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Résumé :

Ce travail a pour objectif d’étudier les activités antimicrobiennes et antioxydantes des extraits de propolis
extraites par I’ultrasons provenant de trois régions différentes de Tlemcen, a savoir Sidi Brahim, Beni
Snous et Ain Youcef. L'activite antimicrobienne des extraits a été évaluée par la méthode de diffusion par
disque sur gélose contre deux souches bactériennes Gram (+) et (-), Staphylococcus aureus ATCC 6538
et Escherichia coli ATCC 2592. Les résultats ont montré des effets inhibiteurs significatifs avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 1 mg/ml. L'extrait de Sidi Brahim a montré la plus grande
activité contre E. coli, tandis que I'extrait de Beni Snous a montré la plus grande activité contre S. aureus
et les résultats de la CMB étaient compris entre 1 et 2 mg/ml. Les extraits ont également montré une forte
activité antioxydante, I'EEP3 présentant la plus forte activité de piégeage des radicaux DPPH avec un
pourcentage d'inhibition (P1) de 92,8 %, suivie de EEP2 avec 85.5% et EEP3 avec 80.61%. Les valeurs
ICs0 des extraits étaient comprises entre 0,23 et 0,29 mg/ml, ce qui était inférieur a la valeur 1Csp de I'acide
ascorbique (1,2 mg/ml), ce qui indique que les extraits de propolis ont une capacité antioxydante plus
élevée que le standard utilisé. Dans I'ensemble, les resultats suggeérent que notre propolis posséde des
activités antimicrobiennes et antioxydantes intrinseques significatives qui pourraient étre explorées pour

des applications therapeutiques potentielles.

Mots clés : Propolis, ultrasons, activité antibactérienne, activité antioxydante.




Abstract:

This work investigates the antimicrobial and antioxidant activities of propolis extracts by
ultrasonic waves from three different regions of Tlemcen, namely Sidi Brahim, Beni Snous and
Ain Youcef. The antimicrobial activity of the extracts was evaluated by disk diffusion method
against two bacterial strains, Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Escherichia coli ATCC
2592. The results showed significant inhibitory effects. The microdilution method results
showed that the minimum inhibitory concentration (MIC) is 1 mg/ml. The extract from Sidi
Brahim showed the highest activity against E. coli, while the extract from Beni Snous showed
the highest activity against S. aureus. The MBC results ranged from 1 to 2 mg/ml. The extracts
also showed strong antioxidant activity, with EEP3 exhibiting the highest DPPH radical
scavenging activity with a percentage inhibition (PI) of 92.8, followed with EEP2 85.5 % and
then EEP1 with 80.61%. The ICso values of the extracts ranged from 0.23 to 0.29 mg/ml, which
were lower than the 1Cso value of ascorbic acid (1.2 mg/ml), indicating that the propolis extracts
had higher antioxidant capacity than the standard. Overall, the results suggest that our propolis
has significant intrinsic antimicrobial and antioxidant activities that could be explored for

potential therapeutic applications.

Key words: propolis, ultrasound, antibacterial activity, antioxidant activity.
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Introduction



Extraction par ultrasons de Propolis de la région de Tlemcen, I’étude de son pouvoir antibactérien et antioxydant

Introduction

La résistance aux antibiotiques est apparue comme une menace majeure pour la santé
publique au cours de ce siecle, comme le montrent les données de surveillance mondiale
(WHO, 2014). En effet, avec l'origine ancienne et la présence répandue de divers génes de
résistance (D'COSTA et al.,, 2011 ; FORSBERG et al., 2014), I'évolution moderne de la
résistance a conduit a I'émergence et a la propagation a I'échelle mondiale d'un grand nombre
de bactéries résistantes qui possedent des génotypes et des phénotypes sophistiqués contre les
antibiotiques. Ce phénomene est la conséquence du processus de sélection naturelle des micro-
organismes et de la promotion par les activités humaines au cours des 70 derniéres années de
I'ére des antibiotiques (DAVIES J et DAVIES D, 2010 ; FINLEY et al., 2013). Un grand
nombre de pathogénes deviennent donc résistants aux antibiotiques, aussi bien parmi les germes
Gram (+) que Gram (-). Ainsi, la résistance aux antibiotiques continue d'augmenter alors que le
développement de nouveaux agents antibiotiques ralentit.

