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Résumé

L’objectif de la présente étude était d’étudier les caractéristiques physicochimiques de
la propolis, particuliérement les polyphénols et les flavonoides et d’évaluer I’activité
antioxydante et antimicrobien, a partir d’extrait éthanoliques de propolis Algérienne propre a
deux régions différentes en climat et en patrimoine floral, Blida et Nadma. La propolis extraite
a I’aide d’éthanol 70% a donné des rendements variants entre 30.9% pour la propolis de Nadma
et 38.8% pour celle de Blida. Les résultats d’étude de deux échantillons révelent : un taux
d’humidité relative + Matiéres volatiles varie entre (3 - 4.5%) ; le taux de cendre (2,86 - 3.01%)
; lamasse volumique (1.1 - 0.8 g/cm3) pour I’échantillon de Blida et de Nadma respectivement.
La valeur de pH et de I’acidit¢ titrable (>8) montre que la propolis est de nature acide. L’étude
de la composition montre la richesse de propolis en composés phénoliques (polyphénols et
flavonoides) et sa pauvreté en sucres. L’activité antioxydante réalisée par la méthode de DPPH/
Acide Ascorbique varie entre (ICso= 0.38) pour la propolis de Blida et (ICso= 0.66) pour celle
de Naama, alors que le témoin positif acide ascorbique présente une valeur de I’ordre 0.11. Les
résultats indiquent que la propolis de la région de Blida posséde un pouvoir antioxydant
relativement fort, qui est en relation avec ses fortes teneurs en composés phénoliques et qui est
lie aussi a la flore de la région caractérisée par la dominance des agrumes et des pinacées. Des
différences ont été observées a 1’égard de la sensibilité suscitée chez les diverses souches testées
au niveau de I’activité antimicrobienne des deux extraits par la méthode de diffusion sur gélose
montrant une importance a I’encontre des bactéries Gram+ comparativement aux bactéries
Gram -. Elle augmente avec les teneurs en composeés phénoliques et elle est plus importante sur
les Staphylococcus aureus (25mm) et aussi sur les Staphylococcus epidermidis (21mm). Se
basant sur les résultats précédents, des savons sont préparés avec différentes propolis (extrait
éthanolique de propolis, propolis brute broyée et le culot issu de 1’étape de filtration). Les
résultats de test de 1’état microbiologique montrent 1’efficacité du savon a base de I’extrait
éthanolique de propolis par rapport aux autres préparations. En comparant les résultats de nos
analyses selon les régions, on constate que 1’extrait de Blida s’est montré le plus efficace
comme antioxydant et antimicrobien, cela signifie I’impact de la région d’étude sur la qualité

des extraits.

Mots clés :
Propolis algérienne, Polyphénols, Propriétés physico-chimiques, Activités antioxydantes,

Activité antimicrobienne, Blida, Nadma, Formulation des savons.



Abstract

The objective of this study was to learn the physicochemical characteristics of propolis,
particularly phenolics and flavonoids compounds and to evaluate the antioxidant and
antimicrobial activity, from ethanolic extract of propolis specific of two divergent regions in
climate and floral heritage, Blida and Nadma. Propolis extracted with ethanol 70% gave variants
yields between 30.9% for Nadma propolis and 38.8% for Blida propolis. The study results of
two samples reveal: a relative humidity + volatile matter varies between (3 - 4.5%); the ash rate
(2.86 - 3.01%); the density (1.1 - 0.8 g/ cm3) for the sample of Blida and Nadma respectively.
The pH value and titratable acidity (>8) shows that propolis is acidic in nature. The study of the
composition shows the richness of propolis in phenolic compounds (polyphenols and
flavonoids) and its poverty in sugars. The antioxidant activity measured by DPPH radical
scavenging / ascorbic acid varies between (ICso= 0.38) for Blida sample and (ICso= 0.66) for
Nadma sample, while the positive control of ascorbic acid presents a value of the order 0.11.
The results show that propolis of Blida has a relatively strong antioxidant activity which is
related to its high levels of phenolic compounds and which is also related to the flora of the
region characterized by the dominance of citrus and Pinaceae. Differences were observed in the
susceptibility of the various strains tested for the antimicrobial activity of both extracts by the
agar diffusion method showing a significance against Gram + bacteria compared to Gram-
positive bacteria. The antimicrobial activity increases with the contents of phenolic compounds
and is more important on the Staphylococcus aureus (25mm) and on the Staphylococcus
epidermidis (21mm). Based on the previous results, soaps are prepared with different propolis
(ethanol propolis extract, crushed ground propolis and the pellet from the filtration stage).
Microbiological status test results show the effectiveness of the ethanol based propolis extract
soap compared to other preparations. By comparing the results of our analyzes according to the
regions, Blida extract was found to be the most effective antioxidant and antimicrobial, which

means the impact of the study area on the quality of the extracts.

Keywords :
Algerian Propolis, Polyphenols, Physicochemical Properties, Antioxidant Activities,

Antimicrobial Activity, Blida, NaAma , Soap Formulation.
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Introduction

Les produits de la ruche sont depuis des millénaires exploités par I'hnomme. Ils
sont issus de substances naturelles et produits par les abeilles. Leurs utilisations assurent
un bon marché et représentent un revenu d’appoint pour 1’apiculteur. Parmi ces produits
on cite la propolis qui est une résine végétale et aussi un reméde naturel utilisé depuis
I'antiquité. Elle est collectée par les abeilles, posséde une odeur balsamique et une
couleur variable selon ses origines végétales (Bogdanov, 2016).

Tout aux longs des siécles passé on trouve la trace de I'utilisation de la propolis
qui est fut délaissée durant un moment laissant place aux antibiotiques et réapparu dans
les années 60 avec le développement de la science moderne qui a permis de comprendre
sa complexité chimique et d'identifier les principes actifs qui lui conferent ses propriétés
thérapeutiques (Bensalah et Belhadj, 2018).

L’idée d’utiliser la propolis a des fins thérapeutiques modernes est assez récente
(une trentaine d’années) et vient étoffer encore le cadre de 1’apithérapie. Ce terme
associée exclusivement au traitement naturel a base de produits de la ruche tel que : le
miel, la gelée royale, la propolis, le venin et le pollen qui sont utilisés contre certaines
maladies (El housseini, 2013).

Ces dernieres années, de nombreux travaux se sont intéressés a la composition
chimique et aux effets biologiques de la propolis. Ces travaux ont montré que ces
propriétés thérapeutiques de la propolis ont généralement été attribuées aux
flavonoides, bien que d'autres composants puissants présents dans les propolis des
différentes régions (Burdock, 1998). On lui reconnait de nombreuses propriétés :
antibactérienne (Velikova et al., 2000), antivirale (Murad et al., 2002), anti-
inflammatoire (Miyataka et al., 1997), antioxydante, anticancéreuse (Burdock, 1998)
...etc. Concernant les caractéres physiques aucune recherche n’a été publié.

Son efficacité une fois prouvée lui a value un intérét particulier par ’ensemble
des chimistes, biochimistes et pharmacologues qui essaient d’identifier de nouveaux
principes actifs susceptibles d’étre utilisés en thérapeutique.

Vu que I’Algérie occupe une superficie de 2¢381¢741 km? qui renferme une
grande diversité florale et climatique qui pourra nous offrir plusieurs chémotypes de
propolis, et également la masse faible d’explorations scientifiques de la qualité et
d’utilisation de ces propolis dans les domaines cosmétique et thérapeutique, le présent
travail vise la valorisation d’un sous-produit de la ruche : la propolis algérienne
provenant de deux régions différentes dans la phytothérapie et la formulation d’un

produit naturel possédant un intérét thérapeutique.
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Introduction

Dans ce mémoire, pour la réalisation de cet objectif, trois parties seront
développées : dans le premier chapitre nous présentons une synthese bibliographique
qui réunit un apergu sur 1’abeille et des connaissances sur la propolis et ces propriétés
médicinales ; Le deuxiéme chapitre est consacré pour la présentation de matériel utilisé
et les méthodes d’extraction et d’analyses chimiques et biochimiques et 1’é¢tude des
activités antimicrobienne et antioxydante. Enfin, le derniers chapitre présentera les
résultats obtenus et leurs discussions qui seront couronnées par une conclusion et des

perspectives pour I’avenir.
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1. Abeille et produits de la ruche

1.1. Abeille:

C’est un insecte social vivant dans une ruche et produisant le miel et la cire et autres
produits. L'abeille est, avec le ver a soie, le seul insecte domestiqué par I’homme (Lambrechts
et al., 2006).

Le terme abeille est un terme vernaculaire qui regroupe plus de 20 000 especes. Le

genre Apis en regroupe 9 qui sont reparties en 4 groupes (Apimondia, 2001).

1.2. Classification :

Ordre : Hyménoptéeres

Sous-ordre : Apocrites
Superfamille : Apoidea (apoides)
Famille : Apidae (apidés supérieurs)
Sous-famille : Apinae

Genre : Apis

Espéce : Apis mellifera (Clément, 2011).

1.3. Les différentes castes de la colonie :

La reine

C’est la mére et I’individu le plus important et le plus grand de la colonie (Tarpy et al.,
2011 ; Hatjina et al., 2014 ; Moore et al., 2015 ;), munie d’un appareil génital fonctionnel
(Collins et Pettis 2013), son espérance de vie varie de 3 a 5 ans (Page et Peng, 2001) avec une
alimentation exclusive de gelée royale pendant toute sa vie (Apimondia, 2001).

Le male

Les males (faux bourdons) sont quelques milliers dans la ruche (Allen, 1958), Ils
possedent 2 roles principaux. Tout d’abord, ils sont responsables de la fécondation de la reine
vierge (Hrassnigg et Crailsheim, 2005). Ensuite, ils participent a la thermorégulation de la

ruche en brassant I’air avec leurs ailes (Harrison, 1987).
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L’ouvriere

Femelles stériles (Apimondia, 2001). Elles sont les plus nombreuses et ce sont elles
qui travaillent dans la ruche. D’une taille inférieure a celles de la reine et des faux bourdons,
leur durée de vie dépend de la saison. Pendant 1’été, elles ne dépassent pas les 40 jours alors

qu’elles peuvent vivre plusieurs mois a I’hiver (Maurizio, 1953).

Ouvriére

sile {— Abdomen- — Thorax— - Téte- | yeux simples
antérieure ¢ | l

/1. antennes

Faux-bourdon

rectum
Ouvriére aiguillon . | ‘ } yeux
N composes
glandes . P T
a venin . i i .
intestin L chaine L mandibule
nerveuse
panier J L jabot
a pollen

Figure n°1 : Les différentes castes de la colonie et ’anatomie de 1’ouvriére.

http://acces.ens-lyon.fr/acces/thematigues/evolution/dossiers-

thematiques/epigenetique/epigenetigue-de-labeille/les-castes-dune-societe-dabeilles-
melliferes consulté le 11/12/2018

1.4. Les produits de la ruche :

Les abeilles possédent un role primordial dans 1'écosystéme et la survie de I’espece.
Les produits issus du travail de ce petit insecte (produits de la ruche) sont depuis des
millénaires exploités par I'nomme. Ils sont issus de substances naturelles, produits par les
abeilles. Leurs utilisations assurent un bon marché et représentent un revenu d’appoint pour
I’apiculteur. Ces derniers sont : la gelée royale, le pollen, la cire, le venin, le miel et la

propolis (Bogdanov, 2016).


http://acces.ens-lyon.fr/acces/thematiques/evolution/dossiers-thematiques/epigenetique/epigenetique-de-labeille/les-castes-dune-societe-dabeilles-melliferes
http://acces.ens-lyon.fr/acces/thematiques/evolution/dossiers-thematiques/epigenetique/epigenetique-de-labeille/les-castes-dune-societe-dabeilles-melliferes
http://acces.ens-lyon.fr/acces/thematiques/evolution/dossiers-thematiques/epigenetique/epigenetique-de-labeille/les-castes-dune-societe-dabeilles-melliferes
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2. Propolis
2.1. Origine:

Deux théories avaient été énoncées quant a 1’origine précise de la propolis.

Théorie de I’origine interne : la propolis est un résidu issu de la premiére phase de
digestion du pollen (figure n°l) dans un petit organe situé entre le jabot et I’intestin moyen
appelé le gésier a pollen. La propolis serait ensuite régurgitée par 1’abeille. Cependant des
grandes divergences de composition chimique entre le pollen et la propolis rendent cette
hypothése peu vraisemblable (Hegazi, 1997).

