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Résumeé

La présente étude porte sur la caractérisation physico-chimique,le dosage des
plyphénols et des flavonoides et évaluer I’effet biologique des extraits ethanoliques de la
Propolis locale récoltée dans les trois régions différentes d’Algérie : Larbaa ; Les Eucalyptus
et Bouinan.

Dans un souci de valorisation de ce produit et afin de lui attribuer une carte d’identité
propre a lui, nous avons voulu apporter notre modeste contribution en analysant 03
échantillons de propolis récoltée dans différentes régions du pays (Montagne, Plaine et
Steppe) .La caractérisation physico-chimique des différents échantillons de propolis, ainsi
que I’évaluation de leurs activités biologiques constituent un point de départ pour cette
action.

Les analyses physicochimiques revelent une variation significative entre les
échantillons de propolis analysés. lls sont tres pauvres en eau et en matiere volatiles car ils
ont un taux faible de pertes pendant le séchage compris entre 2,98% et 3,99%, avec des taux
de pourcentage de matiere séche respectifs 97,02 %, 96,12 % et 96,5%. . Leur taux de
cendres varie entre 3,78% et 5,28%. Ils se devoilent un pH variant entre 4,57 et 5.65,
1’échantillon de Larbad est plus acide puisque sa valeur trouvée est la plus faible soit 4.57.

Le dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu a révélé que leur teneur
est ¢levée (250,00 = 5.091 ng EAG/mg d’extrait) dans I’extrait éthanolique de la propolis de
larbaa par rapport a celle de la propolis récoltée dans la région des Eucalyptus (158,30
+0.566 pg EAG/mg) et de Bouinan (200,00 + 5.657 ug EAG/mg )

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium révéle que D'extrait éthanolique de la propolis récoltée dans la région de
Larbaa se montre plus riche en flavonoides (40 + 3.125 ug EQ/mg. d’extrait ) par rapport ala
quantité extraite des extraits éthanoliques des Eucalyptys et Bouinam .

L’extrait éthanolique de la propolis récoltée dans la région de Larbaa pouvait ramener
le radical libre stable 2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine
jaune-coloré avec un IC50 de 1.2 mg/ml. Elle est 1égérement inférieure a celle de 1’acide
ascorbique (0.85 mg/ml). Cependant les extraits étanoliques de propolis récoltée dans les deux
régions Bouinan et les Eucalyptus sont respectivement élevés par rapport a I’acide
ascorbique avec des valeurs respectives 5 mg/ml et 6.5 mg/ml.

En outre ; la comparaison des résultats antibactériennes des solution meéres ( extrait
éthanolique de la propolis ) et des extraits dilués de I’extrait étanolique (des dilutions 107 et
107?) vis-a-vis de nos 04 souches bactériennes, dévoile d’un coté une activité bactériostatique
importante des extraits de propolis récoltée dans la région de Larabaa par rapport a celles
des deux autres régions, et d’un autre coté la souche Bacillus subtilus se montre plus
sensible aux extraits par rapport aux trois autres souches bactériennes : E.coli. Pseudomonas
aeruginosa Staphylocoques aureus.

Mots clés : Propolis, extrait étanolique , propriétés physicochimiques, dosage des
polyphénoles et des flavonoides, pouvoir antioxydant ( méthode DPPH), activité
antibactérienne



Summary

The present study relates to the physicochemical characterization, the determination of
plyphenols and flavonoids and to evaluate the biological effect of the ethanolic extracts of the
local Propolis collected in the three different regions of Algeria: Larbaa; Eucalyptus and
Bouinan.

In order to promote this product and to give it an identity card specific to it, we wanted
to make our modest contribution by analyzing 03 samples of propolis collected in different
regions of the country (Mountain, Plain and Steppe). Physico-chemical characterization of the
different propolis samples, as well as the evaluation of their biological activities constitute a
starting point for this action.

The physicochemical analyzes reveal a significant variation between the samples of
propolis analyzed. They are very poor in water and volatile matter because they have a low
rate of loss during drying of between 2.98% and 3.99%, with respective percentage dry matter
rates 97.02%, 96.12 % and 96.5%. . Their ash content varies between 3.78% and 5.28%. They
reveal a pH varying between 4.57 and 5.65, the sample ofLarbaa is more acidic since its found
value is the lowest, ie 4.57.

The determination of the polyphenols by the Folin-Ciocalteu method revealed that their
content is high (250.00 + 5.091 ug EAG / mg of extract) in the ethanolic extract of the
propolis of larbaa compared to that of the harvested propolis in the region of Eucalyptus
(158.30 + 0.566 pug EAG / mg) and Bouinan (200.00 + 5.657 ug EAG / mg)

The quantitative determination of total flavonoids by the aluminum trichloride method
reveals that the ethanolic extract of propolis collected in the Larbaa region is richer in
flavonoids (40 + 3.125 ug EQ / mg. Of extract) compared to to the quantity extracted from the
ethanolic extracts of Eucalyptys and Bouinan.

The ethanolic extract of propolis collected in the Larbaa region could bring back the
stable free radical 2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) to yellow-colored
diphenylpicrylhydrazine with an IC50 of 1.2 mg / ml. It is slightly lower than that of ascorbic
acid (0.85 mg / ml). However, the etanolic extracts of propolis harvested in the two regions
Bouinan and the Eucalyptus are respectively high relative to ascorbic acid with respective
values of 5 mg / mland 6.5 mg / ml.

In addition ; comparison of the antibacterial results ofstock solutions (ethanolic extract
of propolis) and diluted extracts of etanol extract (dilutions 10-1 and 10-2) vis-a-vis our 04
bacterial strains, reveals on the one hand an important bacteriostatic activity of the extracts of
propolis collected in the region of Larabaa compared to those of the other two regions, and on
the other hand the strain Bacillus subtilus is more sensitive to extracts compared to the other
three bacterial strains: E.coli. Pseudomonas aeruginosa Staphylococci aureus.

Keywords : Propolis, etanol extract, physicochemical properties, dosage of polyphenols
and flavonoids, antioxidant power (DPPH method), antibacterial activity
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Introduction

La propolis est I’un des six produits de la ruche avec le miel, la gelée royale, le pollen, la
cire et le venin d’abeille. C’est un complexe fabriqué par les abeilles (Apis mellifera) a partir de
leurs sécrétions salivaires, de cire et d'une série de substances résineuses que les abeilles vont
recueillir sur différents supports végétaux comme les bourgeons, jeunes rameaux, Ou encore
blessures d’arbres et arbustes (en Europe : principalement peupliers, bouleaux, saules, hétres, etc.)
(Caillas, 1974). Dans la ruche, la propolis a de multiples usages : ¢’est un mortier qui sert au
colmatage des fissures ou interstices, a I'étanchéité (face a I'numidité et au développement des
moisissures) et a la protection de la colonie par la réduction de I'entrée de la ruche. En effet,
I’ouverture a ’entrée de la ruche est constamment remodelée afin d’ajuster ses dimensions et son
orientation aux conditions climatiques. Ce passage constitue par la méme occasion une sorte de
‘“‘sas de décontamination’’ ou chaque abeille rentrante et sortante devra se poser, d’ou le nom de
propolis qui vient du grec ancien pro pour ‘‘devant, a ’entrée de’’ et polis pour ‘‘communauté .
La propolis est aussi une véritable arme chimique contre les microorganismes et sert & momifier
les animaux intrus et morts (rats et souris par exemple) trop gros pour étre évacues par les
abeilles, évitant ainsi leur décomposition. Elle est généralement constituée d’environ 50 % de
résines (contenant les composés polyphénoliques), 30 % de cires et d’acides gras, 10 % d’huiles
essentielles, 5 % de pollen et 5 % de matieres organiques et minérales diverses. Mais la
composition de la propolis est trés variable car elle dépend de la végétation (Tosi et al., 2006)

Bien que sa composition soit variable, la propolis est utilisée depuis longtemps en médecine
traditionnelle, car elle présente de nombreuses activités biologiques et pharmacologiques telles
que des activités anti-oxydante, antifongique, antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire ou
encore anti-tumorale. C’est une matiére premiere

La propolis est trés étudiée et trés utilisée de nos jours dans les secteurs alimentaires,
cosmétiques et pharmaceutiques. Elle est tres utilisée par les consommateurs comme des aliments
sains, naturels, diététiques et stimulants pour l'organisme et ses défenses immunitaires. Elle est
utilisée dans l'api thérapie pour traiter de nombreuses maladies et également dans l'industrie
alimentaire en tant qu'additif a des fins diverses, la cosmétologie et pour de nombreux objectifs
(Pereira et al., 2002).

Peu d’études ont élucidé le pouvoir antimicrobien et la valeur nutritionnelle des propolis
récoltées dans différentes régions Algériennes. C’est ce qui nous a incités, a travers ce travail, a
évaluer la qualité et la quantité des métabolites secondaires plus particulierement les polyphénols,

I’activité antioxydante et I’activité antibactérienne, a partir d’extraits éthanoliques des propolis.




récoltées dans trois regions différentes : Larbaa, les Eucalyptus et Bouinam . En plus déterminer
la valeur nutritionnelle (dosage de quelques macronutriments et quelques micronutriments) dans
les extraits de propolis des trois régions

Notre thése est structurée de fagon classique en trois chapitres. Le premier chapitre portant
sur une synthése des données relatives a notre thématique. Le second chapitre décrit les démarches
méthodologiques, en abordant le screening photochimique, le dosage des métabolites secondaires
(les poly phénols et les flavonoides) des extraits éthanoliques des propolis, I’évaluation de leur
activité biologique (activité antioxydante et activité antibactérienne) et déterminer la valeur
nutritionnelle des propolis issus des trois différentes régions algériennes. Dans le troisiéme
chapitre, la discussion des résultats obtenus est rapportée.

Enfin, une conclusion relatant I’essentielle des résultats, accompagnée de perspectives

concluant notre manuscrit.

-
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I.1. L’apiculture :

L’apiculture est pratiquée depuis la plus haute antiquité connait ces derniers temps un développement
important dans notre pays. C’est un art autant qu’une science d’élevage et des soins a donner aux abeilles
en vue d’obtenir de leur travail dirigé, le miel, la cire, le pollen, la propolis et la gelée royale (Bruneau,
E. 2004).

Les produits apicoles commercialisés sont le miel, la cire, le pollen, la propolis et la gelée royale.
Cette activité d’appoint contribue au développement de 1’élevage et a la protection de ’environnement
(EMILLIE FREDOT. 2009).
1.1.1. L’abeille :
1.1.1.1. Définition :

Le mot « abeille »vient du nom latin Apis qui signifie la « mouche a miel », elle fait partie des
insectes sociaux. Il existe plus de 20000 espéces d’abeilles qui sont d’un intérét majeur pour la
pollinisation, ainsi que dans la survie, la dissémination et 1’évolution de 80% de plantes a fleurs
(Ravazzi, G., 2003).

Apis mellifera, ou abeille mellifique, est une espece dont les diverses races sont cultivées pour
produire du miel, du pollen, de la gelée royale, de la propolis, de la cire et dans certains cas, du venin.
Parmi ces différentes races, la plus productive et la plus appréciée est sans aucun doute la ligustica,
connue dans le monde entier sous le nom d’abeille italienne. Du point de vue morphologique, le corps de

’abeille se divise en trois parties : téte, thorax et, Abdomen. (Pereira et al.2002). (Figure 1).

Ouvriére

Sila Abdomen —— Thorax—— - Téte | veux simples

antérieure

Faux-bourdon CORCIFE | antennes

@‘ o

Ouvriére aiguillon _ I yeux

! composés

glandes |
& wvenin

intestin | L chaine L mandibule
5 nerveuse
Reine panier | L jabot

Figure 1 : Morphologie de I’abeille (Codex Stan, 1981).
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1.1.1.2. Organisation sociale des abeilles :

La colonie d’abeille est constituée d’une reine, des ouvriéres et des faux bourdons. Fort différents

sur le plan morphologique comme dans leur espérance de vie, les membres de chaque caste assurent une

tache particuliere. Au sein de la ruche, aucun individu ne peut vivre seul (Montenegro, Get al. 2003).

La Reine
Photographie Potier Florence

C’est la mere de toutes les abeilles. Contrairement a ce
que I’on pourrait penser, elle ne dirige en rien la ruche.
Son rdle consiste a pondre sans arrét matin et soir,
jusqu’a la fin de sa vie. Cependant.

un autre r6le important de la reine est de secréter sur
son abdomen une phéromone ; celle-ci circule parmi
toutes les abeilles de la colonie par trophallaxie.

La Reine pond entre 500 et 2 000 ceufs par jour en
fonctionde son age, race et la qualité de la miellée. Elle
vit jusqu’a 5 ans et se fait féconder une fois dans sa vie

(Montenegro, G et al. 2004).

Les ouvriéres
Photographie Potier Florence

Les ouvrieres peuvent se consacrer a toutes les taches
nécessaires au fonctionnement de la colonie, du soin au
couvain a celui de la reine mais aussi au butinage ou a

la défense du nid. Les ouvrieres accomplissent toutes

bY

les tdches simultanément, mais chaque ouvriére a un

temps donné est spécialisée dans une tache

(Montenegro, G et al. 2004).

