trois
duréss indiqueéss. Les conditions ont &é considéés comme optimales lorsque le
signal réonse en CPG-DIF est le plus intense et comportant le plus grand nombre de

pics sur le chromatogramme sans qu’il y ait saturation. Enfin, compte tenu des valeurs
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déerminés ci-dessus, un essai a &€ conduit pour chacun des temps d’équilibre

indigués. Tous les essais ont é&éreaalisés en triplicate.

Les conditions optimales des paramétres de MEPS sont reprises dans le Tableau

5.
Tableau 5. Conditions optimales par MEPS des composés volatils des miels et des fleurs
_ _ Quantités : Te[np_é_fature d'e’;irirl]ipé)sre /
Matrice Miel/Eau/Na2SO4 d"equmbr_e et Temps
ou Fleurs d'extraction d'extraction
Miels
Printemps 49g/4ml/2g 70 T 90 mn /30 mn
Maquis de printemps 49/4ml/2g 70 90 mn /30 mn
Ché&aigneraie 79/5ml/2g 70 90 mn /30 mn
Magquis d’été 49/4ml/2g 70 T 90 mn /30 mn
Maquis d’automne 49/4ml/2g 70 90 mn /45 mn
Miellat du maquis (ou «géné&ique > 49/4ml/2g 90 90 mn /30 mn
Fleurs
Citrus sinensis X reticulata lg 25 <C 0mn/15mn
Asphodelus ramosus 39 70 90 mn /30 mn
Erica arborea 39 70 T 90 mn /30 mn
Castanea sativa 49 70 90 mn /30 mn
Arbutus unedo 39 70 T 90 mn /30 mn

Analyses des constituants volatils par CPG-FID et CPG/SM

Les fractions volatiles préconcentrées par MEPS ont été analysées a I’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Autosystem XL, &uip&une colonne capillaires Rtx-1
(polydimeéhyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm d.i) couplés aun déecteur aionisation de
flamme (FID).

Les analyses par CPG-SM ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe Perkin
Elmer Autosystem XL, doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m X
0,22 mm d.i. ; &aisseur du film : 0,25 pm) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1),
couplé a une déecteur de masse Perkin Elmer TurboMass. Les molé&ules sont
bombardés par un faisceau @ectronique de 70 eV, la déection se fait par un

analyseur quadripolaire constitué d’un assemblage de quatre €lectrodes paralleles de
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section cylindrique. La tempé&ature de la source est de 150<C. Les spectres de masse

obtenus par impact @ectronique ont é&&acquis sur la gamme de masse 35-350 Da.

Le gaz vecteur utilisé est I’hydrogene, la pression en t&e de colonne est de 20 psi
avec un débit d’1 ml/mn, la température de I’injecteur et des détecteurs est de 250°C.
La programmation de la tempé&ature consiste en une éévation de 60 &230C a
2°C/mn puis en un palier de 30 mn a 230°C. L’injection se fait par mode split avec un
rapport de division de 1/80. Les composés volatils ont @éédéorbé& a250 <C, durant 5
mn en mode splitless avec un liner SPME Intel (0,75 mm Id : Supelco). Pour chacun
des composes, les indices de réention polaires et apolaires sont calculé apartir des

temps de rétention d’'une gamme d’étalon d’alcanes.

Meéthodologie d’analyse

L’analyse des constituants de la fraction volatile est basée sur I’utilisation
conjointe (i) de la CPG permettant le calcul des indices de réention sur colonne
apolaire ainsi que la quantification des composés et (ii) du couplage en ligne CPG/SM
qui permet d’obtenir le spectre de masse des composés individualisés. Les indices de
réention et les spectres ainsi obtenus sont comparé avec les données contenues dans
une bibliothegue « Ar@mes » daboré au laboratoire et/ou dans des biblioth&jues
commerciales informatisées ou encore litt&ature (Konig et al., 2001 ; Adams 2009 ;
NIST WebBook). Si le composéest pré&ent parmi les réf&ences de la bibliothéjue du
laboratoire, I’identification est immédiate et peut étre considérée comme acquise.
Dans le cas contraire, si le composéest présent dans une bibliothegue commerciale
spe&ifiqgue aux composé& volatils et une structure, au moins, est proposé. Nous
pouvons conclure de fagn raisonnable quant ason identification aprés un examen
dé&aillé des propositions, éude meeanistique des fragmentations, absence de co-
aution, etc.
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» Etudes statistiques

Les éudes statistiques ont &é& menées avec le logiciel R (R Foundation —
Institute for Statistics and Mathematics, Autriche). Les Analyses en Composante
Principale (ACP) ont ééréilisés avec des matrices de type Pearson en utilisant la
fonction <«PCA » Les Classifications Ascendante Hierachiqgue (CAH) et
dendrogrammes ont &é ré&lisé&s avec des matrices de dissimilarité&s calculées en
distance euclidienne et la méthode d’agrégation choisie systématiquement est le lien
moyen (package <«classif >). Les Analyses Canoniques des Corr&ations (ACC) ont
ée effectué avec la fonction «CCA » Cette mé&hode factorielle de ré&luction de
dimension permet l'exploration statistique de deux ensembles de données
quantitatives et la dé&ermination des corr@ations entre les variables obtenues apartir

du méne &hantillon.
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Annexe 1

Figure A.1 Roue des odeurs et des ar@nes (Piana et al., 2004)
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Annexe 2