Théorie de ’origine externe : la véritable propolis est collectée par les abeilles de
différentes plantes. Ces derniéres la rapportent a la ruche, et la modifient en partie par 1’apport
de certaines de leurs sécrétions propres (cire et sécrétions salivaires essentiellement). La
propolis provenant des arbres est utilisée a des fins moins importantes telles que le

rétrécissement du trou de vol ou I’embaumement de prédateurs (Valcic et al., 1999).

2.2. Historigue :
La propolis est anciennement beaucoup moins connue que le miel, ses propriétés étaient

déja mises a profil plusieurs millénaires avant notre ére. En effet les Egyptiens, les Grecs, les
Romains, et méme les Mayas utilisaient la propolis a des fins préventives, curatives et
alimentaires (Donadieu, 1981).

De -3200 & -1100 ans av JC, la propolis avait un rdle religieux dans I'Egypte ancienne.
Les Egyptiens utilisaient cette résine pour embaumer les morts, elle était réputée pour ses
propriétés conservatrices et son ardbme. On I'employait aisément lors de la momification
(Crane, 1999).

De -700 a -600 ans av JC, les Grecs ont observé que cette substance résineuse se situait
a I'entrée de la ruche comme barriere de protection contre les prédateurs. Ils ont alors donné le
nom de « propolis » qui signifie (pro=devant et polis=la cite) (Golder, 2004). Les anciens
Grecs l'ont utilisé pour les "suppurations™ comme on a découvert dans les anciens livres
(Aristote).

En Rome Antique, les soldats romains, eux, partaient au combat avec un morceau de
propolis pour cicatriser leurs futures plaies. La propolis était réputée pour réduire les cedémes,
apaiser les douleurs nerveuses et guerissait les plaies cutanées ou encore les abces (Pline
I’ancien). Durant la méme période, en Amérique du Sud, les Incas utilisaient la propolis

comme antiseptique (Lavie, 1975 ; Hegazi, 1997).
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Aux cours de 1° siécle av JC le savon latin varron a mentionné la propolis dans ces
travaux ainsi que le poéte Virgil dans ces écrits. Puis au 2°™ siécle av JC le médecin Galien 1’a
mentionné dans ces traités (Debuyer, 1984).

Au 11°™ siécle le philosophe médecin iranien Avicenne a parlé de deux sortes de cire
- la cire propre et la cire noire, cette derniere étant probablement la propolis. 1l a dit : « par sa
forte odeur, elle fait éternuer... » et « Elle a la qualité de faire éliminer les pointes des fleches
et des épines, raréfie, nettoie facilement et amollit fortement » (Crane, 1999 ; Fearnley, 2001).

Au 12°™ sigcle, la propolis est mentionnée dans des ouvrages de médecine en Géorgie
ou elle entre dans la composition de nombreux remédes (Donadieu, 2008). Au 16°™ siécle, la
propolis servait a cicatriser les blessures de fleches (Ransome, 1937 ; Fearnley, 2001) et elle
est listée comme médicament officiel dans la pharmacopée londonienne pendant le 17¢™ sigcle
(Castaldo et Capasso, 2002).

En France ce n’est qu’au début de 18°™ siécle que le médecin Ambroise Paré
(chirurgien d’Henri II, de Frangois I, de Charles XI ainsi que d’Henri III) qui en fait mention
pour la premiére fois dans ses écrits. A la fin du 19°™ siécle elle était trés répandue sur les
champs de batailles notamment lors de la guerre des Boers en Afrique du Sud pour soigner les
soldats et accélérer le processus de cicatrisation. Elle était reconnue pour son action
antiseptique, anesthésique et cicatrisante (Caillas, 1947 ; Debuyer, 1984).

Sans avoir été permanent, I’emploi médical de la propolis s’est tout de méme maintenu
au fil des siécles pour étre & nouveau redécouvert dans la seconde moitié du 20°™ siécle, époque
ou l’intérét porté aux propriétés médicinales de la propolis s’est accru, principalement en
Europe. Le professeur Rémy Chauvin a publié avec ses collaborateurs le Traité de biologie de
I’abeille en 1968, dans lequel la propolis tient une place importante. A peu pres a la méme
période le Danois K. Lund Aagaard a créé un produit breveté, tres riche en flavonoides : la

Propoline, aujourd’hui commercialisé dans le monde entier.

2.3. Définition :

« La propolis désigne toute une série de substances resineuses, gommeuses et
balsamiques, de consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties de
végetaux (essentiellement les bourgeons et les écorces de certains arbres), substances qu’elles
rapportent a la ruche et qu’elles modifient vraisemblablement en partie par I’apport de certaines

de leurs propres sécrétions (cire et sécrétions salivaires principalement) » (Donadieu, 2008).
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Figure n°2 : Propolis a 1’état brute.

https://www.aprolis-phytonorm.boutique/blog/la-propolis-brute-la-propolis-pure-n8 consulté

2.4.

le 11/12/2018

Composition

a) Composition de la propolis brute :

L’origine géobotanique dont sera issue la propolis, la flore locale prés du site de

collecte, la race d’abeille ainsi les modifications générées a travers les sécrétions

hypopharyngiennes de 1’abeille influent d’une facon principale sur la composition
(Apimondia, 2001).

La composition de la propolis brute differe de celle de la propolis pure. Toutefois, un

échantillon de propolis est généralement composé de :

50 a 55% de résine, de baume composé de flavonoides et d’acides phénoliques ou de
leurs esters (Bankova et al., 1987).

25 a 35% de cire (mélange de cire verte d’origine végétale et de cire d’abeille) (Papay,
1987).

10% d’huiles essentiels (Tosi et al., 2006).

5% de pollen (Gabrys, 1986).

5% de matieres diverses (organiques et minérales) (Bankova et al., 1987).

La figure ci-dessous résume le pourcentage des différents composés chimique de la

propolis brute :

R
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Composition moyenne de la propolis

B Résine et baumes

m Cires et acides gras

m Huiles essentielles
Pollen

B Autres composés et minéraux

Figure n°3 : Composition moyenne de la propolis brute. pollen (Gabrys, 1986 ;
Bankova et al., 1987 ; Papay, 1987 ; Tosi et al., 2006).

b) Composition de la propolis purifiée :

La composition de la propolis dépend directement de la flore locale au niveau des sites
de collecte. Ceci engendre donc une réelle diversité de composition chimique de cette derniére.
Actuellement il a été identifié plus de 300 composants différents de la propolis par les méthodes
d’analyse modernes : chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse
(Kumazawa et al ,2004 ; Agra et al., 2006 ; Donadieu, 2008)

Le tableau ci-dessous présente les composants essentiels de la propolis purifié :
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Tableau n°1 : Composition chimique de la propolis pure.

Constituants Eléments composant Référence
Composés - Flavones : la pinostrombine. (Kumazawa et al., 2004)
phénoliques - Flavanols : la galangine, la quercétine. (Agra et al., 2006)

Flavanonales : la pinobanksine.

- L’acide caféique, 1’acide cinnamique,
I’acide et 1’alcool benzoique, ainsi que
I’acide férulique.

(Amoros et al., 1992)
(Genya et al., 2005)

- Les substances a l'origine des émissions (Shiva et al., 2006)

odorantes : Elles englobent plusieurs
familles chimiques de molécules, ainsi des
alcools, des aldéhydes (notamment
vanillique et isovanillique) et des cétones, | (Gharbi, 2011)
des acides, des esters interviennent dans
I'odeur de la propolis.

(Apimondia, 2001)

- Acides aromatiques (dérivés de 1’acide
benzoique et cinnamique).

- Esters d'acides (cinnamique, coumarique,
férulique, isoférulique et caféique).

- Acides aliphatiques (notamment les (Gharbi, 2011)
acides arachidonique, linoléique,
linolénique, oléique, palmitique, lactique).

(Apimondia, 2001)

Eléments minéraux | On retrouve surtout le fer, le cuivre et le (Donadieu, 2008)
manganése : Aluminium, argent, baryum,
bore, calcium, chrome, cobalt, cuivre,
étain, fer, magnésium, manganese, nickel,
phosphore, plomb, sélénium,
silicium...etc.

Les vitamines - Les vitamines du groupe B (B1, B2, B3, | (Krell, 1996)
B6, B8, B12).
- La provitamine A qui se transforme en (Donadieu, 2008)

vitamine A dans I’organisme.

Les constituants de la propolis du point de vue de I’activité pharmacologique sont :

% Les polyphénols :

Les composés phénoliques (appelés aussi polyphenols) sont des composés organiques

possédant un ou plusieurs noyaux aromatiques. Ces derniers semblent les plus dominants dans
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la composition de la propolis, en plus ce sont les principaux composes responsables des

activités biologiques de la propolis.

Les phénols présentent dans la propolis sont principalement : I’acide caféique (au fort
pouvoir antioxydant), I’acide cinnamique (antiseptique et antifongique), 1’acide et 1’alcool
benzoique, ainsi que I’acide férulique (puissant antioxydant et antiinflammatoire) (Amoros et
al., 1992). La composition en polyphénols de la propolis différe d’une région a une autre et

d’une race a I’autre comme il est illustré dans le tableau suivant :

Tableau n° 2 : La composition des différentes propolis en polyphénols.

Provenance Polyphénols (mg équivalent de Référence
I’acide gallique /g de propolis)
Santiago: - San martin 80-131 (Lucrecia et Monica, 2009)
- Banda 115 -253
- Capital 86 — 209
- Figurau 71-130
Chine: - Yuman 64,7+15 (Ahn et al., 2007)
- Hubei 224 +55
- Hainan 246 + 4.8
- Shandoug 265+ 3,3
- Neimongole 284 +49
- Argentine 212 £9,2 (Kumazawa et al., 2004)
- Breésil 120+ 25
- Bulgarie 220+ 2,5
- Sud Afrique 995+44
- Uzbekistan 147 + 6,7

%+ Les flavonoides :

Ils jouent un réle important dans la pigmentation des plantes. On dénombre dans la
propolis pas moins de 60 flavonoides, comme la galangine, le kaempférol, la quercétine, la
pinostrombine et la pinobanksine, ce nombre important de flavonoides fait de la propolis une
substance aux multiples propriétes biologiques (Agra et al., 2006). 1l est connu que la plupart
des effets biologiques des flavonoides sont reliés a leur activité antioxydante (Ghedia, 2005).
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IIs sont considérés comme les antioxydants les plus efficaces in vitro méme plus que les
tocophérols et I’acide ascorbique (Blokhina et al., 2003).
Des travaux realisés par (Kumazawa et al., 2004) ont permet de quantifier les différents

flavonoides présents dans des propolis des diverses régions (Tableau n°3).

Tableau n° 3 : La composition des différentes propolis en flavonoides.

Provenance Flavonoides (mg EQ /g propolis)
Chine 147 (Ecart type : 9,3)
Argentine 130 (Ecart type : 5,5)
Brésil 51,9 (Ecart type : 2,4)
Bulgarie 157 (Ecart type : 8,9)
Uzbakistan 94,2 (Ecart type : 6,8)
Sud d’Afrique 50,8 (Ecart type : 0,8)
2.5. Récolte

a) Par les abeilles :

La récolte de propolis est faite par un nombre relativement restreint d'abeilles ouvrieres
butineuses, qui se trouvent dans la derniére partie de leurs existences (les plus agées). Ces
ouvrieres sont certainement tres spécialisées dans cette activité puisqu'elles ne semblent
pratiquement effectuer aucun autre travail au sein de la colonie (Donadieu, 1981).

Les ouvricres butineuses localisent la source de résines a 1’aide de ses antennes et
triturent celle-ci avec leurs mandibules, les mélangent avec d’autres substances de leurs propres
sécrétions afin de fabriquer de la propolis. Une fois fabriquée, la propolis est transportée a la
ruche dans les corbeilles situées dans les pattes postérieures de 1’abeille (Lavie, 1975).

La récolte de la propolis dépend des facteurs suivants :

= Facteurs saisonniers : la récolte a lieu, selon les cas, soit en début de printemps, soit
a la fin de la miellée, ou a I’approche de I’automne au moment ou la colonie commence
ses préparatifs d hivernation (Lavie, 1975).

