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Contexte et objectifs de |'etude

L'étude des polyphénols de 60 miels présentée dans ce rapport a été commandée par le
centre de promotion pour I'apiculture de Nouvelle-Calédonie et fait partie d’'un programme
de caractérisation des miels locaux et en particulier du miel monofloral de niaouli, en vue
de développer des labels distinctifs de miels a plus forte valeur ajoutée.

Cette étude fait suite au rendu d’un rapport bibliographique concernant les différentes
techniques d’analyse de la chimie des miels (remis le 30 octobre 2017) et d’un protocole
détaillé et budgétisé (remis le 15 décembre 2017) qui suggéraient I'étude des polyphénols
et des composés volatils du miels a I'aide de techniques fiables, robustes et applicables
avec les outils disponibles localement.

Cette étude fait également suite a une étude préliminaire menée sur 18 miels (rapport
remis en mars 2019). Ces résultats préliminaires avaient mis en évidence que les
différences entre miel de niaouli et autres miels se fait principalement apres ionisation
positive des composés. Nous avons vérifié cette observation et nous avons ici approfondie
ces résultats obtenus a partir de 60 miels.
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Outils - méthodes

Les précédents rapports ont détaillé la méthode utilisée pour la préparation
des échantillons de miel pour en extraire les composés phénoliques et leur
analyse par LC-MS haute résolution. Le traitement des données a l'aide du
logiciel MZMine obtenues peut permettre d’identifier des marqueurs
chimiques des miels de niaouli. Pour cela, la méthode de traitement des
données utilisée se base ensuite sur 'utilisation:

* D’outils statistiques pour mettre en évidence des différences entre miels
de niaouli et autres miels > MetaboAnalyst

* 'annotation in-silico de la chimie des composés du miel > GNPS

* La méthode du Molecular networking : représentation graphique
permettant de visualiser 'ensemble des données > Cytoscape
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https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/featurebasedmolecularnetworking/
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Online data treatment >

https://www.metaboanalyst.ca/docs/
Overview.xhtml
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Molecular Networking

Un réseau moléculaire (Molecular network) est une représentation graphique visuelle de I'ensemble de I'espace
chimique d’un échantillon détecté par spectrométrie de masse (MS/MS). Cette méthode permet de grouper les
différents composés détectés en fonction de leur proximité structurale méme lorsque leur structure n’est pas
connue, en comparant leur profil de fragmentation MS/MS.

Les réseaux moléculaires créés avec GNPS ou Cytoscape représentent chaque ion (compose détecté) sous forme
de nceuds, et les relations de proximité qui les lient aux autres composes comme des segments entre les nceuds.
Les noeuds peuvent étre annotés avec les données MS, MSMS mais aussi a partir des métadonnées associées et
fournies par l'utilisateur (ex: miel de niaouli 0, 1 ou 2). Ces métadonnées peuvent étre utilisées par pour colorer ou
dimensionner les noeuds pour mettre certaines choses en évidence (ex: composés les plus abondants dans un
échantillon particulier).

Les données MS/MS obtenues a partir des échantillons sont comparées a des données de références issues
différentes bibliotheques (Dictionary of Natural product, GNPS, etc.). Ces confrontations permettent d’annoter les
différents composés du mélange, c’est a dire de proposer a plus ou moins de confiance une structure chimique
associée a certains ions.
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https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/networking/
https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/librarysearch/
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https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/featurebasedmolecularnetworking-cytoscape/
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Appellation Niaouli_potentiel pollen_niaoul conductivite Polyphenols Dom_Famille Dom_Genre Dom_Sp pollen_dominant

15 SO0 oo Toutes fleurs o 10 o,6 62 Rosaceae 20
23 2019 o= Toutes fleurs o 1o 1,0 56 Cunoniaceae 70
a7|2019-100 Mouirange o 10 o,6 52 cunoniaceae 55
as|2019-113 Maqui o 10 o,s5 61 Cunoniaceae 60
50 co1o s Lifou o 12 1,1 76 ND 26
52|2019-124 Lifou o as 0,7 64 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius 72