Les staphylocoques, en particulier Staphylococcus aureus, font partie des groupes de
bactéries qui ont développé des mécanismes de résistance a de nombreux antibiotiques
couramment utilisés dans les traitements humains et vétérinaires. lls sont responsables d'une
variété de maladies difficiles a traiter, telles que les infections cutanées et oculaires, les
infections d'origine alimentaire, la pneumonie, la méningite, I'endocardite et I'osteomyélite
(GRECKA et al., 2019).

Escherichia coli a également acquis une résistance a un large éventail d'antibiotiques
antibactériens. De plus, elle constitue un réservoir important de genes de résistance qui peuvent
entrainer des échecs thérapeutiques en médecine humaine et animale. Au cours des dernieres
décennies, un nombre croissant de genes de résistance a été identifié dans les souches d'E. coli.
Cette bactérie occupe une position particuliere dans le domaine de la microbiologie, en raison
de sa capacité a causer des infections graves chez les étres humains et les animaux, tout en étant
également un constituant essentiel du microbiote naturel de divers hétes.

En raison de leur potentiel de virulence élevé et de leur présence fréquente dans
I'environnement, il est impératif de rechercher de nouveaux agents ainsi que des systéemes
thérapeutiques efficaces pour lutter contre ces bactéries.

Dans cette optique, les communautés scientifiques se sont engagées au cours des
dernieres décennies dans la recherche de nouveaux agents antimicrobiens rentables et puissants
afin de traiter les infections causées par des souches multirésistantes (ASLAM et al., 2018).

Les produits naturels dérivés des plantes et la chimie de synthése sont deux domaines
majeurs vers lesquels la communauté scientifique s'est tournée dans la recherche du
développement d'agents antimicrobiens puissants pour le traitement et la prévention des
maladies infectieuses (ABREU et al., 2012 ; ANAND et al., 2019).

Les produits de la ruche, en particulier la propolis, constituent un groupe d'agents
antimicrobiens potentiels prometteurs mais encore sous-estimés (SZWEDA et KOT, 2017 ;
SZWEDA, 2017). Il s'agit d'une substance résineuse hautement agglutinante, de composition
chimique complexe, qui est récoltée par les abeilles sur les bourgeons des fleurs et des feuilles.
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Certains de ses ingrédients, principalement des polyphénols et des flavonoides, présentent une
forte activité antimicrobienne (SIMONE-FINSTROM et al., 2010). En raison de son potentiel
antimicrobien, la propolis est devenue I'un des agents les plus courants et les plus importants
utilisés en médecine populaire dans différentes régions du monde pour le traitement des
infections (SILVA-CARVALHO et al., 2015). La propolis est également reconnue comme un
médicament officiel dans les pharmacopées londoniennes depuis le XVlle siécle (SFORCIN
et BANKOVA, 2011).

La propolis a attiré l'attention des scientifiques a la recherche d'un medicament
thérapeutique alternatif contre les maladies infectieuses et les bactéries multirésistantes depuis
les années 1970. L'intérét des chercheurs pour cette substance complexe s'est accru au cours
des dernieres décennies grace a des études plus approfondies de la composition chimique de la
propolis (TORET]I et al., 2013). Plusieurs groupes de chercheurs ont démontré que tous les
types de propolis ont des propriétés antibactériennes. Outre ses propriétés antimicrobiennes, la
propolis présente un large éventail d'activités biologiques, notamment des activités
antioxydantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques, dermatoprotectrices, antiallergiques,
immunomodulatrices et anticancéreuses (PATEL, 2016).

Avant d'étre utilisée dans des analyses ou des traitements, la propolis brute doit subir
une extraction afin de dissoudre et libérer les principes actifs. La préparation des extraits de
propolis est généralement réalisée par macération, cependant, des études ont montré que
I'extraction assistée par ultrasons produisait d'excellents résultats, accélérant considérablement
le processus (TRUSHEVA et al., 2007), et elle a aussi démontré un rendement d'extraction
supérieur par rapport a I'extraction par les méthodes conventionnelles.

Compte tenu de toutes ces considérations, cette étude a été concue pour examiner a la
fois l'activité antibactérienne des extraits éthanoliques de divers échantillons de propolis
collectés dans différentes régions de la Wilaya de Tlemcen contre les deux bactéries
Staphylococcus aureus et Escherichia coli, en utilisant I'extraction assistée par ultrasons, ainsi
que leur activité antioxydante.