= Facteurs géographiques : il a été constaté que les ruches situées dans les régions
boisées propolisent 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

11
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h 30 en moyenne). Ceci est d0 au fait que les substances ramassées sont trop dures pour
étre exploitées en dehors de ces horaires (Lavie, 1975).

= Facteurs liés a la race d’abeille : la tendance a propoliser dépend de la race d’abeille.
Il est reconnu que les caucasiennes et certaines autres races d’ Asie mineure propolisent,
en général, davantage que les autres. Dans de nombreux autres cas, les données
concernant ce facteur sont encore insuffisantes pour établir des comparaisons precises
(Lavie, 1975).

Figure n°4 : Récolte de la propolis sur les bourgeons par 1’abeille butineuse.
https://unrucheraujardin.blogspot.com/2017/04/la-propolis-recolte-usage-et-proprietes.html
consulté le 28/12/2018

Corbeilles  de

I’abeille remplis

Figure n°5 : I’abeille muni de deux corbeilles remplis de propolis
http://www.leruchersaintgervais.fr/La%20propolis.htm consulté le 27/12/2018
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b) Par ’homme :

La propolis peut étre récoltée selon deux techniques diverses :
e Raclage et grattage des cadres ou des parois de la ruche, de préférence par température
assez basse. La propolis alors dure et friable se détache mieux (Lavie, 1975).

Figure n°6 : Raclage de la propolis sur les cadres de la ruche.

https://www.bien-etre-au-naturel.fr/propolis-resine-bonne-sante/ consulté le 24/12/2018

= Par des grilles moulées en matiere plastique ou en métal. On pose cette grille comme
couvre cadres. Les abeilles s’empressent d’obturer ces trous de propolis. Le moment
idéal se situe apres la récolte d’été, les abeilles se consacrent plus facilement a cette
tache, sachant I’hiver proche (Krell, 1996 ; Evangelist et al., 2001). Ce procédé donne
une propolis de meilleure qualité.

Figure n°7 : Grille en plastique souple ou sera récoltée la propolis.
https://propolia.com/monde-de-I-abeille/perles-de-la-ruche/la-propolis consulté le 24/12/2018
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2.6.

2.7.

Extraction :

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

Broyage : la propolis brute et broy¢ afin d’obtenir une poudre.

Macération : réalisée dans un solvant qui peut étre une solution hydroalcoolique a
différents pourcentages d’alcool « éthanol, méthanol » (Aagaard, 1974 ; Sawaya et
al., 2002), des extractions aqueuses (Miguel et al., 2010), des extractions successives
avec des solvants de polarité¢ croissante (hexane, chloroforme, acétate d’éthyle)
(Biscaia et Ferreira, 2009), ou encore des extractions par de I’huile de colza
(Carvalho et al., 2011). D'une fagon assez générale, les macérations 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, dans
le 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) (Miguel et al., 2010 ; Szliszka et al., 2011) mais ces deux opérations
sont parfois précédées d’un refroidissement (a2 -18°C au congélateur) afin d’éliminer
les cires (Biscaia et Ferreira, 2009). Parfois, la centrifugation remplace ou précede la
filtration (GAmez et al., 2006 ; Barbari¢ et al., 2011) et dans les cas des extractions
aqueuses, les échantillons sont souvent lyophilisés (Midorikawa et al., 2001).

Conservation :

La propolis se conserve assez facilement, dans de bonnes conditions, sans précautions.

Avant extraction, la propolis est généralement conservée au congélateur (-18°C) avant

d’étre pulvérisée (Popova et al., 2005) ou simplement conservée a température ambiante a
I’obscurité (Barbari¢ et al., 2011).

Apres extraction, les échantillons sont conservés secs, soit dans des récipients opagues,

bien fermés et a 1’abri de la lumiere et de la chaleur (a 10 ou 12°C de préférence), soit au

réfrigérateur (4°C) (Ahn et al., 2007 ; Barbari¢ et al., 2011), ou soit encore au congélateur (-
20°C) (Raghukumar et al., 2010).

De nombreuses expériences ont montré que le stockage de longue durée de la propolis

ne diminue pas sa teneur en composants chimiques, ni ses activités biologiques. Cependant,
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pour en obtenir de meilleurs effets et résultats, il vaut toujours mieux 1’utiliser la plus fraiche

possible (Krell, 1996).

2.8.

a)

b)

Propriétés physico-chimigues

Propriétés physiques :

Consistance : La propolis est une substance naturelle de consistance variable suivant
la température :

- A15°C, elle est dure et friable.

- A 30°C, elle est molle et malléable.

- Entre 30 et 60°C, elle devient collante, jusqu’ a fondre en moyenne vers 70°C

ou plus (Donadieu, 2008).

Couleur : Tres variable selon sa provenance, allant du jaune clair au brun tres foncé,
presque noir en passant par toute une gamme de brun extrémement riche et étendue
rougeatre, verdatre, etc. (Lavie, 1975 ; Krell, 1996 ; Evangelist et al., 2001).
Saveur : Elle est souvent acre et parfois amére (Metzner et Schneidewind, 1997).
Odeur : Variable selon son origine botanique : en général ardme agréable et douceétre,
mélangé a celui du miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille, etc.). Si elle
est brilée, elle dégage une odeur d’encens tres délicate et trés recherchée en rapport

avec les résines aromatiques (Donadieu, 2008).

Propriétés chimigues :

Solubilité : La propolis est insoluble dans 1’eau froide. Elle est, en revanche,
partiellement soluble dans 1’acétone, 1’alcool, 1I’ammoniaque, le benzéne, le
chloroforme... etc. Seul un mélange adéquat de différents solvants permet de dissoudre
la quasi-totalité de ses composants (Lavie, 1975).
Point de fusion : Son point de fusion se situe autour de 70°C. Chauffée au bain-marie,
elle se divise en deux parties :

- Une partie visqueuse qui tombe au fond du récipient

- Une partie liquide appelée cire de propolis, qui reste en surface et qui a de

nombreux usages dans le domaine apicole (Donadieu, 2008).

Densité : La densité de la propolis est de 1,2 (soit supérieure a celle de I’eau)

(Donadieu, 2008).
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2.9. Propriétés thérapeutiques :

De nombreuses propriétés sont attribuées a la propolis. Cependant elles sont
essentiellement basées sur des données empiriques issues de l’utilisation ancienne de la
propolis dans I’exercice de la médecine et parfois sur des études a faible niveau de preuves

scientifiques.

a) Action antibactérienne :

L’activité bactéricide de la propolis et/ou de ses constituants est la plus largement
documentée. Cette activité a large spectre a été démontrée sur des bactéries Gram+ et Gram—
(de type anaérobie et aérobie) mais avec une plus grande efficacité sur les souches Gram+ (koo
H et al., 2000).

Parmi les bactéries inhibées, on retrouve des streptocoques (Streptococcus mutans
responsable des caries dentaires), des staphylocoques (Staphylococcus aureus) (Kim et al.,
2011), des Bacilles (cereus et subtilis), des Salmonella (Donadieu, 2008), des microcoques et
ainsi sur Helicobacter pylori (responsable d’ulcéres gastroduodénaux) (Farseni et al., 2009).

On attribue cette activité au groupe de flavonoides, aux composés phénoliques, mais
aussi aux molécules aromatiques, aux acides diterpéniques, acides caféique, férulique, gallique,
salicylique ...etc. (Bankova et al., 1996 ; Boukraa et Sulaiman, 2009 ; Ramanauskiene et
Inkénieng, 2011).

Cependant, le mécanisme d’action est encore mal compris. Des chercheurs japonais
pensent que I’inhibition de la croissance bactérienne serait due a la destruction de leur paroi
empéchant ainsi leur division cellulaire (Domerego et al., 2009).

Des tests cliniques in-vitro ont montré que la propolis stimulait ’activité des
bactériophages des phagocytes et les rendait deux fois plus actif. Cette action ne rencontre pas
de résistance naturelle de la part de ces souches courantes (Senne, 2010).

Il a également été montré que la propolis, lorsqu’elle est prise en association avec
certains antibiotiques (comme [’amoxicilline, DIampicilline, la gentamycine, le

chloramphénicol, etc.), augmente 1’efficacité de ces derniers (Sforcin et Bankova, 2011).

b) Action antivirale :

L’action antivirale de la propolis a ét¢é montrée sur les poliovirus, les virus de type
herpés (par des esters de ’acide caféique), les adénovirus (Donadieu, 2008), le virus de la
grippe HIN1 (Apimondia, 2001 ; Takemura et al., 2011), de I’hépatite B (Apimondia, 2001)

et de la stomatite vésiculaire (Donadieu, 2008).
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Il existe des propolis ne contenant que peu de flavonoides mais ayant néanmoins une
action antivirale. Ce serait plutdt les naphtoquinones et les sesquiterpénes qui seraient

responsables de cette action (Apimondia, 2001).

¢) Action antifongique et antimycosigue :

Les effets antimycosiques de la propolis résultent de 1’activité de substances multiples
telles que : la Galangine, le Kaempférol, la Pinocembrine et I’acide caféique. Cette activité
s’exerce sur plusieurs espeéces de champignons parasites générateurs de mycoses, notamment :
le genre Candida et, plus particuliérement, le Candida albicans ; les Trichophytons ; les
Microsporum Canis et Cryptococcus (Apimondia, 2001 ; Donadieu, 2008).

Les mécanismes ne sont pas complétement élucidés. La principale hypothése évoque
une action antifongique par inhibition de la réplication de I’ADN et donc une inhibition de la
division cellulaire. De plus il existe une action antifongique indirecte par stimulation du

systeme immunitaire et plus particulierement des macrophages (Martin et al., 2002).

d) Action antiparasitaire :

La propolis s’est révélée étre efficace sur certains parasites. Une action antiparasitaire
a été demontrée in vitro sur de nombreux parasites : Trypanosomas, Leishmanias, Giarda
lamblia, Giarda intestinalis, Trichocephalus dispar, Trichomonas vaginali ...etc. (De Castro
et Higashi, 1995 ; Abdelfattah et al., 2007).

Toxoplasma gondii n’échappe pas au spectre large de la propolis. Cette derniére agirait
sur la croissance du toxoplasme, I’empéchant de synthétiser ses protéines. Les principes actifs
n’ont pas encore été identifiés. La propolis a également une action sur certains vers comme les

genres Ascaris, Taenia et Enterobius (Apimondia, 2001).

e) Action antioxydante :

L’activité antioxydante d’un composé ou d’un extrait correspond a sa capacité a
diminuer ou a empécher les réactions d’oxydation (Popovici et al., 2009).
La propolis possede une activité antioxydante démontrée lors de 1’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 antioxydantes « catalase, superoxyde dismutase, glutathion

peroxydase » (Okutan, 2005).
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Les composés antioxydants responsables de cette activité sont principalement les
vitamines 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).

Les effets de la propolis ont été mis en évidence dans la cataracte et dans la protection
du LDL-cholestérol contre la peroxydation (qui favorise I’artériosclérose) ce qui permet de

considérer la propolis comme agent de prévention de la dégénérescence (Apimondia, 2001).

f) Action anti-inflammatoire :

L’effet anti-inflammatoire de la propolis est dose-dépendant. Son mécanisme est
sensiblement proche de celui de 1’aspirine. Les extraits aqueux montrent de meilleurs résultats
et de nombreux flavonoides y coopérent certainement (Borrelli et al., 2002).

Deux mécanismes anti-inflammatoires de la propolis ont été identifiés :

* Le premier mécanisme consiste en une inhibition de I’activation de certaines molécules
du systéeme immunitaire (IL-6) et inhibition de certaines enzymes impliquées dans la
voie métaboligue de [I’inflammation  « cyclo-oxygénase, lipo-oxygénase,
myélopéroxydase, NADPH-oxydase, ornithine décarboxylase » (Khayyal et al., 1993).

= Le second mécanisme implique le CAPE, qui intervient comme un puissant modulateur
du métabolisme de I’acide arachidonique, composé a ’origine de la synthése des

leucotrienes et prostaglandines (Rossi et al., 2002).

g) Action immunomodulatrice :

La propolis possede une action immunomodulatrice in vitro et in vivo sur ’ensemble
des cellules immunitaires impliquées dans la réponse innée ou acquise (Park et al., 2004 ;
Orsatti et al., 2010).