Tableau A.1 Origine variéale et répartition des 269 miels de Corse

° Code Commune/Lieu dit Altitude Date de réeolte N< Code Commune/Lieu dit Altitude Date de ré&eolte
producteur producteur
Ch&aigneraie
CHO1 1 Canale di Verde 100 2003/07/14 CH26 7 Cuttoli Corticchiato 850 2006/07/17-23
CHO02 2 Calenzana 300 2003/07/01 CH27 16 Vezzani 500 2006/07/10-16
CHO03 3 Evisa 550 2003/07/07 CH28 1 Canale di Verde 20 2006/07/10-16
CHO04 4 Evisa 850 2004/07/26 CH29 17 La Porta 400 2006/07/26
CHO05 5 Silvareccio 700 2004/07/26 CH30 5 Silvareccio 700 2006/08/02
CHO06 6 Serra-di-Scopaméne 800 2004/08/10 CH31 18 Vescovato 350 2006/07/17-23
CHO7 7 Cuttoli Corticchiato 900 2004/08/01 CH32 19 Vezzani 400 2006/07/10-16
CHO08 8 Sarténe 1000 2004/08/01 CH33 11 Ortiporio 600 2006/08/20
CHO09 8 Sarténe 1000 2004/08/08 CH34 20 Moltifao 300 2006/07/24-30
CH10 9 Prunelli di Fiumorbu 300 2004/07/20 CH35 13 Sartene 1000 2008/07/14-20
CH11 10 Calenzana 500 2004/07/05 CH36 21 Canavaghja 700 2008/07/14-20
CH12 2 Calenzana 500 2004/07/26 CH37 10 Calenzana 550 2008/07/21-17
CH13 11 Ortiporio 550 2004/08/21 CH38 22 Zevaco 650 2008/08/04-10
CH14 12 Piguignule 220 2004/07/26 CH39 23 Montegrosso 400 2008/08/04-10
CH15 13 Sartene 1000 2005/07/11 CH40 24 Quenza 800 2008/09/10
CH16 5 Silvareccio 600 2005/07/22 CH41 25 Croce 800 2008/07/21-17
CH17 10 Calenzana 400 2005/07/04 CH42 26 Bastelicaccia 850 2008/07/14-20
CH18 7 Cuttoli Corticchiato 850 2005/08/01 CH43 27 Audde 850 2008/07/21-17
CH19 9 Prunelli di Fiumorbu 700 2005/07/25 CH44 28 Lozzi 800 -
CH20 14 Santa Maria Poggio 100 2005/09/12 CH45 16 Vezzani 200 2009/07/06-12
CH21 ) Calenzana 900 2005/07/04 CH46 » Calenzana 450 CZ)g%JZ/O?/Z?—
CH22 2 Calenzana 400 2005/07/11 CHA47 29 Oletta 300 -
CH23 15 Ste Lucie de Moriani 50 2006/07/10-16 CH48 16 Vezzani 200 2009/07/06-12
CH24 10 Calenzana 950  2006/07/15 CH49 5 Vescovawo 4s0 20090720
CH25 2 Calenzana 700 2006/07/24-30 CH50 31 - - -

100



Tableau A.1 (suite)

N< pro((:jﬂccjfeur Commune/Lieu dit Altitude Date de r&eolte N< pro?jz?:teeur Commune/Lieu dit Altitude Date de ré&solte
Magquis de printemps
MPO1 32 Vero 150 2003/06/16 MP24 5 Silvareccio 300 2005/05/30
MPQ2 33 Bastelicaccia 50 2003/05/12 MP25 7 Cuttoli Corticchiato 400 2005/05/23
MP03 16 Vezzani 600 2003/06/09 MP26 17 La Porta 400 2005/06/13
MP04 9 Prunelli di Fiumorbu 300 2003/05/17 MP27 44 Quenza 850 2005/07/25
MPO05 34 - 150 2003/06/23 MP28 16 Vezzani 400 2005/06/06
MPQ6 35 - 400 2003/07/21 MP29 33 Bastelicaccia 100 2006/05/01
MPQ7 36 Serra di Ferro 400 2003/05/15 MP30 40 Petreto 20 2006/05/22
MPO8 37 Lieu dit Funtanella 550 2003/08/04 MP31 7 Cuttoli Corticchiato 400 2006/06/19-25
MPQ9 7 Cuttoli Corticchiato 300 2003/06/02 MP32 45 Travo 300 2006/05/22-28
MP10 4 Evisa 800 2003/06/05 MP33 3 Evisa 550 2006/06/05-11
MP11 16 Vezzani 400 2003/05/26 MP34 46 Corte 450 2006/08/21-27
MP12 9 Prunelli di Fiumorbu 200 2005/06/08 MP35 15 Moltifao 300 2007/06/12
MP13 1 Canale di Verde 10 2005/05/30 MP36 20 Moltifao 300 2007/06/12
MP14 38 Valle di Campuloru 100 2005/06/10 MP37 17 La Porta 150 2007/06/05
MP15 7 Cuttoli Corticchiato 300 2005/06/20 MP38 17 La Porta 100 2007/06/03
MP16 7 Cuttoli Corticchiato 300 2005/06/27 MP39 47 Sermanu 800 2007/06/06
MP17 39 Zevaco 860 2005/05/23 MP40 16 Vezzani 600 2007/06/29
MP18 37 Lieu dit Funtanella 550 2005/06/18 MP41 9 Prunelli di Fiumorbu 300 2007/06/07
MP19 36 Serra di Ferro 400 2005/05/30 MP42 7 Cuttoli Corticchiato 300 2007/06/10
MP20 40 Petreto 500 2005/06/13 MP43 48 - 100 &a250 2007/05/07-13
MP21 41 Vero 250 2005/06/27 MP44 16 Vezzani 500 2010/06/14-20
MP22 42 Pastricciola 450 2005/05/16 MP45 9 Prunelli di Fiumorbu 700 2010/06/14-20
MP23 43 Salice 650 2005/07/25
Magquis d'automne