Les males
Photographie Potier Florence

Encore appelés faux-bourdons, sont obtenus a partir

d’ovules non fécondés. Ils sont nourris par les

ouvriéres et ne s’approvisionnent pas directement sur

les fleurs.
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1.1.2. Les produits de la ruche :

Les différents produits de la ruche sont le pollen, la propolis, le miel, la gelée royale, le venin et la
cire.
A. Le pollen : Le pollen dabeille, communément appelé «poussiere vivifiante», résulte de
I'agglutination de pollens de fleurs avec du nectar et des substances salivaires des abeilles et sert de
nourriture a tous les stades de développement de la ruche (Almeida-Muradian et al., 2005). La collecte
de ce produit naturel est un développement relativement récent, qui dépend principalement du concept de
base de racler le pollen des pattes des abeilles lorsqu'elles pénétrent dans la ruche (Feas et al., 2012).

B. La propolis : Le terme propolis vient de grec : propolis qui signifié « devant la ville » (Ravazzi,
2003). La propolis est un produit a base de résines provenant de germes résineux et d'exsudats de
certaines especes d'abeilles de I'espéce Apis mellifera. Lorsque les abeilles récoltent la propolis, elles
mélangent la substance résineuse recueillie des plantes avec I'enzyme 13-glucosidase de leur salive.
L’hydrolyse des flavonoides glucosylés, en provenance des flavonoides aglycones (Pereira et al., 2002).
La couleur de propolis est variable selon la source florale et I’dge de la colonie (Marcucci, 1995;
Sforcin, 2007). Elle est généralement de couleur brune a rougeétre, voire noir (Darrigol, 1979; Cousin,
2010).

C. Le miel : Le miel est un produit naturel fabriqué par les abeilles Apis me2llifera a partir du nectar des
plantes melliferes, qui est transformé et modifié. Par la suite, il est stocké dans des ruches pour une
utilisation ultérieure, par exemple pour l'alimentation (Codex Stan, 1981). Le miel hérite de tous de ses
propriétés a partir des plantes ; par conséquent, ses propriétés biologiques sont liées aux especes

végetales qui ont produit le nectar (Montenegro et al., 2003, 2004).

D. La cire : La cire est le matériau utilisé par les abeilles pour construire leur nid. Elle sert également a
operculé des alvéoles (contenant par exemple des larves ou du miel).

Les abeilles construisent des rayons du haut vers le bas. Pour se faire, elles se suspendent et forment une
chaine d’abeilles. Pour rappel, la cire est produite au niveau des glandes cirieres des jeunes ouvrieres,
sous forme d’écailles transparentes de 1,5 mm de long sur 1 mm de large environ (Jean-Prost, 2005).
Lorsqu’une abeille a produit une écaille, elle remonte sur le lieu de la construction pour y ajouter sa cire

(Bradbear, 2010). La cire a au départ une couleur blanchatre 1’égerment translucide, et prend une
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couleur jaunatre aprés avoir été malaxée par I’abeille (Cousin, 2010). Elle se compose d’ester 71%,

acides libres 40%, sucre 12%, eau 3%, divers autres éléments (Kameda et Tamada, 2009).

E. La gelée royale : C’est une substance blanchatre a jaune, gélatineuse, crémeuse, et trés sucrée
(Lefief-Delcourt, 2010), secrétée par les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires des jeunes
abeilles nourrices, au stade ou ces glandes sont les plus développées. Elle est fabriquée a partir des
protéines et des nutriments du pollen qu'elles ont ingérent (Gharbi, 2011). C’est la substance centrale de
la ruche : elle assure son existence et son fonctionnement. En effet, elle est la nourriture unique et
exclusive de toutes les larves pendant leurs trois premiers jours de vie puis de la reine pendant toute son
existence (Rossant et Desmouliere, 2011). Elle se compose d’eau 60-70%, Lipide 18% (surtouts des
acides gras), glucides 11%, protéines 2%, vitamines ; des hormones ; des enzymes, et des minéraux
(Wytrychowski et al, 2013).

F. Le venin : C’est un produit mineur de la ruche. En effet, il faut environ 10 000 abeilles pour récolter
une gramme de venin (Bradbear, 2010). Il est produit au niveau de la glande acide de I’appareil
vulnérant. La glande alcaline jouera un role dans la production de venin (Jean-Prost, 2005). C’est un
liquide incolore, a forte odeur amere, qui rend les abeilles agressives. Il est utilis€¢ par ’homme pour ses

propriétés thérapeutiques, notamment contre les rhumatismes (Bruneau, 2004).

1.3. Historique :

Anciennement, la propolis était beaucoup moins connue que le miel, mais ses propriétés
médicinales étaient déja mis a profil vraisemblablement plusieurs millénaires avant notre ére.

Les premiéres traces de la propolis remontent a I’Egypte antique. Des recherches poussées ont
permis aux égyptologues de découvrir les traces de propolis. Les textes hébreux la nommaient « tzori »
et ses propriétés thérapeutiques sont décrites dans 1’ Anciens Testament, (Krell, 1996, Bogdanov et al.
2006).

Le mot propolis est d’origine grecque, il signifie « pro » : devant, et « polis » : cité, en se référant
aux observations des apiculteurs qui voyaient cette résine a ’entrée de la ruche
« Devant cité ». Cette résine nommée propolis est utilisée depuis les temps les plus reculés grace a ces
propriétés antibactériennes, immunostimulantes et cicatrisantes (Nowottnick, 1997), dans la médecine
traditionnelle populaire, dans de nombreuses régions du monde (Sforcin et al. 2000, Nolkemper et al.
2009).

A Rome, au cours du 1* siécle avant J.C, la propolis a été tres recherchée sur la voie sacrée ou elle
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se vendait plus cher que le miel. Chaque légionnaire romain en possédait, une petite quantité sur lui au
moment des compagnes militaires (Marchenay, 1977). Elle a était réputée pour réduire les cedémes,
apaiser les douleurs nerveuses et guérissait les plais cutané méme les abcés (Ransome, 1937).

Au IIéme siécle, c’est au tour de médecin Galien d’en faire mention dans ses traités. Au Xleme
siécle, le philosophe et médecin Iranien Abu Ali Iben Sina connu sous le nom d’Avicenne, note a son
propos « la propolis a la qualité de faire eliminer les pointes de fleches et les épines, nettoie facilement et
amollit fortement » (Debuyser, 1984).

En raison des résines végétales qu’elle renferme, elle est considérée depuis longtemps dans
I’herboristerie traditionnelle comme un remede utile pour combattre les infections de toutes sortes, tant
par voie interne que par voie externe. (Pierre Le Francois et Frangoise Ruby, 2010). Plus tard, les
perses, les Incas ’ont utilise (Donadieu, 1992).

En France, ce n’est qu’au début de XVIIIeme siecle que le terme de propolis apparait dans les écrits
d’Amboise (chirurgien d’Henri II, de Frangois 1* de Charles 1X ainsi que d’Henri III). A la fin du
XIXeme siecle la propolis connut un regain de popularité lorsque les médecins de I’armée anglaise
I’employerent pour désinfecter les blessures et faciliter leur cicatrisation Durant la guerre des Boers en

Afrique du Sud. (Debuyser, 1984, Donadieu, 1992, Pierre Le Francois et Francoise Ruby, 2010).

A la fin de XXleme siécle, un important marché de propolis existe en Russie et en Allemagne,
c¢’était un remede populaire qui prétendait soigner tous les maux. On I’employait surtout en usage externe
comme anti- infectieux, cicatrisant, adoucissant et anti-inflammatoire sous forme d’onguent d’emplatre,
de lotion et de fumigation (Debuyser, 1984).

Lors de la derniere guerre mondiale, la propolis a été expérimentée dans des cliniques soviétiques,
son application est trés intéressante dans la médecine Vvétérinaire empirique pour le traitement des

hémorragies et des plaies de toute nature (Caillas, 1974).
1.4. Définition et étymologie :

La propolis, qu’on appelle aussi la colle d’abeille, est le nom générique d’une substance naturelle,
résineuse, fortement adhésive, collectés par les abeilles Apis mellifera L, a partir de bourgeons et feuilles
d’arbres et des plantes variées telles que les peupliers, bouleaux, saules, coniferes, prunier et jamais sur
le marron d'Inde. (Bankova et al. 2000, Fenge et al. 2008, Nolkemper et al. 2009) ; méelangé avec du
pollen ainsi que des enzymes sécrétées par les abeilles (Marcucci 1995).

Les abeilles lui ajoutent certaines salives en la transformant en un mastic pour pouvoir enduire

I'entrée de la ruche et les cadres qu'il n'est pas de courant d'air a l'intérieure de leur demeure. D'autre part

E



Chapitre | La propolis

une fine couche pelliculaire est déposée aussi dans les alvéoles ou les reines pondront les ceufs pour
désinfecter qu'il n'y ait pas de maladie nommée Bacillus larve. C'est ainsi que la colonie est protégé un
produit antibactérien et antifongique (Mlagan et Sulimanovic, 1982).

I.5. L’origine de la propolis :

Les apiculteurs se sont apercus que les abeilles récoltaient des bourgeons de divers arbres. La
propolis a une double origine :

A. Origine interne :

D’aprés Kustenmacher (cité par Ferhoum, 2010), la propolis serait un résineux provenant de la
premiere phase de la digestion du pollen dans un petit organe situé entre le jabot et I’intestin moyen dit le
gésier a pollen, régurgité et craché par I’abeille qui I'utilise dans la ruche comme ciment, vernis. Toutes
les cellules de la ruche, et notamment celles qui sont nouvellement construites, sont en quelque sorte
imprégnee avec cette propolis interne avant que la reine y pond. La plus grande quantité de propolis
produite par les abeilles aurait cette origine, elle est assez facile a reconnaitre au microscope grace a

des polis etdes grains de pollen qu’elle contient.

B. Origine externe :

Collectée par les abeilles de différentes plantes, elle est utilisée a des fins moins importantes telles
que I’embaument de prédateurs.

Les abeilles récoltent une résine (Figure 2) présente sur les bourgeons, jeunes rameaux, blessures
de certains arbres et arbustes prévue pour les protéger contre les attaques des micro-organismes mais
aussi des insectes (un effet répulsif). En mélangeant cette résine a de la cire et a des enzymes sécrétées
par leur systéme glandulaire, elles obtiennent une sorte de glu que I’on nomme : propolis. Les abeilles
récoltent cette résine quand la température est voisine de 18-20 °C, la modifient avant de la déposer dans
la ruche pour colmater les trous, pour en assurer une parfaite étanchéité associée a une
excellente asepsie. Il est vrai qu’elle peut avoir la premicre origine mais il est bien connu de tous les
praticiens que les ruches situées dans les bois ou les forets proposent beaucoup plus que celles situées en
plaine (Caillas, 1974).

j
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Figure 2 : Résine du pin (Meanos, 2004).

1.6. L’origine botanique de la propolis :

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 (Les produits de la
ruche. 2012, Journée de NAMUR. 2016).

Cependant la composition chimique de la propolis varie suivant la source végétale, c’est pour cette
raison plusieurs chercheurs se sont intéressé a 1’origine botanique de la propolis, en se basant sur leurs
observations et dans certains cas en se référant a des connaissances chimiques faibles qui comportent des
comparaisons entre échantillons de propolis et matériel végétal (Valcic et al. 1999).

Apreés plusieurs études (Bankova et al. 2000), a établi une liste des plantes provenant de deux zones
différentes tempérés et tropicales suspectées la source de la propolis. Plusieurs études ont démontré que
dans les zones tempérées : en Europe, Afrique du Nord, Asie et en Amérique du Nord, la source
principale de la propolis est le peuplier (populus. sp) avec toutes ses especes (Francisco A Tomas-
Barberan et al 1993). (Tableau 1). Dans les zones tropicales ou le peuplier est inexistant, les abeilles
cherchent une autre source de propolis. Chaque région et chaque colonie a une plante préférée. Elle peut

provenir d’autres espéces comme : aroucacia, vernomia, diclenia, hyptis et eucalyptus. (Tableau 2).

12
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Tableau N°1 : Propolis des zones tempérée.

Regions geographies

Sources vegetables

Reference

Méditerranéen Algérie

Populus spp.cistus spp.

Popova et al, 2010.

Suisse P.tremula Bankova et al, 1987.

Malte Ferula spp. Popova et al, 2010.
Probablement Ferula communis

Turquie Populus spp. Silici etal., 2007.
Eucalyptus spp etCastanea sativa

Grece Probablement Conifer spp Popova et al 2010.

Europ, Amérique du nord,
Nouvelle-Zélande

Populus spp, plus principalement P.nigra

Bankova et al, 2000.