= Action sur les macrophages :
Elle stimule le pouvoir de présentation des macrophages, leur activité lytique et des ‘‘Natural
killers’’ contre les cellules tumorales (Sforcin, 2007).

= Action sur les lymphocytes et la production d'anticorps :
Elle augmente la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8), renforce la
coopération entre les lymphocytes CD4 et CDS8 et stimule la production d’anticorps par les
plasmocytes (Orsi et al., 2000 ; Sforcin, 2007).

Ses effets biologiques bénéfiques sur le systeme immunitaire existent en partie grace au
dérivé de I’acide caféique (CAPE) (Apimondia, 2001).
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h) Action anticancéreuse :

Les propriétés anti-carcinogenes de la propolis et de ses principaux constituants ont été
signalées dans de nombreux travaux scientifiques réalisés sur 1’animal. Les résultats montrent
un effet antiprolifératif vis-a-vis d’un trés grand nombre de lignées tumorales (sang, peau,
cblon, sein, poumon, pancréas, foie, rein, prostate, cerveau) (Watanabe et al., 2011).

Selon Orsolic (2010), l'activité chimio préventive de la propolis dans les modeles
animaux et les cultures cellulaires par :

= Leur capacité a inhiber la synthése d'ADN dans les cellules tumorales,
= Leur capacité a induire I'apoptose (mort cellulaire) des cellules tumorales
= Leurs propriétés a activer les macrophages, par production des facteurs capables de
réguler la fonction des cellules B, T et NK.
L’inhibition du processus tumoral serait due a Des agents cytotoxiques naturels ont
présentent dans la propolis, comme les flavanones, ’artépilline C, les diterpénoides qui
induisent I’apoptose des cellules cancéreuses et notamment le dérivé de 1’acide caféique : le

CAPE. (Chen et al., 2011).

i) Action cicatrisante et régénératrice :

La propolis accélére la régenération des tissus abimés (pulpe dentaire, tissus hépatiques,
osseux). Ces actions sont dues a ’activité antioxydante des flavonoides qui piegent les radicaux
libres ainsi qu’a des acides phénoliques et certains acides aminés comme la choline (dans la
division donc le renouvellement cellulaire) ou la proline (dans la synthese de collagéne, de
I’élastine et de facteurs intervenant dans 1’¢lasticité de la peau) (Blanc, 2010).

La propolis restructure les membranes capillaires cutanées et la néoformation
vasculaire, stimulant les processus métaboliques au niveau cellulaire et tissulaire, lutte contre
I’hypoxie tissulaire, réactive les processus enzymatiques et aide a la reformation de la

substance fondamentale (Apimondia, 2001 ; Domerego et al., 2009).

j) Action analgésique-anesthésiante :

La propolis est un puissant anesthésique (Metzner et Schneidewind, 1997 ; Burdock,
1998). Les études ont demontré que cette resine est 52 fois plus puissante que la cocaine, et
sans effets secondaires dans les tests sur les cornées de lapin (Ghisalberti, 1979).

Cette action est vraisemblablement liée a I’activité des huiles volatiles de la propolis,

mais est indépendante d’un mécanisme central, comme pour la morphine. (Apimondia, 2001).

19

R

LA ProPOLS
v



Synthése bibliographique

2.10. Utilisation de la propolis

a)

b)

Par les abeilles :

Au sein de la ruche, la propolis possede plusieurs roles :

Réle dans la structure de la ruche : les abeilles I'utilisent comme un véritable mortier
qui permet le colmatage des fissures ou interstices et donc I'étancheité. Par ailleurs il
est aussi utilisé pour le renforcement des rayons ou parties endommageées de la ruche
que le climat ou Il'apiculteur peuvent occasionner, ce qui permet d'assurer la protection
de la colonie en réduisant les possibilités d'entrée dans la ruche (Jean-Prost, 2005).
Role dans I'hygiéne de la ruche : Couche antiseptique mince et uniforme qui tapisse
toute la ruche (parois, alvéoles, cadres, etc.). Tout ce qui est en contact avec 1’abeille
est recouvert de cette substance, afin d'éviter la prolifération de bactéries (Peacock,
2008 ; Domerego et al., 2009).

Roéle dans la défense de la ruche : Elle est utilisée pour une barriére de défense en
arriére du trou d'envol pour éviter au maximum l'entrée d'intrus. Les ennemis tués dans
la ruche, sont enduits de propolis (momifiés) s’ils sont trop importants pour étre évacués
par les abeilles, se traitement empéche la décomposition de ces derniers et assure qu’ils
ne seront pas a l'origine d'un éventuel développement de micro-organismes
(Apimondia, 2001 ; Donadieu, 2008).

Roéle dans le maintien de la température : Cette utilité découle de son utilisation pour
colmater chaque breche dans la ruche, elle évite ainsi I'entrée d'air froid. Elle est utilisée
pour réduire la taille du trou d'envol pour la période la plus froide de I'année dans le
méme but. Elle contribue ainsi au maintien du microclimat et a I'isolation thermique de
la ruche. (Donadieu, 2008).

Par ’homme :

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, grace a ses effets sur la régéneration et la
rénovation des tissus et ses caractéristiques bactéricides et fongicides (Lejeune
et al 1988).
= Thérapie: La propolis est utilisee dans divers traitements tels que les
problémes cardio-vasculaires, les soins dentaires, les ulcéres, le cancer, les

infections des muqueuses et les lésions (Krell, 1996).
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Matériels et méthodes

1. Matériel

1.1.  Matériel non biologique :
Le matériel non biologique comportant I’appareillage, verrerie, les solvants utilisés sera

inclus dans ’annexe I.

1.2.  Matériel biologique :
% Lapropolis :

Les échantillons de la propolis algérienne utilisés dans notre étude ont été fourni par
deux apiculteurs au niveau de deux régions : la premiére de la wilaya de Blida, la commune de
Soumaa et la deuxieme de la commune Ain Sefra, wilaya de Nadma, la récolte est faite durant
le printemps. Une quantité de propolis est gardée a 1’état brut pour les analyses physiques, ainsi

le culot issu de I’étape de filtration est récupéré pour la préparation du savon.

Tableau n°4 : Caractéristiques de provenance des échantillons de propolis.

Echantillon 1 2

Wilaya Blida Naama

Commune Soumaa Ain Sefra

Couvert floristique | - Oranger (Citrus sinensis) - Eucalyptus (Eucalyptus astringens)
dominant - Citronnier (Citrus limon) - Jujubier sauvage (Zizyphus lotus)

- Cypres (Biota Orientalis) - Pistachier d’atlas  (Pistacia

- Pin (Pinus nigra) atlantica)

- Romarin (Rosmarinus officinalis)

Climat Climat méditerranéen Climat désertique
Température moyenne 17.9°C Température moyenne 17.5°C
Pluviométrie (791 mm/an) Pluviométrie (154 mm/an)

Race d’abeille Apis mellifera intermissa tellienne | Apis mellifera intermissa sahariensis

Meéthode de récolte Raclage des cadres

Propolis récoltée
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% Souches microbiennes :
Les souches microbiennes utilisées (six souches bactériennes et une souche fongique)
ont été fournis par le laboratoire de bactériologie de I’hdpital Brahim Trichine wilaya de Blida.
Ces derniers sont isolés de différents prélevements des malades souffrant des infections
urinaires, et maintenu en vie par plusieurs repiquages par semaine. Ces souches sont présentées
dans le Tableau n®5::
Tableau n°5 : Les souches microbiennes utilisées dans 1’antibiogramme.
Souches microbiennes
Bacterie Champignon
Gram + Gram -
Staphylococcus | Staphylococcus | Bacillus | Pseudomonas | Enterobacter | Klebsiella Candida
aureus epidermidis | subtilis | aeruginosa cloacae pneumoniae albicans
2. Méthodes

Les analyses physicochimiques ainsi que la formulation des produits cosmétique et
thérapeutique est realisés au sein du Laboratoire de Recherche de Plantes Médicinales et
Aromatiques, Département de Biotechnologie, Université de Saad Dahleb Blida 1, tandis que
I’activité antimicrobienne des échantillons étudiées et des produits formulé est réalisée au
niveau du laboratoire de bactériologie de 1’hopital Brahim Tirichine et le laboratoire d’hygi¢éne
a Blida.

2.1. Traitement de I’échantillon

a) Traitement préliminaire de la propolis :

= La premiere étape est le tri des impuretés de la propolis brute a I’aide d’une loupe
binoculaire, elle consiste a retiré les impuretés visibles telles que les tiges de bois, ailes
et corps d’abeille, petits vers blancs secs, etc. La propolis obtenue est conservée au
froid a 6°C pendant 72h afin de faciliter le broyage.

= La seconde étape consiste a broyer cette propolis triée dans un mortier jusqu’a
obtention d’une poudre grossiere. La propolis broyée est alors conditionnée dans des

flacons ambrés a température ambiante.
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b) Traitement technologique de la propolis :

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, 125g de chaque poudre de propolis obtenue est additionné a 420mL de solvant (a
raison de 1g propolis/ 3ml de solvant). Aprés une semaine sous agitation magnétique continue
a température ambiante, la solution est filtrée sous vide.

La phase éthanolique obtenue est alors évaporée a 40 °C sous pression réduite puis
séché dans une étuve a 40°C. La poudre résultante est alors conservée a 4 °C a l'obscurité
jusqu’a son utilisation (Ribéreau-Gayon, 1968).

Le taux de I’extraction (rendement) est calculé selon la formule suivante :

Taux d’extraction (%) = P1/Po x 100

Po : poids de la poudre avant I’extraction.

P1 : poids de I’extrait sec apres 1’extraction.

c) Préparation des extraits éthanolique de propolis :
Pour I’étude du profil chimique et la réalisation de I’antibiogramme, une partie d’extrait
environ 700 mg (1 ml) est dilué dans 10 ml d’éthanol, puis une série de dilutions décimale est

réalisée (Sy, S2 et S3), dont la concentration de chacune est (70, 7, 0.7 mg/ml).

Solution Solution
meére 10* | 10° mere 1071 | 10

Figure n° 8 : Les extraits éthanoliques de propolis.
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[ Récupération de la propolis }

Traitement préliminaire l

[ Tirage des impuretés }

|

[ Congeélation a 6°C pendant 72h }

Traitement technologique

[ Macération dans 1’alcool éthylique a 70%, ]

|

[ Filtration sous vide

[ Evaporation a 40°C }—/

[ Séchage a 40°C }

|

[ Poudre de propolis pure }

Figure n°9 : Traitements de la propolis.
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2.2. Meéthodes d'analyses physiques

a) Détermination de taux des pertes pendants le séchage

= Principe:

Le taux des pertes pendant le séchage, c'est-a-dire I’eau et les maticres volatiles est
déterminé sur une partie aliquote d’échantillon coupé en petits morceaux et mise 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. Le taux des pertes pendant le séchage a été déterminé selon la
norme AFNOR (NF T 60-305, Juin 1976)

= Mode opératoire :

L’opération commence par le séchage des capsules vides a 1’étuve durant 15 mn a 103
+ 2 °C, ensuite les refroidir dans un dessiccateur, les peser et les tarer. Dans chaque capsule 2
g d’échantillon brut préalablement couper en petits morceaux sont pesés et placer dans une
étuve réglée a 103+£2°C et laisser pendant 3 heures. Ces capsules ont retiré de 1’étuve et placés
dans le dessiccateur et pesés apres refroidissement. L’opération est répétée jusqu’a 1’obtention
d’un poids constant en réduisant la durée de séchage a 30 mn pour éviter la caramélisation.

= Expression des résultats :

La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante :

H % = (M:-M) /P x 100

Matiéres séches = 100 — H%

Soit :

H % : Humidité + Matiéres volatiles

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

M2 : Masse de I’ensemble aprés séchage en g.

P : Masse de la prise d’essai en g.

b) Détermination de la teneur en cendres

= Principe :

Le taux de cendres a été déterminé selon la norme frangaise NF VV05- 113 (1972). La
propolis brute est 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, 2 g de propolis coupée en petits morceaux sont pesé,

placé dans un four a moufle réglé a 550 + 15°C et laissé pendant 5 heures jusqu’a I’obtention

25

R

LA PrOPOLIS
v



Matériels et méthodes

d’une couleur grise, claire ou blanchatre. Les capsules sont ensuite retirées du four, mises dans

le dessiccateur pour se refroidir et peser par la suite.