MAO01 13 Sartene 1000 2005/11/15 MA16 50 Piscia 300 2006/12/15
MAO02 49 Frassetu 900 2005/11/01 MA17 7 Cuttoli Corticchiato 400 2007/01/22-28
MAO03 36 Serra di Ferro 400 2005/10/03 MA18 43 Salice 650 2006/12/04-10
MAO04 16 Vezzani 400 2005/01/01 MA19 51 Casanili 700 2006/10/01
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Tableau A.1 (suite)

N< pro((:jﬂccjfeur Commune/Lieu dit Altitude Date de ré&eolte N< proctzjﬂ?:?eur Commune/Lieu dit Altitude Date de ré&eolte
Magquis d'automne
MAO07 9 Prunelli di Fiumorbu 200 2005/12/02 MA22 52 St Georges 450 2006/09/16-22
MAO08 7 Cuttoli Corticchiato 400 2006/02/20 MA23 53 Forciolo 400 2012/12/10-16
MAOQ9 11 Ortiporio 500 2005/12/15 MA24 54 Lopigna 700 2012/11/12-18
MA10 22 Zevaco 650 2005/10/24-29 MA25 32 Vero 100 2013/01/14-20
MA11 8 Sarténe 800 2005/11/7-13 MA26 55 Carbuccia 400 2012/12/24-30
MA12 2 Calenzana 150 2006/11-12/27-03 | MA27 16 Vezzani 300 2012/12/03-09
MA13 9 Prunelli di Fiumorbu 200 2006/11/30 MA28 2 Calenzana 100 2013/11/18-24
MA14 16 Vezzani 600 2006/11-12/27-03 | MA29 9 Prunelli di Fiumorbu 300 2013/12/02-08
MA15 45 Travo 500 2006/11/13-19 MA30 8 Sarténe 800 2013/11/25-12/01
Printemps

PRO1 1 Canale di Verde 80 2004/06/24 PR22 11 Ortiporio 350 2004/06/03
PRO2 9 Prunelli di Fiumorbu 80 2004/06/05 PR23 11 Ortiporio 100 2004/06/08
PRO3 9 Prunelli di Fiumorbu 50 2004/06/21 PR24 7 Cuttoli Corticchiato 50 2004/06/01
PRO4 9 Prunelli di Fiumorbu 80 2004/06/22 PR25 7 Cuttoli Corticchiato 50 2004/06/28
PRO5 16 Vezzani 100 2004/05/21 PR26 7 Cuttoli Corticchiato 200 2004/06/28
PRO6 56 Ste Lucie de Moriani 50 2004/06/07 PR27 41 Vero 250 2004/06/01
PRO7 9 Prunelli di Fiumorbu 50 2004/06/05 PR28 17 La Porta 50 2004/06/14
PRO8 16 Vezzani 100 2005/05/30 PR29 36 Serra di Ferro 80 2004/05/10
PR09 9 Prunelli di Fiumorbu 100 2006/05/20 PR30 2 Calenzana 80 2005/05/30
PR10 16 Vezzani 100 2006/05/22 PR31 16 Vezzani 100 2005/05/09
PR11 2 Calenzana 100 2006/05/22 PR32 7 Cuttoli Corticchiato 50 2005/05/30
PR12 56 Ste Lucie de Moriani 50 2006/05/29 PR33 36 Serra di Ferro 100 2005/05/02
PR13 1 Canale di Verde 150 2006/05/29 PR34 11 Ortiporio 50 2004/06/10
PR14 16 Vezzani 50 2006/05-06/29-04 | PR35 11 Ortiporio 50 2005/04/25
PR15 16 Vezzani 400 2006/06/12-18 PR36 36 Serra di Ferro 100 2006/05/15
PR16 9 Prunelli di Fiumorbu 50 2006/06/05 PR37 2 Calenzana 200 2006/04/24
PR17 1 Canale di Verde 100 2006/05/22-28 PR38 21 Canavaghja 50 2006/05/22
PR18 2 Calenzana 70 2006/05/29 PR39 58 Urtaca 320 2006/06/05
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Tableau A.1 (suite)

N< procc:jﬂ?:teeur Commune/Lieu dit Altitude Date de réeolte N< pro?jz?:teeur Commune/Lieu dit Altitude Date de ré&eolte
Printemps

PR19 57 Campo 100 2004/06/01 PR40 11 Ortiporio 150 2006/05/15

PR20 2 Calenzana 100 2004/04/26 PR41 7 Cuttoli Corticchiato 50 2006/06/19-25
PR21 11 Ortiporio 50 2004/05/28