Russie Betulaspp,plus spécifiguement C.roseaet| Bankova et al, 2000.
C.minor
Oman Azadirachtaindica,acaciaspp.et Popova et al 2010.
Mangiferaindica
Nigeria Probablement M.schweinfurthii Zhang et al, 2014.
Kenya

E
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Tableau N°2 : Propolis des zones tropicales
Region geographies Sources vegetables Reference
USA (Hawaiianlslands) Plumeria (Plumeria Marcucci, 1995.

acuminata,Plumeria acutifolia)

Venezuela Clusia (Clusia minor et Marcucci, 1995.
Clusia major)

Ustralia Xanthorrhoea Burdock 1998.
(Xanthorrhoeasp)
Brazil Romarin des champs Silici et al., 2007.

(Baccharisdracunculifolia),
Peuplier

(Populus sp),

Region Equatorial Clusia(Clusia sp),Delchampia Marcucci, 1995
Sp
Kumazawa et al., 2004.

C. L’origine de la propolis Algérienne :

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

D’aprés une étude faite sur la propolis algérienne, récoltée dans quatre régions (Tlemcen,
Guelma, M’sila et Tzi-Ouzou) la majorité des échantillons analysés échantillons analysés ont comme

source principale le Peuplier (Populus nigra) avec la participation d’autres espéces (Moudir, 2004).

1.7. Récolte de la propolis :

1.7.1. Récolte de la propolis par les abeilles :

La fabrication de la propolis se fait a la base par les résines récoltées, ces taches sont assurées
par un nombre restreint de au sein d’une colonie d’abeilles, puisqu’elles ne semblent pratiquement
effectuer aucun autre travail (Figure 3). (Debuyser, 1984).

A. Procédés de récolte :
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La récolte de la propolis par les abeilles s’effectue suivant quatre étapes :

> A Taide de ses antennes, 'ouvriére butineuse repére la source de résines, puis avec ses
mandibules elle en détache un fragment en s’aidant parfois de pattes antérieures.

> Le morceau est modelé par les mandibules et pris avec les pattes antérieures, tout
en mélangeant a d’autres substances de leurs propres sécrétions a fin de fabriquer de la
propolis.

> Celui-ci est alors transféré aux pattes du milieu.

» Par un mouvement rapide la propolis est finalement déposée dans la corbeille (cornicules)
des pattes postérieures, ou elle est transportée jusqu’a la ruche (Debuyser, 1984, Philippe,
1994).

B. Conditions de récolte par I’abeille :

Cette récolte, qui ne répond pas a des regles bien définis et constantes, dépend desnombreux
facteurs, (Debuyser, 1984, Donadieu, 1992).

> Facteurs saisonniers : la recolte a lieu, selon les cas, soit en debut de saison (c’est a dire au
printemps) soit le plus souvent a la fin de la miellée, ou a I’approche de I’automne (au moment ou la
colonie commence ses préparatifs d’hivernage). De plus il faut noter, que c’est au moment ou la
Miellée de nectar est la plus abondante, que la récolte de la propolis est la moins importante, les

abeilles semblent alors y consacrer moins de temps et moins d’efforts (Lavie, 1975).

»  Facteurs géographiques : il n’a été constaté que les ruches situées dans les régions boisées

propulsent plus que les ruches de plaines (Hegazi, 1997).

»  Facteurs climatiques (la température): les abeilles récolteuses de propolis déploient leur
activité au cours des journées chaudes (température supérieure a 20°C) et en particulier pendant les
heures les mieux exposées a cette chaleur (soit entre 10 h et 15 h 30 en moyenne). Ceci est di au fait

que les substances ramassées sont trop dures pour étre exploitées en dehors de ces horaires.

> Facteurs liés a la race d’abeille : il est reconnu que les caucasiennes et certaines autres

races d’Asie mineure (celle d’ Anatolie centrale en particulier) (Apis mellifica caucasia) propolisent,
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en genéral, d’avantage que les autres. Dans de nombreux autres cas, les données concernant ce
facteur sont encore insuffisantes pour établir des comparaisons précises. Selon Chauvin (1968),
’abeille punique et tellienne (Algérienne) (Apis mellifica intermissa) propolis également beaucoup.

Certaines races utilisent peu de propolis, c’est le cas de I’abeille (Apis mellifica lamarcki), elle

n’emploie pas de propolis.

> L’Age de I’abeille : il semble que ce soient les abeilles les plus dgées donc les plus
expérimentées qui récoltent la propolis, I’étude histologique montre que leurs glandes ciriéres sont

totalement atrophiées ; I’age minimal est donc dix-huit jours.

1.7.2. Récolte par ’homme :

La propolis peut étre récoltée selon des techniques diverses :

A. Technique traditionnelle :

Par raclage et grattage des cadres (Figure 3) et des parois de la ruche, de préférence par
température assez basse, car la propolis est alors dure et fiable, se détachant mieux de son support.
(Debuyser, 1983).

Récolte de la propolis par I’abeille (Barbari¢, M Reécolte de propolis par grattage du cadre
et al 2011). (originale 2021)
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Récolte de la propolis par I’abeille butineuse dans

la ruche (PHILIPPE J.M. 1999). Récolte par grilles (originale 2021)

Figure 3 : Récolte de la propolis par I’abeille et par I’homme.

B. Technique biotechnologique :

Par I'utilisation de différents dispositifs (grille moulée en matiére plastique souple, en acier
inoxydable, en bois ou textile synthétique), qui est posé sur les rayons de la ruche et dont les abeilles
s’empressent d’obturer les orifices avec la propolis, cette utilisation permet une récolte ponctuelle
durant les périodes de grande production et en dehors des périodes de traitement des ruches. La
quantité récoltée par I’abeille est trés variable en fonction des abeilles et de I’environnement ; elle
se situegénéralement entre 100 et 300 gramme par an et par ruche (Caillas 1974, Debuyser, 1983).
La récolte est favorisée si on place la ruche en courant d’air, car les abeilles utilisent cette propolis

pour lutter contre ces courants d’air.

La grille en bois, principalement utilisée en Asie, permet un grattage immeédiat des barreaux.
(Debuyser, 1983).

L’utilisation de grilles spécifiques qui se placent sur la téte des cadres sans isolant par-dessus

peut améliorer la qualité du produit. (Debuyser, 1983).

1.8. Conservation de propolis :

La propolis est un produit facile a conserver, quel que soit la forme sous laquelle elle se
présente. Il est toutefois préférable de la conserver dans des récipients hermétiques, a 1’abri de la
lumiére, de ’humidité et de la chaleur. Pour bénéficier de toutes ses propriétés, il est recommandé

d’utiliser la propolis aussi fraiche que possible.
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Elle présente un intérét certain sous forme lyophilisé, car ce procédé de conservation assure,
pendant un temps presque illimité, le maintien de toutes ses propriétés et de la composition chimique
du produit. Une premiere méthode de lyophilisation, brevetée aux Etats-Unis, propose une solution
hydro-alcoolique de propolis évaporée sous vide a basse température.

Une seconde méthode utilisée en Roumanie, propose une préparation préliminaire D’extrait mou de
propolis par dissolution d’alcool éthylique. Cet extrait mou de propolis est ensuite dissout par le biais
de solvants a groupe amine (amines organiques). La solution résultante est filtrée et les résidus de
cire sont éliminés par précipitation. Elle devient alors soluble a 1’eau et cette solution aqueuse peut

étre lyophilisée sous vide et congelée (Philippe, 1999).

1.9. Extraction de la propolis :
L’obtention de la propolis pure nécessite trois étapes fondamentales :

> Broyage : la propolis brute et broyé afin d’obtenir une poudre.

» Macération : réalisée dans un solvant qui peut étre une solution hydro alcoolique a différents
pourcentages d’alcool « éthanol, méthanol » (Monti Met al 1983, Cirasino L et al 1987) ;
des extractions aqueuses (Huang S et al 2014). des extractions successives avec des solvants
de polarité croissante (hexane, chloroforme, acétate d’éthyle) (Gavanji S 2017) ou encore
des extractions par de I’huile de colza (Dos Santos Pereira A et al 2003). D'une fagon assez
générale, les maceérations alcooliques sont de loin les méthodes d’extractions les plus
répandues. Les durées et les températures d’extraction sont assez variables selon la nature de
solvant d’extraction

> Séchage de I’extrait : différents traitements peuvent étre appliqués a la propolis, dansle but
d’isoler et garder les éléments solubles de celle-ci, aux propriétés pharmacologiques
intéressantes. Le traitement le plus fréquemment employé est la filtration sur papier suivie par
une évaporation a sec (a 1’évaporateur rotatif sous pression réduite) (Huang S et al 2014,
Abu-Mellal A et al 2012) mais ces deux opérations sont parfois précédées d’un
refroidissement (& -18°C au congélateur) afin d’éliminer les cires (Gavanji S 2017). Parfois,

la centrifugation remplace ou précéde la filtration (Huang W Y 2010, Ghedia K. 2005).

1.10. Aspects macroscopiques et microscopiques :

» La propolis se présente sous I’aspect d’une substance de consistance variable en fonction de

la température. Dure et friable a 15°C, elle devient molle et malléable aux alentours de 25 a
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45 °C et collante ou gluante en dessus, jusqu'a fondre vers 60 — 70°C en moyenne vers 65 a
82 °C. Le point de fusion peut aller jusqu'a 100°C et au-dela (Lavie 1975, Krell 1996).

» Chauffée doucement au bain-marie, elle se divise en 2 parties bien distinctes :
- L’une visqueuse qui tombe au fond.

- L’autre liquide (cire de propolis) surnage a la surface (Lavie 1975).
> De couleur trés variable selon sa provenance, allant du jaune clair (coniferes) au brun trés
fonce, presque noir en passant par toute une gamme de brun extrémement riche et étendue
(rougeétre, verdatre, etc.) (Lavie 1975, Krell 1996, Evangelist-Rodrigues et al 2001).
> De saveur souvent acre et parfois amere (, Metzner et al 1997, Nikolaev 2006).
» D’odeur variable selon son origine, en général arome agréable et douceatre, mélangé a celui
du miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille...etc.) (Evangelist-Rodrigueset al
2001, Metzner et al 1997). Si elle est brllée, elle dégage une odeur d’encens trés délicate et
trés recherchée en rapport avec les resines aromatiques (Nikolaev 2006).
. La structure microscopique de la propolis est maintenant assez bien connue grace a un
important travail de Marchenay 1978, réalisé au microscope électronique a balayage, et portant sur
des échantillons de provenance de la France entiére. Les résultats montrent que 1’on retrouve toujours
les mémes microstructures et en nombre tres limité, pour despropolis d’origines fort différentes. Ce
qui prouve, d’aprés cet auteur, le réle tres important des abeilles ouvrieres dans la formation de la
structure de ce produit.
> La propolis est peu ou pas soluble dans I’cau. Selon (Bankova et al 1998) quelques
composants de la propolis sont solubles dans 1’cau bouillante.
> Elle est soluble partiellement dans I’alcool (éthanol, méthanol) (Lavie 1975), 1’acétone,
I’ammoniaque, le benzene, le chloroforme, I’éther, le trichloréthyléne, le glycol...etc. Seul un
mélange adéquat de différents solvants permet de dissoudre la quasi-totalité de ses composants
(Lavie 1975).
- Le pourcentage d’impureté est de 18 a 34 % (Makashvili 1978).

- Le pourcentage d’humidité est de 5,07 % (Evandro et al 2001).

1.11. Composition chimique de la propolis :

La composition chimique de la propolis est extrémement complexe. Elle est composée
essentiellement de cire, résine et produits volatiles. La cire est secrétée par les abeilles ; Les deux

autres composants proviennent des sécrétions des plantes butinées lors de la collecte de la propolis
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(Marcucci 1995).

La composition chimique de la propolis a éveillé 'intérét de nombreux chercheurs. Plusieurs
travaux ont été effectués sur des propolis de différents pays et ont abouti aux conclusions suivantes :
la composition chimique de la propolis varie selon I’origine botanique (Bankova et al 2000, Negri
et al 2000, Popova al 2002), I’espece d’abeille, le temps de la récolte et la zone géographique
(Ghisalberti 1979). La composition chimique etant différente selon la zone géographique, les
propolis des zones tropicales et tempérées présentent donc des constituants différents.

1.11.1. Composition chimique de la propolis des zones tempérées :

Dans les régions tempérées ou le peuplier est considéré comme la principale source de la
propolis, les constituants majeurs sont les polyphénols : flavonoides aglycones, acides phénoliques et
leurs esters (Kujumgiev et al 1999).

Des études concernant la propolis d’Egypte ont identifié¢ une nouvelle classe de composés : des
esters d’acide cafeique avec une chaine d’alcool (dodecanol, tetradecanol, hexadecanol) (Christov et
al 1998) ont identifié les composés suivants dans la propolis de I’Egypte : des esters d’acides
phénoliques (72,7%).des acides phénoliques (1,1%), Dihydrochalcones (6,5%), Chalcones (1,7%),
Flavonones (1,9%) et Tetrahydrofuranes (0,7%).

D’une maniere générale la propolis purifiée est composée de 45 a 55% de résine contenant
principalement des flavonoides et des acides phénoliques ainsi que leurs esters (Bankova et al
1982), 25 a 35%de cire, 5% de pollen (Metzner et al 1997)et 5% d’autres composes
organiques :minéraux: calcium, magnésium, fer , zinc, silice, potassium, phosphore, manganese,
cobalt (Metzner et al 1997) et vitamines: A, By, Bz, Bs, C, E, H et la vitamine P (Ghisalberti 1979).