Expression des résultats :

La teneur en cendres (Cd) est calculée comme suit :
MO % = (M1-M2) /P x 100

Cd =100 - MO %

Soit :

MO % : Matiére organique.

M1 : Masse des capsules + prise d’essai.

M : Masse des capsules + cendres.

P : Masse de la prise d’essai.

c) La masse volumique :
Principe :

Préparation d’un morceau de propolis brute de 1 g et 'introduit dans une éprouvette

graduée contenant un volume de 10 ml d’eau distillé. Détermination du volume occupé par ce

dernier.

2.3.

Méthodes d’analyses chimiques :

a) Détermination du pH :

Principe :
Se base sur la détermination en unité de pH suivant la norme AFNOR (NF V 05-108,

1970) de la différence de potentiel existant entre deux électrodes en verre plongées dans une

solution aqueuse de la propolis découpée en petits morceaux.

Mode opératoire :

Une partie de I’échantillon de la propolis est coupée en petits morceaux, placés dans un

bécher et y ajouter trois fois son volume d’eau distillée. Chauffer au bain-marie pendant 30 mn

en remuant de temps en temps avec une baguette de verre. Le mélange obtenu est filtré et

procéder ensuite a la détermination du pH en prenant soins que 1’¢électrode soit complétement

immergeée dans la solution.

b) Détermination de I’acidité titrable :

Principe :
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L’acidité titrable (en mEq/100g), a été déterminée suivant la méthode colorimétrique
décrite par la norme francaise NF V05-101 (AFNOR, 1974) avec quelques modifications. Le
principe consiste en le titrage de 1’acidit¢ d’une solution aqueuse avec une solution
d’hydroxyde de sodium en présence de phénolphtaléine comme indicateur.

= Mode opératoire :

12.5 g de propolis coupée en petits morceaux sont pesé et placé dans une fiole conique
avec 25 ml d’cau distillée chaude récemment bouillie et refroidie, puis mélanger jusqu' a
I’obtention d’un liquide homogene. Un réfrigérant a reflux est adaptée a la fiole conique puis,
le contenu est chauffé au chauffe ballon pendant 30 mn pour liquéfier la propolis.

Refroidir, transvaser quantitativement le contenu de la fiole conique dans une fiole
jaugée de 125 ml et compléter jusqu’au trait de jauge avec de I’eau distillée récemment bouillie
et refroidie, bien mélanger puis filtrer. Ensuite, 50 ml de I’échantillon sont prélevé a la pipette
et versé dans un bécher sous agitation magnétique. Quelques gouttes sont ajoutées (environ
0.5ml) de phénolphtaléine et le titrage est réalisé avec une solution d’hydroxyde de sodium a
0.1N jusqu’a obtention d’une couleur rose pendant 30s.

= Expression des résultats :

L’acidité titrable est exprimée selon la formule suivante :

A% = (125xV1x100) /(VoxMx10)

M : Masse, en grammes de produit préleve.

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

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

2.4.  Etude de I’activité antioxydante :

L’activité antioxydante des extraits éthanoliques de la propolis est exprimée par la
neutralisation des radicaux libres par la méthode colorimétriqgue DPPH. Le composé chimique
DPPH fut I’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques (Brand-Williams, 1995).

= Principe:

Le 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est defini comme radical libre stable par
vertu de la délocalisation de 1’électron 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
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un atome d'hydrogéne ou un électron, alors ceci provoque la forme réduite (1,1-diphenyl-2-(2,
4,6- trinitrophenyl) hydrazine (DPPH?2)) avec la perte de la couleur violette et apparition d’une
couleur jaune pale résiduelle due a la présence de groupement picryl selon la réaction

suivante :(Molyneux, 2004).

NO, NO,
. H
O:N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure n° 10 : Réduction du radical libre DPPH en DPPHH.
http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-dpph/principe consulté le
15/03/2019

= 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 méthanolique de 0.04 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. Apres
une incubation de 30 min a I’abri de la lumicre 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 ul de
méthanol. Des antioxydants de synthése (acide ascorbique) sont préparés dans les mémes
conditions et utilisees comme standards de contréle 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 (0.04mg/ml)

4

Incuber 30 min a 1’abri de la

4

Lire ’absorbance a A=517 nm

Figure n° 11 : Etapes de test DPPH.

= Expression des résultats :
L’évaluation de I’activité antioxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en
pourcentage d’inhibition de celui-ci selon la relation suivante :
% d’inhibition du DPPH = (Ac -Ag) / Ac x 100
Ac : Absorbance du controle.

At : Absorbance de 1’échantillon.

2.5. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode
de 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 fréquemment 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 tungsténe (W8023) et de molybdéne (Mo8023). L’intensité de cette
coloration bleue est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu
ayant un maximum d’absorption a 765 nm (Ribéreau-Gayon et al., 1972).

= Mode opeératoire :

0.5 ml de EEP est mélangé avec 0.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu et 0.5 ml de
carbonate de sodium (Na2Coz) 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 preparé suivant la méme méthode, sauf que I’extrait a été remplacé par le solvant. Une
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courbe standard est réalisée avec différentes concentration de 1’acide gallique dans les mémes

conditions que le dosage des échantillons. Les mesures ont été faite en triple.

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

&

[ Ajouter 5 ml d’eau distillée ]

4

[ Ajouter 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu ]

4

[ Ajouter 0.5ml de carbonate de sodium (10%) ]

4

[ Incuber 1h a I’abri de la lumiére ]

[ Lire I’absorbance a A=760 nm ]

Figure n° 12 : 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 gallique comme standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique
par 1 g d’extrait (mg GAE/ g) selon la formule suivante :

Taux de PT = (Cac/ Ce) x 1000

PT : Polyphénols totaux en (mg GAE/ g)

Caa : Concentration d’acide gallique (mg/ml)

Ce: Concentration d’EEP en (mg/ml)

2.6. 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 possedent 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. IIs forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium).
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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 1’extrait.

0 0
I | 4+ Aj3o ? I |
OH O
o, £
Al

Figure n° 13 : Réaction du Chlorure d’aluminium et des Flavonoides.
http://dspace.univmsila.dz:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/8823/Chapitre%?2
Oll11.pdf?sequence=5&isAllowed=y consulté le 09/02/2019

= Mode opératoire :

Au 1 ml ’EEP, 1 ml d’une solution méthanolique de AICIz 2% est ajouté, le blanc
utilisé est le mélange réactionnel sans échantillon et le standard utilisé est un flavonol, la
quercétine, a différentes concentrations afin d’établir la droite d’étalonnage. Aprés lh
d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 430 nm. Les mesures ont été

faite en triple.

[ 1 ml d’extrait de propolis ]

[ Ajouter 1 ml de AICl3 (2%) H

[ Homogénéiser }

[ Incuber 1h a température ambiante ]4_’

[ Lire 1’absorbance a A=430 nm J

Figure n°14 : Organigramme représentant le dosage des flavonoides totaux.
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= Expression des résultats :

La concentration des échantillons de propolis en composés flavonoiques est déterminée
en 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)

Co : Concentration de quercétine (mg/ml)

Ce: Concentration d’EEP en (mg/ml)

2.7.  Dosage des sucres totaux :

Les sucres totaux sont déterminés par le test au Phénol (méthode de DUBOIS et

autres, 1956).
= Principe:

En présence de 1’acide sulfurique concentré, les oses sont déshydratés en composés de
la famille des dérivés furfuriques. Ces produits se condensent avec le Phénol pour donner des
complexes jaune-orangé. La teneur en sucres totaux est déterminée par spectrophotométrie a
une longueur d’onde de 490 nm (Goodon B, 1997).

= Mode opératoire :

Dans un tube en pyrex, 1 ml d’EEP, 1ml de la solution phénol (50g/1) et Sml d’acide
sulfuriqgue sont mélangé avec précaution. Apres homogeénéisation légere de mélange
réactionnel et refroidissement (pour diminuer la chaleur réactionnelle) , la densité optique est
mesurée a 490 nm. Le blanc utilisé est le mélange réactionnel sans échantillon et le standard
utilisé est le glucose avec différentes concentrations préparées dans les mémes conditions que

I’échantillon. Les mesures ont été faite en triple.
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[ 1 ml d’extrait de propolis ]

4

[ Ajouter 1 ml de solution phénol ]

[ Ajouter 5 ml d’acide sulfurique ]ﬁ

[ Homogénéiser ]

[ Lire ’absorbance a A=490 nm ]g

Figure n°15 : Organigramme représentant le dosage des sucres totaux.

= Expression des résultats :

La teneur en sucres totaux contenu dans les extraits de propolis est calculée en
extrapolant les valeurs d’absorbance a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant le glucose
comme standard. Les résultats sont exprimés en mg glucose/ 100 g d’extrait selon la formule
suivante :

Taux de ST = Cs/ Ce x 1000

ST : Sucres totaux en (mg EG/Q)

Cs : Concentration de glucose (mg/ml)

Ce: Concentration d’EEP en (mg/ml)

2.8. Etude de Pactivité 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 (+), responsables
d’infections nosocomiales, résistantes aux antibiotiques et les plus communes dans le milieu
hospitalier.

= Principe :

La diffusion par disque se réfere a la diffusion d’un agent antimicrobien d’une
concentration spécifique a partir de disques dans le milieu de culture solide qui a été ensemencé
avec I’inoculum choisi et isolé en culture pure. La diffusion par disque est basée sur la
détermination d’une zone d’inhibition proportionnelle a la sensibilité bactérienne a
I’antimicrobien présent dans le disque.

= Mode opératoire
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- Reéactivation des souches :

Les souches bactériennes sont réactivées a partir du milieu de conservation par passage
successif sur bouillon nutritif puis sur milieu de culture solide, non sélectif (Gélose Nutritive).
L’ensemencement se fait en étalant sur la surface de la gélose nutritive, la souche bactérienne
sélectionnée. Les boites de pétri sont fermées aprés chaque opération puis renversées et mises
en incubation dans un étuve a 37°C pendant 24 heures. Aprés cette période d’incubation, les
boites sont retirées et les cultures pures et jeunes serviront a la préparation des suspensions
bactériennes.

- Préparation d’inoculum :

Cinq 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 stérile
a0,9% NaCl. La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée puis ajustée au standard Mc
Ferland 0,5 a I’aide d’un spectrophotométre, correspondant a une densité optique DO entre
0,08 a4 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspond a une suspension contenant environ 108 UFC/ ml
(Andrew, 2009).

- Ensemencement :

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 (pour les bactéries) et Sabouraud (pour les levures). A 1’aide d’un écouvillon stérile,
introduit dans la suspension bactérienne et essoré contre la paroi interne du tube, réaliser des
stries paralleles et aussi serrées que possible. Répéter I’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.

- Dépots des disques stériles :

Des disques stériles de papier buvard de 9mm de diamétre sont saisis a I’aide d’une
pince stérile et imprégnés de 75 ul d’EEP de chaque extrait testé a différentes concentrations
(Solution meére, S1 et Sy). Les disques sont égouttés puis appliqués a la surface des boites
précédemment ensemencees en appuyant légérement pour assurer le contact avec le milieu.

Enfin, les boites sont laissées pendant 15 minutes a température ambiante (sur la
paillasse) pour une bonne diffusion de 1’extrait, puis incubées & 37°C pour les bactéries et a
25°C pour les levures pendant 24h.

= Expression des résultats :

34

R

1A ProPOLS
v



Matériels et méthodes

Les résultats sont interprétés par mesure a I’aide d’une régle graduée, du diametre de la
zone d’inhibition formée autour du disque de la zone d'inhibition autour du disque et comparés

aux limites acceptables des diamétres des zones d'inhibition.
3. Essai de valorisation de la propolis dans le domaine cosmétique et thérapeutique

3.1.Essai de formulation d’un savon naturel a base de propolis :

Au sens strict et originel, le terme savon signifie un produit obtenu par une réaction dite
de saponification et qui, par son action détergente, sert au nettoyage et au blanchiment. La
saponification, c’est la réaction chimique d’une base (ou alcali) sur un corps gras. Donc la
formulation d’un savon nécessite le mélange d’un corps gras (huiles et beurres d’origine
végétale ou animale) avec un alcali (potasse, soude) en respectant les régles élémentaires
d’hygieéne et de sécurité et les quantités a mélanger. Pour assurer I’effet thérapeutique de la
propolis deux préparation de savon sont mise en place :

- la premiere est pure destinée pour la réalisation des tests (un seul corps gras)
additionnés de trois types de propolis (propolis brute broyé, extrait éthanolique de propolis et
le culot obtenu dans 1’étape de macération).