Maquis d'é&é
MEO1 59 Vizzavona 1000 2004/07/05 ME16 28 Lozzi 950 2005/09/12
MEO02 28 Lozzi 1200 2004/09/10 ME17 61 Albertacce 900 2012/08/08
MEO3 60 Tolla 600 2012/06/21 ME18 28 Lozzi 1200 2005/09/19
MEO4 28 Lozzi 900 2006/07/24-30 | ME19 7 Cuttoli Corticchiato 950 2005/06/18
MEO5 2 Calenzana 900 2004/06/28 ME20 7 Cuttoli Corticchiato 900 2012/06/25-07/01
MEOQ6 2 Ortiporio 1000 2006/07/12 ME21 62 Sarténe 870 2012/07/23-29
MEQ7 28 Lozzi 800 2006/07/10-16 | ME22 8 Quenza 1200 2012/07/30-08/05
MEO08 28 Lozzi 900 2004/09/03 ME23 36 Serra di Ferro 700 2012/06/11-17
MEO09 28 Lozzi 650 2004/07/20 ME24 44 Quenza 850 2004/07/26
ME10 20 Lozzi 1100 2012/07/23-29 | ME25 13 Quenza 800 2012/07/29
ME11 23 Lozzi 1000 2012/07/02-08 | ME26 62 Sarténe 900 2004/08/07
ME12 11 Ortiporio 800 2004/08/21 ME27 63 Bocognano 800 2004/07/26
ME13 11 Ortiporio 800 2004/07/31 ME28 64 Vizzavona 800 2012/07/09-15
ME14 28 Lozzi 1200 2006/08/07-13 | ME29 65 Bocognano 550 2012/06/18-24
ME15 20 Moltifao 950 2004/07/19
Miellat du maquis

MMO1 48 Bastelicaccia 50 2004/09/06 MM38 44 Quenza 150 2005/08/22
MMO2 45 Travo 50 2004/09/05 MM39 18 Vescovato 150 2005/07/18
MMO03 41 Vero 75 2004/08/29 MM40 44 Quenza 150 2006/08/21-27
MMO04 1 Canale di Verde 350 2005/09/15 MM41 5 Vignale 100 2006/08/21
MMO05 63 Bocognano 200 2004/09/20 MM42 57 Campo 100 2006/10-11/30-05
MMO06 66 Sorbo 200 2005/08/22 MM43 20 Moltifao 50 2006/09/18-24
MMO7 17 La Porta 150 03/090/05 MM44 68 Ostriconi 10 2012/06/14
MMO08 19 Vezzani 100 2005/09/19 MM45 46 Corte 400 -
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Tableau A.1 (suite)

N< Code Commune/Lieu dit Altitude Date de r&eolte N< Code Commune/Lieu dit Altitude Date de ré&solte
producteur producteur
Miellat du maquis

MMO09 56 Ste Lucie de Moriani 50 2005/09/19 MM46 46 Corte 400 -
MM10 14 Santa Maria Poggio 60 2005/09/05 MM47 2 Calenzana 80 05/06/13
MM11 1 Canale di Verde 150 2005/09/19 MM48 8 Sarténe 0 05/06/13
MM12 Calenzana 250 2005/08/01 MM49 17 La Porta 100 2004/09/01
MM13 10 Calenzana 50 2006/08/21-27 || MM50 11 Ostriconi 100 2005/06/20
MM14 16 Vezzani 50 2006/09/18-24 | MM51 53 Forciolo 350 2004/09/30
MM15 17 La Porta 100 2006/08/21 MM52 5 Vignale 100 2006/05/24
MM16 16 Vezzani 50 2005/08/22 MM53 34 Mignatija 50 2005/06/20
MM17 38 Valle di Campuloru 100 2006/08/20 MM54 69 Mura 500 2006/08/01
MM18 9 Prunelli di Fiumorbu 100 2006/08/30 MM55 5 Vignale 100 2005/08/05
MM19 7 Cuttoli Corticchiato 50 2006/09/18-24 || MM56 5 Vignale 100 2006/09/18
MM20 48 Bastelicaccia 50 2006/09/18-24 | MM57 17 La Porta 100 2004/07/19
MM21 14 Santa Maria Poggio 50 2006/08/21-27 || MM58 5 Vignale 200 2004/08/07
MM22 16 Vezzani 50 - MM59 70 Moriani 550 2006/07/24-30
MM23 67 Corbara 250 - MM60 13 Sartene 900 2006/08/14-20
MM24 16 Vezzani 50 - MM61 71 Quenza 801 2005/08/01
MM25 2 Calenzana 50 2006/08/14-20 || MM62 59 Vizzavona 200 2005/09/12
MM26 1 Canale di Verde 200 2004/07/19 MMG63 71 Quenza 400 2006/05/29
MM27 56 Ste Lucie de Moriani 100 2004/08/16 MM64 72 Felce 900 2006/08/14-20
MM28 38 Valle di Campuloru 100 2004/08/29 MM65 44 Quenza 900 2006/07/24-30
MM29 45 Travo 20 2005/08/29 MM66 5 Vignale 200 2005/07/28
MM30 18 Vescovato 350 2005/08/08 MM67 73 Castellare 500 2005/09/12
MM31 7 Cuttoli Corticchiato 10 2005/10/24 MM68 36 Serra di Ferro 850 2005/07/18
MM32 44 Quenza 150 2004/08/24 MM69 62 Quenza 900 2005/07/23
MM33 2 Calenzana 20 2004/08/23 MM70 74 Casalta 300 2005/07/25
MM34 36 Serra di Ferro 20 2004/08/16 MM71 74 Casalta 300 2005/08/01
MM35 16 Vezzani 100 2004/10/07 MM72 5 Vignale 200 2005/07/22
MM36 5 Vignale 300 2005/09/14 MM73 3 Evisa 550 2005/08/08
MM37 10 Calenzana 400 2005/08/22 MM74 71 Quenza 850 2005/07/25
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Tableau A.2. Caracté&isation biogégraphiques et analyse statistique des taxons repré&entés dans les miels