Afin de réaliser nos objectifs, cette étude est scindée en deux parties distinctes, chacune
étant décomposée en deux chapitres comme suit :

La premiere partie de ce travail consiste a réaliser une revue bibliographique sur
I'apiculture et la propolis. Elle vise a rassembler les connaissances existantes dans ces domaines
et a fournir un contexte théorique solide pour notre étude.

La deuxiéme partie de cette étude se concentre sur I'aspect experimental, et est divisée
en deux chapitres distincts :

» Le premier chapitre décrit les méthodes et techniques utilisées pour I'extraction,
ainsi que I'évaluation de I'activité antibactérienne et antioxydante.

» Le deuxieme chapitre expose les résultats obtenus lors de nos expériences, ainsi
que les discussions qui en découlent.

Enfin, nous avons couronné notre travail par une simple conclusion.
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Généralités sur ’apiculture et les produits de la ruche

1.1 Introduction :

L'apiculture est une pratique ancestrale qui remonte a I'Antiquité et qui continue d'étre
largement répandue a travers le monde. Elle joue un rdle crucial dans le domaine agricole,
notamment ce qui concerne la pollinisation croisée de nombreuses plantes cultivées qui
dépendent de I'abeille pour leur fécondation (BADREN, 2016).

L’apiculture joue un rdle crucial dans I’agriculture en favorisant la préservation de
I’écosystéme et en stimulant la production agroforestiére via le mécanisme de pollinisation
orchestré par les abeilles (BADREN, 2016).

De nos jours, lI'apiculture se présente comme une méthode de production de miel a la
fois efficiente et prometteuses. C'est une activité agricole qui implique la domestication
d'abeilles melliféres du genre "Apis", Apis Mellifera et Apis Cerana (MUTSAERS et al., 2005)
et (RANDRIAMANANTSOA, 2008).

L'apiculture peut effectivement représenter une alternative extrémement pertinente
visant a diversifier les activités des producteurs locaux de petite envergure. Cette pratique peut
étre mise en ceuvre dans de nombreuses situations a travers le monde, notamment dans la
majorité des régions caractérisées par un climat chaud ou tropical (PATERSON, 2006).

L'apiculture est a la fois un savoir-faire, un art et une passion qui transcende les
générations. Avec I'expérience acquise au fil du temps, les compétences s'affinent. La maitrise
de certaines techniques nécessite souvent l'aide et les conseils d'un apiculteur chevronné
(BETAYENE, 2008).

1.2 Définition de I’apiculture :

Le terme latin "Apis" désigne une abeille, et I'apiculture représente la science et la
pratique de I'élevage des abeilles. Les expressions "apiculture™ et "élevage d'abeilles” sont
souvent utilisees de maniere interchangeable et considérées comme des synonymes
(BRADBEAR, 2010).

L'apiculture est une pratique qui englobe I'élevage des abeilles et I'extraction de leurs
produits. Elle est également considérée comme une discipline scientifique qui étudie en détail
I'nistoire naturelle de ces insectes. L'apiculture comprend donc deux aspects principaux : tout
d'abord, la connaissance approfondie de I'histoire naturelle des abeilles, puis, en second lieu, la
gestion de ces insectes, c'est-a-dire leur élevage proprement dit (HAMET, 1859).

L’apiculture est I’art de cultiver les abeilles dans le but de retirer de cette industrie le
maximum de rendement avec le minimum de dépenses (WARRE, 2005).

Les produits apicoles commercialisés sont le miel, la cire, le pollen, la propolis et la
gelée royale. Cette activité d’appoint contribue au développement de 1’¢élevage et a la protection
de I’environnement (CRAN, 1990).
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1.3 L’histoire de I’apiculture :

L'apiculture est une pratique qui remonte a I'Antiquité. Des illustrations de I'abeille ont
été découvertes dans des tombes Egyptiennes, des églises et des couvents de diverses
confessions religieuses. Selon BECK-BODOG,1935, ANONYME,1970. ROUSSY, 1973 et
ADAM, 1978, une peinture rupestre représentant la récolte du miel a I'époque mésolithique
(20.000 a 5.000 ans avant Jésus-Christ) a eté trouvée dans les grottes de I'Arama en Espagne.
Ces auteurs rapportent également que des dessins montrant la gestion et les travaux apicoles
ont éte trouvés dans le tombeau du pharaon Menes, datant depuis 5.000 ans avant J. C.

Aussi, la pratique de I'apiculture par les premiers hommes consistait a récolter du miel
dans les cavites des arbres, et a construire des ruches utilisant de 1’argile et de la paille.