2 2019-06 Miellat o o,e 44 Mimosaceae Mimosa pudica 36

6 2019 15 Toutes fleurs o o,o 56 Cunoniaceae 52
12 2019 39 Ouvea o o,s5 58 Myrtaceae 30
13 2019 a6 Lifou o 0,7 54 cunoniaceae ao
14 2019 as Lifou o o,3 37 Oleaceae 50
16 2019 54 Maré o o,a 41 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius o2
17 2019 s6 Lifou o o,5 53 Cunoniaceae 27
18 2019 57 Lifou o o,6 66 Polygonaceae 62
25 2019 _73 Lifou o o,6 62 Cunoniaceae ao
26 2019_7a Lifou o o,6 46 cunoniaceae 57
aa 2019-94 Lifou o 0,5 63 cunoniaceae 73
as 2019-95 Lifou o o,s5 72 ND 20
a6 2019-97 Lifou o o,3 A8 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius 36
a9 2019-114 Lifou o o,3 49 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius 34
51 2019-122 Lifou o o,0 61 Myrtaceae 52
53 2019-128 MARE o o,s5 47 Cunoniaceae 72
54 2019-129 Lifou o o,a 53 Oleaceae 32
55 2019-130 Lifou o 0.7 53 Cunoniaceae a1
27 2019_76_EN Niaouli 2 o1 1,4 49 Myrtaceae Melaleuca quinquenervia o1

3 2019_10_EN Toutes fleurs 2 20 1,0 47 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia 20
36 2019 85 EN Niaouli 2 81 1,1 52 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia 81
28 2019 _77_EN Niaouli 2 80 1,0 54 Myrtaceae Melaleuca quinquenervia 80
34 2019 _83_EN Niaouli 2 75 1,2 48 Myrtaceae Melaleuca quinquenervia 75
35 2019 84 EN 2 7a 1,2 45 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia 74
312019 _80_EN 2 72 1.5 57 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia 72
20 2019 _63_EN 2 &8 0,9 44 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia 68
29 2019_78 _EN 2 sa o,o 54 mMyrtaceae Melaleuca quinquenervia sa

4 2019 12 EN Toutes fleurs 2 a9 o,s 27 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia ao
38 co1o = o Niaouli 2 aa 1,0 49 cunoniaceae ae
32|2019 81 _EN Niaouli 2 a1 1,1 52 Cunoniaceae a7z
30|2019_79_EN Niaouli 2 36 1,4 60 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia 36
a3|2019_ 92 EN Niaouli 2 33 1,0 52 Mimosaceae Acacia a2
2131|2019 _ea Niaoul 2 32 EE) 60 Mimosaceae Mimosa pudica 6a
a2|2019_91_EN Niaoul 2 32 1,0 60 Myrtaceae Melaleuca auinquenervia 32
a1|2019_90_EN Niaoul 2 29 1,0 43 Mimosaceae s9
2a 2010 o Niaouli 2 26 1,1 62 Mimosaceae Mimosa pudica as

1|2019-03 Maquis 2 1o 0,7 46 Cunoniaceae 70

s5|2019 13 EN Toutes fleurs 2 16 o8 42 Mimosaceae Mimosa pudica s8
37|2019_86_EN Niaouli 2 15 1,3 58 Cunoniaceae 79
332019 =2 BN Niaouli 2 1a o,9 45 Cunoniaceae 80
10 coo oo Toutes fleurs 2 13 0,7 57 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius 73

9|2019 27 Toutes fleurs 2 12 0,7 58 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius 72