Annexe 3

NES Ve_ileura Code Taxons Fréguence relative (FR)® Taux de présence’ Repartitiron en Cors,e ;')ar.ra]:port aux
apicole biogégraphique” Moyenne Min. Max. Ecart CV étages de végétation

1 N, P 14 Genista sp. 1,61 0,03 2587 299 18545 63 i - tm me SM MO OR

2 N, P 14 Thymus herba-barona 0,34 0,03 1,74 041 122,71 19 me sm MO OR

3 N, P 12-25-62 Teucrium sp. 0,22 0,02 1,05 0,25 112,5 13 ™ ME SM mo

4 N, P 21 Erica arborea 16,21 0,03 77,88 223 137,6 79 ™ ME SM mo

5 N, P 21 Lavandula stoechas 1,34 0,03 1169 198 148,02 38 ™ ME

6 P 21 Myrtus communis 0,74 003 456 085 114,56 34 i ™ ME

7 P 21 Olea sp. 0,52 0,02 3,55 0,6 115,13 25 i ™ ME

8 N, P 21 Viburnum tinus 1,45 0,05 16,24 297 204,42 22 ™ ME

9 N, P 21 Arbutus unedo 10,76 0,11 40,1 9,94 92,37 18 ™ ME sm

10 N, P 21 Asteraceae Carduus/Galactites forme 111 005 519 147 13233 18 ™ ME SM

11 N, P 21 Asphodelus sp. 0,58 0,06 2,93 0,6 103,54 14 ™ ME sm

12 N, P 21 Rosmarinus officinalis 0,89 0,11 6,64 157 177,05 10 ™ ME

13 p 25 Phillyrea sp. 1,99 0,03 1328 264 13281 25 ™ ME

14 N, P 28 Anthyllis hermanniae 2,85 0,05 33,77 515 180,37 51 tm me SM MO OR

15 P 29 Pistacia lentiscus 1,68 0,1 9,32 2,08 124,01 23 LI TM ME

16 N, P 21-25 Cytisus/Calicotome forme 3,32 0,04 31,18 55 165,77 41 LI ME SM

17 N, P 21-25 Allium sp. 0,58 0,09 2,2 0,51 88,82 12 ™ ME sm

18 P 21-29 Cistus sp. 3,52 0,05 3333 484 137,55 81 ™ ME sm

19 N, P 21-31-51 Trifolium sp. 5,55 0,05 5352 11,81 2126 43 LI ME SM mo

20 P 21-35-55-58 Quercus sp. 8,06 0,07 51,76 987 122,49 98 ™ ME SM mo

21 N, P 21-51 Lotus sp. 2,35 0,03 52,79 6,44 273,75 40 LI TM ME SM MO

22 N, P 21-94 Asteraceae Dittrichia forme 0,95 0,03 53 122 127,99 18 ™ ME SM mo

23 N, P 31 Echium sp. 3,96 0,02 71,14 9,97 251,66 37 ™ ME SM

24 P 31-35 Rubus sp. 3,69 0,07 1941 3,89 105,48 84 tm ME SM mo

25 N, P 31-51 Rosa sp. 0,63 0,03 4,555 0,92 145,63 17 RI1 ME SM mo

26 N, P 31-54 Clematis sp. 0,18 0,02 054 013 71,41 17 ri1-2 ™ ME SM

27 N, P 51 Crataegus monogyna 1,82 0,02 19,1 341 186,89 32 tm ME SM mo

28 N, P 54 Jasione Montana 1,01 0 1227 23 227,02 28 i - tm ME SM MO
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Tableau A.2. (suite)

o Vé_ileut‘a Code Taxons Freguence relative (FR)* Taux de présence® Repartiti})n en Corsre par .ra}zport aux
apicole biogégraphique® Moyenne Min, Max, Ecat CV étages de végétation
29 P 58 Fraxinus ornus 2 0,03 2595 395 197,75 66 tm ME SM mo
30 N, P 59 Castanea sativa 47,58 0,25 98,04 37,17 78,12 96 ME SM
31 N, P 51-52 Salix sp. 3,25 0,03 2993 496 152,76 52 RI
32 N, P 54-99 Prunus sp. 1,66 0,03 2406 32 192,59 38 ME SM
33 N, P 54-99 Pyrus/Malus forme 0,89 0,05 6,35 1,04 116,42 33 ME SM
34 N, P 65 Hedera helix 7,34 0,05 5051 11,97 162,99 29 tm ME SM mo
35 N, P 65 llex aquifolium 0,82 0 4,09 0,97 117,84 20 ri SM MO
36 N, P 97 Smilax aspera 2,69 0,1 9,02 2,67 99,46 16 ™ ME
37 P 99 Eucalyptus sp. 1,58 0,05 2053 2,79 17599 49 ME
38 N, P 99 Citrus sp. 3,08 0,02 16,11 444 1445 21 ME
39 P 99 Actinidia sinensis 2,75 0,07 16,09 3,71 13493 20 ME
40 N, P Nd Asteraceae fenestré&forme 0,71 0 541 1,07 150,73 33 nd
41 N, P Nd Apiaceae 1,81 0,02 1745 3,28 18147 32 nd
42 N, P Nd Brassicaceae 1,37 0,05 1466 235 171,72 31 nd
43 P Nd Scrophulariaceae autres 0,54 0,05 4,46 0,72 133,09 22 nd
44 N, P Nd Fabaceae autres 0,31 0,05 157 0,33 105,9 21 nd
45 P Nd Plantago sp. 0,34 0,02 1,552 0,3 87,01 20 nd
46 N, P Nd Rosaceae autres 0,78 0,06 524 1,04 134,14 18 nd
47 N, P Nd Vicia sp. 1,84 0,02 11,79 2,72 148,09 17 nd
48 P Nd Poaceae 0,35 0,03 1,2 0,27 76,24 12 nd
49 N, P Nd Liliaceae autres 0,58 013 304 0,72 125 11 nd
50 N, P Nd Asteraceae autres 0,22 0,03 084 0,2 92,35 11 nd
51 P Nd Pinus sp. 0,13 0,02 0,553 0,12 91,94 10 nd
52 P Nd Cupressaceae 0,7 0,07 534 1,17 166,34 10 nd