De nombreux écrits de l'antiquité décrivent la vie des abeilles, notamment ceux de
PLINIUS, dARISTOTE et de VIRGILE. Ainsi que certains ouvrages homériques et bibliques
(ROUSSY, 1973 et WEISS, 1985).

Dans le livre sacré du Coran, lI'animal de I'abeille a été largement discuté en ce qui
concerne son existence au sein de sa communauté. Dans les Versets 68 et 69 de la Sourate n°16
d'Ennahal dans lesquels Dieu dit :

ok 7 & (68) Cishsi Laay adill (hay gl Juadl e o385 o g3 ) &) 235"
uausww;mumu\am Gl i L shah (e 580 SR iy i sEtl ) jaly 0% (e
" (69) G R a3l ATY &

En ce qui concerne la compréhension de la biologie des insectes, une véritable avancée
dans les connaissances n'a été entreprise qu'au milieu du 17éme siécle, avec les travaux de
SWAMMERDAM qui ont permis d'établir le concept de la différenciation sexuelle chez les
abeilles. A cette époque, REAUMUR, mentionné par CADY et ARNOLD en 1997, a jeté les
bases de la biologie de l'abeille. Par ailleurs, les recherches de CHIRACH ont révélé la
possibilité de transformer des larves ordinaires en reines lorsque la mére de la colonie est
disparue.

1.4 Lasituation de ’apiculture dans le monde :

La pratique de I’apiculture varie considérablement en fonction de la région, du pays et
du continent. Cette diversité s’explique par les différences de climat, de flore ainsi que par les
conditions techniques et organisationnelles propres a chaque lieu d’exercice de I’apiculture
(BOUCIF, 2017).

Selon la FAO (Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et lI'agriculture) en
2010, le nombre d'apiculteurs dans le monde était estimé a 6,6 millions. En ce qui concerne le
nombre de ruches, il s'élevait a 92 265 141, et la production mondiale de miel atteignait 18 508
868 tonnes en 2018, selon les données de la FAOSTAT pour cette année.
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En termes de répartition géographique de la production de miel, I'Asie est le principal
producteur avec 42,3% de la production mondiale, suivie par I'Europe avec 23,2% et
I'Amérique avec 21,7%. L'Afrique représente 10,8% de la production totale, tandis que
I'Océanie a la part la plus faible avec seulement 2% de la production de miel, selon les
données de la FAOSTAT en 2021.

Dans le contexte du commerce mondial, les trois principaux pays producteurs de miel
sont la Chine avec une production de 353,467.14 tonnes, suivie de la Turquie avec 83,431.08
tonnes et des Etats-Unis avec 77,994.52 tonnes. L'Argentine occupe également une place
importante avec une production de 76,062.09 tonnes. D'autres pays figurent parmi les
principaux producteurs mondiaux, tels que I'Ukraine, I'URSS (ancienne Union soviétique), le
Canada, le Mexique, I'Inde et I'lran (FAOSTAT, 2021).

1.5 L’Apiculture en Algérie :

L’élevage apicoles en Algérie est une pratique ancestrale qui remonte a une époque
lointaine, dont les origines sont difficilement retracées. Les musulmans, en particulier ceux du
Maghreb, étaient reconnus comme de fervents amateurs de miel. Une grande variété de leurs
patisseries et plats traditionnels étaient préparés avec du miel (SKENDER, 1972).

L’Algérie possede un potentiel apicole considérable. L'abeille algérienne, étroitement
liée a l'abeille noire européenne, est bien adaptée aux différents écosystemes du pays. Elle
bénéficie d'une flore mellifére abondante, a la fois spontanée et cultivée, a l'exception des
régions non cultivées et désertiques. L'apiculture est largement pratiquée dans les régions
montagneuses densément peuplées telles que les Aures, la Kabylie et le Dahra. De plus, elle est
répandue dans les plaines cotieres telles qu'Annaba, la Mitidja, Relizane et Oran, ainsi que dans
les vallées des grands oueds tels que I’oued E1-Kébir, la Soummam, I’Isser, 1’oued EIl Hammam
et la Tafna (GRIESSINGER, 1986).

Comme de nombreux pays dans le monde, notamment dans la région arabe, I'Algérie
est réputée pour étre un consommateur important de miel. Cependant, malgré cette tradition,
I'Algérie n'a pas encore atteint I'autosuffisance en termes de la production apicole (BADREN,
2016).