1.11.2. Composition de la propolis algérienne :

D’apres une étude réalisée dans quatre régions différentes du pays (Tlemcen, Guelma, Msila et
Tizi-Ouzou), la propolis algérienne est constituée de cing familles principales : les acides

aliphatiques, les acides aromatiques, les esters, les flavonoides et les terpenes. (Tableau 3).

Tableau N°3 : Pourcentages des composes de la propolis algérienne (Moudir, 2004)

La Famille Tlemcen Guelma Msila Tizi-Ouzou
Acides aliphatiques 2,80 4,90 4,20 4,30

E
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Acides aromatiques 3,70 3,60 2,70 8,80
Esters 17,20 9,00 9,80 2,60
Flavonoides 42,30 37,40 23,10 3,90
Terpenes 6,60 19,90 26,80 12,60

D’aprés les études déja réalisées, on peut classer les composants de la propolis dans les
groupes suivants : Les flavonoides ; les acides aromatiques ; les acides aliphatiques, les esters

aromatiques, les sucres et les autres composés.
1.11.3. Les éléments minéraux et les vitamines de la propolis :

L’étude de la propolis montre que le taux des cendres est compris entre 1,2 a 4,5% de poids
frais de la propolis brute (Tosi et al. 2006). Cette derniére est I'un des produits naturels les plus
riches en éléments minéraux tels que le magnésium, l'iode, le sodium, le cuivre, le zinc, le
manganése et le fer essentiellement le potassium et le calcium. En général, la propolis ne constitue
pas une source importante de vitamines. La fraction vitaminique de la propolis d’abeille se caractérise

par des teneurs appréciables en vitamine.
1.12. Toxicité :

Les etudes en rapport avec la toxicité de la propolis sont rares. Ghisalberti signale qu’elle n’est
pas toxique pour les hommes et les animaux, si elle est consommée en quantités raisonnables.
(Avrouest-Grand et al 1994) ont reporté une DLso de 7340 mg/kg. Par contre, (Hrytsenko et al
1977) ont reporté une DLso de 2050 mg/kg et une DL1oo de 2750 mg/kg. Cette différence peut étre
expliquée par une différence au niveau de I’extraction de cette substance (choix du solvant et
pourcentage utilis¢). L’administration orale de 200 a 1220 mg/kg/J d’extrait éthanolique de propolis
(EEP) pendant 7-10 jours, n’entraine aucun effet nocif (Higashi et De Castro 1995). De plus,
I’extrait alcoolique de propolis incorporé dans 1’eau potable (rat et souris) et utilisé aux doses 1875 et

2470 et 4000 mg/kg/J pendant 30, 60 et 90 jours respectivement, ne montre aucun effet toxique.

1.13. Utilisation de la propolis

A. L’utilisation par les abeilles :

La propolis est utilisée par les abeilles comme :

E
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> Un scellant pour réparer et entretenir les rayons de leurs ruches. (Gunduz et al., 2005).

> Un produit d’étanchéité et d’agent de stérilisation dans les nids d’abeilles. (Garoui et al.,
2011). Gréce a ses propriétes antibiotiques elle intervient dans 1’asepsie partielle dans les alvéoles
(Caillas, 1974).

> Il sert également a boucher les trous permettant ainsi une meilleure isolation thermique

(Kalogeropoulos et al. 2009, Barbarié et al. 2011).

> Lisser les parois internes de la barriére de la ruche (Kalogeropoulos et al, 2009 . Barbariéet
al. 2011).
> Protéger I’entrée contre les intrus donc elle sert a édifier une véritable muraille al’entrée de la

cité d’abeilles comme son étymologie nous le rappelle (Kalogeropoulos et al., 2009 , Barbarié et
al., 2011).

»  Comme protection contre les petits rongeures et empéche la décomposition des créatures qui
ont été tués par les abeilles, aprés une invasion de la ruche (Kalogeropoulos et al, 2009).

»  La propolis sert aussi a tapisser d’une fine pellicule a I’intérieur des cellules a couvain avantque
la reine ne vienne y pondre (Caillas, 1974).

»  Renforcer les minces parois des alvéoles en 1’incorporant a la cire qu’elles sécrétent (Caillas,
1974).

» Mise a part I'usage purement mécanique de la propolis en tant que colle ou ciment, son
utilisation peut avoir une base chimique qui limite I’apparition des infections (Caillas, 1974).

B. L’utilisation de la propolis par I’lhomme :

Dans la plupart des pays du monde, I’utilisation de la propolis n’est pas réglementée. Dans
certains pays, par ex. I’Autriche, la France, I’Espagne, le Japon, Taiwan, la Corée, les Etats-Unis et la
propolis brésilienne sont considérés comme des compléments alimentaires (Freitas, et al, 2006).La

propolis est largement utilisée dans plusieurs domaines tels que :

> Cosmétique

La propolis et ses extraits ont été largement utilisés dans la dermatologie et la cosmétique. 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 (Freitas, et al,
2006).

La propolis est utilisée comme créme ou lotions a des fins cosmétiques différentes. Son

E
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utilisation est basee sur les effets antibactériens, antifongiques, anti-inflammatoires, antioxydants,
épithéliaux, microcirculatoires et anesthésiques topiques. Une faible toxicité et une bonne
compatibilité cutanée ont été démontrées, malgré le risque de réactions allergiques. Les effets
allergisants possibles doivent étre marqués sur le produit (Freitas, et al, 2006).

> Médecine

Les propriétés améliorant la santé de la propolis ont beaucoup en commun avec la fonction
originale de la propolis en tant que «défendant de la ruche». Il est utilisé pour défendre la santé
humaine contre les microbes et pour renforcer I'immunité humaine contre les intrusions et les
maladies microbiennes (Freitas, et al, 2006).

La propolis est utilisée dans divers traitements tels que :

o Les problemes cardio-vasculaires

o Appareil respiratoire (pour diverses infections)
o Soins dentaires

o Les ulcéres

o Les infections des muqueuses et les lésions

J Le cancer

> Technologie alimentaire

Les activités anti-oxydantes, antifongiques et antibactériennes de la propolis lui offre une
place de choix dans ce domaine. Les residus des propolis semblent avoir un effet généralement
bénéfique sur la santé humaine. Cependant, seulement trés peu d’études ont été faites sur les effets
secondaires possibles sur la plus grande consommation des propolis. D’apres la littérature, certains
composants identifiés dans les propolis peuvent étre tres préjudiciables a la santé humaine (Freitas,
et al, 2006).

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 (Bufalo et al,
2009) Signale qu’elle n’est pas toxique pour les hommes et les animaux, si elle est consommée en
quantités raisonnables. (Shiva et al,, 2007 ; Aagaard, K, 1947) ont reporté une DL50 de 7340
mg/kg. Par contre, (MUTSAERS et al ,2005 ; Aagaard, K, 1947) ont reporté une DL50 de 2050
mg/kg et une DL100 de 2750 mg/kg. Cette différence peut étre expliquée par une différence au

niveau de I’extraction de cette substance.

E
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1.14. Propriétés thérapeutiques :

La propolis possede de nombreuses propriétés thérapeutiques. L’ensemble des recherches
effectuées a ce jour permet de montrer plusieurs propriétés biologiques de ce produit. Ces propriétés
sont en rapport avec la composition chimique. Nous ne parlerons dans notre travail que des

propriétés les mieux connues et les plus souvent rencontrées.
> Activité antimicrobienne :

De nombreuses études ont démontré 1’effet d’inhibition de la propolis sur les souches Gram+,
Gram- (Grange et Davey 1990, Rojas Hernandez et al 1993) et les bactéries anaérobies (Kedzia
1986, Boyanova et al 2006, Santos et al 2002). Cet effet dépend de la souche étudiée, de I’origine
de la propolis et du solvant utilisé (Ugur et Arslan 2004). De plus, la propolis possede des propriétés
antifongiques (Ota et al 2001, Pepeljnak et al 1982, Cizmaric et Trupl 1976, Ozcan et al 2004),
antivirales (Amaros et al 1992, Maksimova-Todorova et al 1985, Escamu et al 1981), anti
protozoaire et antiparasitaire (Higashi et al 1995).

> Propriétés cicatrisantes :

La propolis posséde un effet stimulant sur le métabolisme cellulaire, la circulation, et la
formation du collagéne (Ghisalberti 1979). De plus, elle répare en un temps record 1’épiderme
abime (régénération de tissu) (Burdock 1998).
> Propriétés anesthésiques :

La propolis est un puissant anesthésique (Burdock 1998, Metzner et Schneidewind 1997).
Les études ont demontré que cette résine est 52 fois plus puissante que la cocaine dans les tests sur

les cornées de lapin (Ghisalberti 1979).

> Propriétés anti oxydantes :

L’activité antioxydant d’un composé ou d’un extrait correspond a sa capacité a diminuer ou a
empécher les réactions d’oxydation
La propolis posséde une activité antioxydant démontrée lors de 'opposition a la lipoperoxydation
dans différents organes (foie, rein, poumon, cerveau) ce qui préviennent les dommages des radicaux
libres (Kumazawa et al., 2004 ; Yang et al., 2011) et la modulation de I’expression des enzymes
antioxydants « catalase, superoxyde dismutase, glutathion peroxydase » (Okutan, 2005)
Les composés antioxydants responsables de cette activité sont principalement lesvitamines E et C,
les flavonoides et les polyphénols « le CAPE, le kaempférol mais aussi les acides cinnamiques :

caféique, p-coumarique et férulique » (Kumazawa et al., 2004).
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La propolis est aussi une substance aux propriétés :
- Anti-inflammatoire.

- Anti-tumorale.

- Anti HIV.

- Anti-muta génique.

- Anti hypertensive.

- Hypoglycémiante.

1.15. Les travaux antérieurs sur propolis :

Les etudes entreprises jusqu’a présent sur propolis sont basées sur des activités

biologiques surtout sur des activités antimicrobiennes anti-inflammatoires et antioxydants de propolis et

sur la détermination de la composition chimique des extraites de propolis a partir de la poudre ou matiere

SeC.

Huang et al (2014) décrit que la propolis est recueillie a partir de résines végétales. A partir d'une
recherche systématique dans une base de données, 241 des composés ont été identifiés dans la
propolis pour la premiére fois entre 2000 et 2012 ; et ils appartiennent a des classes chimiques aussi
diverses que les flavonoides, les phényl propanoides, les terpenes, les stilbénes, les lignanes, les
coumarines et leurs dérivés prénylés, montrant un modele cohérent avec environ 300 composés
précédemment rapportés. Les caractéristiques chimiques de la propolis sont liées a la diversité de la
situation géographique, des sources végetales et des especes d'abeilles.

Burdock(1998) ont étudié des propriétés biologiques et toxicité de la propolis d’abeille, I'utilisation
de produits contenant de la propolis a entrainé un contact cutané étendu et elle est utilisée comme
complément alimentaire. Contrairement a de nombreux remedes « naturels », il existe une base de
données substantielle sur l'activité biologique et la toxicité de la propolis indiquant qu'elle peut avoir
de nombreuses propriétés antibiotiques, antifongiques, antivirales et anti tumorales, entre autres
attributs. Bien que les rapports de réactions allergiques ne soient pas rares, la propolis est

relativement non toxique.
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S.M.Alencar et al (2007) ont étudié la Composition chimique et ’activité biologique(les activités
antimicrobiennes, antioxydants et cytotoxiques) d'un nouveau type de propolis brésilienne
communément appelée propolis rouge, ainsi que d'analyser sa composition chimique. L'activité
antimicrobienne contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphylocoque mutant L'UA159 a
été évalué et la fraction chloroformique (Chlo-fr) était la plus active avec une CMI inférieure
allant de 25 a 50 _g/ml. La fraction hexane (H-fr), ayant la concentration la plus élevée de
flavonoides totaux, a montré la meilleure activité séquestrant pour le radical libre DPPH. L'extrait
éthanolique de propolis (EEP) a montré une activité cytotoxique pour les cellules tumorales Hela
avec un IC50 de 7,45 _g/ml. Lorsque I'EEP a été analysé par GC-MS, sept nouveaux composes ont
été trouvés, dont quatre étaient des isoflavones. Les résultats ont montré que la propolis rouge
contient des composeés biologiquement actifs qui n‘avaient jamais été signalés dans d'autres types
de propolis brésilienne.

Stepanovi¢, et al (2003) ont étudié les propriétés antimicrobiennes de l'extrait éthanolique de 13
échantillons de propolis provenant de differentes régions de Serbie contre 39 micro-organismes, et
de déterminer les synergies activite entre les antimicrobiens et la propolis. L'activité
antimicrobienne des échantillons de propolis a été évaluée par gélose méthode de diffusion et de
dilution en gélose. L'action synergique de la propolis avec les médicaments antimicrobiens a été
dosée par le disque méthode de diffusion sur gélose contenant des concentrations subinhibitrices
de propolis. Le potentiel antimicrobien demontré de la propolis seule ou en association avec
certains antibiotiques.