Autres taxons identifié& (taux de pré&ence < 10%): Populus sp., Helleborus lividus subsp. corsicus, Asteraceae Helicrysum forme, Asteraceae Achillea forme, Rumex sp., Acacia dealbata, Platanus sp.,
Caryophyllaceae autres, Tilia sp., Stachys glutinosa, Lamiaceae autres, Boraginaceae autres, Papaver rhoeas, Silene gallica, Cytinus hypocistis, Knautia integrifolia, Ranunculaceae autres, Corylus
avellana, Bituminaria bituminosa, Asparagus sp., Robinia pseudoacacia, Asteraceae Tyrimnus forme, Vitis vinifera, Odontites sp., Sambucus ebulus, Chamaerops humilis, Cercis siliquastrum, Urticaceae,
Chenopodiaceae, Erica terminalis, Centaurea sp., Oleaceae autre, Centaurium erythraea, Daphne gnidium, Mercurialis annua, Mentha sp., Reseda sp., Anemone hortensis, Cynoglossum creticum forme,
Veronica sp., Erica autres, Verbascum sp., Sedum sp., Aesculus hipppocastanum, Carpobrotus sp., Potentilla sp., Artemisia sp., Laurus nobilis, Carex sp., Campanula sp., Helianthemum sp., Oxalis sp.,
Melilotus sp., Syringa vulgaris, Zea mays, Borago officinalis, Betula pendula, Sherardia avensis, Ulmus sp., Amaryllidaceae, Cyperaceae, Hypericum sp., Epilobium sp., Erodium sp., Juglans regia,
Convolvulus sp., Ailanthus altissima, Mimosaceae autres, Pancratium sp., Sixalix atropurpurea, Ruta sp., Cerinthe sp., Lupinus angustifolius, Rhamnus sp., Acer sp., Dorycnium sp., Alnus sp., Ostrya
carpinifolia, Buxus sempervirens
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Tableau A.2. (suite)

&N, P: espeze nectarifére et pollenifére; P: espeze uniquement pollenifére
P code biogéagraphique des taxons d'aprés Gamisans (1985):
1 - Endéniques: 12 - End. d'origine st&nomé&literranéenne; 14 - End. d'origine mélit&ané-montagnarde
2 - Stéenoméliterranéennes: 21 - Sténomedit. au sens large; 25 - Stenomédit.-occidentales; 28 - Sténomédit.-nord-orientales; 29 - Sténomelit.-occidentales-macaronésiennes

3 - Eurymélité&anéennes: 31 - Eurymédit. au sens large; 35 - Eurymélit.-occidentales

5 - Eurasiatiques: 51 - Palétempéeées; 52 - Eurasiat.; 54 - Europé»-caucasiennes; 55 - Europ.; 58 - SE-europ.; 59 - S-europ.
6 - Atlantiques: 65 - Mé&lit.-atlantiques

9 - Groupes d'espezes de vaste répartition: 94 - Subcosmopolites; 97 - Subtropicales et palésubtropicales; 99 - Plantes cultivées

¢ fré&uence relative: le pourcentage respectif d'un taxon par rapport au nombre total de grains de pollen comptés dans un éhantillon de miel
? taux de préence : nombre d'éhantillons dans lesquels le taxon est présent par rapport ala totalitédes éhantillons éudiés
¢ répartition des éages de végéation d'aprés Jeanmonod et al. (2007)

LI ou li: Milieux littoraux (rochers, terrains salés, dunes)

RI11 ou ril: Ripisylves au niveau de I'éage m&omediterranezn, et terrains maréageux non salés, jusqu'ala mer

RI12 ou ri2: Ripisylves au niveau de I'é&age supraméditerranéen

TM ou tm: Etage thermoméiditerranéen

ME ou me: Etage mé&oméiditerranén

SM ou sm: Etage suprametliterranéen

MO ou mo: Etage montagnard

OR ou or: Etage cryo-oroméditerranéen
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Figure A.2 Diagramme des spectres polliniques : caract&isation de I'origine botanique
(Les taxons (TP > 10% et FRMax > 3%) sont classés en fonction de la chronologie de floraison des espéees)
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Figure A.2 (suite)
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Figure A.2 (suite)
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Annexe 5
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Figure A.3 Miellat de Metcalfa : richesse des indicateurs de miellat
(* : spores et asques de champignons microscopiques)



R&umeévulgarisé

Quialification des miels de Corse par une approche
multifactorielle : diversitépollinique & variabilitéchimique

Le Miel de Corse est un produit typique du territoire insulaire. Mé&ne si les premieres
traces d'apiculture en Corse remontent al'antiquité la filiée apicole est presque abandonnee a
la sortie de la Seconde Guerre mondiale. Les professionnels s'organisent apartir de 1976,
jusqu'a obtenir une Appellation d’Origine Controlée (AOC) en 1998 puis une Appellation
d’Origine Protégée (AOP) en 2000. Ainsi, la production actuelle (300 &350 tonnes/an)
commercialisée sous 1’étiquetage « Miel de Corse-Mele di Corsica >» se deéline en six
categories variéales : «printemps > <«maquis de printemps > <« miellat du maquis » <«
maquis d’été », « chataigneraie » et « maquis d’automne ». Ces derni¢res traduisent la
diversité des produits melliferes locaux ainsi que leurs relations avec la végétation de 1’le.