En Algérie, il existe actuellement 51 539 apiculteurs déclarés et environ 1,6 million de
colonies apicoles réparties dans différentes régions telles que le Nord, les montagnes, les
steppes et les régions du Sud. Le pays produit 13 types de miel : miel d'agrumes, d'eucalyptus,
de romarin, de lavande, de jujubier, d'euphorbe, d'arbousier, de carotte sauvage, de thym,
d'origan, de peganum (harmel), de caroubier, de chardon et un miel de toutes les fleurs du
printemps (AIT YOUNES, 2020).

Parmi les treize wilayas du Nord de I'Algérie, neuf d'entre elles sont reconnues pour
leurs riches possibilités apicoles. Il s'agit d'Alger, Oran, Mostaganem, Chlef, Constantine,
Annaba, Tizi-Ouzou, Tlemcen et Sétif. Dans ces wilayas, les agrumes constituent I'élément
principal de la flore mellifére cultivée (SKENDER, 1972).
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1.6 Présentation de ’abeille :

Le terme « abeille » dérive du mot latin Apis qui signifie « mouche a miel »
(LEHEBEL, 2014). Les abeilles sont des insectes sociaux appartenant a l'ordre des
hyménopteres (ADAM, 2010 ; CLEMENT, 2011). Elles ont fait leur apparition sur Terre il y
a environ 45 millions d'années, bien avant l'arrivée de I'hnomme (ZAHRADNIK, 1984 ;
RUTTNER, 1988). Des fossiles d'abeilles ont méme été découverts dans de I'ambre de la
Baltique, datant de plus de 60 millions d'années, selon des paléontologues cités par WINSTON
en 1993.

Les abeilles les plus connues et les plus utilisées en apiculture appartiennent au genre
Apis, plus précisément a I’espéce Apis Mellifera. Cette espéce englobe plusieurs races
géographiques qui peuplent actuellement 1’Europe, 1’ Afrique, I’ Asie occidentale, I’Amérique
du nord, I’Amérique sud, 1’ Australie et la nouvelle Zélande (SCHMIDT, 2013).

1.7 Répartition géographique de I’abeille d’Apis melliféres en Algérie :

L’apiculture est une pratique courante dans les régions agroécologiques et s’intégre
parfaitement aux les systémes de production arboricole les systemes montagneux, les oasis et
les plaines (ANUPAMA et al., 2003). Et selon les mémes auteures, Le cheptel apicole algérien
est constitué de deux races, Apis Mellifera Intermissa et Apis Mellifira Sahariensis.

1.7.1  Lasous espece Apis Mellifera Intermissa (BUTTEL REEPEN, 1906) :

En 1906, BUTTEL REEPEN a décrit et classée une espéece d’abeille connue sous divers
noms tels que 1’ Abeille tellienne, punique ou encore 1’abeille noire (RUTTNER et al., 1978).
Cette espéce d’abeille, appelée Apis Mellifera Intermissa (figure 01), est présente dans le Nord
de I’ Afrique notamment au Algérie, Tunisie, et Maroc, s’étendant de 1’ Atlantique a la Lybie, et
pouvant également étre trouvée sur les Tles avoisinant les cotes, y compris Malt et probablement
les Canaries.

D’un point de vue morphologique, /’Apis Mellifera Intermissa se distingue par sa grande
taille et sa pigmentation uniformément foncée, avec quelques légeres nuances plus claires sur
les tergites abdominaux et le scutellum. Sa langue mesure en moyenne 6,5 mm de longueur et
sa pilosité est courte (RUTTNER, 1988).

Cette race d’abeille a tendance a essaimer, présente un comportement agressif et utilise
abondamment de la propolis (RUTTNER, 1988). On la retrouve principalement dans le Nord
de I’Afrique notamment en Algérie, Maroc et Tunisie, ainsi que le long de la cote
méditerranéenne (CORNUET et al., 1988 ; GRISSA et al., 1990).

1.7.2  Lasous espece Apis Mellifera Sahariensis (BALDENSPERGER, 1922) : (abeille
jaune) :

Cette espece d’abeille se trouve a la fois dans le sud-ouest algérien et dans les oasis du
sud du Maroc. Les colonies sont relativement peu peuplées, mais les abeilles présentent une
remarquable résistance aux conditions climatiques extrémes, y compris des tempeératures allant
de - 8°a50° (RUTTNER, 1968).
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Cependant, selon RUTTNER et ses collegues (1978), Apis Mellifica Sahariensis
(figure01) est considérée comme une race distincte. Elle n’est présente que dans quelques
poches géographiquement isolées. Néanmoins, cette race se distingue par sa rusticité et sa
capacité a faire face aux fortes variations de tempeératures qui sévissent dans ses zones de
répartition.