Bankova(2005) : ont publié que la variabilité chimique de la propolis est discutée par rapport au
probleme de la standardisation. Plusieurs types chimiques de propolis sont formulés, en fonction
de leur source végetale. Des critéres fiables pour la standardisation chimique des différents types
de propolis sont nécessaires, mais de tels criteres généralement acceptés n'existent pas encore. Le
profil chimique de la propolis « de peuplier », typique de la zone tempérée, peut étre caractérisé
par les parametres suivants : teneur totale en flavones et flavonols, teneurs totales en flavanones et
dihydroflavonols et teneur en composés phénoliques totaux. Ces parametres sont mieux corrélés
avec l'activité biologique et sont plus informatifs que la quantification des composants individuels.
Il reste encore beaucoup de travail a faire pour parvenir a une standardisation des autres types de
propolis.

Des travaux menés par Przybylek, 1., & Karpinski, T. M. (2019). Ont révélé que la propolis
posséde une activité antimicrobienne significative contre les bactéries Gram+ positives plus que
Gram-négatives.

Yusop, S et al (2019) : ont étudié les activités antioxydants, antimicrobiennes et cytotoxiques de
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Sarawak T. étama propolis dans des extraits d'hexane, d'acétate d'éthyle et de méthanol.

Les résultats montré que les trois types d'extrait de propolis de T. étama de Beladin Sarawak
présentaient une activité antioxydant et une activité antimicrobienne contre les bactéries gram-
positives et gram-négatives. L'extrait de méthanol a produit un taux élevé d'activité antioxydant et
antimicrobienne. Tous les extraits de propolis de T. étama ont montré un faible niveau de toxicité.

Hegazi et al. (2000) : ont étudié trois échantillons de propolis provenant d'Autriche, d'Allemagne
et de France par GC/MS, ou onze composés étaient nouveaux pour la propolis. Les échantillons
ont montré quelques similitudes dans leur composition qualitative. Phényléthyl-Zram'-caféate,
benzyle la férulate et la galangine étaient prédominant dans la propolis allemande. Le caféate de
benzyle était prédominant dans 1I’échantillon francais. Pinocembrine était prédominante dans la
propolis francaise et autrichienne et l'acide rra"sp-coumarique était prédominante dans tous les
échantillons. D’un autre coté L'activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus;
Escherichia coli et Candida albicans a éete évalué. La propolis allemande a montré la plus haute
activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli. alors que la propolis
autrichienne a l'activité la plus élevee contre Candida albicans. La propolis frangaise était efficace
contre tous pathogenes mais moins de propolis allemande et autrichienne.

De Araujo, et al(2015): ont incorporé I'extrait de propolis éthanolique (EPE) dans des films
d'amidon de manioc, et des caractérisations concernant leur microstructure, leurs propriétés
meécaniques, leur permeéabilité a la vapeur d'eau (WVP), leur cinétique de sorption d’humidité
ainsi que leurs capacités antimicrobiennes et antioxydantes ont été réalisées .Les résultats ont
montré que la résistance a la traction n'était pas affectée (P > 0,05) par la présence d'EPE,
mais que le module de Young a diminué d'environ 50 % par rapport aux films témoins,
probablement a cause de l'effet plastifiant de I'EPE. Lorsque 1 % d'EPE a été utilisé, des
changements dans les propriétés de sorption d'humidité ont été détectés par un caractere
Iégerement hydrophobe au niveau des films WVP. Une fois extrait des films, la propolis a
conserveé son activité antioxydante. Les films présentaient une activité antimicrobienne contre
Staphylococcus aureus et Escherichia coli méme a de faibles concentrations d'EPE (0,5%)

principalement en raison de ses composés phénoliques.
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1.1 Lieu du stage

Dans le cadre de la valorisation et de la recherche d’éventuelles activités biologiques des
de la Propolis récoltée dans trois régions d’Algérie : Les Eucalyptus, L’ Arabaa et Bouinan.
Nous avons mené une étude expérimentale au sein du Laboratoire Baba Ali (Itelv), et
Laboratoire de pharmacotoxicologie du CRD (SAIDAL) durant une période s’étalant du mois
d’avril jusqu au mois de Juin 2021.
Pendant cette période nous avons réalisé :
Analyses physicochimiques
Analyses microbiologiques
Dosage des poly phénols et des flavonoides
Activité antioxydant
Et analyse microbiologique
Et analyse nutritionnelle de la propolis (analyse des micronutriments et des macronutriments)
(Malheureusement cette partie on n’a pas pu la réalisé au niveau de I’ONAB nutrition unité
laboratoire d’ Alger)

11.2. Matériel non biologique (voir annexe)

11.3. Matériels biologique :
Le matériel biologique est représenté par la propolis et les souches microbiennes.

Tableau 4 : Origine et date de récolte des trois échantillons de la propolis étudiée.

Echantillon A B C
Wilaya Alger Blida Blida
Commue Les Eucalyptus Arabaa Bouinan

Date de récolte

Mois de mai 2021

Mois de juin 2021

Mois de juin 2021

Poids

259

259

409

Patrimoine végétal

Eucalyptus (Eucalyptus
globulus)

Citronnier (Citru
slimon)

Sapinde Nulidie(Abies

Oranger (citrus
sinensis) Citronnier
(Citrus limon)
Pamplemoussier

(Citrus maxima)

Pistachier de syrie
Oranger (citrus
sinensis)
Chéne-liege
(Quercussuber L)
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numidica) Chéne-liege (Quercus
Romarin (Rosmarinus suber L)
officinalis) Pin(Pinusnigra)

Oranger (Citrus sinensis)

Propolis récolté

Climat méditerranéen avec été chaud

Climat

Race d’abeille Apis mellifera
Méthode de Raclage des cadres
récolte

Tableau 5 : Souches bactérienne utilisées dans la réalisation de 1’activité antimicrobienne

Souches bactériennes Type de bactéries
Staphylococcus aureus Gram+
Escherichia coli Gram-
Pseudomonas aeruginosa Gram-
Bacillus subtilis Gram+

Ces souches proviennent du laboratoire microbiologie de baba Ali.

11.4. Méthodes :

11.4.1. Traitement de I’échantillon

a) Traitement préliminaire de la propolis :
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> Epuration :

=La premiére étape est le tri des impuretés de la propolis brute & I’aide d’une loupe
binoculaire, elle consiste a retiré les impuretés visibles telles que les tiges de bois, aileset corps
d’abeille, petits vers blancs secs, etc.

La propolis obtenue est conservée au froid jusqu’a leur utilisation.

Figure 4: Tris des impuretés de la propolis (originale2021)

b) Traitement technologique de la propolis :

> Macération :

Il s’agit d’une extraction solide-liquide. Les deux échantillons de la propolis subissent
une macération dans I'éthanol a 70%. Ce solvant permet I’extraction du maximum des
substances bioactives de la propolis.

Dans un erlenmeyer, 10 g de chaque échantillon de propolis obtenue est additionné a 30

mL de solvant (a raison de 1 g propolis/ 3ml de solvant).

Ve an

Figure 5 : Macération de la propolis dans I’éthanol (original 2021)
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> Filtration :
Apres une semaine sous agitation magnétique continue a température ambiante, dans un
endroit sec et sombre (flacons couverts par un papier aluminium) ; la solution est filtrée a

I’aide d’un papier filtre ; puis une série de dilutions décimale est réalisée.

i WL
- i)

g%

- e =

Figure 6 : Filtration des trois echantillons (originale2021).

11.4.2. Analyse physico-chimique :

11.4.2.1. Les méthodes physiques

a). Détermination de taux des pertes pendants le séchage (NF T 60-305, Juin1976)

. Principe :

Le taux des pertes pendant le séchage, c'est-a-dire 1’eau et les matiéres volatiles est
déterminé sur une partie aliquote de 1g d’échantillon coupé en petits morceaux dans une
Capsule en porcelaine puis séché dans une étuve réglée a une température de 103 + 2
°C,jusqu’a obtention d’un poids constant.

. Mode opératoire :

- Sécher des capsules vides a 1’étuve durant 15 mna 103 +2 °C;
- Tarer les capsules aprés refroidissement dans un dessiccateur ;

- Peser dans chaque capsule 1 g d’échantillon préalablement couper en petit morceaux
et les placer dans I’étuve réglée a 103 + 2 °C pendant 3 heures ;

- Retirer les capsules de 1’étuve, les placer dans le dessiccateur et apres refroidissement
les peser.

- L’opération est répétée jusqu'a I’obtention d’un poids constant (en réduisant la durée

de séchage a 30 min) pour éviter la caramélisation.
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¢

Expression des résultats :

La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante :

Soit :

H%:

5 Qo

H%

Humidité + Matiéres volatiles.

1 M : Masse de la capsule + matiére fraiche avant séchage en g.

2 M : Masse de I’ensemble apres séchage en g.

P : Masse de la prise d’essai en g.

Matieres seches = 100 — H%

b). Détermination de la teneur en cendres (NF V 05-113, 1972)

¢

Principe :

La propolis brute coupée en petits morceaux puis calcinée a 550 °C dans un four a

moufle jusqu’a obtention d’une cendre blanchatre de poids constant.

¢

Mode opératoire :
Dans des capsules en porcelaine, on pése 2 g de propolis coupée en petits morceaux.

On place les capsules dans un four a moufle réglé a 550 + 15 °C pendant 5 heures

jusqu’aobtention d’une couleur grise, claire ou blanchétre.

On retire les capsules du four, on les met dans le dessiccateur pour se refroidir et puis,

onles pése.

¢

Expression des résultats :

MO % = (Ml-ﬂ'fz
P

) X100
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Soit :

MO % : Matiere organique.

M1 : Masse des capsules + prise d’essai.
M2 : Masse des capsules + cendres.

P : Masse de la prise d’essai.
La teneur en cendres (Cd) est calculée comme suit :

Cd =100 - MO %

11.4.2.2. Les méthodes chimiques
a). Determination du pH (NF V 05-108, 1970)
. Principe

Détermination en unité de pH de la différence de potentiel existant entre deux électrodesen

verre plongées dans une solution aqueuse de la propolis découpée en petits morceaux.

. Mode opératoire :
- Couper en petits morceaux une partie de 1’échantillon de la propolis.
- Placer le produit dans un bécher et y ajouter trois fois son volume d’eau distillée.

- Chauffer au bain-marie pendant 30 min en remuant de temps en temps avec
une baguette de verre.
- filtrer ensuite le mélange obtenu et procéder a la détermination du pH en prenant soins

que I'électrode soit complétement immergée dans la solution.

b). Détermination de I’acidité titrable (NF V 05-101, 1974)
. Principe

Titrage de ’acidité d’une solution aqueuse de la propolis avec une solution d’hydroxydede

sodium.

. Mode opératoire

- On pese a 0,01g prés au moins 25 g de propolis coupée en petits morceaux.

e
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- On place I’échantillon dans une fiole conique avec 50 ml d’eau distillée chauderécemment
bouillie et refroidie, puis mélanger jusqu' a I’obtention d’un liquide homogéne.

- On adapte un réfrigérant a reflux a la fiole conique puis, on chauffe le contenu au bain-marie
pendant 30 mn.

- Refroidir, transvaser quantitativement le contenu de la fiole conique dans une fiole jaugée de
250 ml et compléter jusqu’au trait de jauge avec de I’eau distillée récemment bouillie et
refroidie, bien mélanger puis filtrer.

- On préleve a la pipette 25, 50 ou 100 ml de I’échantillon pour essai selon I’acidité présumée,
et on les verse dans un bécher sous agitation.

- On titre avec une solution d’hydroxyde de sodium.
- On opere rapidement jusqu’a un pH de 7, puis lentement jusqu'a un pH de 8 £0,2.
. Expression des résultats

L’acidité titrable est exprimée selon la formule suivante :

250 ®VL 100
Vi B x10

A% =

Soit :
M : Masse, en grammes de produit prélevé.

VO : Volume en millilitres de la prise d’essai.

V1 : Volume en millilitres de la solution d’hydroxyde de sodiuma 0.1 N utilisé.

11.5. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthodede
Folin-Ciocalteu décrite en 1965 par Singleton et Rossi. D (L.i et al. 2007)

¢ Principe:

La méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu est la plus fréeqguemment utilisée. Le réactif
de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
phosphomolybdique (H3PMo 12040), réduit par les phénols en un mélange d’oxydes bleus de
tungstene (W8023) et de molybdéne (M0o8023). L’intensité de cette coloration bleue est

proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu ayant un maximum
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d’absorption a 765 nm (Ribéreau-Gayon et al. 1972).

¢ Mode opératoire :

- 0.5 ml de EEP est mélangé avec 0.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu et 0.5 ml de
carbonate de sodium (Na2Co3) a 10 %.

- Ensuite 5 ml d’eau pour diluer le mélange sont ajoutés.

- L’absorbance est mesurée a 760 nm apres 1h d’incubation a température ambiante contre
un blanc préparé suivant la méme méthode, sauf que I’extrait a été remplacé par le solvant.

