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EEP : Extrait éthanolique de propolis
EAP : Extrait d’acéthate éthyle de propolis
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Résumé

La presente etude vise a évaluer le potentiel antimicrobien de I’extrait éthanoique de
propolis Algérienne propre a deux régions divergentes en climat et patrimoine floral, en
soumettant & son action une selection de trois souches bactériennes a savoir Escherichia Coli,
Staphylococcus Aureus et Bacillus Cereus, ainsi quela souche fongique Candida Albicans ; la
propolis a été extraite a I’aide d’éthanol 70%, deux méthodes d’antibiogramme a la fois solide
et liquide ont été utilisées. L’ activité antimicrobienne a été évaluée en équivalence avec les
diameétres de zones d’inhibition mesurée en mm pour la diffusion sur agar ,et par mesure de
I’absorbance spectrophotometrique de la charge microbienne pour la méthode des tubes,apres
incubation a 37 °C pendant 24h pour les divers bactéries et a 25°C pendant 48h pour la
souche fongique. Des différences significatives ont été observées tant entre les deux EEP
qu’au niveau de la sensibilité suscitée chez les divers souches testées ; un des deux EEP s’est

montré étre le plus efficace.
Mots clés :
Propolis, extrait éthanolique, antibiogramme, polyphénols totaux, inhibition.
Abstract

The present study aims to evaluate the antimicrobial potential of the ethanoic extract
of Algerian propolis specific to two divergent regions in climate and floral heritage, by
subjecting to its action a selection of three bacterial strains namely Escherichia Coli,
Staphylococcus Aureus and Bacillus Cereus, as well as the Candida Albicans fungal strain;
propolis was extracted using 70% ethanol, two methods of antibiogram both solid and liquid
were used. The antimicrobial activity was evaluated in equivalence with the diameters of
inhibition zones measured in mm for agar diffusion, and by measuring the spectrophotometric
absorbance of the microbial load for the tube method, after incubation at 37 ° C. during 24h
for the various bacteria and at 32 ° C for 48h for the fungal strain. Significant differences
were observed between the two PEFs as well as the sensitivity of the various strains tested;

one of the two PEFs proved to be the most effective.
Key words:

Propolis, ethanolic extract, antibiogram, total polyphenols, inhibition.



Introduction

La nature nous offre une importante variéte d'especes cette diversité est possible
grace a la faculté qu'ont les étres vivants a assurer leur survie les stratégies pour atteindre ce

but sont multiples, mais le principe de base est de former un groupe solide.

Tous comme les fourmis les abeilles vivent en société elles sont organisées pour
survivre en coopération et ainsi lutter contre certains prédateurs cependant cette concentration
d'individus dans un espace restreint présente aussi des dangers la ruche est exposée a de
nombreuses agressions microbiennes qui représentent une menace bien plus importante que

les dits prédateurs.

Depuis plus de 50 millions d'années les abeilles résistent aux micro-organismes la
population d'une ruche peut croitre jusqu' a 60000 spécimens et dans ce milieu confiné il y
aquantité de germes pathogenes, Afin de se proteger contre ceci, les abeilles ont appris a

fabriquer une substance miraculeuse la propolis.

La ruche est une société organisée avec des taches bien répartie pour chaque individu,
les butineuses récoltent nectar et pollen les gardiennes garantissent I'entrée de la ruche la reine

assure la ponte des ceufs des ventileuses assurent méme la climatisation.

En produisant la propolis certaine, les butineuses jouent un role primordial pour le
nettoyage et I'entretien de la ruche elles récoltent sur les bourgeons des arbres et arbustes des
résines et des baumes qu’elles transforment avec une enzyme sécrétee par leurs systemes

glandulaires et mélangent avec la cire elles obtiennent une péate la propolis.

Dés leurs retours a la ruche elles appliquent ce matériau au niveau des fissures et
fontes chaque rayon et aussi enduisent d’une couche de propolis elles confectionnent
également un tapis de propolis a I'entrée de la ruche obligeant chaque abeille qui entre a
franchir cette barriére la colonie est alors protégée contre les germes.

Tout aux longs des siécles passé on trouve la trace de I'utilisation de la propolis elle fut
délaissee a un moment laissant place aux antibiotiques et réapparu dans les années 60 ou la
science moderne permit de comprendre la complexité de cet amas de substance et d'identifier

les principes actifs qui lui conférent ses propriétés antimicrobiennes.



Bien que Il'activité antibactérienne de la propolis ait été largement rapportée
la littérature sur l'activité antimicrobienne de la propolis Algérienne est rare ; le présent
travail a pour but de comparer la richesse en polyphénols totaux et d’invertir I’activité
antimicrobienne de trois extraits de propolis recueillies dans deux régions de I'Algérie au

niveau de Mostaganem et Chlef. ,4 souches microbiennes ont été utilisées pour I'étude.



Bensalah,N et Belhadj, A (2018). Etude comparative du contenu en polyphénols totaux et de l'activité antimicrobienne de
trois extraits de propolis locale.MasterCOA.Univ-Mosta

I. Généralités sur la propolis :
1.1. Définition de la propolis et provenances :

La propolis est une substance produite par les abeilles qui constitue un melange de cire
et de matériel botanique comme les bourgeons, les résines végétales (Fig. 01). Elle est utilisée
par les ouvrieres pour colmater les trous et les fissures de leur ruche pour la protéger contre les
conditions météorologiques défavorables et comme c’est une substance antiseptique, elle

protége ainsi la ruche contre les contaminations bactériennes ainsi que les invasions étrangeres

[1] [2].

Figure N° 01 : Extrait de propolis brute

1.2. Récolte de la propolis :
1.2.1. Récolte de la propolis par les abeilles :

La propolis est le nom donné a la substance résineuse qui est collectée par les abeilles a
partir de différentes parties des plantes (branches, fleurs, pollen, bourgeons) [3] tout dépendant
de la localisation géographique [4] [5]. Sa couleur varie du jaune pale au brun foncé dépendant
de la source et de son age. Les abeilles ouvrieres collectent cette résine dans les bourgeons
d’arbres tels que le bouleau, le peuplier, le pin, I’aune, le saule et le palmier. Elle peut aussi
provenir des substances sécrétées par les plantes, des substances lipophiles sur les feuilles, des

mucilages, des gommes, des résines et des treillages.

Apres avoir collecté cette résine des fissures dans les écorces des arbres et des bourgeons,
les abeilles la mastiquent, des enzymes salivaires sont ajoutées et le produit partiellement digeré

est mélangé avec de la cire et utilisé dans la ruche [4][6].
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Cette récolte ne répond pas a des régles bien définies et constantes, elle dépend de
nombreux facteurs, parmi lesquels nous pouvons dégager et analyser les plus notables [7 ; 23]

1.2.1.1. L’4ge de I’abeille :

Il semble que ce soient les abeilles les plus agées donc les plus expérimentées qui
récoltent la propolis. L’étude histologique montre que leurs glandes ciriéres sont totalement

atrophiées, I’age minimal est de dix-huit jours ;
1.2.1.2. La race :

La tendance a propoliser dépend de la race d’abeille. Il est reconnu que I’abeille grise des
montagnes appelée encore Caucasienne (Apis mellificacaucasia) et certaines autres races d'Asie
Mineure (celle d'Anatolie centrale en particulier) propolisent en général davantage que les autres,
c’est le cas de I’abeille carniolienne (Apis mellificacarnica) et I’abeille Tellienne (Apis mellifira)
[9]. Mais dans de nombreux autres cas, les données d’information en ce qui concerne ce facteur

sont encore insuffisantes pour établir des comparaisons précises;
1.2.1.3. La saison :

La récolte a lieu, soit, en début de printemps, mais le plus souvent a la fin de la miellée,

ou a I’approche d’automne au moment ou la colonie commence ses préparatifs d’hivernage ;
1.2.1.4. Le climat (la température) :

Les abeilles récolteuses de propolis déploient en genéral leur activité au cours des
journées chaudes (température le plus souvent supérieure a 20°C et en outre, pendant les heures
les mieux exposées, a cette chaleur (soit entre 10 h et 15 h 30 en moyenne), ceci du fait que les
substances ramassées sont trop dures pour étre exploitées en dehors de ces horaires ;

1.2.1.5. La géographie :

C'est ainsi, entre autres, que les ruches situées dans les régions boisées propolisent
davantage que les ruches de plaine.

1.2.2. Récolte de la propolis par I’homme :

La propolis peut étre récoltée selon des techniques diverses :
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Par raclage et grattage des cadres ou des parois de la ruche, de préférence a une
température assez basse, la propolis, alors dure et friable, se détachant mieux ;

Par des grilles spécialement congues a cet effet. Ce procédé donne une propolis de

meilleure qualité [7].

On élimine les déchets les plus grossiers et elle est ensuite dissoute a froid dans I’alcool

éthylique a 70 % ce qui permet I’élimination de la cire [23].