De plus, les abeilles de cette race possédent une langue plus longue, ce qui leur permet
d'atteindre les glandes nectariféres situées au fond des fleurs de végétation, telles que les
palmiers dattiers et plusieurs espéces d'arbres fruitiers. Les populations se nourrissent
également de mais et d'orge, tandis que le long des routes et des pistes, on trouve des plantations
d'eucalyptus et de tamarix. Dans les vastes étendues désertiques, on trouve des genéts, des
saxifrages, des plantes de la famille des composées épineuses et des tréfles qui fleurissent a
différentes périodes, assurant ainsi une importante production de miel de tres bonne qualité
(CHEFROUR, 2007).

(A) Apis Mellifera Intermissa (web 01). (B) I’abeille saharienne (CHAHBAR, 2020).

Figure 1 : photos illustrant les deux types d’abeilles existants en Algérie.

1.8 L’importance d’abeille :

L'apiculture, bien que largement pratiquée a petite échelle, demeure souvent méconnue
malgré sa prévalence. Il est fréquent de parcourir des villages sans réellement prendre
conscience des activités apicoles qui s'y déroulent, ces derniéres passant généralement
inapercues et suscitant peu d'intérét (NICOLA, 2011).

1.8.1 Dans la pollinisation :

Afin de souligner I'importance inestimable de I'abeille domestique, il est essentiel de
rappeler que la majorité des plantes a fleurs dépendent partiellement ou totalement de sa
pollinisation. En effet, les abeilles jouent un réle fondamental en tant que pollinisateurs au sein
de I'écosysteme (CELLI et al., 2002).
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1.8.2 ROle biologique :

L’abeille doit parfois visiter plus de mille fleurs afin de remplir son jabot de 70mg de
nectar. En une heure, une butineuse peut visiter entre 600 a 900 fleurs. Au cours de ses multiples
visites de fleurs, l'abeille transporte des grains de pollen, ce qui favorise a la fois |
1’autopollinisation et allopollinisation (TOULLEC, 2008).

Bien que certaines cultures, telles que le mais et le blé, se reproduisent sans
I'intervention d'insectes, d'autres dépendent largement des insectes pollinisateurs pour produire
des graines ou des fruits. Parmi ces cultures, on peut citer le tournesol pour la production d'huile,
les légumineuses comme la luzerne, les arbres fruitiers tels que le pommier, les cultures
potagéres comme la tomate, ainsi que les cultures florales telles que la violette. Il est donc
essentiel de souligner I'importance des abeilles pour I'agriculture et I'alimentation humaine et
animale. Les cultures qui dépendent de la pollinisation par les insectes obtiennent de meilleurs
rendements lorsque des abeilles sont présentes dans les environs (PATERSON, 2008).

1.8.3 ROdle économique :

En effectuant la collecte de nectar et de pollen lors de son butinage, I'abeille joue un role
actif dans le processus de pollinisation des espéces végétales sauvages telles que l'aubépine
(Crataegus Oxyacantha), I'églantier (Rosa Canina) et le sorbier (Sorbus Domestica), ainsi que
des plantes cultivées. Cette activité contribue de maniére significative a la reproduction de ces
plantes, tout en améliorant les rendements des récoltes (TOULLEC, 2008).

1.8.4 ROle d’indicateur biologique :

Les abeilles sont considérées comme des indicateurs biologiques de premier plan en
raison de leur capacité a révéler la dégradation chimique de leur environnement. Cette
révélation se manifeste a travers deux signaux distincts : le taux de mortalité variable ainsi que
les différents niveaux de dommages subis par les abeilles elles-mémes en présence de
substances phytosanitaires couramment utilisées en agriculture. Les traces résiduelles de ces
substances peuvent étre détectées sur le corps des abeilles ou dans les produits de la ruche. De
plus, l'activité des abeilles peut également signaler la présence d'antiparasitaires ou d'autres
agents polluants tels que les métaux lourds et les radionucléides, qui peuvent étre identifiés
grace a des analyses de laboratoire (SABATINI, 2005).