-la deuxiéme est amélioré par 1’addition d’un mélange varié de corps gras a la soude,
lorsque la saponification est a terme, une quantité de propolis est ajoutée comme traitement

antimicrobien.

a) Formulation d’un savon pure
» Lesingrédients :

- Huile de mais

- Eau distillé stérile

- Soude

- Propolis

- Alcool

(Préparés apres plusieurs essais)

=  Mode opératoire :

La formule utilisée dans la préparation des savons pures est obtenue aprés plusieurs
essais. Il faut d’abord stériliser tout le matériel utilisé et le lieu de travail a 1’alcool a 70°. Dans
un bol en verre faire diluer la soude dans 1’eau distillée stérile puis laisser le mélange refroidir.
Chauffer au bain marie 1’huile de mais. Quand les deux phases sont a la méme température

(<45°C), verser la soude dans la phase huileuse. Mélanger les deux jusqu’a l'apparition de la
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trace. Partager le mélange sur quatre bols en inox puis incorporer la propolis (la propolis brute
broy¢ dans le premier bol, I’EEP dans le deuxi¢me et le culot issu de processus de filtration
dans I’EEP). Un témoin sans propolis est ajouté a I’essai.

Le mélange est versé ainsi dans les moules et homogénéiser. Recouvrir avec un film en
plastique alimentaire et laisser afin de bien favoriser le processus de saponification. La durée
de saponification dépend du mélange preparé, elle varie de 24h et plus pour enfin pouvoir
démouler le produit. Pour pouvoir utiliser ce savon sans risque pour la santé, il doit étre
conservé dans un endroit assez sombre et bien ventilé durant minimum 4 semaines avant

utilisation.

Figure n°16 : Etapes de la préparation du savon formulé a froid.

b) Test d’efficacité du savon formulé :

Afin de testée ’efficacité des savons préparés, un antibiogramme selon la méthode de
diffusion par disque sur milieu solide (gélose) cité préalablement est réalisé en utilisant les
savons préparés (des disques imprégnés par solutions de chaque savon) dans des boites
contenant les milieux de cultures portant les germes obtenus par écouvillonnage cutanée.

=  Mode opératoire :

Les germes utilisés sont obtenus par écouvillonnage cutané. L’écouvillonnage consiste
a passer un écouvillon de coton, dans un mouvement en Z combiné a une rotation. Devant le
bec bunsen, frotter 1’écouvillon préalablement humidifi¢ avec de 1’eau physiologique stérile a
la main de I’opérateur. Aprés avoir effectué le prélévement, décharger 1’écouvillon dans le
milieu de transport ou qui permet de conserver les bactéries pour une durée de 48 heures et

¢galement d’en inhiber la multiplication.
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A I’aide d’une micropipette, 1 ml de la solution contenue dans le tube d’écouvillonnage
est prélevé puis ensemencé sur des boites de Petri contenant le milieu GN. Les boites sont
fermées, renversées et mises en incubation dans un étuve a 37°C pendant 24 heures.

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 stérile
a0,9% NaCl. La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée puis ajustée au standard Mc
Ferland 0,5 a I’aide d’un spectrophotométre, correspondant a une densité optique DO entre
0,08 2 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspond a une suspension contenant environ 108 UFC/ ml.

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

Des disques stériles de papier buvard de 9mm de diamétre sont saisis a 1’aide d’une
pince stérile et imprégnés de 75 pl de suspension de chaque savon testé (1g de chaque savon
dans 9 ml d’eau physiologique stérile). Les disques sont égouttés puis appliqués a la surface
des boites précédemment ensemenceées en appuyant légérement pour assurer le contact avec le

milieu.

c) Formulation d’un savon amélioré a base de propolis
Dans le but d’améliorer la qualité du produit biocosmétique et obtenir un savon a effet

adoucissant, nourrissant, assouplissante, réparatrice et hydratant la formule du savon pure est
fertilisé par 1’addition un mélange varié¢ de corps gras chacun d’eux possedent de nombreuses
vertus pour la peau.

= Lesingrédients:

- Huile de coco

- Huile de mais

- Cire d’abeille

- Beurre de Kkarité

- Soude caustique

- Eau déminéralisée

- Propolis (EEP)

- Alcool

37

R

LA PrOPOLIS
v



Matériels et méthodes

= Mode opératoire :

Il faut d’abord stériliser tout le matériel et le lieu de travail a 1’alcool 70°. Faire fondre
la phase huileuse au bain marie (beurre de karité, cire d’abeille, huile de coco et huile de mais).
Diluer la soude dans 1’eau déminéralisée.

Quand les deux phases (huileuse et liquide) atteignent la méme température (<45°C),
verser la soude dans les huiles et mélanger jusqu’a 1’obtention de la trace. Ensuite, incorporer
la propolis mélanger bien puis verser le tout dans des moules en silicones. Protéger les moules
par le plastique alimentaire et mettre a 1’abris pour favoriser le processus de saponification.
Apreés un temps nécessaire pour la saponification selon le mélange utilisé, les savons sont préts
a étre démoulés.

Ces savons sont conservés dans un endroit assez sombre et bien ventilé durant la période
nécessaire pour I’achévement de la saponification qui dépond des ingrédients mélangés dans
la préparation. Les savons sont préts a étre utiliser sans risque pour la santé apres avoir effectué

des tests cutanés au préalables.
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1. Rendements des deux échantillons :
Les rendements en extrait éthanoliques sont présentés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau n°6 : Les rendements de propolis en extrait éthanolique.

Echantillon Blida (Soumaa) Naama (Ain
Sefra)
Rendement (%) 38,8 30,9

Le taux de rendement des deux échantillons de propolis étudiés varie entre 30%
et 38%. L’échantillon de Blida est plus rentable avec 38,8% par rapport a celui de
Naama.

Sachant que I’extraction a été réalisée par le méthanol, des études munis par
(Rebiai et al., 2013) ont trouvé un rendement tres faible de 0,72% pour la propolis de
Ghardaia et seulement 2,41% pour celle de Khenchla. En revanche une étude realisée
par Belkhiri et Bouab en 2018 a rapporté des taux d’extraction par 1’éthanol a 96%
variant entre 26% et 38% pour la wilaya d’Oum E1 Bouaghi, 33% pour Constantine. La
propolis d’Italie a donné également un rendement de 55% par 1’éthanol 70% (Trusheva
et al., 2007).

Cette hétérogeneité de résultats obtenus a 1’échelle nationale et globale révele
que le taux d’extraction varie selon le type de solvants ainsi que la provenance de la

propolis, ce qui prouve la complexité de la composition de la propolis.
2.1.Résultats d’analyses physiques

a) Pertes pendants le séchage :
Les résultats de la teneur en pertes pendant le séchage (élimination d’humidité

et de matiéres volatiles) sont reportés dans le tableau suivant :

Tableau n°7 : Les taux de pertes et la matiere seche des échantillons de propolis.

Echantillon Blida (Soumaa) | Naédma (Ain Sefra)
Taux des pertes pendant le séchage (%) 3 4,5
Matiere séche (%) 97 95,5
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Les valeurs de taux de perte calculés montrent que les deux échantillons sont
pauvres en eau et en matieres volatiles, ce qui donne a la propolis sa structure solide.
Les analyses ont montré un taux de perte comprise entre 3% et 4,5%, ce qui signifie
que la tres grande proportion du poids de la propolis est constituée par la matiere séche
(97% et 95,5%).

Par comparaison 1’échantillon de Blida présente une valeur légérement
inférieure a celui de Nadma, ces valeurs concordent bien avec celles trouvées selon une
étude faite par (Ferhoum, 2009) avec un échantillon de la méme région (Mitidja) et qui
est de ’ordre 3,89% de pertes.

b) 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 matiére
organique présent dans le méme échantillon. Les résultats obtenus son illustriez dans le

tableau suivant :

Tableau n°8 : Taux des cendres et de la matiére organique de la propolis.

Echantillon Blida (Soumaa) Naéma (Ain Sefra)
Taux de cendre (Cd%o) 2,86% 3,01%
Matiére organique (MO%) 97,14% 96,99%

Le taux de cendres exprimés en pourcentage est compris entre 2,86% pour
I’échantillon de Blida et 3,01% pour ’échantillon de Nadma. Le taux de matiére
organique est le méme 97%, ce qui permet de déduire que les deux échantillons de la
propolis étudiés ont la méme richesse en matiere organiques.

Les teneurs en cendres obtenus sont en concordance avec les valeurs trouvées par
(Ferhoum, 2009) qui note un taux de cendre variant entre 1,58% et 5,32 % pour la
propolis algérienne et supérieures comparativement aux propolis d’Argentine (1,8% a
2,4%) (Tosi et al., 2006).

Ces résultats montrent que la variation de la teneur en cendres peut s’expliquer par
les matiéres collectées par les abeilles lors de la recherche de nourriture et qui sont

principalement déterminée par le sol et le climat.

c) Masse volumique :
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Les résultats du calcul de la masse volumique exprimés en g/cm?® des deux

échantillons de propolis sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau n°9 : La masse volumique de la propolis.

Echantillon Blida (Soumaa) Naama (Ain Sefra)

Masse volumique (g/cm3) 1,1 0,8

La masse volumique varie entre 1,1 pour I’échantillon de Blida et 0,8 pour
I’échantillon de Nadma, ce qui signifie que la propolis de Nadma a perdu une grande
partie de ces constituants. Cela peut également nous renseigner sur les mauvaises
conditions de conservation de 1’échantillon (conservation a I’air libre), chez

I’apiculteurs des la récolte.

2.2. Résultats d’analyses chimiques :

a) Ph:
pH

5,1

5
4,9
4,8 m Blida (Soumaa)
4,7 = Naama (Ain Sefra)
4,6
4,5
4,4
4,3

Figure n° 17 : Valeur de pH des differents échantillons de propolis.
Les valeurs du pH des échantillons de propolis sont comprises entre 4,55 et 5,01.

Ce qui signifie que toutes les propolis sont de nature acide, cette acidité est due a la
richesse de la propolis en acides aromatiques et acides aliphatiques.
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L’échantillon de Blida présente un pH plus acide que 1’échantillon de Nadma,
cette différence en potentiel hydrogene peut-étre expliqué par la variation du régime

alimentaire de I’abeille dans les deux régions.

b) Acidité titrable :
L’acidité titrable nous renseigne sur la quantité en acides organiques présents
dans 1’échantillon de propolis. Les résultats de dosage de 1’acidité titrable des deux

échantillons de propolis sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau n° 10 : Acidité titrable des échantillons de la propolis.

Echantillon Blida (Soumaa) Naama (Ain Sefra)
Volume de soude (ml) 4,2 4
A (%) 8,4 8

Les résultats d’acidité titrable des deux échantillons de propolis révélent des
valeurs voisines varient entre 8 et 8,4 et confirment les résultats du pH trouvées
précédemment qui indiquent que I’échantillon de Blida est le plus riche en acide
organiques, cela est due a I’alimentation de [D’abeille tellienne qui est basé

principalement sur la consommation des agrumes.

3. L’activité antioxydante :

Les résultats de I’activité de piégeage Vis-a-vis le DPPH sont représentés dans
la Figure n°18.

100
90
80
70
60
50
40
30

(%) d'inhibition

20

12 C(mg/ml)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
——Popolis de Blida Propolis de Naama Acide ascorbique

Figure n° 18 : Pourcentage d’inhibition des radicaux libres.
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D’apres les courbes illustrées précédemment, on remarque que les activités
antiradicalaires des extraits de la propolis sont assez importantes et que le pourcentage
d’activité antioxydant augmente avec I’augmentation de la concentration pour les deux
extraits de propolis. Il semble que I’activité antiradicalaire est fortement dépendante
des concentrations des extraits de propolis, plus I’extrait est concentré, plus le
pourcentage d'activité est élevé (figurel8).

Afin d’établir une comparaison entre les échantillons, les résultats obtenus lors
du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont exprimée en ICso,
ce parametre a eété employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs
résultats, il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activité du radical DPPH.