Figure 02 : Raclage de la propolis sur les cadres de la ruche.
1.3. Origine botanique de la propolis :

Depuis les temps les plus anciens, les apiculteurs se sont apercus que les abeilles
récoltaient la résine des bourgeons de divers arbres et en particulier celle du peuplier [7].

1.3.1. L origine botanique de la propolis monde :

La propolis est un complexe d’une série de substances résineuses gommeuses. Elle est
recueillie principalement par les abeilles a partir de plantes, arbres, de bourgeons d’arbres [24]
[25].

Il est bien connu qu’en Europe et dans les régions au climat tempéré. Les abeilles
récoltent ses précieuses substances sur les bourgeons de peupliers, les Bouleaux, les Aulnes, les
Marronniers d’Inde, les Frénes, les Saules, les Epicéas et les Chénes, etc. [26]. Dans les autres
régions, il existe d’autres plantes a part celles citées avant telles que la Macaranga Tanarius en
Okinawa [25].

La provenance de la propolis dépend de la région, de la flore botanique qui se situe a proximité

immeédiate des ruches et aussi aux préférences de I’abeille (Tableau N°01) [24].
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Tableau N°01 : La source botanique de la propolis selon les différentes régions.

peupliers (Popolussp), Saule (Salixsp).

Genre et / ouespéces Regiongéographiques |[Reference
Peuplier(Populusnigra,Populusitalica, Populustremula) Bulgarie [25] [27]
Peuplier (Populusnigra) Albanie [25]
Peuplier (Populussuaveolens) Mongolie [25] [27]
Peuplier (Populusfremontii) USA (Mainland) [27]
Plumeria (Plumeriaacuminata, Plumeriaacutifolia) USA (Hawaiian,lIslands) |[27]
Peuplier (Populuseuramericana) United Kingdom [27]
Bouleau (Betulasp.), Peuplier (Populussp), Pin Hungary [27]
(Pinussp), Prunussp,Acacia.

Bouleaux (Betulasp), Aulnes (Alnussp). Poland [27]
Clusia(Clusiasp), Delchampiasp Region Equatorial  [[25] [27]
Clusia (Clusia minor et Clusia major) Venezuela [27]
Xanthorrhoea (Xanthorrhoeasp) Australie [4]

Peuplier (Populussp), Bouleaux (Betulasp), La Zone tempérée Du [[4]

Orme (Ulmussp) et les Coniferes. Nord

Romarin des champs (Baccharisdracunculifolia), Brésil [28] [29] [30]
Peuplier (Populussp),

Peuplier (Populussp), Eucalyptus (Eucalyptus sp) Turkie [28]

et le Chataignier (Castaneasativa).

Bouleaux (BetulaVerrucosa) Russie [28] [29] [30]
Mahang (Macarangatanarius) Okinawa [25]
Eucalyptus (Eucalyptus sp), Bouleaux (Betulasp), Uruguay [28]




Bensalah,N et Belhadj, A (2018). Etude comparative du contenu en polyphénols totaux et de l'activité antimicrobienne de
trois extraits de propolis locale.MasterCOA.Univ-Mosta

Figure 03 : Plante de Mahang (Macaranga tanarius) [25].

1.3.2. Origine de la propolis d’Algérie :

Selon la flore botanique disponible en Algérie, on peut déduire que notre propolis est
d’origine soit du pin (Pinussp) qui occupe les zones semi arides, le chéne (chéne liege et chéne
zeen) qu’on trouve au nord-est du pays, chataignier, Cypres (Cupressus sp), casuarina, et le
peuplier (Populussp).

D’apres une étude faite sur la propolis algérienne, récoltée dans quatre régions
(Tlemcen, Guelma, M’sila et Tzi-Ouzou) (Tab.02), nous pouvons conclure que : les
échantillons analysés ont comme source principale le Peuplier (Populusnigra) avec la
participation d’autres espéces. Sauf pour I’échantillon de Tizi-Ouzou, car on remarque
I’absence de Pinocembrin, Pinobanksin, Chrysin et Galangin[31].

I —
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Tableau N°2 : Comparaison entre la composition de Peuplier (Populusnigra) et celle de la

propolis [31].

Propolis standard de

Composés peuplier nigra Tlemcen | Guelma | M’sila | Tizi-Ouzou
Pinocembrin 42-124 5,9 6,9 9,5 0,2
Pinobanksin 1,7-6,2 3,9 3,0 3,5 0,6

Chrysin 59-12,2 7,5 6,9 19 0,4
Galangin 6,6 — 10,3 8,5 6,9 1,9 0,4
Pentenylcafféate 0,7-75 4,7 2,1 1,8 0,3
Benzyl cafféate 1,7-53 49 1,4 1,2 1,2
Acidediterpenique I 2,0 8,6 20,1 91

tronc du pin

Résine secrétée par le

Figure N°04: Pin (Pinussp).
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1.3.2.1. Quelques plantes source de la propolis en Algérie :

Chéneliege Chénezeen
Figure N°05 : Chéne.

Résin du sapin

Figure N°07:Chataignier.

I -
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1.4. Caractéristiques physico-chimiques de la propolis :

La caractérisation physico-chimique de la propolis est trés importante pour I’obtention d’un
produit de qualité standardisé, tel que le réclame le marché. La variété des sources de propolis a,
bien évidemment, une influence sur sa composition.

La propolis est récoltée sur une grande variété d’arbres et d’arbustes. Chaque région et chaque
colonie, semble avoir ses propres sources de résine preférées. Ce qui explique la grande variation

de la couleur et de I’odeur de la propolis ainsi que sa composition [32].

1.4.1. Caractéristiques physique :

1.4.1.1. Caractéristiques organoleptiques :

La propolis est une substance résineuse, d’aspect hétérogéne qui présente les caracteres

suivants :
1.4.1.1.1. Couleur :

Elle varie selon sa provenance, allant de jaune clair au brun tres foncé, presque noire en

passant par toutes les gammes des bruns (brun jaune, brun vert et brun rouge).
1.4.1.1.2. Odeur :

Elle a une odeur variable suivant son origine, en général, arbme agréable douceatre,

mélangé a celui de miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille, etc...) [33].
1.4.1.1.3. Saveur :
Elle est souvent amere et &cre.
1.4.1.2. Caractéristiques physiques :
1.4.1.2.1. Consistance :
La propolis est une substance de consistance variable suivant la température :

» 15 °C, elle est dure et friable ;
» 30 °C elle est molle et malléable.

» Entre 30 °C et 60 °C elle est coulante et gluante.
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Le point de fusion est variable, il se situe vers 60 a 70 °C en moyenne mais peut atteindre
100 °C et plus [32].

1.4.1.2.2. Solubilité :

La propolis d’abeille est soluble de fagon partielle dans I’Alcool, I’Acétone, I’Ether, le
chloroforme, le benzene, le trichloréthyléne...etc. seul un melange adéquat de différents solvants

permet de dissoudre la quasi-totalité de ses composants.

La partie insoluble est constituée de tissus végétaux, de grains de pollen, de débris de
cuticule et de soie d’abeille ...etc [7].

1.4.1.2.3. Densiteé :
Elle est de I’ordre de 1,2 en moyenne.
1.4.1.2.4. Point de fusion :

Son point de fusion se situe autour de 70°C. Chauffée au bain-marie, elle se divise en

deux parties :

Une partie visqueuse qui tombe au fond du récipient et une partie liquide appelée cire de
propolis qui reste en surface et qui trouve de nombreux usages dans le domaine apicole. [34]

1.4.2. Caractéristiques chimiques et toxicité :
1.4.2.1. Caractéristiques chimiques :

La plus récente publication réalisée par I’institut IBRA (U.K.) qui centralise les
recherches du monde entier sur les produits apicoles releve 149 constituants de la propolis [35].

Retenons parmi ces constituants la liste des principes actifs essentiels :

a) Flavonoides: galangine, pinocembrine, chrysine, quercetine;

b) Acides Aromatiques : benzoique, férulique, cinnamique, p-coumarique, caféique;
c) Coumarine et Esculetol;

d) Huiles Essentielles: guiaol, eugénol, anéthol, inene etc...;

e) Oligoelements : Mg, Zn, Al, Mn, Fe, Cu, Si, Sn, Ni, etc...;

f) Vitamines: B1, B2, B6, PP etc...
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Le groupe de flavonoides attire nettement I’attention, car les travaux réalisés sur ces

constituants de la propolis ont montre qu’ils possédent des propriétés biologiques remarquables.

Ainsi lagalangine et la  pinocembrine sont des substances antimicrobiennes et

antifongiques [36].

La quercetine et la kaempféride ont une action antispasmodique deux fois plus forte

que celle de papavérine [37]

Les acides aromatiques possedent aussi des propriétés thérapeutiques. Ainsi, pour
I’acide benzoique et caféique et leurs esters, des propriétés antibactériennes et antifongiques ont

été mis en évidence en test comparatif sur les antibiotiques classiques [38]

L’acide caféique et ses dérivés participent a une puissante activité antivirale [39] sur
Herpés 1, Herpes 2 et Herpés Zoster. L’association de la gelée royale et de la propolis en faible

dose immunise I’organisme humain sur le virus influenza [40] dans les proportions de 92%.