7|2019_25 EN Toutes fleurs 2 10 o,7 44 Mimosaceae Mimosa pudica aa

s|2019 26 _EN Toutes fleurs 2 o,7 46 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius o5
11|2019_29 Toutes fleurs 2 0,9 56 cCunoniaceae 30
19~ oo Niaouli 2 o,5 32 Myrtaceae 55
22 2019_66 Foret EY a1 0,7 58 Myrtaceae Melaleuca quinquenervia a1
39 2019 _s8 Foret 1 s 0,7 44 cunoniaceae 79
40 2019 89 Foréet 1 26 o,6 69 Mimosaceae Mimosa pudica 28
56 2019-140 Maquis Y 29 0,7 73 Anacardiaceae Schinus 55
57 2019-142 Toutes fleurs Y o,6 52 Cunoniaceae 68
58 2019-145 Toutes fleurs 1 o,0 57 Cunoniaceae 73
59 2019-146 Toutes fleurs 1 o,s5 49 Cunoniaceae 80
60 2019-14s8 Toutes fleurs 1 o,a 58 Anacardiaceae Schinus terebinthifolius 72
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60 Echantillons de miels analysés - 2020

Métadonnées — informations utiles concernant les échantillons:

Niaouli potentiel: caractérise la présence +/- probable de niaouli dans le miel (0: trés peu
probable; 1: probable; 2: trés probable) > critére principal utilisé pour ségréguer les miels
de niaouli 2 des miels autres 0.

Conductivité: mesure effectuée sur les miels et corrélée selon les travaux de I’'adecal a la
proportion de miel de niaouli (>0,8 S/cm)

Polyphénols: dosage des polyphénols totaux des miels (non utilisé).

Analyse des pollens du miel :

- du pollen de niaouli a été observé dans les miels O

- Certains miels 2 contiennent peu de pollen de niaouli

- Certains pollen (notamment mimosa punica et schinus sont retrouvés dans les miels 0 et
2 ce qui nuit a la distinction entre ces deux groupes.
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r * Utilisation mode d’ionisation Pos
= (permet une meilleure détection
e des polyphénols et une meilleure
fie ségregation des miels de niaouli
1= comme l'avait déja montre les
éssais préliminaires précédents.
i * chaque pic est caractérisé par:
= | - temps de rétention

oo 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30 1.40 1.50 1.’60 é.ZSEIL?:ntf“oez.oo 2.10 2..20 2430 2.40 2.50 .2.60 :>;7o 2.80 2.90 3.00 3,1.0 3.20 3.30 3.40 3 - Masse mol (hrms)

Détection et différenciation des pics - Masse Fragments
" cofrespondant a tous les composés du ;inrS'ﬂ‘g pic (abondance relative
élange de |'extrait concentré en es différents composés)

polyphénol d’un miel )
> M ATRICE DE DONNEES

6456 pics quantifiés dans chaque
| miel

csv data + metadata

60 1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 2.20 2.30 2.40 2.50 2.60 2.70 2.80 2.9
Retention time
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Approche statistique

Est-ce que les miels de niaoulis sont différents des autres miels?

Quels composés sont spécifiques du miel de niaouli?

2 séries de données LC-MS comparées:
- 0/1/2

- 0/2 cleaned (uniguement les 0 sans niaouli et 2 avec une
majorité de niaouli et sans M. pudica ou S. terebinthifolius).

NC BIORESSOURCES



[0]-[1]-[2] [0]-[2] cleaned
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ACP (non supervisée)

* || semble que les miels de niaouli
présentent des particularités

 Un nombre potentiellement
important de composés ubiquitaires
peuvent expliquer que les deux
classes se chevauchent.

* Importance de I'’échantillonnage et
de l'utilisation des métadonnées
pour percevoir ces spécificités

PC2(

[0]-[2] cleaned

Scores Plot
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[0]-[1]-[2] [0]-[2] cleaned

Scores Plot Scores Plot
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PLS-Discriminant Analysis (PLS-DA, Barker and Rayens, 2003) is a linear classification model that
is able to predict the class of new samples.
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[0]-[1]-[2]

[0]-[2] cleaned

Scores Plot Scores Plot
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sparse PLS-DA (sPLS-DA) enables the selection of the most predictive or discriminative
features in the data that help classify the samples (Lé Cao et al., 2011).