Tableau n°11 : Valeurs d’ICso des différents échantillons de propolis analysés.

Echantillon Blida (Soumaa) | Naama (Ain Sefra) | Acide ascorbique

ICso0 (mg/ml) 0,38 0,66 0,11

L’échantillon de Naama posséde la valeur la plus élevée en concentration
d’inhibition ICsp de I’ordre 0.66 mg/ml par rapport a I’échantillon de Blida qui posséde
une valeur de 0.38 mg/ml, cela confirme que la propolis de Blida contient la plus grande
quantité de composés accepteurs de radicaux libres et le plus grand potentiel
antioxydant car plus la valeur de I’ICs est petite plus 1’extrait est considéré comme un
antioxydant puissant. En comparaison avec la vitamine C qui est le piégeur du radical
DPPH le plus puissant avec une valeur de 1Cso de I’ordre 0.11, I’extrait de Blida testés

s’avere plus actifs.

4. Teneur en polyphénols totaux :

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques de la propolis ont
été mesurées et exprimées en mg EAG/g d’extrait. Les résultats de dosage des
échantillons de propolis analyses sont rapportés dans le Tableau n°® 12.

Tableau n°12 : Teneurs en polyphénols des différents échantillons de propolis.

Echantillon Blida (Soumaa) | Nadma (Ain Sefra)
Teneur en polyphénols totaux (mg 285,66 + 3,72 73,88 0,1
EAG/g d’EEP)
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Les échantillons étudiées présentent des valeurs importantes varient entre 73,88
+ 0,1 et 285,66 + 3,72 mg EAG/ g d’extrait. L’échantillon de Blida marque la
concentration la plus élevée en polyphénols en comparaison avec celle de Nadma. Ces
résultats sont jugés satisfaisants si on se réfere a ceux trouvés dans d’autres régions
algérienne mentionnés dans le travail de (Ferhoum, 2009) avec des taux allant de
233,075 a 244,42 mg EAG/g, et dans ’étude faite par (Boufadi et al., 2014) qui
montrent que la propolis d’Ain Témouchen contient 194 + 14 mg EAG /g et celle de
Laghouat contient 91 + 1 mg EAG /g.

Des travaux réalisés sur la propolis d’autre pays montre une hétérogénéité dans
les résultats obtenus. La propolis brésilienne posséde une teneur de 1’ordre de 232 (%
22,3) mg EAG/g (Alencar et al., 2007), la propolis du Portugal, montrant des teneurs
en polyphénols totaux de I’ordre (329,00 + 0,01) mg EAG/g (Leandro et al., 2008),
tandis que la propolis coréenne a montré une teneur de 212,7 £ 7,4 mg EAG /g (Choi
etal., 2006). Seul I’étude réalisée par (Ahn et al., 2007) sur la propolis chinoise indique
des résultats semblables aux résultats obtenus dans la présente étude, ces valeurs en
composés phénoliques oscillent entre 64 et 284 mg / g.

Toutes ces différences dans la teneur en polyphénols peuvent revenir aux
conditions environnementaux (le climat, la nature du sol, le couvert floristique) de
chaque région de I’échantillon récoltée, ou/et aux conditions expérimentaux (les

procédures d’extraction, le dosage et les différents solvants utilisés).

5. Teneur en flavonoides totaux :
La teneur en flavonoides des différents échantillons de propolis exprimée en mg

EQ/g d’extrait est rapportée dans le Tableau n°13.

Tableau n°13 : Teneurs en flavonoides des différents échantillons de propolis.

Echantillon Blida (Soumaa) | Naama (Ain Sefra)
Teneur en flavonoides totaux (mg 68,98 0,24 60,90 £ 2,19
EQ/g d’EEP)

Les flavonoides sont une classe de composés ubiquitaires dans les plantes (ce
qui prouve que la propolis est beaucoup plus d’origine végétale) (Macheix, 1990), donc
la quantification de la teneur en flavonoides peut étre utilisée comme un indice de

provenance de la propolis.
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La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du
trichlorure d’aluminium révéle que 1’extrait de Blida est le plus riche en composes
flavonoiques avec une teneur de 68,98 +0,24 mg EQ/g d’extrait. Les résultats obtenus
durant cette étude sont différents de ceux trouvés par quelques auteurs dans d’autres
régions du pays. Une étude faite par (Boufadi et al., 2014) révéle des teneurs en
flavonoides de 32 + 1 mg EQ/g pour la propolis de Djelfa, et de 14,4 + 0,9 mg EQ/g
pour la propolis de Laghouat.

Selon les travaux réalisés par (Kumazawa et al., 2004) cité précédemment
(Tableau n°3) sur la propolis provenant du Brésil et du Sud d’Afrique, la teneur des

flavonoides obtenu dans la présente étude sont jugés satisfaisants.

6. Teneur en sucres totaux :
Les teneurs en sucres totaux dans les extraits de propolis sont exprimées en mg

équivalent de glucose par 100 g d’extrait qui sont présenté dans Tableau n°14 :

Tableau n°14 : Teneur en sucres totaux des différents échantillons de propolis.

Echantillon Blida (Soumaa) | Naama (Ain Sefra)
Teneur en sucre totaux (mg EG/ ¢ 0,24 £ 0,02 0,23 +£0,02
d’EEP)

D’apreés les résultats de dosage chlorométrique, les sucres totaux sont présente
dans les échantillons de propolis étudiées en état de trace et avec des teneurs similaires.
En se référant au travail réalisé par (Ferhoum ,2009) sur la propolis algérienne qui a
donné des teneurs en sucres totaux oscillent entre 0,47 et 3,46 mg EG /100 g d’extrait,

nos échantillons semble pauvres en sucres totaux.

7. L’activité antimicrobienne :

L’évaluation des activités antimicrobiennes des extraits éthanoliques de la
propolis, provenant des deux régions étudiées, a 1’égard des bactéries pathogenes
testées a éte 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 tableaux suivant :
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Tableau n° 15 : Mesure des diamétres des zones d’inhibition.
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Echantillons Zones d’inhibition (mm)

Blida (Soumaa) Naéma (Ain Sefra)

Solution | 107 102 | Solution | 1071 102
mere mere

Staphylococcus aureus 25 12 10 - - -
Staphylococcus epidermidis 21 15 12 13 12 12
Pseudomonas aeruginosa 12 12 11 11 10 10
Klebsiella pneumoniae 13 10 - 11 11 10
Enterobacter cloacae 11 11 10 12 11 11
Bacillus subtilus - 17 12 - 15 14
Candida albicans 17 16 13 15 12 12

- : signifie I’absence de la zone d’inhibition claire autour des disques.

Interprétation des résultats :

Dans le principe de I’antibiogramme solide, un antimicrobien est d’autant plus
efficace que son cercle d’inhibition de la croissance microbienne est grand. Les mesures
montrent des variations des diametres de la zone d’inhibition sont estimés selon trois
niveaux d’activité des souches utilisées (Mutai et al., 2009) :

= Fortement inhibitrice : 21 mm < D <29 mm
= Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm

= Légerement inhibitrice : 10 mm <D < 15 mm

Les résultats montrent que les deux extraits inhibent la croissance de I’ensemble
des germes testées et leurs activités antimicrobiennes varient selon la concentration et
selon le type de germes testées.

L activité antibactérienne la plus élevée était a I’encontre des bactéries Gram+
(Bacillus  subtilus, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis)
comparativement aux bactéries Gram- (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae et Enterobacter cloacae). La résistance des Gram- est liée a la présence
d’une enveloppe qui comprennent une membrane cellulaire riche en
lipopolysaccharides et une paroi ce qui limite I’acces des agents antimicrobiens a leurs
cibles dans les cellules bactériennes, car les agents antimicrobiens sont en contact avec
I'enveloppe cellulaire. Contrairement aux bactéries Gram positif qui sont moins
protégées contre les agents externes (détergents et antibiotiques) (Masibo et He, 2009),
ou encore, au fait que la propolis contient beaucoup de constituants dérivés des plantes

qui sont sécrétés a ’origine pour protéger les plantes contre les bactéries pathogenes
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Gram+ la plupart du temps (Tegos et al., 2002). La souche Staphylococcus aureus est
la plus sensible des germes étudiés vis-a-vis de 1’échantillon de Blida avec un diamétre
atteint jusqu’a 25 mm, cependant aucune zone d’inhibition n’a été observée dans les
boites de pétri contenant I'échantillon de Nadma, cela signifie que cette bactérie est
résistante contre cet extrait.

Quant a I’activité antifongique, les résultats ont révélé une activité légérement
inhibitrice a I’égard de propolis de Nadma variant de 12 & 15 mm en comparaison avec
la propolis de Blida qui a présenté une inhibition modérée allant de 13 jusqu'a 17 mm
de diamétre pour la solution mére et 102, cependant la concentration de 102 a donné
une activité légérement inhibitrice.

L’EEP de Blida présente des activités antimicrobiennes Iégerement supérieur
(inhibition légere a forte pour la solution mére et légere a moderé pour les
concentrations 10 et 10?) comparativement & celle de Naama (une activité légérement
inhibitrice pour tous les concentrations) a 1’égard des souches testées.

Cette variabilité dans le potentiel antimicrobiens est due a la différence dans la
composition chimique des deux extraits: teneurs en composées phénoliques,
flavonoides, pH (le pH acide renforce 1’activité antibactérienne car les bactéries ne

peuvent se multiplier dans un milieu acide) ...etc. (Bogdanov et Blumer, 2001).

8. Résultats de formulation de propolis dans le domaine cosmétique et
thérapeutique :
a) Fabrication d’un savon naturel :
L’évaluation de I’activité antibactérienne des savons a donc été réalisée par un
antibiogramme en milieu gélosé. Le tableau n°16 regroupe les résultats de

I’antibiogramme des quatre savons prépares a base de propolis :

Tableau n° 16 : Mesure des diamétres des zones d’inhibition des savons.

Echantillon Savon Savon Savon Savon
témoin EEP Propolis brute | propolis culot
Diameétre (mm) 20 55 20 38

L’¢étude de I’activité antimicrobienne des savons préparés a révélé que le savon
préparé par la propolis brute et celui qui ne contient pas de propolis (témoin) possedent

une activité plus faible (20mm) en comparant avec les autres savons. Ceci explique que
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les molécules possédant 1’activité antimicrobienne ne sont pas libérées chez le produit
brut et qui semble étre emprisonneés dans la cire un des composant de la propolis brute.
Le meilleur résultat est remarqué chez le savon préparée par I’extrait éthanolique de
propolis (55mm) suivit par le savon contenant le culot issu de filtration de propolis
(38mm).

Ces résultats suggerent que I’effet thérapeutique de la propolis est conditionné par
le traitement technologique de cette derniére, donc I’extraction des substances bioactifs
contenus dans la propolis (polyphénols et flavonoides) responsable de pouvoir

antimicrobien est assurée seulement par 1’étape de macération
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Conclusion

Dans le domaine de la recherche biologique, beaucoup d'efforts ont été réalisées
ces dernieres années pour la recherche de nouveaux traitements a base de plantes et des
produits naturel, I'étude de leurs éléments d'efficacité et la compréhension de leur mode
d’action.

Au cours des travaux realisés dans la présente these, nous nous sommes
focalisés sur la propolis qui constitue la véritable usine chimique dont il faut tirer le
maximum de profit pour le bienétre et la santé de population.

Pour cela, deux échantillons de propolis ont été recueillis a partir de deux
wilayas appartenant a deux régions peédoclimatiques différentes, la premiére est de
Blida (Soumaa) et la seconde est de Nadma (Ain Sefra), dans le but de la réalisation
d’une étude phytochimique, en bénéficiant des résultats obtenus dans la valorisation de
cette propolis dans le domaine thérapeutique et cosmétique.

Dans un premier temps, nous avons procédé a la réalisation d’une série
d’analyses physiques (taux de perte pendant le séchage, teneur en cendre et la masse
volumique) et chimiques (pH et acidité titrable), suivit d une quantification de la teneur
en polyphénols totaux, flavonoides et sucres, ainsi qu’une évaluation de 1’activité
antioxydante et antimicrobienne des deux échantillons ont été étudies. Et enfin, une
formulation d’un produit cosmétique a base de la propolis, munis d’une étude
microbienne supplémentaire évaluant 1’effet thérapeutique de ce dernier.