Il ne faut également pas oublier que certains constituants, dont les huiles essentielles

conférent a la propolis des propriétés anesthésiques locales.

Le mélange spécifique des constituants de la propolis concourt a un effet synergique

global, ce qui pourrait mieux expliquer ses propriétés biologiques.
1.4.2.2. Toxicité :

L’utilisation tres répandue de la propolis dans la pathologie humaine et vétérinaire
démontre d’une maniere générale sa parfaite innocuité pour I’organisme humain ou animal dans

les doses raisonnables.

Des expeériences au long court ont été effectuées en Roumanie et en ex. Yougoslavie [94]
afin d’étudier la toxicite de la propolis sur I’organisme animal. Les résultats des deux
experimentations convergent vers la méme conclusion : la propolis n’est nullement toxique, elle
est sans effet néfaste sur la structure cellulaire des organes et n’engendre aucune transformation

néo plasmique.

Ce qui nous vient en premier a I’esprit, c’est le risque d’allergie a la propolis. Celle-ci
touche environ 1 personne sur 2000, principalement des personnes possédant déja un terrain
allergique et notamment aux piqures d’abeilles. Pour verifier si une personne est allergique, il est
souhaitable d’appliquer un produit contenant de la propolis sur une zone peu dangereuse comme
I’oreille.
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S’il y a apparition de démangeaisons, cela signifie que la personne doit s’abstenir de

consommer la propolis, au risque d’étre victime d’asthme en cas d’inhalation ou de dermite en
cas d’application topique. L’apiculteur est plus souvent sujet qu’une autre personne aux
dermites, en raison de contacts prolongés avec les produits de la ruche. Les allergenes ont été
clairement identifiés, ils dérivent de I’acide caféique. Cependant, la présence de flavonoides
empéche la libération d’histamine, responsable des réactions allergiques, en bloquant les canaux

calciques des mastocytes.[41]
1.5. Conservation :

Avant extraction, la propolis est généralement conservée au congélateur (-18°C) avant
d’étre pulvérisée ou simplement conservee a température ambiante a I’obscurite [42].

Apres I’extraction, les échantillons sont conservés secs, soit & température ambiante et a
I'abri de la lumiere, soit au refrigérateur (4°C) ou soit encore au congélateur (-20°C) [43].

Les extraits sont parfois conserves a I’état liquide, apres traitement, en attendant d’étre
analysés [44].

Comme pour le miel, la propolis devra étre conservée a I’abri de la lumiere, de I’humidité
et de la chaleur afin qu’elle conserve toutes ses propriétés le plus longtemps possible. Sa

consommation se fera aussi fraiche que possible.
1.6. Développement de la filiere apicole en Algérie :

A partir de I’année 2000 une politique de développement de la filiere apicole au niveau

national régional et local a été établit se faisant en trois phases :

e une phase de renouveau apicole de 2000 a 2008 :

Donnant :

» un accroissement du cheptel apicole de 360.000 en 2000 a pres d’un million de
colonies en 2008(187%)),

une Production de miel triplée de 10.5 00 gx en 2000 a 33.000 gx en 2008 ;

un Rythme de production d’essaims de I’ordre de 250.000 essaims/an ;

la Création de 276 pépinieres apicoles, pourvoyeuses d’essaims et de reines;

uneGamme des miels élargie grace a la pratique de la transhumance;

Y V. V VYV V

le Remplacement d’un grand nombre de ruches traditionnelles par des ruches
modernes (25.000 en 2008 contre 95.000 en 2000) ;

e une phase de renouveau rural de 2008 a 2014 :

Donnant :
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» 1,3 millions de colonies : +30 % entre 2008 -2014
» 6000 Tonnes de miel.

> Diversification des produits apicoles (Pollen, geléeroyale , propolis ,cire) ;

une phase de Renforcement des Capacités Humaines et d’Assistance Technique

de 2014 2 2019 :

Dont les Objectifs seraient :

>
>

A\

une Amélioration de la production apicole a 10.000 tonnes de miel

La valorisation des produits apicoles par la caractérisation des miels algériens
notamment la labellisation. A ce titre, il y’a lieu de noter: Les différents travaux
en cours, menés par le MADRP /profession pour arréter les procédures permettant
la caractérisation de nos produits agricoles dont le miel (signes de qualité) dans le
cadre du projet de jumelage avec I’UE. Et Le projet de création du consortium «
miel » par la profession, encadrée dans sa démarche par les institutions publiques
(ALGERAC, ALGEX, et ITELV) en vue de promouvoir nos produits apicoles a
I’exportation.

La disponibilité des produits apicoles sur le marché national a des prix accessibles
La promotion a I’exportation

Le Renforcement de la dynamique des mouvements associatifs et groupements
professionnels.

Mise en place d’une réglementation régissant I’activité apicole et renforcant la

protection de I’abeille des maladies et des produits phytosanitaires [93].
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CHAPITRE |11 : Généralité sur I’utilisation de la propolis

11.1. Utilisation par I’abeille :

A P’intérieur de la ruche, la propolis sert de mastic de ciment ou de baume. Les abeilles
I’emploient pour assurer une meilleure isolation thermique : [45]
e Obturer les fissures;
e Réduire I’ouverture de trou de vol dans les régions a climat froid ;
e Recouvrir les corps étrangers (souris, cétoines, frelons...etc.) qu’elles ne peuvent pas
évacuer ;
e Réparer les rayons et renforcer les minces parois des alvéoles en I’incorporant a la cire
que I’abeille sécréte ;

o Stériliser les alvéoles avant la ponte.

11.2. Utilisation par I’homme :
11.2.1. Historique :

Depuis des millénaires, Egyptiens, Grecs, Romains, Mayas utilisaient les produits issus
de la ruche a des fins préventives, curatives et alimentaires. Dés I'Antiquité, la propolis était
employée comme thérapeutique contre les affections de la peau, les plaies et les suppurations. De
-3200 & -1100 ans av JC, la propolis avait un role religieux dans I'Egypte ancienne. Les
Egyptiens utilisaient cette résine pour embaumer les morts, elle était réputée pour ses propriétés
conservatrices et son ardme. On I'employait aisément lors de la momification. De -700 a -600 ans
av JC, les Grecs ont observé que cette substance résineuse se situait a I'entrée de la ruche comme
barriere de protection contre les prédateurs. lls ont alors donné le hom de « propolis » qui
signifie pro=devant polis=la cité. En Rome Antique, les soldats romains, eux, partaient au
combat avec un morceau de propolis pour cicatriser leurs futures plaies. La propolis était réputee
pour réduire les cedémes, apaiser les douleurs nerveuses et guérissait les plaies cutanées ou
encore les abces. Durant la méme période, en Amérique du Sud, les Incas utilisaient la propolis

comme antiseptique [46].

Au XVleme siécle, elle servait a cicatriser les blessures de fleches. Hippocrate
recommandait la propolis pour la guérison des plaies et des ulceres. C’est surtout au XVIII -
XIXéme siécle que la propolis fut utilisée pour panser les plaies. Elle était trés répandue sur les
champs de batailles notamment lors de la guerre des Boers en Afrique du Sud pour soigner les
soldats et accélérer le processus de cicatrisation. Elle était reconnue pour son action antiseptique,
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anesthésique et cicatrisante. On pouvait la trouver sous formes variées de pommade, d'emplatre,
de lotion ou de gaz [47] [48].

11.2.2. Actuelle :

La propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tels que :

11.2.2.1. Cosmétique :

La propolis et ses extraits ont été largement utilisés dans la dermatologie et la cosmétique [49].
Ses effets sur la régénération et la rénovation des tissus ont été bien étudiés. Avec ses
caractéristiques bactéricides et fongicides, elle offre de nombreux bénéfices dans diverses

applications [32].
11.2.2.2. Médecine :

La propolis est utilisée dans divers traitements tels que :
e Les problemes cardio-vasculaires
e Appareil respiratoire (pour diverses infections)
e Soins dentaires
e Lesulcéres
e Les infections des muqueuses et les lésions

e |e cancer

Elle est utilisée aussi dans le soutien et I’amélioration du systeme immunitaire [50].

11.2.2.3. Technologie alimentaire :

Les activites anti-oxydantes, antifongiques et antibactériennes de la propolis lui offre
une place de choix dans ce domaine. Les résidus des propolis semblent avoir un effet
généralement bénéfique sur la santé humaine. Cependant, seulement treés peu d’études ont été
faites sur les effets secondaires possibles sur la plus grande consommation des propolis.
D’aprés la littérature, certains composants identifiés dans les propolis peuvent étre tres
préjudiciables a la santé humaine [32].