Dans le cadre des normes nationales (AOC) et europeéennes (AOP), la mé&hode dite «
conventionnelle » pour la certification de I’origine géographique et botanique est basée sur les
caracté&istiques polliniques, physico-chimiques et organoleptiques des miels de Corse.
L’objectif principal de cette thése de doctorat était de caractériser la variabilité chimique de
ces productions afin de proposer de nouveaux critées de qualification.

L’¢tude de la fraction volatile de 269 échantillons de miels (incluant les six gammes
variétales), a permis d’inventorier, pour la premicre fois, la composition volatile des miels de
Corse. Nos travaux ont également conduit a I’identification de marqueurs chimiques pour
chaque caté&gorie en relation directe avec les speeifiques des terroirs de production. Pour cela,
une approche interdisciplinaire - alliant les donné&s des mé&hodes conventionnelles et celles
de la typologie volatile - a été proposée pour la détermination de I’origine florale.

Cette premicre caractérisation multifactorielle des miels de Corse est d’un intérét
fondamental pour les apiculteurs dans le cadre de I’évolution spatio-temporelle des
productions insulaires en fonction des conditions du milieu (variations bioclimatiques,
modifications des processus de miellées, conduites apicoles).



Riassuntu

Qualifichera di i meli di Corsica ctun accostu multifatturiale :
diversitapullinica evariabbilitachimica

U Mele di Corsica h¢ un pruduttu sputicu di I’isula. E prime vistighe di I’apicultura in
Corsica si ritrovanu in I’ Antichita piu anziana ma ’arte di a bugna ¢ di u mele vene tralasciata
dopu a Sigonda guerra mundiale. Cu a mossa idintitaria di I’anni sittanta (XXu seculu),
s’urganizeghjanu i prufiziunali ed ottenenu una Appillazione d’Origine Cuntrullata (AOC) in
lu 1998 po una Appillazione d’Origine Prutetta (AOP) in lu 2000. Fatta fine chi a pruduzzione
oghjinca (300 a350 tunnillate/annu), cummircializata cQa sugillata «Miel de Corse-Mele di
Corsica »si spachja sigondu sei catigurie variitesche : «veranu > <«machja viraninca > <«
milata di u machjetu », « machja d’istate », « castagnetu » ¢ « machja auturnale ».

In lu quatru di e norme naziunale (AOC) ed eurupee (AOP), u metudu cunvinziunale
da cirtifica I’origine geugrafica ¢ butanica s’arremba a e caratteristiche pulliniche, fiscu-
chimiche eurganulettiche di i meli. U fine principale di sta tesi dutturale hedi caratterizaa
variabbilitachimica di ste pruduzzione di modu aprupone criterii novi di qualifichera.

U studiu di a frazzione vulatile di 269 campioni di meli (inclusuci e sei catigurie
variitesche), ha permessu d’invinturia, pé a prima volta, a custituzione in cumposti vulatili di 1
meli di Corsica. I nostri travagli so sbuccati dino nantu a 1’idintificazione di 1 marcadori
chimichi in leia diretta ctie spicificitadi i rughjoni di pruduzzione. Per quessa, un accostu
interdisciplinariu — appaghjendusi i dati di i metudi cunvinziunali cun quelli di a tippulugia
vulatile- h¢ statu prupostu da pud¢ ditermina 1’origine fiurale.

Cus isOstati idintificati i marcadori chimichi di parechje variitadi mele, vene adiu 2-
aminoacetofenune («castagnetu > ; u p-anisaldeide eu 4-n-prupilanisole («machja viraninca
») ; I’isoforunu ¢ u 3,4,5- trimetilfenule (« machja auturnale ») ; ’isomeri di lilace aldeide ¢ di
u p-menten-9-al («veranu tippu clementinu .

Sta prima caratterizazione multifatturiale di 1 meli di Corsica h¢ propiu d’opu pe
I’apicultori in lu quatru di I’evuluzione spaziu-tempurale di e pruduzzione isulane in funzione
di e cundizione di u mezu (variazione bioclimatiche, mudifica di u prucessu di e milate, rigiru

apaghju).

Traduction : Pr Pascal Ottavi



Abstract

This thesis was focused on the Corsican honeys under the AOC and AOP appellation “Miel de
Corse-Mele di Corsica”. The Corsican honey was classified in six varietal categories: “spring”, “spring
maquis”, “honeydew”, “summer maquis”, “chestnut grove” and “automne maquis”. The aim of this
work was to characterize the volatile composition of Corsica honey and to develop an interdisciplinary
approach to complete the characterization of Corsican honey and the qualification of the botanical
and/or geographical origin.