- Une courbe standard est réalisée avec différentes concentration de I’acide gallique dans

les mémesconditions que le dosage des échantillons. Les mesures ont été faites en triple.

0,5 ml d’extrait de propolis pour chaque région

Ajouter 5 ml d’eau distillée

Ajouter 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu

Ajouter 0.5ml de carbonate de sodium (10%)

Incuber 1h a I’abri de la lumiere

Lire ’absorbance a A=760 nm

Figure 7 : Organigramme représentant le dosage des polyphénols totaux
¢ Expression des résultats :

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits de propolis sont
calculées en extrapolant les valeurs d’absorbance a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant
I’acide galliqgue comme standard. Les résultats sont exprimes en mg équivalent d’acide gallique
par 1 g d’extrait (mg GAE/ g) selon la formule suivante :

Taux de PT = (CAG/ Ce) x 1000

PT : Polyphénols totaux en (mg GAE/ g)

g
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CAG : Concentration d’acide gallique (mg/ml)

Ce : Concentration d’EEP en (mg/ml)

11.6. Dosages des flavonoides :

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de propolis est

réalisée par la méthode de (Bahorun et al. 1996) avec quelques modifications.
¢  Principe:

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium (Figure 8). Ils forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons.
(Ribéreau-Gayon, 1968). Ainsi la couleur jaune obtenue est proportionnelle a la quantité des

flavonoides dans I’extrait.

Figure 8: Réaction du Chlorure d’aluminium et les Flavonoides (Ribéreau et al. 1972).

¢ Mode opératoire :

Au 1 ml d’EEP, 1 ml d’une solution méthanolique de Al CI3 2% est ajouté, le blanc
utilisé est le mélange réactionnel sans échantillon et le standard utilisé est un flavonol, la

querceétine, a différentes concentrations afin d’établir la droite d’étalonnage.

Aprés 1h d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 430 nm. Les

mesures ont été faites en triple.

g
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1 ml d’extrait de propolis

Ajouter 1 ml d’Al Cls (2%)

Homogénéiser

Incuber 1h a température ambiante

Lire ’absorbance a A=430 nm

Figure 9 : Organigramme représentant le dosage des flavonoides totaux.

¢  Expression des résultats :

La concentration des échantillons de propolis en composeés flavonoiques est déterminéeen
extrapolant les absorbances de ceux-ci a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la
quercétine comme standard. La quantité des flavonoides est exprimée en équivalents
milligramme de quercitrine par gramme d’extrait (mg EQ/g) selon la formule suivante

Taux de FT = CQ/ Ce x 1000
FT : Flavonoides totaux en (mg EQ/Q)

CQ : Concentration de quercétine (mg/ml)
Ce : Concentration d’EEP en (mg/ml)

11.7. Activité antioxydant :

L’activité antioxydant des extraits éthanoliques de la propolis est exprimée par la
neutralisation des radicaux libres par la méthode colorimétriqgue DPPH. Le composé chimique
DPPH fut 'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité

antioxydant des composés phénoliques (Brand-Williams, 1995).

.
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¢  Principe:

Le 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est défini comme radical libre stable par
vertu de la délocalisation de 1’¢lectron disponible qui provoque la couleur violette profonde,
caractérisée par une absorption.

Il réagit avec des groupements amines, les phénols, les acides, les composés hydro-
aromatiques, etc... Cette propriété est largement recommandée et utilisé dans la pratique
analytique. Quand la solution de DPPH est mélangée a celle d'une substance qui peut donner
un atome d'hydrogene ou un électron, alors ceci provoque la forme réduite (1,1-diphenyl-2-(2,
4,6- trinitrophenyl) hydrazine (DPPH2)) avec la perte de la couleur violette et apparition d’une
couleur jaune péale résiduelle due a la présence de groupement picarel selon la réaction

suivante : (Molyneux, 2004).

VIOLET JAUNE

Figure 10 : Réduction du radical libre DPPH en DPPHH

. Mode opératoire :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits de propolis via le test
DPPH, est effectuée par la méthode de (Shi, 1991).
Une solution méthanoliqgue de 0.02 mg/ml de DPPH est mélangée avec différentes
concentrations des extraits de propolis. A cet effet, 100 ul de chaque dilution de ces extraits
sont mis dans un tube a essai, et additionnés de 2 ml de solution méthanolique de DPPH. Aprés
une incubation de 30 min a I’abri de la lumiére a température ambiante, 1’absorbance est lue a
517 nm contre la solution témoin composée de 2 ml de la solution de DPPH et 100 pl de
méthanol. Des antioxydants de synthese (acide ascorbique) sont préparés dans les mémes
conditions et utilisées comme standards de contrdle qualité pour leurs effets sur le pouvoir anti-
radicalaire. Les extraits ou les composés a tester ainsi que les standards sont dilués dans le

méthanol absolu.
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100 pl de chaque dilution de ces extraits

Ajouter 2 ml de solution DPPH (0.02mg/ml)

Incuber 30 min a I’abri de la lumiére

Lire I’absorbance a A=517 nm

Figure 11: Les étapes de test DPPH

. Expression des résultats :

L’évaluation de I’activité antioxydant en utilisant la méthode DPPH est exprimée en

pourcentage d’inhibition de celui-ci selon la relation suivante :

% d’inhibition du DPPH = (AC -AE) / AC x 100
AC : Absorbance du contrdle.

AE : Absorbance de I’échantillon.

11.8. Etude de I’activité antimicrobienne :

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de propolis a été réalisée selon la
méthode de diffusion par disque sur gélose (NCCLS, 2002). Nous avons choisi d’évaluer nos
extraits de propolis sur un panel représentatif de bactéries Gram (-) et Gram (+). Les germes

qui ont été testés pour déceler I’activité antimicrobienne des extraits de Propolis sont les

suivants :

. Staphylococcus aureus

. Escherichia coli

. Pseudomonas aeruginosa
. Bacillus subtilis

. But :

C'est une méthode quantitative, permettant de tester I'existence de I'activité

antimicrobienne, qui se traduit par la formation d'une zone d'inhibition auteur de la source a

.
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caractere antimicrobien.
¢  Principe :

Elle consiste a utiliser des disques buvards ; imprégnés dans la substance a tester a une
dose bien déterminée. Les disques sont déposeés a la surface d'une gélose uniformément
ensemencée avec une suspension des germes utilisés. Apres 24 heures d'incubation, il s'établit
un gradient de concentration de la substance a tester, l'interaction entre les germes et cette
derniére s'exprime par une zone d’inhibition (Amhis, 2001). Puis on mesure les diamétres des
éventuelles zones d’inhibition observées autour des disques (M.Archambaud, 2009).Plus le
diamétre de la ZI est grand, plus que les souches sont sensibles a la substance. Plus qu'il est
petit, plus qu'elles sont résistantes (Faucher et all. 1997).

¢  Protocole expérimentale :

Travail s’effectue dans des conditions aseptiques, a c6té du bec benzéne entouré du matériel

sterilisé auparavant et déposé sur une paillasse bien nettoyées avec 1’eau de javel.

= Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées sur milieu d’isolement par la
méthode des stries étroit puis incubées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir
une culture jeune, et des colonies isolés qui ont servi a préparer I’inoculum.

La mise en évidence de la présence ou non de la zone d'inhibition s'effectuée en 4 étapes :

La premiere étape :** préparation des milieux de culture™
- verser 20 ml de la gélose MH dans les boites de pétri ; de 3 a 4 mm d’épaisseur.

- Laisser solidifier avant I'emploi.

La deuxiéme étape : ""préparation de I'inoculum™

Cing colonies bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées, grace a une anse de
platine stérile puis déchargées dans un tube a essai contient 10 ml d’eau physiologique stérilea

0,9% Na CI. La suspension bactérienne est ensuite homogeéneisée.

La troisieme étape : ""‘ensemencement”

E
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L’ensemencement par les suspensions bactériennes préparées est effectué par la méthode
d’écouvillonnage a la surface de boites de pétri préalablement coulée avec la gélose de MH. A
’aide d’un écouvillon stérile, introduit dans la suspension bactérienne et essoré¢ contre la paroi
interne du tube, réaliser des stries paralléles et aussi serrées que possible. Répéter 1’opération
deux fois en tournant la boité 60° et en tournant I’écouvillon sur lui-méme. L’écouvillon est

par la suite passé sur toute la périphérie de la gélose.

La quatrieme étape : ""application des disques™
- dépot des disques imprégneés de propolis a différentes concentrations (solution
mere(EEP) ; S1 et S2) ; au centre de la gélose a I'aide d'une pince permettant son adhésion sur
la gélose.
- laisser diffuser pendant 30 minutes,

- les boites renversées sont mises dans l'incubateur a 37°C pendant 24h.

. Expression des résultats :
Les résultats sont interprétés par mesure a 1’aide d’une régle graduée, du diamétre de la
zone d’inhibition formée autour du disque de la zone d'inhibition autour du disque et comparées

aux limites acceptables des diametres des zones d'inhibition.

" Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos d’inhibitions
au tour des disques a I’aide d’un pied a coulisse. Les résultats sont exprimeés par le diamétre
de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches
vis-a-vis des extraits (Moreira et al, 2005). La sensibilité aux différents extraits est classée

selon le diamétre des zones d’inhibition (Tableau 6).

Tableay N°6: estimation de la sensibilité des souches

Diameétre (mm) Activité antimicrobienne Souche
D<7 Nulle Résistante
D [7-14] Faible Sensible
D [15-19] Moyenne Tres sensible
D>20 Forte Extrémement sensible

E
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I11.1. Rendement de I’extraction de la propolis :
Les Rendement d'extraction de propolis récoltée dans trois régions différentes Laraba, Les

Eucalyptus et Bouinan sont illustres dans le tableau 7.

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que I’extrait de la région des Eucalyptus indique
le rendement le plus élevé (30%), suivi par 1’extrait de Bouinan (25%), puis 1’extrait de Laraba qui

possede le plus faible rendement soit 15%.

Rendement d’extrait éthanoique de
propolis(EEP)
30% 7
25% -
20% -

o B Rendement d’extrait
15% éthanoique de
10% - propolis(EEP)
5% -

0% T T 1
Larba3, Les Bouinan
Eucalyptus

Figure 12 : Rendement d'extraction de propolis (EEP) récoltée dans trois régions différentes.

Nos résultats sont presque similaires a ceux trouvés par (Belkhiri et Bouab ,2018). Ces
derniers ont rapporté des taux d’extraction par 1’éthanol a 96% respectivement 26% et 38% pour la
wilaya d’Oum El Bouaghi et 33% pour Constantine. (Trusheva et al.2007) a trouvé également le
méme rendement d’extrait de propolis récoltée en Italie soit 55% avec I’éthanol a 70%.

Cependant les travaux de (Rebiai et al.2013) ont trouvé des rendements d’extraction tres
faibles a partir du méthanol soit 0,72% pour la propolis récoltée dans la région de Ghardaia et
2,41% pour la propolis récoltée dans la région de Khenchla.

Selon (Ribéreau-Gayon ,1968), la plupart des auteurs suggerent que 1’entrée du solvant
(Ethanol, Hexane, etc.) Se fait suivant le mécanisme osmotique et la sortie du soluté s’effectue par
dialyse ou par diffusion. Parmi les solvants 1’éthanol (70%) est le solvant le plus facilement
éliminé par rapport aux autres solvants sous vide, il donne un meilleur rendement d’extraction (7

fois plus que celui d’eau) et il évite ’extraction de la cire.
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De ce fait les différences des rendements d’extrait de propolis récoltée dans nos stations et dans
d’autres régions pourraient étre expliquées par 1’utilisation des différents solvants ; des Méthodes
d’extraction distincte, le PH du milieu d’extraction, la température et les origines géographiques
distinctes.

I11.2. Résultats d’analyses physiques

111.2.1. Pertes pendant le séchage et le pourcentage de la matiere séche des échantillons de la

propolis :

Les résultats de la teneur en pertes pendant le séchage (élimination d’humidité et de matiéres

volatiles) sont reportés dans le tableau 7.

Tableau N° 7 : Les taux des pertes pendant le séchage et le pourcentage de la matiére seche des

échantillons de la propolis récoltée dans trois régions différentes

Echantillon Région Taux des pertes pendant | Matiére séche (%)

le sechage(%6)

Larbaa Montagneuse 2,98 97,02
Les Eucalyptus Montagneuse 3,88 96,12
Bouinan Plaine 3,5 96,5

Les résultats des analyses des échantillons de propolis de Larbaa, des Eucalyptus et de
Bouinan donnés par le tableau 7 ont révélé un taux faible de pertes pendant le séchage compris
entre 2,98% et 3,99%, avec des taux de pourcentage de matiére séche respectifs 97,02 %, 96,12
% et 96,5%. . Donc on constate que les 03 échantillons de propolis algérienne récoltées dans 03
régions différentes sont trés pauvres en eau et en matiere volatiles, ce qui procure a la propolis sa
structure solide et qui est en adéquation avec la nature hydrophobe de la plupart des constituants
Nos trois valeurs concordent avec ceux trouvés par (Ferhoum ,2010). Cette derniere a dévoilé un
taux faible de perte pendant le sechage des échantillons de propolis récoltée dans les régions de
Mitidja variant entre 1.26 a3.89%.Cependant les valeurs de propolis provenant des régions
d’Europe de Brésil et d’Argentine (0.4 & 3%) (Tosi et al, 2006) sont inférieurs par rapport a nos
résultats. Donc Les conditions de stockage de nos échantillons issus de trois régions différentes et

les conditions climatiques peuvent influencer cette proportion.