La propolis peut étre utilisée comme préservatifs en matériel d’emballage de nourriture. Elle est

aussi utilisée pour la prolongation de la vie d’entreposage en congélation des poissons [51].
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11.3. Effet biologique :
11.3.1. Effet antimicrobien :
11.3.1.1. Effet antibactérien :

Ces propriétés sont étendues et importantes sur de nombreuses souches bactériennes.
La premiére étude dans ce sens a été réalisée par Whiteen 1906, cité par qui montra que
I’intérieur de la colonie d’abeilles était a peu pres dépourvu de micro-organismes. Il n’étudia
pas la propolis mais il remarqua que les rayons de cire contenaient trés peu de bactéries
contrairement a toutes attente, or, il se trouve que les rayons sont recouverts d’une mince

pellicule de propolis, c’est donc elle seule qui est en contact avec le milieu de culture.

La propolis est bactéricide efficace pour les germes comme Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococusoygenes, Escherchiafaecalis, Escherchia coli,
Salmonillatyphimurium, Listeria innocua, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida

krusei, et enfin Pseudomonas aeruginos [52; 53; 54; 55; 56].

On attribue cette activité au groupe de flavonoides en particulier la galangine qui
semble avoir un effet anti-staphylococcique tres important [19], mais aussi aux acides

caféique, férulique, gallique et salicylique.

La propolis est souvent nommee « antibiotique naturel ». Un grand nombre d’études

ont montré les résultats suivants :

» La propolis de I’Argentine a montré un effet positif contre Staphylococcus
aureus, ainsi que sur Escherichia coli (ATCC 25922)

» La Salmonella Typhimuriuma été inhibée par la propolis du Brésil et dela
Bulgarie

» La propolis de la région de la Grece a montré un effet positif sur un nombre

important des germes.

11.3.1.2. Effet antifongique :

La propolis a une activité antifongique importante, c’est ce qui permet aux cadavres
présents dans la ruche dont les abeilles ne peuvent se débarrasser de ne pas moisir [7]. Elle a
des effets antimycosiques, contre les germes appartenant au genre Candida et contre les levures
[57].
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Il existe cinq constituants de la propolis possédant une activité antifongique
significative, il s’agit du Pinobanksol-3-acétate, du Pinocembrine, de I’acide Coumarique et
de I’acide Caféique [7].

De méme, des études (22) ont prouvé les vertus antifongiques de la propolis. En effet,
elles montrent I’activité de la propolis sur 56 souches isolées de patients atteints de mycose au

niveau des ongles. Les souches sont représentées de la maniére suivante [58] :
41% de Candida parapsilosis,
26% C. tropicalis
15% C. albicans
9% C. lusitanea
9% d’autres especes.

Le but de ces travaux était de mesurer les CMI limitant le développement de ces
levures a 50 et 90%o. Les résultats sont reportés dans le tableau ci-dessous :

Tableau N°03 : Mesure des CMI limitant le développement des levures

TABLEII

Vanation interval of the mimimum inhibitory concentrations
(MIC) of propolis extract against 56 different izolated yeasts
and their MIC ¢y and MICy, values

MIC range MICsp  MICg),

Microorganism I %1072 mg/ml

Candida albicans 8 1.25-53.00 2.50 2.30
C. parapsilosis 23 0.63-5.00 125 230
C. tropicalis 15 2.50-5.00 250 5.00
C. lusitanen 3 0.63-5.00 1.23 5.00
Trichosporon sp. 3 032-125 125 125

a: from the 67 yeasts submitted to the susceptibility test, for 11
samples (two C. kefir, two C. guilliermondii, two C. glabraia,
one C. sfellatoidea, one Geaotrichum candidum, and three
Saccharomyces cerevisiae) the calculation of the MIC., and
MICq were not possible due to the lack of the required number
of samples for the statistical test.
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On remarque que C. albicanset C. tropicalissont les especes les plus résistantes. Pour
atteindre les CMI 50%, il faudra 2,5.10-2 mg/ml de propolis, tandis que pour les CMI 90%, il
faudra 5.10-2 mg/ml pour inhiber la croissance de C. tropicalis et C. lusitanea. L’espece la

plus sensible sera Trichosporonspavec comme CMI 1,25. 10-2 mg/ml.

Les principaux composants responsables de I’activité antifongique sont : - les

flavonoides tels que la Pinocembrine ou encore la Pinobanksine.

HO O

OH O

Figure N°08 : Formule chimique de la Pinocembrine [59]

L'acide caféique (composé phénolique et aromatique également a visée analgésique et
anti-inflammatoire)

O
X OH

HO
OH

Figure N°09 : formule chimique de I’acide Caféique [60]
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- I’Ester benzylique
- la Sakuranétine (C16H1405)

- le Ptérostilbéne

De méme, I’augmentation de la production de macrophages induite par la propolis
intervient dans son activité antifongique. L'activité antivirale de la propolis, quant a elle, est
due a sa composition en acide caféique, en Lutéoline et en Quercétine. La propolis agit sur les
virus du type Herpeés, sur les adénovirus ou encore la grippe. Nous reviendrons plus en détail
sur le CAPE (Ester phényléthylique de I’acide Caféique) qui est un des plus puissants agents
anti-intégrase du VIH et qui a, donc un réle important dans I’activité antivirale. Ses bienfaits
ne s’arrétant pas la, nous consacrerons un point spécial pour le CAPE.

11.3.2. Effets anti-inflammatoires :
L’extrait de propolis et le CAPE qu’elle contient inhibent I’cedeme induit par la

Carrageénine et par I’arthrite [57] [61].

La propolis, par ses flavonoides, retarde I’inflammation de la pulpe dentaire qu’elle
protége en la chapotant et simule la réparation de la dentine. Cet effet est utilisé dans

I’inflammation de la gencive [62].

11.3.3. Effets antioxydant :

L’activité antioxydante d’un composé ou d’un extrait correspond a sa capacité a
diminuer ou a empécher les réactions d’oxydation. Les antioxydants naturels les plus connus
sont le B- caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine

E) ainsi que les composés polyphénoliques en général.

Plusieurs études ont montré que I’activité antioxydante de la propolis était
positivement corrélée avec sa teneur en polyphénols [63].

Ainsi, la propolis de type peuplier des zones tempérées, plus riche en polyphénols,
posséde un potentiel antioxydant supérieur a celui de la propolis verte du Brésil.

Les composés phénoliques responsables de cette activité sont principalement le
Cafeate de phényléthyle (CAPE), le Kaempférol mais aussi les acides cinnamiques : caféique,

p-Coumarique et Férulique[64].
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Plusieurs meéthodes sont utilisées pour évaluer in vitro I’activité antioxydante de la
propolis: par piégeage de radicaux différents, comme les radicaux libres DPPH°
(diphénylpicrylhydrazyle) [65] les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion
ReducingAntioxidantParameter) [66],les radicaux ABTS® ( sel d’ammonium de I’acide 2,2’-
azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6- sulfonique) les peroxydes ROO® par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) [67] et superoxides O2 ° -8 .

Le pouvoir antioxydant de la propolis peut également étre évaluée par électrochimie, au
moyen de la voltammeétrie cyclique [68] en comparant le profil du voltammogramme de la
propolis, et notamment la vague d’oxydation irréversible caractéristique des antioxydants, par
rapport & un standard, généralement I’acide ascorbique et/ ou I’acide gallique.

11.4. Généralités sur les composés phénoliques :
11.4.1. Définition des polyphénols totaux :

Les polyphénols sont synthétisés par les plantes et constituent un groupe important de
substances naturelles présentes dans le réegne végétal. A ce jour, les scientifiques en ont
identifié plus de 8000, allant de molécules simples a des composés hautement complexes. Ils
sont regroupés en différentes classes aux noms sibyllins d’acides cinnamiques, d’acides
benzoiques, de flavonoides, de lignines et de lignanes, de coumarines, de stilbénes, de tanins...
Les polyphénols sont naturellement présents dans notre alimentation sous différentes formes
telles que les vitamines A, C ou E, les caroténes et certains minéraux comme le sélénium et le
zinc. On les retrouve en plus grandes quantités dans les fruits, les légumes et les céréales,

ainsique dans des boissons telles que le the, le café [69].
11.4.1.1. Activité antioxydante des polyphénols :

Parmi les nombreuses propriétés bénéfiques présentées par les polyphénols, on

retrouve I’activité antioxydante.

L activité ou potentiel antioxydant d’une molécule est sa capacité a diminuer ou
empécher I’oxydation d’autres substances chimiques. Ces réactions d’oxydation peuvent
produire des radicaux libres qui, s’ils se trouvent en excés dans notre organisme, peuvent
dégrader nos cellules et entrainer des réactions en chaine destructrices susceptibles de

provoquer différentes maladies.
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Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les
radicaux libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les cellules ne soient

endommagées [69].
11.4.2. Définition des flavonoides :

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 5000
composés différents identifiés dans le regne vegétal. Ces molécules possedent toutes un
squelette chimique commun. En fonction du nombre et de la structure chimique des carbones
constitutifs ainsi que sur base de la nature des substituants, les flavonoides sont classes en
différentes catégories dont les plus importantes sont les flavanones, les flavonols, les flavones,
les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes. Les flavonoides sont généralement de
puissants antioxydants; certains de ces composes présentent en effet une activité antioxydante
jusqu’a 200 fois supérieure a celle de la vitamine E3. Ils ont ainsi la capacité de protéger les
végétaux contre les effets néfastes des radicaux libres générés en réponse aux agressions de
notre environnement (polluants, infections, rayonnement UV etc.) et qui favorisent le
vieillissement cellulaire. D’autres sont également de bons inhibiteurs d’enzymes ou sont

reconnus pour leurs propriétés antiseptiques ou anti-inflammatoires [70].