In the first part, 195 nectar honeys were characterized by melissopalynological, physico-
chemical and volatile analyses. Pollen analysis allowed the certification of Corsican origin and
highlights the main nectariferous species and/or characteristic plant associations of each varietal range.
Thus, the volatile analysis by SPME, GC and GC/MS allowed the identification of some chemical
markers of honey, namely 2-aminoacetophenone (“chestnut grove”); p-anisaldehyde and 4-n-
propylanisole ( “spring maquis”’); isophorone and 3,4,5-trimethylphenol (“automne maquis”’); isomers
of lilac aldehydes and p-menth-1-en-9-al (“spring clementine”).

For each honey range, an interdisciplinary study was carried out by using statistical analysis
of multifactorial data (melissopalynological, physico-chemical and volatile data). These results
allowed us to identify the “monofloral” honey samples; to propose some hypotheses about the nectar
and/or honeydew contribution in honeys with dominant over-represented (“chestnut grove”) and
normal taxon (“spring maquis”); and to determine the role of different nectariferous and/or
polleniferous species in honeys with underrepresented taxon (“spring” and “autumn maquis”) and
those with complex botanical origin (“summer maquis”).

In the second part of our work, the volatile fraction of 74 Corsican honeydews and blend
honeys has also been investigated. Statistical analysis of the volatile composition has distinguished
Metcalfa honeydew by a high abundance of 3-furaldehyde. Otherwise, the other honey samples were
characterized by a high abundance of 2-aminoacetopheneone (marker of “chestnut grove” honey)
and/or p-anisaldehyde and 4-n-propylanisol (characteristic compounds of “spring maquis" honey).
These observations could be explained by the nectar contribution of Castanea sativa and/or Erica
arborea in the honeydew samples.

Finally, this work has allowed us to develop an innovative approach based on multifactorial
approach (pollen analysis, physic-chemical parameters, volatile composition) to obtain discriminant
information for the determination of the floral origin from Corsican honeys.

DISCIPLINE:
Organic and Analytic Chemistry

KEY WORDS
AOP-AOC «Miel de Corse — Mele di Corsica > melissopalynological analysis, volatile composition, GC,
GC/MS, SPME, chemical variability.




R&ume

Ce travail de thése porte sur les miels de Corse commercialisé sous I’AOC et I’AOP « Miel de
Corse-Mele di Corsica >>et classés en six catégories variéales : «printemps >3 «maquis de printemps
> «miellat du maquis > « maquis d’été », «ch&aigneraie »et « maquis d’automne ». Notre objectif
principal éait de caract&iser la composition volatile des miels de Corse et de développer une
approche interdisciplinaire en vue de complé&er la caractéisation de ces productions par la recherche
de nouveaux critéres pour la qualification de 1’origine botanique et/ou géographique. Les travaux ont
donc consistéacroiser les donné&s obtenues par la mé&hode conventionnelle basé sur les analyses
polliniques, sensorielles et physico-chimiques avec celles issues de 1’analyse chimique de la fraction
volatile des miels.

Dans une premiére partie, 195 miels de nectar ont &écaract&isé au niveau pollinique, physico-
chimique ainsi que par leurs compositions volatiles. L’analyse pollinique a permis de certifier 1’origine
Corse et de mettre en évidence les principales espéees nectarifées de chague gamme variéale et/ou
les associations veégétales caracté&istiques des miellés. L’analyse de la fraction volatile par MEPS,
CPG et CPG/SM a conduit a I’identification des marqueurs chimiques des diverses variétés de miels, a
savoir la 2-aminoacé&ophénone (« ché&aigneraie > ; le p-anisaldéyde et le 4-n-propylanisole (<«
maquis de printemps >); I’isophorone et le 3,4,5-triméhylphénol (« maquis d’automne >); les
isoméres de lilac aldéhyde et du p-menthén-9-al («printemps typéclémentinier »).

De plus, une éude interdisciplinaire (analyse méissopalynologique, physico-chimique et
fraction volatile) basée sur I'utilisation de traitements statistiques des données multifactorielles a &é
mené sur chacune des cateégories variéales. Les résultats obtenus ont permis de mieux cerner
I’origine botanique des miels « quasi-monofloraux > ; de proposer des hypothéses sur les autres
apports nectarifées et/ou miellatifées dans les miels ataxon dominant de type sur-repréenté («
ch&aigneraie > et normal («maquis de printemps > ; de déerminer les diffé&entes contributions
nectariféres dans les miels dont I’espéce dominante aun taxon de type sous-représent&(«printemps »
et « maquis d’automne ») et dans ceux ayant une origine botanique complexe (« maquis d’été »).

Dans la seconde partie de nos travaux, nous avons caract&iséla fraction volatile de 74 miels des
gammes «miellat du maquis »et «miel de Corse >»» L’analyse statistique de la variabilité chimique a
permis de distinguer les miellats de Metcalfa par la teneur en 3-furaldényde. Par ailleurs, nous avons
pu qualifier 1’origine botanique des miels dit «géné&iques >>(méange «miel de miellat >f«miel de
nectar »), notamment les apports significatifs de <«ch&aigneraie » (moléule marqueur: 2-
aminoacéophénone) et/ou de «maquis de printemps >>(p-anisaldényde et 4-n-propylanisol).

Enfin, ces travaux ont permis de développer une approche innovante basée sur une approche
multifactorielle (polliniques, physico-chimiques et volatils) afin de mieux qualifier la complexitédes
origines botaniques des miels de Corse.

DISCIPLINE :
Chimie Organique et Analytique

MOTS CLES
AOP -AOC «Miel de Corse — Mele di Corsica >3 analyse méissopalynologique, fraction volatile, CPG,
CPG/SM, MEPS, variabilitéchimique.