E
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I11.2. 2. Teneur en cendre:

Le taux des cendres nous renseigne sur la quantité totale en sels minéraux présents dans un
échantillon de propolis, et par déduction le taux de la matiere organique présent dans le méme
échantillon. Les résultats obtenus sont illustriez dans le tableau 8.

Tableau N°8 : Taux des cendres et de la matiére organique des échantillons de la propolis récoltée
dans trois regions différentes

Echantillon Région Taux de cendre Matiere organique
(Cd%) (MO%)

Larbaa Montagneuse 3.78 96.22

Eucalyptus Montagneuse 5.28 94.72

Bouinan Plaine 4.89 95.11

Nous enregistrons un taux de cendres variant entre 3,78% et 5,28% dans les échantillons de
propolis récoltée dans 03 régions. Ce qui conduit a deduire que la propolis est riche en matieres
organiques (plus de 94 %). Les taux de cendres obtenus sont en  Concordance avec la littérature (2
a 5%) (Krell, 1996, Bankova et al, 1987).

Toute fois nos Résultats sont supérieurs a ceux de la propolis récoltée dans la steppe des régions

arides Soit 1.58% (Ferhoum, 2010). Par ailleurs, les valeurs du taux de cendre de nos trois
Régions algériennes sont supérieurs a ceux des échantillons de propolis récoltée dans L’Europe,
Brésil et Argentine (1,8%a 2,4%). trouvés par (Tosi et al ,2006).

La variation de la teneur en cendres peut s’expliquer par les maticres collectées par les abeilles
lors de la recherche de nourriture et qui sont principalement déterminées par le sol et le climat.
I11.3. Résultats d’analyses chimiques :
11.3.1. PH:

Les résultats du pH des échantillons de la propolis récoltée dans trois régions différentes sont

donnés par le tableau 9.

Tableau N°9 : valeur de PH des échantillons de la propolis récoltée dans trois régions différentes

Echantillon Région PH

Larbaa Montagneuse 4.57
Eucalyptus Montagneuse 5.65
Bouinan Plaine 5.37

E
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Les différents échantillons de propolis récoltée dans les trois régions ont montré un pH Variant
entre 4,57 et 5.65. Les échantillons des Eucalyptus (région Montagneuse) ont montré un pH le plus
élevé soit 5.65 tandis que les échantillons de Larbaa présente un pH le plus faible soit de 4.57. Nos
résultats sont moins acides de ceux trouvés (pH varie de 4.55 au 5.01) et (pH varie de 4.24 au 4.66)
respectivement par (Bandaoui et Belhachemi 1997). Et (Ferhoum, 2010) En conséquence toutes
les propolis sont de nature acide, cette acidité est due a sa composition riche en acides aromatiques
(dérivés de I’acide benzoique ; dérivés de I’acide benzaldéhyde ; dérivés de 1’acide cinnamique) et

acides aliphatiques.
111.3.2. Acidité titrable :

L’acidité titrable nous renseigne sur la quantité en acides organique présentent dans

I’échantillon de propolis.

Les résultats du dosage de I’acidité titrable des 03 échantillons de la Propolis récoltée dans trois

régions différentes sont présentes par le tableau 10.

Tableau N°10: acidité titrable des 03 echantillons de Propolis récoltée dans trois regions

différentes.

Echantillon PH Acidité(%) Région
Laraba 4.57 4.1 Montagneuse
Eucalyptus 5.65 8.9 Montagneuse
Bouinan 5.37 8.2 Plaine

Les résultats obtenus mettent en évidence les degrés d’acidité de la propolis, plus elles sont
faibles plus les propolis sont acides. Nos résultats trouvés varient de 4.1 a 8.9. L’échantillon de
Larbaa est plus acide puisque sa valeur trouvée (4.57) est inférieur a celles des échantillons des
Eucalyptus et de Bouinan.

Nos résultats d’acidité sont inférieurs par rapport a ceux trouvés par (Ferhoum ,2010)
(6.55a 7.59%), et par (Bandaoui et Belhachem, 1997) (8a8.4%).

En outre, on remarque que les résultats d’acidité des échantillons de propolis récoltée dans les

03 régions sont en corrélation étroite avec des valeurs de pH donnés par (le tableau 9) .En effet les

j
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échantillons de propolis récoltée dans la région de Larbaé sont plus acides par rapport aux
échantillons de propolis récoltée dans les régions des Eucalyptus et de Bouinan puisque leur valeur
de pH et d’acidité sont respectivement 4,57 et 4,1.

Donc I’acidité élevée des 03 stations surtout celle de la propolis récoltée dans la région de
Larbaa est dut probablement soit par I’oxydation des échantillons de propolis sous I’action de
’oxygéne ou I’actions d’autres facteurs externes ou internes (température élevée, taux d’humidité,

etc.) Soit par la différence de la flore botanique entre les 03 régions.
I11.4. Résultats de dosage des polyphénols :

La teneur des différents extraits de propolis et pollen en polyphénols a été déterminée par la
méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, en utilisant comme standard I'acide gallique (Figure
1) (voir annexe 6), elle est exprimée en upg EAG/mg d’extrait.

Les résultats de dosage des polyphénols totaux dans les échantillons de propolis récoltée dans
trois regions différentes Larbaa, Les Eucalyptus et Bouinan sont illustrés dans (le tableau 11 et la
Figure 13).

Tableau N°11 : Teneurs en polyphénols des différents échantillons de propolis

Echantillons de Propolis Quantité de polyphénols en pg
EAG/mg d'extrait

Les Eucalyptus 250,00 £ 5.091

Larbaa 158,30 +0.566

Bouinan 200,00 £ 5.657

E
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Figure 13 : Teneurs en polyphénols de la propolis récoltée dans trois régions differentes

Selon le tableau 11 et la figure 13, on constate que les teneurs en polyphénols totaux de
larbaa c’est la plus élevée soit 250,00 + 5.091 pg EAG/mg d’extrait par rapport a celle de la
propolis récoltée dans la région des Eucalyptus (158,30 +0.566 ug EAG/mg) et de Bouinan (200,00
+5.657 ug EAG/mg).

Les résultats obtenus durant cette étude sont différents de ceux trouves par quelques auteurs.
Les travaux de Can et al (2015) réalisés sur la propolis de quelques régions d'Azerbaidjan ont
trouvé une teneur trés faibles en polyphénols entre 10,94 et 79,23 ug EAG /mg, alors que les
travaux de Ahn et al. (2007) sur la propolis chinoise ont trouvé une teneur en polyphénols de 302 +
4,3 ug EAG/mg. En plus, I’étude menée par Choi et al, 2006 sur la propolis coréenne a montré une
teneur de 212,7 + 7,4 ng EAG /mg. Ainsi, 1’étude de Kumazawa et al, 2004 sur la propolis chinoise
a révéle une teneur en polyphénols de 299 + 0.5 ug EAG /mg.

En outre, Laskar et al, en 2010 ont trouvé une moyenne de teneur en polyphénols de 159 +
0.69 png EAG /mg d’extrait de propolis Indian.

Une étude faite par Boufadi et al. (2014) montrent que la propolis d’Ain El Arba (wilaya Ain
Témouchen) contient 194 + 14 ug EAG /mg de polyphénols et celle de Ksar el hirane (wilaya de
Laghouat) contient 91 + 1 ug EAG /mg.

Toutes ces différences dans la teneur en polyphénols peut revenir aux conditions
environnementaux (le climat, la nature du sol) de chaque région de 1’échantillon récoltée, ou/et aux

conditions expérimentaux (les procédures d’extraction, le dosage et les différents Solvants utilisés).

)
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I11.5. Dosage des flavonoides

La teneur des différents extraits de propolis en flavonoide récoltée dans les trois régions : Les
Eucalyptus, Larbaa et Bouinan a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3),
en utilisant comme standard la quercétine.

Les résultats de dosage des flavonoides dans les échantillons de propolis analysés sont
rapportés dans le tableau 12 et la figure 14.

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium révéle que I’extrait riche en flavonoides c’est ’extrait EEP de la propolis récoltée
dans la région de Larbaa avec une teneur de 40 + 3.125 d’extrait, alors que les extraits EEP de la
propolis récoltée dans les régions de Bouinan et des Eucalyptus sont respectivement 23 + 5.231ug
EQ/mg d’extrait et 20 +0.122 ug EQ/mg.

Tableau N°12 : Teneurs en flavonoides des différents échantillons de propolis
Echantillons de Propolis Quantite de flavonoides

ng EQ/mg, d'extrait

Larbaa 40 +£ 3.125
Les Eucalyptus 20 +£0.122
Bouinam 23 +5.231

Quantité de flavonoides pg EQ/mg, d'extrait

35 1
30 -

25 A
B Quantité de flavonoides ug

20 7 EQ/mg, d'extrait
15 -
10 A

Larbaa Les Eucalyptus Bouinam

Figure 14 : Teneurs en flavonoides de la propolis récoltée dans trois régions différentes
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Les résultats obtenus durant cette étude sont différents de ceux trouvés par quelques auteurs.
En effet ’étude faite par Boufadi et al, 2014 sur la propolis d’Ain ouassara (Wilaya de Djelfa) a
révélé une teneur en flavonoides de 32 + 1 pg EQ/mg alors que 1I’éxtrait de propolis récoltée dans la
région Ksar el hirane (wilaya de Laghouat) contient 14.4 + 0.9 ug EQ/mg d’extrait.

En outre, les différences dans les concentrations totales de flavonoides entre les échantillons
de propolis récoltée dans différentes régions d’Algérie peuvent étre dues a de nombreux facteurs,

tels que les conditions environnementales, le fond genétique, ou les techniques agricoles appliquées.

I11.6. Activité antioxydant de I’extrait éthanolique de la propolis

111.6.1. Détermination du pourcentage d’inhibition du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH est évaluée
spectrophotométriquement a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne d’un
passage de la couleur violette a la couleur jaune (Figure 15)

Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe du pourcentage (%) d’inhibition en
fonction des concentrations de 1’extrait (Figurel5).

Ces résultats, montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration des extraits de propolis récoltée dans les trois régions

Nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour I’acide ascorbique ou les 03 extraits éthanoliques de
propolis.

On note que ’efficacité antioxydant augmente avec la concentration de 1’extrait éthanolique.
Le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les 02 extraits éthanoliques de propolis récoltée
dans les deux stations des Eucalyptus et de Bouinan sont inférieurs a celui de 1’acide ascorbique
pour toutes les concentrations utilisées. Toutefois, le pourcentage d’inhibition du radical libre pour
I’extrait éthanolique de Larbaa est légérement inférieur a celui de 1’acide ascorbique.

Pour une Concentration de 10 mg/ml, ’acide ascorbique révéle un pourcentage de 86,57 % ;
tandis que les 03 extraits éthanoiques de propolis récoltée dans Larbaa, Bouinan et Les Eucalyptus

présentent des concentrations respectives 84,53%, 74% et 70%.
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition d’extrait éthanoliques de propolis récoltée dans les 03

régions et de I’acide ascorbique.

Les résultats obtenus sont exprimés selon les valeurs d’IC50 (Tableau 13) en comparaison a
celle d’un standard (acide ascorbique).

La valeur d’IC50 est inversement liée a la capacité antioxydant d'un composé. Elle exprime la
quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus La
valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydant d'un compose est élevée (Ismaili et al. 2017).

Les valeurs d’IC50 de I’extrait éthanolique et de 1’acide ascorbique qui permettent d’inhiber

I’effet de 50% du DPPH sont rapportées dans le Tableau 13 et dans la Figure 16.

Tableau N°13 : Valeurs des concentrations d’inhibitions IC50 de I’acide ascorbique et de

I’extrait éthanolique de propolis récoltée dans les 03 régions différentes.

Les Larbaa Bouinan I’acide
Eucalyptus ascorbique
IC50 6.8 1,2 5 0,8

(mg/ml)

)
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Figure 16 : IC50 de I’acide ascorbique et des extraits éthanoliques de la propolis récoltés
dans les 03 régions.

L’extrait éthanolique de la propolis récoltée dans la région de Larbaa pouvait ramener le
radical libre stable 2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine jaune-coloré
avec un IC50 de 1.2 mg/ml. Elle est légerement inférieure a celle de ’acide ascorbique (0.85
mg/ml). Cependant les extraits étanoliques de propolis récoltée dans les deux régions Bouinam et
les Eucalyptus sont respectivement élevés par rapport a I’acide ascorbique avec des valeurs
respectives 5 mg/ml et 6.5 mg/ml.