Figure 10 : Structure de base des flavonoides [71]

11.4.3. Polyphénols de la propolis :

De nombreuses études ont démontré que la propolis était une source importante de
polyphénols, et notamment de flavonoides[72]. Une trentaine de composés ont été identifiés,
dont des flavones, des flavonols et des flavanones; on y retrouve par exemple de la chrysine,
de la quercétine, de la pinocembrine et de la galangine. Des effets bactériostatiques ont éte
attribués a la pinocembrine (flavone) et a la galangine [73]. Les abeilles mettent ainsi

instinctivement en ceuvre les propriétés des polyphénols pour « aseptiser » leur ruche.
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Les polyphénols se trouvent dans les sécrétions des bourgeons de nombreux arbres
comme le bouleau, Iaulne, le sapin. La composition chimique de la propolis peut donc
fortement varier, dépendant directement de la source butinée ainsi quedes conditions
géographiques et climatiques [74]. Les propolis provenant d’Europe, d’Amérique du Sud ou
d’Asie ont par exemple des compositions et des teneurs en polyphénols différentes, induisant

des propriétés antioxydantes différentes [75].
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Chapitre 111 : Materiels et méthodes :
I11.1. Présentation de la matiére premiére :

Les échantillons de propolis étudiés nous ont été fourni par deux apiculteurs au niveau de
différentes zones de I’Algérie a savoir deux échantillons de la wilaya de Mostaganem
(Latitude : 35°55.869' Nord _ Longitude : 0°5.3508' Est) et le troisieme de la wilaya de Chlef
(Latitude : 36°9.915" Nord _ Longitude : 1°20.0712" Est).

Tableau N°04 : caractéristique de provenance des échantillons de propolis.

Echantillons 1 2 3
Wilaya Mostaganem Chlef
Zone de pollinisation Dahra, Bouguirat Sortie ouest (cité Chorfa)

Eucalyptus  (Eucalyptus | Oranger (citrus sinensis)
globulus) Citronnier (Citrus limon)

Sapin de Nulidie (Abies | Pamplemoussier (Citrus maxima)
Patrimoine vegétal numidica) Chéne-liege (Quercus suber L)
Oranger (Citrus sinensis) | Chéne-liege (Quercus suber)

Climat Température douce faible Climat méditerranéenne

ecarts thermique (17) continental : hautement chaude

Pluviométrie (524 mm /an) pluviométrie (420mm/an)

Race d’abeille Apis mellificaintermissa
Méthode de récolte Méthode des grilles
Date de récolte Eté 2017 Printemps Printemps 2018

2018




Bensalah, N et Belhadj, A (2018). Etude comparative du contenu en polyphénols totaux et de 'activité antimicrobienne
de trois extraits de propolis locale.Master COA.Univ-Mosta

I11.2.Préparation des échantillons :

Trois types des échantillons

» Mostaganem ------------ »  Eté 2017
» Mostaganem - oo -- +» Printemps2018
» Chlef ----------u--- »  Printemps 2018

Nettoyer la propolis aprés découper, congeler, et broyer.
111.3. Présentation du lieu de I’étude :

L’expérimentation a été divisé en deux partie, la premiére partie concernant la
préparation et I’extraction des différents EEP ainsi que le dosage de ses principes actifs a été
réalisé au niveau du laboratoire de biologie végétal du site 11l (ex ITA) et la deuxiéme partie
concernant les tests microbiologiques au niveau du laboratoire de Microbiologie N°03 (site 11l
ex ITA).

111.4. Etude de I’activité physico-chimique :

111.4.1. Appareillages :
Balance de précision (KERN AES 200-4N)
Rotavapor (Buichi)
Spectrophotomeétre UV- visible (Jenway-6715)

111.4.2. Réactifs et solutions :

Eau distillé
Ethanol
Acide gallique

Reéactif de Folin-Ciocalteu’s
Carbonate de sodium Na2CO3
Méthanol

Trichlorure d’aluminium AICI3

Rutine
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111.4.3. Verreries et petits matériels :

Becher
Erlenmeyer
Entonnoir
Pipette

Spatule

Verre de montre
Flacon

Seringue

Tube

Burette graduée
Ballons

Papier filtre
Filtre millipore N°04

111.4.4. Méthodologies utilisées :
111.4.4.1. Extraction des polyphénols totaux :

Il s’agit d’une extraction solide-liquide. Le principe consiste en ce que le solvant doit
franchir la barriére de I’interface solide liquide, dissoudre le principe actif a I’intérieur du

solide et I'entrainer a I'extérieur.

La plupart des auteurs suggérent que I’entrée du solvant se fait par un mécanisme
osmotique et la sortie du soluté par dialyse ou par diffusion. Le solvant utilisé dans cette
présente étude est I’éthanol (70%). Celui-ci possede I’avantage d’étre plus facilement éliminé
sous vide, il donne en plus un meilleur rendement d’extraction (7 fois plus que celui d’eau) et

il évite I’extraction de la cire qui se trouve mélangée [76].

Le rendement d’extraction en polyphénols augmente aussi avec le temps de contact
[77]
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Protocole :

Macération de 0,5(g) de propolis dans 10(ml) de I'éthanol 70%

RPN . X6
avec une homogeénéisation dans un sonificateur pendant 1 heure

Filtration
X6
Avec papier filtre ensuite avec les filtres millipores

Filtrat

Concentration au rotavapora 60
°C sous vide

Figure N°11 : Méthode d’extraction des polyphénols totaux de la propolis

[ 25 L
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Rendements des extraits :

Le rendement de I’extrait de la propolis a été calculé selon la formule suivante :

[ Rdt (%) = (P1-P2)/P1x100 ]

P1 : Poids du ballon rempli.
P2 : Poids du ballon vide.

P3 : Poids du ballon rempli.

111.4.4.2. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux :
111.4.4.2.1. Dosage des polyphénols totaux :
Principe :

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode décrite par [78] et
dont le principe repose sur la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu (acide de couleur jaune
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique) en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene (spectre d’absorption maximale a 760
nm) lors de I’oxydation des phénols. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la

quantité de phénols ayant réagi.
Procédure :

On commence par mélanger 0,5 ml de chaque extrait de propolis (EEP ou EAP) ou
fractions avec 5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de réactif Folin-ciocalteu. Apreés 3 min, ajouter
0,5 ml du carbonate de sodium (Na2Co3) a 10% (P/V), avant de laisser incuber une heure a
température ambiante et a I’abri de la lumiére. L’absorbance est lue contre un blanc (eau
distillée a la place de I’échantillon dans un méme volume réactionnel) a 760 nm a I’aide d’un
spectrophotometre a UV visible a double faisceaux de type SHIMADZU UV-2401PC.

Une droite d’étalonnage est établie avec plusieurs concentrations d’acide gallique et la

quantité de polyphénol est exprimée en ms équivalent d’acide gallique/g de propolis (EAG/Q).
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Protocole :

Mélanger 0,5(ml) de I'extrait de propolis + 0,5(ml) de réactif folin

3min

Ajouter 0,5(mL) de carbonate de sodium a 10% (p/v)

I'absorbance |ue contre un blanc a 760 nm a 'aide d'un
spectrophotométre

X6

X6

Avant de laisser incuber 1Ha T°
ambiante et a I'abri de lumiere

COURBE D’ETALONNAGE :

Se fait par plusieurs
concentrations dacide gallique.

La quantité des polyphénols est
exprimee en mg équivalent
d'acide gallique par g de propolis

Figure N°12 : Dosage des polyphénols totaux [78]

o7 L
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111.4.4.2.2. Dosage des flavonoides :
Principe :

La teneur en flavonoides des différents extraits de propolis est déterminée selon la
méthode décrite par [79] qui utilise le trichlorure d’aluminium (AICI3) comme réactif. La
présence d’une case libre dans I’ AICI3 forme une liaison avec les doublets libres de I’oxygene
des groupements OH des flavonoides, en produisant un complexe de couleur jaune, dont le

maximum d’absorption se situe a 430 nm.

Les quantités des flavonoides des extraits et des fractions, ont été obtenues par
extrapolation sur une droite d’étalonnage établie avec plusieurs concentrations connues de

rutine.
Procédure :

La procédure consiste a mélanger 1 ml des différents extraits de propolis (EEP) ou
avec 1 ml de solution d’ AICI3 & 2% (P/V) qu’on laisse réagir 30 min avant de lire
I’absorbance contre un blanc a 430 nm.