Il est important de noter que lI'importance des abeilles ne se limite pas au seul aspect
économique, mais s'étend également a l'environnement en garantissant la durabilité de
nombreuses espéces végétales sauvages. Par ailleurs, les abeilles présentent un intérét
scientifique en raison de leur aire de répartition étendue et de caractéristiques uniques telles que
I'naplodiploidie et la polyandrie. En tant qu'insecte social, le comportement des abeilles est
complexe, ce qui se reflete dans leurs activités au sein et a I'extérieur de la ruche. En
conséquence, les abeilles constituent I'un des meilleurs modéles d'étude pour comprendre
1I’évolution des insectes (SPOONAMOR et al., 1993)
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1.9  Laruche, ’habitat des abeilles :

D'aprés VON FRISH, 1969, lorsqu'elles sont laisseées a elles-mémes, les abeilles se
réfugient naturellement dans des abris tels que des arbres creux, des toits ou des saillies
rocheuses. Afin de les exploiter a des fins économiques, I'hnomme a commence a installer des
troncs d'arbres, des paniers en osier ou d'autres structures similaires & proximité de ces
emplacements naturels pour attirer les essaims. Progressivement, I'homme a réussi a amenager
des habitats de plus en plus sophistiqués et accueillants pour les abeilles, et ces habitations
construites par I'nomme sont communément appelées des ruches.

Le terme "ruche"” est utilisé pour désigner le refuge fourni par 'hnomme aux abeilles.
Plusieurs ruches installées cote a cote forment un rucher (BIRI, 1981 et BORNES, 1977).

Les ruches sont généralement fabriquées en bois et servent d'habitat aux colonies
d'abeilles. Dans la nature, les abeilles construisent leurs nids dans des cavites formées par des
troncs d'arbres creux ou des fissures. En apiculture moderne, les ruches a cadres mobiles sont
les plus couramment utilisées. Elles permettent a I'apiculteur d'inspecter et de manipuler ses
colonies (AYME, 2014).

1.10 Les produits de la ruche :

Les abeilles se distinguent en tant qu'experts chimistes au sein du régne animal. Leur
réussite est largement attribuée a leur maitrise de la chimie et a I'exploitation de leurs produits
naturels (figure 02) tels que le miel, la cire d'abeille, le venin, la propolis, le pollen et la gelée
royale. Parmi ces produits, la cire d'abeille, le venin et la gelée royale sont synthétisés
chimiquement par les abeilles elles-mémes, tandis que les trois autres sont dérivés de plantes et
subissent des transformations et manipulations par les abeilles pour répondre a leurs besoins
spécifiques. L'utilisation stratégique de ces produits chimiques contribue grandement a
I'étonnant succes des abeilles (SHMIDT, 1997).

Glandes hypophar

8cl€c Ro

pH

Figure 2: les sept produits de la ruche (Roberti, 2011).
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1.10.1 Le miel :

Depuis des temps immémoriaux, I'homme a collecté du miel, qui a longtemps été I'un
des rares produits sucrés disponibles aux c6tés des fruits. Cette rareté en faisait un bien précieux
et trés recherché. Le miel est la principale production apicole (figure 03) et peut &tre consommeé
tel quel ou utilisé comme ingrédient dans des produits dérives (BOURG, 2012). Le miel est
également le premier produit d'apithérapie largement connu. Sa saveur et sa couleur varient en
fonction de la région géographique d'ou il est récolté (FRATELLONE, 2015).

Le miel est la substance naturelle sucrée produite par des abeilles a partir du nectar de
plantes ou a partir de sécrétions provenant de parties vivantes de plante ou a partir d’excrétions
d’insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de plantes, que les abeilles butinent,
transforment en les combinant avec des substances spécifiques qu’elles sécrétent elles-mémes,
déposent, déshydratent, stockent et font mdrir dans des rayons a miel (CODEX STANDARD,
2001).

Figure 3: photo de différents types de miel (original).

1.10.2 Le pollen:

Le terme "pollen” dérive du mot grec "Palé" (figure04), qui signifie farine ou poussiére
pollinigue. Il représente I'élement fécondant male de la fleur, produit par les étamines des fleurs.
Sous forme de minuscules grains de forme ovoide, il est initialement contenu dans les anthéres
a I’extrémité des étamines (KIELISZEK et al., 2018, MARGAOAN et al., 2019).