Donc L’extrait éthanolique de la propolis récoltée dans la région des Eucalyptus. Exhibe une
activité antioxydant importante par rapport a deux autres régions.

Selon I’étude de Rebiai et al, 2013 sur la propolis de Ghardaia et Khanchla ont révélé un
pourcentage d’activité anti radicalaire inferieur a nos résultats de ’ordre de 39.17 %, et 12.11 %. En
plus I’étude menée par Boufadi et al, 2014 sur la propolis d’Ouled ali (wilaya de Guelma), Ain
Ouassara (Wilaya de Djelfa) et Ksar el hirane (wilaya de Laghouat) ont trouvé un pourcentage
d’activité anti radicalaire > 50%.

Les résultats sont différents d’une étude a l’autre, cela peut étre expliqué par plusieurs
facteurs influencant I’efficacité de ’extraction, la nature et le volume du solvant utilisé.

En outre, I'activité antioxydant élevée de I’extrait éthanolique de la propolis récoltée dans la
région des Eucalyptus peut étre le résultat des composants phénoliques mais aussi d'antioxydants
non phénoliques comme sesquiterpenes, flavonoides ou acides chlorogéniques (Li et al. 2007 et

Zhang et al. 2014). Selon Shahidi et Wanasundara (1992) les composés phénoliques sont
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connus comme des puissants antioxydants. Suivant Hanato et al (1989) les composés phénoliques
sont des constituants trés importants dans les extraits et leur capacité de balayage des radicaux
libres est due a leurs groupes d'hydroxyles.

111.6. Activité antimicrobienne:

L’évaluation des activités antimicrobiennes des extraits éthanoliques de la propolis, provenant
des trois régions étudices, a 1’égard des bactéries pathogenes testées a été réalisée selon la méthode
de diffusion par disque sur gélose. Les résultats de mesure des diametres des zones d’inhibition de
la croissance bactérienne obtenus sont mentionnés dans le tableau suivant:

Dans le principe de ’antibiogramme solide, un antimicrobien est d’autant plus efficace que
son cercle d’inhibition de la croissance microbienne est grand. Les mesures montrent des variations

des diametres de la zone d’inhibition sont estimés selon trois niveaux d’activité des souches

utilisées :

. Fortement inhibitrice : 21 mm <D<29 mm

" Moderément inhibitrice : 16 mm< D<20mm
" Légerement inhibitrice : 10 mm< D< 15mm

L’action bactériostatique se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque
de papier imprégné d’extrait brut étudi¢. Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a
une autre et d’un extrait a I’autre

Comme cela a éte rapporté dans la littérature, ont considéré qu’un extrait a une action
bactériostatique si son diamétre d’inhibition est supérieur a 12mm (Sagdag, 2003).

Les résultats trouvés de P’activité antibactérienne vis-a-vis des souches des solutions meres
(EEP) et des extraits dilués (des dilutions 10 et 102) de la propolis récoltée dans les 03 régions :

Les Eucalyptus, L’arbaa et Bouinan sont présentés dans les figures 17, 18 et 19.
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Figurel? : Diamétres d’inhibitions (mm) des extraits de propolis diluées de la région de Larbaa
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Figure 19 : Diametres d’inhibitions (mm) des extraits de propolis diluées de la région de Bouinan

Selon les figures 17, 18 et 19 les extraits (EEP) : solution mere des 03 régions : Les
Eucalyptus et Larbaa inhibent légerement les bactéries Pseudomonas aeruginosa et E. coli avec des
diametres d’inhibitions allant de 11 a 15 mm. Cependant les 03 extraits : Les Eucalyptus, Bouinan
et surtout Larbaa se montrent respectivement actifs vis-a-vis des Bacillus subtilus avec des
diamétres d’inhibitions élevés 17 mm, 18 mm et 34 mm. Concernant les Staphylocoques aureus
sont inhibées Iégerement par les extraits des deux stations : les Eucalyptus et Bouinan, tandis
qu’elles se montrent totalement résistantes a I’encontre des extraits de Larabaa

Suivant les mémes figures 17, 18 et 19, les dilutions des extraits des 03 régions 107 et 102
inhibent légerement les Bacillus subtilus avec des diamétres d’inhibition allant de 10 a 15 mm. En
revanche elles se montrent totalement inactives vis-a-vis des Staphylocoques aureus et des E.coli.

Cependant, les Bactéries Pseudomonas aeruginosa se révelent moyennement sensibles vis a
vis des dilutions 10! et 102 de Larbaa, tandis qu’elles se révélent totalement résistantes a
I’encontre des dilutions des extraits de propolis récoltée dans les deux autres régions : les
Eucalyptus et Bouinan.

En outre ; la comparaison des résultats antibactériennes des solution méres ( EEP) et des
extraits dilués (des dilutions 107 et 102) de la propolis vis-a-vis de nos 04 souches bactériennes,
dévoile d’un c6té une activité bactériostatique importante des extraits de propolis récoltée dans la
région de Larbaa par rapport & celles des deux autres régions, et d’un autre cbté la souche

Bacillus subtilus se montre plus sensible aux extraits par rapport aux trois autres souches
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bactériennes .

En conséquence, I’effet bactériostatique important des extraits de la propolis (EEP) récoltée
dans la région de Larbaa est dut a sa composition riche en poly phénols soit 250,00 + 5.091 pg
EAG/mg d’extrait et en flavonoides soit 40 + 3.125 ug EQ/mg d’extrait et en plus EEP de la
région de Larbaa posséde une activité antioxydant élevée par rapport a ceux des deux autres
régions avec une IC50 de 1.2 mg/ml légérement inféricure a celle de I'acide ascorbique (0.85
mg/ml). Aussi ces mémes extraits se montrent avec un pH bas et une acidité élevée par rapport aux
extraits de propolis récoltée dans les deux autres stations.

Suivant Bogdanov et Blumer (2001) la variabilité du potentiel antimicrobien de plusieurs
régions est due a la différence dans les compositions chimiques extraites de propolis : teneurs en
composées phénoliques, flavonoides et pH (le pH acide renforce I’activité antibactérienne car les
bactéries ne peuvent se multiplier dans un milieu acide).

En outre les résultats du pouvoir antimicrobien important des extraits de propolis de la région
de Larbaa sur les Bacillus subtilus sont similaires aux travaux cités dans la littérature. En effet
Meresta et Meresta (1985) ont démontré 1’effet inhibiteur de leur extraits de propolis sur les
Bacillus subtilus , Mlagan et Sulimanovic (1982) ont dévoilé I’effet destructif des extraits sur des
Bacillus larvea et Srdjan S et al, (2003) ont énoncé I’activité antibactérienne importante des
extraits de propolis récoltée dans la région de la Serbie sur les bactéries E.coli, S.aureus et surtout
sur les B.subitilis.

De nombreuses études ont démontré I’effet d’inhibition de la propolis sur les souches Gram
+, Gram- (Grange et Davey 1990, Rojas Hernandez et al, 1993) et les bactéries anaérobies
(Kedzia 1986, Boyanova et al 2006, Santos et al 2002). Cet effet dépend de la souche étudiee, de
’origine de la propolis et du solvant utilisé (Ugur et arslan 2004) et de sa composition riche en

pinocembrine, galangine, acide caféique, et I’acide férulique (Schmidt et Buchmann, 1992).
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Conclusion

Conclusion

Dans le but de rechercher de nouvelles molécules a intérét thérapeutique, nous nous sommes
intéressés a valoriser les vertus de la propolis locale. par une caractérisation phytochimique et
I’évaluation des activités biologiques.

Le choix de la propolis locale algérienne est justifié par son abondance dans les montagnes, les
plaines et les steppes et son usage par les consommateurs comme des alimentssains, naturels, diététiques
et stimulants pour lI'organisme et ses défenses immunitaires.

Dans cette optique nous nous sommes intéressés a la propolis locale provenant de trois régions
pédoclimatiques différentes, a savoir la région des Eucalyptus, la région Larbaa et etla région Bouinam.
Les résultats obtenus permettent de prouver I’effet antibactérien des extraits étanoliques de la
propolis récoltée dans les trois régions. L’extrait étanolique de la propolis récoltée dans la région de
Larbaa s’est révélé le plus actif vis-a-vis des 04 bactéries : E. coli. Pseudomonas aeruginosa
Staphylocoques aureus et plus particulierement a I’encontre de la souche Bacillus subtilus. .L.’action
bactériostatique importante surtout celle des extraits éthanoliques delLarbaa est dut a sa richesse en
polyphénols totaux ainsi qu’en flavonoides totaux et a son pouvoir antioxydant éleveé.

Nous conféerant ainsi la l1égitimité de juger et classer nos échantillons de propolis selon I’efficacité,

désignant I’échantillon de Larbaa comme le plus riche en principes actifs et le plus efficace

antimicrobien et antioxydant des trois échantillons.

Au vu des résultats obtenus et tenant compte de la problématique du sujet, il noussemble
judicieux d’approfondir le présent travail par :

= Elargissement du nombre des eéchantillons pour toucher toutesles wilayas du pays

= Evaluation des propriétés thérapeutiques des extraits de propolis,

= Identifier les principales plantes productrice de propolis ;

= Enfin, I’idéal serait de poursuivre les investigations sur la propolis algérienne, a
savoir I’étude du fractionnement des extraits voir méme d’isolement des molécules
pour lattribution a I'un ou I'autre des constituants des effets thérapeutiques,

diététiques et nutritionnelles.
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Annexe

Annexe 1 : Matériel technique et réactifs.

Appareillage

Verreries et accessoires

Réactifs

- Agitateur vortex
- Autoclave
- Balance analytique de précision

- Balance électrique

- Bain marie thermostaté
- Bec bunsen

- Dessiccateur

- Etuve

- Four a moufle

- PH metre

- Plaque chauffante

- Plaque agitatrice

- Spectrophotometre UV-visible

- Antonoires

- Barreau magnétique
- Becher

- Boites pétri

- Capsules en porcelaine
- Capsules en verre

- Ecouvillons

- Embouts

- Entonnoirs

- Eprouvettes graduées
- Erlenmeyer

- Fioles

- Flacons

- Hance de platine

- Micropipette

- Papier aluminium

- Papier filtres

- Papier wattman

- Pince

- Pipettes graduees

- Pipettes Pasteur

- Porte tubes

- Réfrigérants a reflux
- Spatule

- Tubes a essais stériles

- Les disques 9mm

- Acide gallique
- Alcool éthylique 70%
- Carbonate de sodium (10%)

- DPPH (2,2-diphényl-1-
pierylhydrazyl)

- Eau distillée stérile
- Eau physiologique
- Hydroxyde de sodium
- Méthanol
- Milieu de cultures :
e Geélose Muller Hinton
- Quercétine
- Réactif Folin-Ciocalteu

- Trichlorure d’aluminium (2%)




Annexe 2 : Préparation des solutions et réactifs.

Solution Acide gallique : 200 mg de I’acide gallique + 100 ml d’eau distillée.

Solution Folin-Ciocalteu (0,1N) : 1ml de réactif de folin + 10 ml d’eau distillé.

Solution carbonate de sodium (10%) :10 g de carbonate de sodium + 100 ml
d’eau distillée

Solution DPPH : 2 mg de DPPH + 50 ml de méthanol.

Solution hydroxyde de sodium (0.1N) :1g d’hydroxyde de sodium + 250 ml
d’eau distillée.

Solution de quercétine 4 mg de la quercétine + 10 ml de méthanol.

Solution de chlorure d’aluminium (2%) : 2 g de chlorure d’aluminium + 100
ml de méthanol.

Solution NaCl (0,9%) : 0,9 g de du chlorure de sodium + 100 ml d’cau
distillée.



Annexe 3 : photographies des expériences réalises au coures du travail.

Dosage des flavonoides totaux




{ Activité antimicrobienne

Activité antioxydante




Annexe 4 : photographies des diametres des zones d’inhibition de EEP des

trois échantillons vis-a-vis a différentes concentration des germes testés.

Escherichia coli

| Solution mére »
g L \ U Solution meére
10-2 10-1
Staphylococcus aureus

Solution mére
>

g, PSS

; Solution meére
Solution meére




Bacillus aureus




Etape de la détermination de taux de perte pendant le sechage

Etape de la détermination de la teneur en cendre




Annexe 5 : Le matériel utilisé pour le travail.

Dessiccateur

Spectrophotometre Place chauffante Agitateur vortex
UV-visible




Annexe 6 : Les courbes d’étalonnage utilisées pour les dosages des
polyphénols totaux et les flavonoides.

DO
1.4 m

L y = 5,080x+ 0,048

: RZ= oy/
1
0,8
/ + DO
0,6

Linéaire (DO)

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 Og

Courbe d’étalonnage des polyphénols [DO = f (concentration

en acidegallique)]( mg/ml)

DO

1,6
14 y= 257x+ 0,061

3
R?=0,998 /
1,2

0,8 / + DO

0,6 —— Linéaire (DO)
0,4

0,2 / Quercitine

0 P" mg/ml

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5




Courbe d’étalonnage des flavonoides [DO = f(concentration en quercitine )](
mg/ml )
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