La concentration en flavonoides contenus dans les extraits de propolis est obtenue par

extrapolation sur la droite d’étalonnage établie

La teneur en flavonoides est exprimée en mg equivalent de rutine par g de propolis

brute.
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Protocole :

Melanger 1(ml) des extraits propolis avec
1(ml) de solution d’AICls a 2% (p/v)

Réagir 30
mn

Lire I’absorbance contre un blanc a 430 nm.

La teneur en flavonoide est exprimée en mg équivalent de rutine par g de
propolis

Figure N°13 : Dosage des flavonoides totaux [79]
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111.5. Etude de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en puits ADT
1.5.1. Appareillages :

e Bain marie

e FEtuve

e Plaque chauffante

e \ortex

e Spectrophotométrie

e Hottes a flux luminaire
e Balance de precision

e Bec benzene

111.5.2. Milieux de culture :

Mueller Hinton gélose solide
Mueller Hinton bouillon

Gelose sabouraud dextrose chloramphénicol (SDCA)
111.5.3. Solutions :

Eau distillé stérile
Eau physiologique stérile
H202

Ethanol
I111.5.4. Verreries et petits matériels :

Becher

Erlenmeyer + barreau magnétique 6 mm
Entonnoir

Pipette pasteure

Spatule

Verre de montre

Flacon

Seringue

Tube a essai

Porte tubes
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Burette graduée
Propipette
Micropipette
Les embouts

Les boites pétris

I11.5.5. Principales especes bactériennes utilisées :

Tableau N°5 : Les souches utilisées

Les souches Code Référence
Escherichia coli (-) ATCC 25922

Université 1bn Khaldoun
Staphylococcus aureus (+) ATCC 33862 wilaya de Tiaret
Bacillus cereus (+) ATCC 10876
Candida albicans ATCC 10231 Université Abdel Hamid Ibn

Badis Mostaganem

111.5.6. Réactivation des souches étudiées :

Les germes pathogénes : Escherichia coli ATCC 25922 ; Staphylococcus aureus ATCC 3386,

Bacillus cereus ATCC 10876, Candida albicans ATCC 10231.

Les souches ont été conservées dans le glycérol a -20°C et ont été réactivés sur
bouillon MH liquide et incubés a 37 °C pendant 24 heures et Candida albicans a 25 °C

pendant 48 heures.

111.5.7. Préparation de solution mére :

Concernant la propolis on prépare 1 mg de I’extrait de propolis + 10 mL d’éthanol

70%.

111.5.8. Recherche d’antagonisme Souches pathogénes vs Extrait de propolis

111.5.8.a. Test de sensibilité (pré analyse) :

But :

Sélection des souches pathogenes montrant une sensibilité a nos extraits de propolis ;

de méme, faire un classement des extraits selon efficacité vis-a-vis les souches pathogenes.
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Meéthode des puits ADT (Agar Well Diffusion Test)

Cette méthode de [80] Permet de détecter les inhibitions dues aux polyphénols de

propolis dans le milieu de culture MH solide des souches : Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 33862, Bacillus cereus ATCC 10876, Candida albicans ATCC

10231

Cette méthode consiste a couler 20 ml de MH solide sur une boite de pétri, qu’on met

a refroidir dans une zone stérile, Les puits sont creusés a I’aide d’un embout jaune stérile,

géneralement on réalise 3 puits par boite de 6 mm de diametre (chaque test est réalisé en

triplicate) pour chaque type de propolis et chaque souche. Un VVolume de 50 pl de I’extrait de

propolis ¢ differentes concentrations est mis dans chaque puits, L’éthanol 70% a été utilisé

comme témoin.
Propolis Culture jeune de souche
pathogéne dans le milieu
hi
Solution mere \!j
Découper les puits avec

MH liquide
1 mg de l'extrait de propolis + un embout jaune
10 ml d’éthanol 70%

—

|

Déposer 1000ul d’une culture
microbienne

|-

G
Qj%\::/ :

Déposer 50ul de chaque extrait
propolis testé dans les puits ]

Laisser les boites a 4°C pendant 2H, puis
incubation dans I'étuve pendant 24H

Zone d’inhibition /

Laisser sécher

Lecture des résultats

Figure N°14 : Méthode des puits AWDT
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Résultat du test :

o Probant pour les souches pathogénes :
Bacillus Cereus ATCC 10876

Candida Albicans ATCC 10231

o Sélection de deux extraits propolis :

Mostaganem | o ________.

Chlef b e :

111.5.8.b. L effet inhibiteur de la propolis sur le développement de Bacillus Cereus et
Candida Albicans :

Nous cherchons ici a évaluer I’efficacité antimicrobienne de la propolis sur Bacillus
cereus et Candida albican en établissant une corrélation entre I’efficacité de I’activité

antimicrobienne de la propolis et la quantité de propolis mise en jeu.

Pour se faire nous avons eu recourt a deux meéthodes a savoir antibiogramme sur

gélose et antibiogramme liquide
111.5.8.b.1. Antibiogramme sur gélose :

On utilisant la méthode des puits AWDT (culture bactérienne en masse) [80] sus-

citée, En y additionnant les disques antimicrobiens.
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Protocole :
9 Déposer 1000ul d’une culture
microbienne
Propolis Culture jeune de souche
pathogéne dans le milieu ===
MH liquide

h!

Solution meére

Découper les puits avec

1 mg de l'extrait de propolis + un embout jaune
10 ml d’éthanol 70%

Déposer 50l de chaque extrait S — Laisser sécher
propolis testé dans les puits + l
Disques
Laisser les boites a 4°C pendant 2H, puis
incubation dans I'étuve pendant 24H

Zone d’inhibition / Lecture des résultats

Figure N°15 : Méthode des puits AWDT + Disques

111.5.8.b.2. Antibiogramme sur milieu liquide :

Dans deux séries de tubes a essai dans lesquels on avait préalablement laissé incuber
10 ml de suspension microbienne a savoir Bacillus Cereus et Candida Albicans, on additionne

50 pL de solution de propolis a différentes concentrations,
La propolis est mise en contact avec la bactérie Bacillus Cereus pendant 24h ;

Et avec la levure Candida Albicans 48 h; avant de procéder a la lecture

spectrophotometrique.
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Pour les resultats on se réferera a un tube dit témoin contenant la suspension

microbienne initiale dont la lecture a été faite avant I’addition de propolis ,ainsi qu’a deux

autre lectures de tubes ou les inoculum microbiens auraient été mis en contact avec deux

concentrations de H202 et laisser a incuber avec les deux séries de tubes.

Cette méthode de dilution en milieu liquide décrite se réfere essentiellement au

protocole proposé par la norme internationale mise au point par EUCAST.

Protocole :

50pl 50pl 50pl 50pl
Olmg/ml 02mg/ml  03mg/ml  04mg/ml
d'extrait d'extrait d'extrait d'extrait

mom oW

500l
H:0;

»(

1004l
H0;

10 mL de Mueller hinton

bouillon (pour la lecture) Mueller hinton bouillon

Figure N°16 : Antibiogramme liquide

100 pL de la souche pathogene dans 10 mL de
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111.6. Etude statistique :

Toutes les expériences on éte faite en triplicate suivie d’une comparaison de moyenne
par le biais d’un logiciel (stat box 6.04) selon le test de (Newman et Keuls) avec son écart
type (n = 3) pour chaque cas les différences ont été considérées significatifs a p<0,05
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Chapitre 1V : Résultats et discussion
IV.1. Reésultats de I’activité physico-chimique :

IV.1.1. Rendement de I’extraction des polyphénols totaux de la propolis :

Rendement (%)

Chlef 2018 Mo 2018 Mo 2017

Figure N°17 : Rendement de I’extrait éthanoique de propolis sec (EEP)

Les résultats relevés sur la propolis Brésilienne confirment que le taux d’extraction
change d’un échantillon a un autre de la méme région, ont été obtenus des taux d’extraction
allant de 40,7% a 73,9 % avec I’éthanol (70%) [81].

Un taux d’extraction de 26,6 % a 75,8 % pour 1’éthanol 70% [33]
Une autre étude a rapporté des taux d’extraction par I’éthanol de 35 % [82]

Face a ces résultats les notre ne sont en rien satisfaisants, désignant comme
responsable, le temps de macération qui n’a pas été respecté a savoir de 24h nous n’avons fait
que 1h .toutefois ceci n’influence en rien les parameétres constitutifs de notre EEP Sec. Cette
conclusion s’appuie sur différentes études visant a optimiser le rendement en EEP sec a
moyen de temps de macération et de combinaison de solvants. Comme en témoigne les
résultats de I’une de ces études [83] (Ferhoum 2009) montrant un taux d’extraction de 70% a

partir de 8 jours, allant et se stabilisant au tour de 76% a partir de 90 jours.

37



Bensalah, N et Belhadj, A (2018). Etude comparative du contenu en polyphénols totaux et de 'activité antimicrobienne

de trois extraits de propolis locale.Master COA.Univ-Mosta

11.1.2. Résultats de dosage des polyphénols totaux :

L’etude quantitative des extraits éthanoliques bruts au moyen du dosage par
spectrométrie, avait pour objectif la détermination de la teneur totale des polyphénols et des
flavonoides. Deux courbes d’étalonnage (Figure N° 18 et 20) ont été tracées, la premiére
réalisée avec de I’acide Gallique a différentes concentrations, I’autre avec la rutine ; les
mesures de densité optique ont été réalisées a 765 nm pour les polyphénols et a 430 nm pour
les flavonoides.