°on
@ - g g
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14.00

12.00

10.00

8,00 4

6,00

-g10@)

4,00

2,00

0.00

-2.00

-2.00 -8.00 -7.00 -6.00 -5.00 -4.00 -3.00 -2.00 -1.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 7.00

Volcano Plot:

10g2(FC)

Pattern Hunter:

3288/618.2620mz/0.
3507/438.1972mz/0.
3566/410.2023m2/0.
664/385.0845mz/0.5
3536/780.3143mz/0.
3374/326.1811mz/0.
2628/342 1312m2/1.
4188/369.1119mz/0.
3629/166.0532mz/0.
519/418.1491mz/1.5
4300/324.1654mz/0.
1326/456.2077Tmz/0.
4085/376.1602mz/0.
4204/191.127Tm2/1.
175/472.1795mz/0.6
3296/442.1920mz/0.
2240/368.0666mz/1.
2388/266.1387Tmz/0.
900/444,1867Tmz/0.5
1133/358.1497Tmz/0.
3458/600.2508mz/0.
1358/588. 2285mz/0.
3021/250.0386mz/0.
4155/762.3031mz/0.
4074/312.1112mz/0.

Top 25 compounds correlated with the 1-2

-1.0 0.5 0.0 05 10

Correlation coefficients

> Liste de pics (RT, MW, MSMS) dont la moyenne d’abondance
entre les miels de niaouli [2] et non niaouli [0] est |a plus
importante.
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Approche graphique — FBMN Cytoscape

»Légende:
Miel niaouli potentiel O
Miel niaouli potentiel 1

@ Miel niaouli potentiel 2
QC / blanc

Observations du réseau:
Les plus gros cluster contiennent plutét des composés ubiquitaires
Beaucoup de petits composés phénoliques azotés

Beaucoup de composés non annotés > originaux? chimie des miels et plantes
calédoniennes peu documentées.
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Approche graphique — FBMN Cytoscape
Réseau spécifiqgue des miels de niaouli:

Liste des composés annotés (score, RT
(=polarité), nom/N°CAS/info
chimiotaxonomique > peu informatif pour les
miels et plantes calédoniennes

» Dans les clusters spécifiques du niaouli

» Dans les clusters important d’'un miel
particulier (considéré comme le plus pure
niaouli par ex le 27).

Miel niaouli potentiel 0
Miel niaouli potentiel 1

@ WMiel niaouli potentiel 2
QC / blanc
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Réseau spécifique des miels de niaouli:

CH, 0=\
H,C 0
Cluster 1 N
(o)
CH,
537
N o o__
(0] =
H,C
OH
Q%OH me iy ol e Ao Ay
WS& CH, O CH, 0
CH, OH
3!&0 5893 5893 5893
Miel niaouli potentiel 0
(& Miel niaouli potentiel 1 _ o o
Miel niaouli potentiel 2 Eaas e M"“
P QC / blanc
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Réseau spécifique des miels de niaouli: cluster 2

NH, CH,
s o O
N o,
Z OH N oH \oH
HC o .
o Ho' N )i\( Image Unavailable
wo” O o o oH o 4 ®
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HO' OH o CH. N
OH HO' 0 H
901 1256 1256 1256 1256 21
N, ot HC, CH;
w e o Ho.
Ho N=( o @
~ YIKI' s oH Q) { OH
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- j o o7 2 o o
oo & 00 on
He 45 ? o o
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NH o u’ib* o
HO' oH Ot . on
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Miel niaouli potentiel 0
(> Miel niaouli potentiel 1
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¢ QC/blanc
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Clusters spécifiques du niaouli identifiés

2508105

Cluster 1

scaf 5

Cluster 3 Cluster 8

|
s e
_/’- '\’.‘
-— A & &
\ 3 )

L]

)