Les résultats de I’analyse des paramétres physico-chimiques indiquent que les
échantillons de propolis étudiés contient un taux de cendres varie entre 2,86 a 3.01 %,
une masse volumique de I’ordre de 1.1 et 0.8 g/cm?® et un taux de pertes (humidité +
matieres volatiles) oscillant entre 3% a 4.5 % a I’équivalent de la matiere seche 97% et
95.5% pour I’échantillon de Blida et de Naama respectivement. Chimiquement, notre
propolis est de nature acide comme toutes les propolis, marquant un pH entre 4.55 et
5.01 avec une acidité titrable allant de 8.4% a 8% pour les régions de Blida et de Nadma
respectivement.

L’extraction des composés phénoliques des propolis étudiés permet de
déterminé leurs rendements. Nous avons obtenu un rendement élevé de propolis de
Blida (38.8%) par contre le plus faible a été obtenu par I’extrait de Naama (30.9%).
L’analyse quantitative représentée par le dosage spectral des composés phénoliques et
flavonoiques contenus dans 1’extrait éthanolique de propolis révele que la propolis de
Blida est plus riche en polyphénols et en flavonoides que celle de Nadma. Tandis les

sucres sont présents sous forme des traces dans les deux échantillons.
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Conclusion

L’estimation de I’activité¢ antioxydante effectuée par la méthode de DPPH sur
les échantillons de propolis et a confirmé les propriétés puissantes des extraits
éthanoliques a piéger les radicaux libres. En effet, les résultats obtenus lors de cette
étude ont prouve que la vitamine C présente le pouvoir antioxydant le plus élevé avec
un pourcentage de (90,82%), suivi par la propolis de Blida (84,40%), puis la propolis
de Naama qui présente le pouvoir antioxydant le plus faible avec un pourcentage de
(79,10%) que celle des autres régions.

Les résultats obtenus de 1’effet antimicrobien (antibactérien et antifongique)
permettent de constater que toutes les souches testées sont sensibles a 1’action
inhibitrice des propolis analysés, avec des différences de » degrés d’inhibition d’une
souche a une autre, ce qui indique un large spectre d’action antibactérienne des propolis.
De I’ensemble des résultats microbiologique, les zones d’inhibitions enregistrées
prouvent que les propolis étudiées sont de bonne action antimicrobienne, ce qui assure
leur qualité thérapeutique.

Les résultats obtenus lors d’études réalisées permettent de prouver I’effet
antimicrobien et antioxydant tout en renvoyant cela a la richesse en polyphénols totaux
ainsi qu’en flavonoides totaux, qui renvoient a leur tour aux patrimoine floral de
provenance des deux types de propolis.

Nous conférant ainsi la 1égitimité de juger et classer nos échantillons de propolis
selon efficacité, désignant que 1’échantillon du Blida comme le plus riche en principes
actifs et le plus efficace antimicrobien des deux échantillons.

Au vu des résultats prometteurs obtenus, et du potentiel du sujet traité, nos
principales perspectives sont :

U Identification des principales plantes productrice de propolis

O Etude qualitative plus approfondie pour déterminer la composition chimique

O Envisager une meilleure valorisation industrielle de la propolis en Algérie, dans
le domaine pharmaceutique et cosmétique.

O Analyses in vivo pour détecter les effets thérapeutiques des échantillons
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Annexe | : Matériel technique et réactifs.

Appareillage

Verreries et accessoires

Réactifs

- Balance analytique de précision
- Balance électrique

- Bain marie thermostaté

- Bec bunsen

- Dessiccateur

- Etuve

- Four a moufle

- PH métre

- Plaque chauffante

- Plaque agitatrice

- Mortier

- Rota vapeur

- Spectrophotometre UV-visible

- Thermomeétre

- Ballons

- Barreau magnétique
- Becher

- Boites pétri

- Capsules en porcelaine
- Capsules en verre

- Ecouvillons

- Embouts

- Entonnoirs

- Eprouvettes graduées
- Erlenmeyer

- Fioles

- Flacons

- Micropipette

- Papier aluminium

- Papier wattman

- Pince

- Pipettes graduées

- Pipettes Pasteur

- Porte tubes

- Réfrigérants a reflux
- Spatule

- Tubes a essais stériles

- Acide gallique

- Alcool éthylique 70%

- Acide sulfurique

- Carbonate de sodium (10%)
- Eau distillée stérile

- Eau physiologique

- Glucose

- Hydroxyde de sodium
- Méthanol

- Phénol

- Phénolphtaléine

- Quercétine

- Réactif Folin-Ciocalteu
- Saccharose

- Trichlorure d’aluminium (2%)




Annexe Il : Préparation des solutions et réactifs.

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

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

Solution carbonate de sodium (10%0) :10 g de carbonate de sodium + 100 ml d’eau distillée
Solution DPPH : 4 mg de DPPH + 100 ml de méthanol.

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

Solution phénol : 50 g de phénol + 1000 ml d’eau distillée.



Annexe III : Composition, d’un litre, des milieux de cultures utilisés.

Bouillon Nutritive : un milieu liquide utilisé davantage que le milieu gélosé, lors de I’examen

d’échantillons liquides ou lors de cultures d’enrichissement.

Peptone .........coooiiiiiiiii. 10g
Extrait de viande ........................ S5¢g
Chlorure de sodium ..................5 g
Ph=7,2

Gélose Mueller Hinton : un milieu relativement riche, mais qui reste un milieu de base

permettant ainsi la lecture de 1’antibiogramme.

Extrait de viande ...........cccccevveienen, 290
Infusion de viande de beeuf ........ 300ml
Peptone de caséine ..........cc.e....... 1759
Amidon de mais ..................... 1,5¢
Agar ..., 17¢g
Ph=7,4

PePIONe ....ooiiveecieece e 59
Extrait de viande ...........cccccevienennnn. 1lg
Extraitde levure ........................ 2g
Chlorure de sodium ..........c.cccovennee, 59
Agar ... 15¢
Ph=7

Gélose Sabouraud : un milieu classique pour la culture, I’isolement et 1’identification des

levures et des moisissures saprophytes ou pathogénes.

Peptone.........cooviiiiiiii. 10g
Glucose.......coovvvviiiiiiiiiiinn., 209
Agar. ...t 15¢



Annexe IV : Donneées géenérales sur les bactéries testées.

Staphylococcus aureus :

Sont des Cocci a gram positif & coagulase +, forme sphérique, de 0.8 & 1um de diamétre,
regroupés en diplocoques ou en petite amas(grappe).

Ils sont aéro-anaérobies, immobiles, asporulés, souvent acapsulés donnant facilement sur gélose
ordinaire apres 24h des colonies convexes, lisses de 1 a 4 mm.

Capable de produire de nombreux toxines et enzymes extracellulaires ce qui explique que ces
bactéries sont responsables d’un grand nombre d’infections chez I’homme et ’animal (Berche

et al, 1994).

Staphylococcus epidermidis :

Bactérie a coagulase -, de forme sphérique, immobile, gram positif, anaérobies facultatifs. Elle
se retrouve fréquemment sur la peau et les muqueuses des humains et des animaux. De ce fait,
c'est une source majeure de contamination des échantillons dans les laboratoires d'analyse grace
a leur capacité de produire des biofilms qui leur permettent d'adhérer aux surfaces des prothéses
médicales par exemple (Jean et al, 2018).

Pseudomonas aeruginosa :

P. aeruginosa est un bacille a gram négatif, fin, de 1.5 a 3um de long et de 0.5 a 0.8 um de
large, trés mobile a ciliature polaire, aérobie strict, oxydase +. 1l est peu exigeant et donne apres
24h, sur gélose standard, des colonies de 1 a 3 mm, a bord régulier.

Responsable d’infections post-chirurgicales ou d’infections nosocomiales au niveau hospitalier

(Berche et al, 1994).

Klebsiella pneumonie :

Sont des bacilles gram négatif, présents dans la flore fécale de I'nomme et sont souvent
commensales de la peau, des muqueuses et des voies respiratoires, toujours immobiles et tres
souvent encapsulés qui donne un aspect muqueux assez typique.

Apreés 24h d’incubation a 37°C sur milieu simple ou sélectif on obtient des colonies de 3-4 mm,

rondes, muqueuses, bombées et translucides (Berche et al, 1994 ; Flandrois, 1997).

Bacillus subtilis :

Sont des bacilles a Gram positif, mobile, capsulé, ne sont pas considérés comme pathogénes
pour I'Homme mais peuvent contaminer les aliments et provoquer des intoxications (Moszer
et al., 2002).



Enterobacter cloacae :
Bacilles a gram négatif, mobiles, non capsulés (Berche et al, 1994). C’est une bactérie
pathogéne opportuniste responsable en milieu hospitalier d’infections urinaires, infections

pulmonaires, de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses (Lakhal et al, 2010).

Candida albicans :

Sont des levures qui provoquent des infections fongiques (candidoses) essentiellement au
niveau des muqueuses digestives et gynécologiques (Delorme et Robert, 1997 ; Irish et al,
2006).



Souches Type de Maladies causales Sensibilité aux Références
microbiennes paroi antibiotique
Staphylococcus - Intoxications | - Vancomycine (Pendleton
aureus alimentaires - Méticilline etal., 2013)
- Infections localisées | - Béta-lactamines
suppurées
Staphylococcus - Infections cutanées - Pénicilline (Pendleton
epidermidis - Infections nasales - Méticilline etal., 2013)
Gram + | - Infections urinaires
- Intoxication alimentaire | - Vancomycine (Fekete,
Bacillus - Clindamycine 2009)
subtilis - Fluoroquinolones
- Aminosides
e - Carbapénémes
g - Infection de I'xil, de la | - Ticarcilline (De Kievit et
Pseudomonas | & peau, des urines, gastro- | - Gentamicine al., 2001)
aeruginosa intestinales et des | - Ciprofloxacine
poumons - Pipéracilline
- Infections pulmonaires, | - B- lactamases (labadene et
Enterobacter Gram - | cutanées, urinaires et | - Céphalosporinases | al., 2010)
cloacae ophtalmiques plasmidique
- Aminosides
- Fluoroquinolones
Klebsiella - Infections urinaires - Amoxicilline (Struve et
pneumoniae - Infections pulmonaires - Ticarcilline al., 2012)
- Infections intestinales - Pipéracilline
Candida | ¢ | - - Infections, ou | - Echinocandines (Fidel et al.,
albicans candidoses, au niveau des | - Morpholines 1999)

Champignon

muqueuses digestives et
gynécologiques.

- Fluorocytosine




Annexe V : Les courbes d’étalonnage utilisées pour les dosages des polyphénols totaux,

les flavonoides et les sucres.

DO

0,9
0,8

0,7

0,6 Y R? = 0,9888

05 e

0,4

03 | Acide gallique
0,2 (mg/ml)
0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

® DO ceeeeeees Linear (DO)

Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

DO

1,6
14 y =3,2536x + 0,0623

1,2

0,8
0,6

0,4 ® Quercetine

[P I E— o (mg/ml)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

® DO oeeeeees Linear (DO)

Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.



0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

DO

y = 93,809 - 0,1145

Rz =0,9955
9.
Glucose
o (mg/ml)
e
0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
® DO eeeeeees Linear (DO)

Courbe d'étalonnage du glucose pour le dosage de sucres totaux.



Annexe VI : Photographies des expériences réalisées au cours du travail

[ Dosage des polyphénols totaux ] [ Dosage des flavonoides totaux ]

[ Activité antioxydante ] [ Dosage des sucres totaux ]




[ Activité antimicrobienne ]




Annexe VII : Photographies des diamétres des zones d’inhibition de EEP de Blida et
Naama vis-a-vis a différentes concentrations des germes testes.

[ Staphylococcus aureus ]

Solution mére

Solution meére

Solution meére




[ Enterobacter cloacae ]

Solution meére

Solution meére

[ Bacillus subtilus ]

Solution meére




[ Candida albicans ]

Solution meére

Annexe VIII : Photographies des diamétres des zones d’inhibition des savons préparée
vis-a-vis des germes testés.

Savon a lS,av;)n fi Savon au culot
H extral . .
propolis brute Savon neutre sthanolique de de flltl’athn de
broyé propolis

propolis




Annexe IX : Photographies des savons formulés a base de propolis

[ Savon propolis brute

——/

[ Savon EEP ] [ Savon propolis culot ]
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