Les quantités des polyphénols et des flavonoides correspondants ont été rapportées en
équivalent gramme de I’étalon utilisé et déterminées par deux equations linéaires de type :

Y=aX

La teneur en polyphénols et flavonoides se différencie d’un échantillon a un autre

selon I’origine botanique de la propolis, c'est-a-dire la région des provenances [84].

IV.1.2.1. La courbe étalon de I’acide gallique :

Une courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’une série de solution d’acide gallique
de différentes concentrations soumis aux analyses de leur absorbance. L’ensemble est

regroupé dans le tableau suivant :

Tableau N° 06 : Absorbance de I’acide gallique a différentes concentrations :

[a. gallique] 20 13,33 10 6,67 4 2 1

ug/ml
A

1,922 1,302 1,013 0,679 0,442 0,355 0,156

La courbe montre une linéarité de I’absorbance en fonction des concentrations
utilisees (figure N° 18). Les analyses quantitatives des données ont été déterminées suite a
une régression linéaire de la courbe (y = 0,0907x+0.1002) et le coefficient de corrélation (R?
= 99,68%) de la courbe d’étalonnage exprimée en mg équivalent acide gallique par gramme
d’échantillon de propolis (mg EAG/g de propolis).
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Courbe d'étalonnage d'acide gallique (A=760nm)

2
18 y=0,0907x+0,1002
16 R2 = 0,9966
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4

0 5 10 15 20
Concentration de l'acide gallique pg/ml

Figure N° 18 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

1V.1.2.2. Résultats de dosage des polyphénols totaux de la propolis :

Les teneurs en composés phénoliques de nos échantillons sont indiquées sur la figure
N° 2200 nous avons observé que I’échantillon de Chlef2018 contient une concentration en
polyphénols nettement plus importante en comparaison avec celle de Mostaganem 2017 et
2018, de (211,2552 + 0.15794) mg EAG/g de propolis et (106,4813 + 0.01609) pour
Mostaganem 2018 et Mostaganem 2017 vient apres avec (102,898 £ 0.0044)

Ces résultats sont jugés satisfaisants si on se réfere a ceux trouvés dans d’autres
régions du pays mentionnés dans le travail de [83] Ferhoum ,2009 avec des taux allant de
233,075 mg EAG/g & 244,42 mg EAG/g .

Ainsi que dans d’autres etudes sur d’autres pays la teneur en polyphénols totaux de la
propolis brésilienne de I’ordre de 232 (+ 22.3) mg EAG/g [85]

L’etude réalisée sur la propolis du Portugal, montrant des teneurs en polyphénols
totaux oscillant entre (151,00 = 0,01) et (329,00 £ 0,01) mg EAG/g de propolis
respectivement pour la région de Fundao et Borne [86]
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Figure N°19 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits de propolis

211.2552

Chlef 2018

106.752

Mostaganem 2018

origine de I'EEP

1V.1.3. Résultats de dosage des flavonoides totaux :

1VV.1.3.1. La courbe étalon de rutine :

102.898

Mostaganem 2017

Une courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’une série de solution de rutine de

différentes concentrations soumis aux analyses de leur absorbances. L’ensemble est regroupé

dans le tableau suivant :

Tableau (07) : absorbances de la rutine a différentes concentrations

(Rutine)ug/mi

100

50

20

10

5

A

2,598

1,544

0,601

0,314

0,134

0,04
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La courbe montre une linéarité de I’absorbance en fonction des concentrations
utilisées (figure N° 20). Les analyses quantitatives des données ont été déterminées suite a
une régression linéaire de la courbe (y = 0,0264x + 0,05) et le coefficient de corrélation (R? =
99,1%) de la courbe d’étalonnage exprimée en mg equivalent de rutine par gramme

d’échantillon de propolis (mg ER/g ) de propolis

3
y=0,0264x+0,05
R2 = N 001

) 2
(@)
% +
2 15
@]
D
o
L

1

L+
0 20 40 60 80 100 120

Concentration pg/ml

Figure N°20 : Droite étalon de rutine
1V.1.3.2. Résultats de dosage des flavonoides totaux de la propolis :

Les flavonoides sont une classe de composés ubiquitaires dans les plantes (ce qui
prouve que la propolis est beaucoup plus d’origine végétale) et représentent un des plus

grands groupes de produits naturels phénoliques [87].

La teneur en flavonoides dans les extraits éthanoliques de propolis est exprimée en
mg d’équivalent de rutine par g de propolis (mg ER/g de propolis)

Les teneurs en flavonoides totaux de nos échantillons montrent une concentration
égale a 134,4227 mg ER/g de propolis de Chlef 2018 et 55,7333 mg ER/g de propolis de
Mostaganem 2018, et Mostaganem 2017 avec 27,8545 mg ER/g de propolis.
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Ces résultats sont jugés satisfaisants si on se réfere a ceux trouvés dans d’autres

régions mentionnés dans le Tableau N° 08 [88].

Tableau N° 08 : quantité de flavonoides en équivalent de rutine pour chaque

EEP.
Propolis chetouane | Sidiabdli chlef Benisous | Chouli
quantité en flavonoides mg/g 134,8 27,8 79,9 76,3 67,4

15
)
£
=
g
g
a
=
a
=
:
E

Chlef 2018

Mostaganem 2018
origine de I'EEP

Mostaganem 2017

Figure N°21 : Teneur en flavonoide totaux des différents extraits de propolis.
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IV.2. Résultats de I’activité microbiologique :
Interprétation des résultats :

Dans le principe de I’antibiogramme solide un antimicrobien est d’autant plus efficace

que son cercle d’inhibition de la croissance microbienne est grand.

Pour I’antibiogramme liquide sa valeur s’appuie sur I’évaluation de I’inhibition

microbienne en fonction de la quantité de propolis utilisée :

Dans cette optique nous avons dans un premier temps procédé a la mesure des
diameétres de ces zones d’inhibition ; s’en est suivi une lecture spectrophotométrique des deux
séries de tube afin de définir si relation entre concentration en EEP croissante et charge
bactérienne et fongique décroissante il y a, établissant ainsi une relation de cause a effet qui

validera notre hypothese de « I’effet antimicrobien de nos EEP»
Se référant aux données présentées dans les tableaux ci-dessus on conclut :

A)Candida Albicans :

Tableau N° 09: mesure des diamétres des zones d’inhibition

Chlef 2018 Mostaganem 2018
Concentrationen | 0.05 0.1 Disque 0.05 0.1 Disque
EEP (mg/mL)
Diametre Moyen 14,67+ | 16x0.0 | X 11+ 12,67+ | X
d’inhibition (mm) | 0.4714 0.0 0.4714

Tableau N° 10: Pourcentage d’inhibition en fonction de concentration en EEP

Chlef 2018 Mostaganem 2018

[Concentration | Abs Moy (nm) Pourcentage Abs Moy (nm) pourcentage
de propolis] d’inhibition(%) d’inhibition (%)
(mg/mL)

0,1 0,460+0,01933 | 30,8271 0,474+0,00082 28,7219

0,2 0,407+0,00125 | 38,797 0,471+0,00309 29,173

0,3 0,397+0,00216 | 40,3008 0,406+0,00205 | 38,9474

0,4 0,372+0,00216 | 44,0602 0,386+0,00125 | 41,9549
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Mostaganem

Figure N° 22 : Zones d’inhibitions du Candida albican ATCC 10231 Par la méthode des
puits

La Charge microbienne de 105 UFC /ml pour Candida albicans correspondant a
0,665+ 0,00094 nm, est la charge initiale de notre étude.

Si I’on se rapporte aux recommandations européenne de classement des pathogénes
impliqués dans les infections urinaires, une candidurie supérieure a 10° UFC/ml, mise en
évidence a plusieurs reprises et associée a des signes cliniques, est nécessaire pour affirmer le
diagnostic d’infection a Candida. [89]
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Figure N° 23 : Moyenne d’inhibition pour Candida Albicans.

Une large zone d’inhibition est observée pour la levure, avec une moyenne de 15 mm
pour I’extrait de Chlef 2018, par contre une moyenne de 12 mm a été relevée pour
Mostaganem 2018 sans différence significative entre les deux concentrations en EEP des

extraits respectif, et un resultat négatif pour I’éthanol 70% quant a son pouvoir inhibiteur.

Nous passant a une série plus importante de concentrations en milieu liquide dont la
lecture spectrophotométrique permet de quantifier de facon plus exacte et précise I’inhibition
a prét de 42% de notre inoculum de départ pour une concentration de 0 ;4 mg/ml d’extrait de
propolis de Mostaganem 2018 et 44% d’inhibition pour la méme concentration cette fois en
EEP Chlef 2018.
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C’est a dire :

A raison d’une concentration de 0,4 mg/ml d’EEP on atteint respectivement une
CMI42 pour Mostaganem 2018 et une CMI44 pour Chlef 2018.