{
i

T

/ —

 306#203 32021
434@022 g o W

4668228

4600287 y 4

265@055 2308747

) 29.39

Cluster 2 Cluster 5 Cluster 6 Cluster 7
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Autre clusters
spécifiques des
miels de niaoulis

‘e

ID: 5094

ID: 4683

ID: 4158

Clusters de
COmMposés
absents des
miels de niaoulis

ID: 3533
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PicID
74
182

328
335
536
537
672

901
948
981
1040

1104
1126
1256
1280
1285
1286
1294
1309
1453
1726
1808
2051
2140
2213
2217
2322
2326
2507
2579
2919

2950
2962

3098
3434
3485
3689
3803
A158

Test selection

Volcano plot

Volcano perso, pattern Hunter, S-
PLSDA

Pattern hunter

Pattern hunter, S-PLSDA

Pattern hunter, S-PLSDA

Volcano plot

Volcano perso, pattern Hunter, S-
PLSDA

Pattern hunter, O-PLSDA, S-PLSDA
S-PLSDA

O-PLSDA

Volcano perso, pattern Hunter, S-
PLSDA

O-PLSDA

O-PLSDA

O-PLSDA

O-PLSDA

Volcano perso

O-PLSDA

Volcano perso

O-PLSDA

Volcano perso, Pattern hunter
Volcano plot

Pattern hunter, S-PLSDA

Volcano plot

Pattern hunter

Pattern hunter

Pattern hunter, O-PLSDA, S-PLSDA
Pattern hunter

Pattern hunter, O-PLSDA
O-PLSDA

Pattern hunter, O-PLSDA, S-PLSDA
Pattern hunter

Pattern hunter
Pattern hunter, S-PLSDA

Pattern hunter

Volcano plot

Volcano perso

Volcano perso, pattern hunter
Volcano plot

Volcano nlot

M/Z
267.1225
618,2617

626,427
418,149
358,1858
236.128
618,2621

294,1548
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> Bonne corrélation, notamment
cluster 1 & 2 sont prometteurs
pour la recherche de marqueurs
du miel de niaouli



Conclusions

 Méthode puissante et efficace pour discriminer les miels de niaouli
de miels issus d’autres fleurs

L'échantillonnage et métadonnées associées sont des facteurs clés
pour identifier des marqueurs du miel de niaouli.

* Deux clusters de petits composés phénoliques azotés (1 et 2) ont été
identifiés comme marqueurs potentiel du miel de niaouli.

e D’autres pistes pourraient également étre suivi (clusters minoritaires
OU composeés isolés).

* 'annotation des composés détectés est peu efficace sur les
échantillons analysés, probablement du fait d'un manque de
connaissance général sur la chimie des miels (peu d’étude MS/MS)
et sur les plantes calédoniennes.
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Perspectives possibles

* NC Bioressources s’associe a I'lUNC pour développer un plateau 2021
techniqgue d’analyse et va acquérir un spectrometre de masse qui
permettra de faire les analyses localement. L'acces facilité a ces outils
analytiques permettra d’améliorer significativement le service
propose.
e Créer une base de données sur la chimie des miels
e Etablir un partenariat avec la NZ pour la poursuite des travaux > Fonds Pac

* Parmiles nombreuses possibilités d’études de la chimie des miels 2022
calédoniens, voici plusieurs pistes pour aller plus loin dans |la
connaissances des miels calédoniens et du miel de niaouli en
particulier:
* Analyse du nectar des fleurs pour retracer |'origine des marqueurs
» Essais de protocoles d’extraction alternatifs pour détecter d’autres composés.
* Expertise stat et augmentation des réplicats.

* Recherche d’activités biologiques associées aux composés détectés (notamment
margueurs).
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https://ccms-ucsd.qgithub.io/GNPSDocumentation/

https://www.metaboanalyst.ca/docs/Overview.xhtml|

https://www.math.univ-toulouse.fr/~besse/Wikistat/
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