De ceci on confirme la premiére partie de notre hypothése stipulant que les deux EEP
ont un effet antifongique sur la levure Candida Albicans.

Avec une nette supériorité quant a I’efficacité de la propolis provenant de la région de
Chlef.

Les résultats trouvés convergent avec ceux résultants de I’étude [90]

Prouvant les vertus antifongiques de la propolis sur 56 souches de Candida (15%
Candida Albicans) ;

En mettant I’accent sur la responsabilité de deux principaux composants flavonoides a
savoir la pinocenbrine et la pinobanksine émettant ainsi I’hypothése que nos deux extraits en
sont riches.

B) Bacillus cereus :

Tableau N° 11 : Mesure des diameétres des zones d’inhibition de Bacillus cereus

Chlef 2018 Mostaganem 2018
Concentration en 0.05 0.1 Disque 0.05 0.1 Disque
EEP (mg/mL) Ampicilline
10pg/ml
Diametre Moyen 10,00+ 13.33+ 10.67+ 7.67% 11,33+ | 11.67+
d’inhibition (mm) | 0.04949 | 0.01449 | 0.00722 0.09121 | 0.0548 | 0.0014




Bensalah, N et Belhadj, A (2018). Etude comparative du contenu en polyphénols totaux et de 'activité antimicrobienne
de trois extraits de propolis locale.Master COA.Univ-Mosta

Tableau N° 12:Pourcentage d’inhibition en fonction de concentration en EEP

Chlef 2018 Mostaganem 2018

[Concentration | Abs Moy (nm) | Pourcentage Abs Moy (nm) | Pourcentage
de propolis] d’inhibition(%) d’inhibition(%)
(mg/mL)

0,1 0,580+0,00094 17,2 - 0,697+0,00249 0,43

0,2 0,555+0,00163 20,72 0,674+0,00216 3,72

0,3 0,518+0,00047 26 0,533%0,00125 23,86

0,4 ,48340,00125 31 0,525:£0,00047 25

Mostaganem

Figure N°24: Zones d’inhibitions du Bacillus cereus ATCC 10876 Par la méthode des puits

La Charge microbienne initiale de Bacillus cereus est de 7.108 UFC /ml
correspondant & 0.699+0,00047 nm
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Figure N° 25 : Moyennes d’inhibition pour Bacillus Cereus

A premier abord une nette différence de diameétre est clairement significative a la fois
entre les deux extraits et leurs concentrations respectives, ce qui laisse a prévoir des résultats
tumultueux, on note :

Une moyenne de 7mm de diamétre pour I’extrait de Mostaganem 2018 le moins
concentré qui passera a 11mm avec la seconde concentration diamétre fortement similaire a
celui obtenu avec le disque d’antibiotique, pour le second extrait les zones d’inhibitions sont
plus importantes allant méme jusqu’a déplacer celle de I’antibiotique : 10 mm a 13 mm en

augmentant de concentration |a ou le disque d’antibiotique ne donna que 11 mm ;

Toutefois il est a noter que I’antibiotique utilisé est I’Ampicilline et que ca
concentration est de 10 pg/ml ce qui est bien inférieur a nos concentrations en EEP utilisées
dans ce cas on jugera que les deux ont un effet semblable sur la bactérie mais I’ampicilline

demeure plus efficace.
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Concernant le milieu liquide, il nous apparait clair que la concentration 0,3 mg/ml des

deux extraits représente un virage quant a la charge bactérienne inhibée a savoir :

23% pour EEP Mostaganem et 26% pour EEP Chlef ; A raison d’une concentration de
0,3 mg/ml d’EEP ont atteint respectivement une CMI23 pour Mostaganem et une CMI26 pour
Chlef.

De ceci on confirme la seconde partie de notre hypothése stipulant que les deux EEP
ont un effet antibactérien sur la bactérie Bacillus cereus avec toutefois une nette supériorité de

la propolis provenant de la région de Chlef.

Les résultats trouvés rejoignent ceux de I’étude [91] H-KOO et al 2000 sur I’effet de la

propolis du Brésille sur Bacillus cereus.

L’effet antibactérien est souvent due a la présence de deux composés flavonoides :
pinocembrine et galangine ainsi que les molécules aromatiques et phénoliques (Acide
Cinnamique, Acide Caféique, Acide Férulique) ; la galangine provoquerait des lésions au

niveau de la membrane cyto plasmique en capturant le potassium des cellules [92].



Conclusion

A I’heure ou les maladies se font de plus en plus nouvelles, nombreuses et agressives,
la ou les medicaments se font de moins en moins efficaces et sans effets secondaires, les
substances naturelles commencent a occuper une place de choix en therapeutique.

Dans cette optique nous nous sommes intéressés a la propolis, produit de la ruche bien
peu connu et exploité localement, mais qui a toutefois été I’Object de bien des études a

I’échelle internationale ;

Nous avons pour cela, sélectionné deux types de Propolis provenant de deux régions
pédoclimatiques différentes, a savoir Mostaganem et Chlef procédant dans un premier temps a
la quantification de ce qui a été identifié comme principes actifs de ce produit a savoir
polyphénols totaux et flavonoides totaux a partir de leur EEPs respectifs, a fin de par la suite
soumettre & leur actions une multitude de souche microbienne, cherchant a prouver leurs

effets antibactérien et antifongique.

Les résultats obtenus permettent de prouver I’effet antimicrobien (antibactérien et
antifongique)tout en renvoyant cela a la richesse en polyphénols totaux ainsi qu’en
flavonoides totaux, qui renvoient a leur tour aux patrimoine floral de provenance des deux

types de propolis.

Nous conférant ainsi la l1égitimité de juger et classer nos échantillons de propolis selon
efficacité, désignant I’échantillon Chlef du Printemps 2018 comme le plus riche en principes

actifs et le plus efficace antimicrobien des trois échantillons.

Perspectives :

Au vu des résultats prometteurs obtenus, et du potentiel du sujet traité. S’y approfondir

un peu plus et de différentes approches semble un projet a envisager dans le future.
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Annexes | :
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Figure N° 01 : Formule chimique de la pinocembrine
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Figure N°02 : formule chimique de I’acide caféique (63)
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Figure N° 03 : Structure de base des flavonoides



Tableau N°01: Absorbance de I’acide gallique a différentes concentrations :

[a.gallique] 20 13,33 10 6,67 4 2 1
pug/mi

A 1,922 1,302 1,013 0,679 0,442 0,355 0,156

Courbe d'étalonnage d'acide gallique (A=760nm)
2
1, y=0,0907x+0,1002
8 R2 = 0 99AA
11
6
1,
4
11
2
1
0 5 10 15
concenration de I'acide gallique pg/ml

Figure N°04 : La courbe étalon de I’acide gallique



Tableau (02) : absorbances de la rutine a différentes concentrations

[rutine] pg/ml 100 [50 20 10 5 2
A 2,598 1,544 0,601 0,314 0,134 0,04
3
y=0,0264x+0,05
R2 = 0,991
2
1,5
1

0 20 40 60 80 100 120

concentrationug/ml

Figure N°05 : La courbe étalon de rutine



Annexes 11 :

Matériels de laboratoires :

Nous utilisant le matériel courant de laboratoire a savoir :

Balance de précision

Rotavapor

Spectrophotometre UV- visible

Bain marie

Etuve

Frigo

Plaque chauffante

Vortex

Hottes a flux laminaire

Bec benzene

1.3.3. Réactifs et solutions :

Eau distillé
Ethanol
Acide gallique

Réactif de Folin-Ciocalteu’s

Carbonate de sodium Na2CO3

Méthanol



Trichlorure d’aluminium AICI3

La rutine

Eau distillé stérile

Eau physiologique stérile

H202

Verreries et petits materiels :

Becher

Erlenmeyer + barreau magnétique 6 mm

Entonnoir

Pipette pasteure

Spatule

Verre de montre

Flacon

Seringue

Tube a essai

Porte tubes

Burette graduée

Propipette

Micropipette

Les embouts



Les boites pétris

Pipette graduée

Ballons

Papier filtre

Filtre milipore N°04

Milieux de culture :

Mueller hinton gélose solide

Mueller hinton bouillon

Gélose sabouraud dextrose chloramphénicol (SDCA)

Préparation des milieux de culture :

Mueller hinton gélose solide : (Dans 1 litre d’eau distillé)

30................Extrait de viande.
175¢............ Tryptone caseine hydrolysate
150, Amidon

18g..cccinnnnnnn Agar

Mueller Hinton bouillon : (Dans 1 litre d’eau distillé)

KXo IUI Extrait de viande.

175¢..c.c....... Tryptone caseine hydrolysate

150 Amidon



Gélose sabouraud dextrose chloramphénicol : (Dans 1 litre d’eau distillé)

5¢0................Digestion pancréatique de caséine
50................Digestion peptique de tissu animal
404g...............Dextrose

159...............Gélose
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