Le pollen constitue la seule source de protéines pour les colonies d'abeilles et est la base
de leur alimentation. 1l joue un réle important en stimulant l'activité des glandes nourricieres
des abeilles nourrices, qui produisent la gelée royale nécessaire a l'alimentation des larves
(SAURY, 1981). Les abeilles récoltent du pollen tout au long de I’année (PROST, 1987 ;
2005).

Une partie de la récolte de pollen des abeilles est perdue (environ 10%) et tombe dans
I'environnement ou l'apiculteur peut la collecter.
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Dans la ruche, le pollen est stocké dans des alvéoles, de la méme maniére que le miel.
Bien qu'il ne subisse pas de transformations, il est souvent mélangé au miel dans les mémes
alvéoles, formant ainsi ce que I'on appelle le "pain d'abeille” (GOUT et JARDEL, 1998).

Figure 4: des grains de pollen commercialisés dans des bocaux de verre (original).

1.10.3 La cire d’abeille :

La cire d'abeille est une substance de couleur creme utilisée par les abeilles pour
construire les rayons qui structurent leur nid (figure 05). Une cire d'une pureté élevée est
blanche, mais sa teinte jaune est attribuée a la présence de pollen et d'autres substances. La
production de cire est commune a toutes les especes d'abeilles (BRADBEAR et al., 2010).

La cire d'abeille appelée scientifiguement Cera Alba, est une substance jaunatre et
fusible produite par les glandes ciriéres des jeunes ouvrieres. Elle se présente sous forme
d'écailles transparentes mesurant environ 1,5 mm de long sur 1 mm de large. Ces écailles se
forment lorsque les quatre paires de glandes ciriéres situées sous lI'abdomen de I'abeille
s‘ouvrent.

La cire fraiche est de couleur blanche, mais elle prend une teinte brune au fil des mois.
Elle doit étre conservée au sec, et elle se présente sous forme solide a une température de 20°C,
devient cassante en dessous de 18°C et acquiert une texture plastique entre 35 et 40°C (PROST,
2005 ; BOGDANOV, 2006 ; STRAUB, 2007).

La cire joue un role crucial pour les abeilles, car une grande quantité de nectar utilisé
comme nourriture est transformée en matériau pour la construction des rayons. C'est pourquoi
la cire est constamment retirée, malaxée et recyclée a l'intérieur du nid (LEVEN et al., 2005).
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Figure 5: photo de la cire de I'abeille (original).

1.10.4 La gelée royale :

La gelée royale est le produit sécrété par les glandes hypo pharyngiennes et
mandibulaires des ouvrieres agées de 5 a 14 jours. Elle se présente sous forme d'une substance
visqueuse, de couleur blanchatre, avec une odeur phénolique et acide (figure 06) (KHENFER
et FETTAL, 2001). Elle constitue la nourriture de toutes les larves jusqu’au troisieme jour et
de la reine tout au long de sa vie. Sa composition comprend environ 12% de protides, 12%de
glucides, 5%de lipides et 65% d’eau. Elle apporte environ 140 calories aux 100g
(JANSEGERS, 2007).

La gelée royale joue un réle essentiel dans la reproduction, la croissance, I’immunité et
I’organisation sociale des abeilles. Chaque année, Une ruche produit quelques centaines de
grammes de gelée royale, destinée a la consommation des larves et de la reine. Sa production
est stimulée par une alimentation riche en pollen (TOULLEC, 2008).

En effet, grace a sa composition qualitative et quantitative exceptionnelle, la gelée
royale présente des propriétés régénératrices et reconstructrices de la peau, notamment en ce
qui concerne le vieillissement de I'épiderme ainsi que divers problemes esthétiques tels que la
déshydratation, I'exces de sébum et les rides persistantes. Des cures de gelée royale par voie
orale peuvent également étre recommandées pour lutter contre le vieillissement (LEGRAND,
1987 ; DRAIAIA, 2016).

Cependant, il convient de noter que peu de recherches scientifiques ont mis en évidence
les bienfaits de la gelée royale sur la santé humaine. Néanmoins, des expérimentations in vitro
et in vivo ont permis d'observer des effets physiologiques et pharmacologiques de la gelée
royale chez les mammiféres, notamment des activités vasodilatatrices, hypotensives, anti-
hypercholestérolémiques et anti-inflammatoires (FUJII, 1995 ; MATEESCU, 1999).
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Figure 6: jeunes larves de reine flottant dans la gelée royale (web02).

1.10.5 La propolis :

La propolis est une substance présente a I'entrée de la ruche qui joue un role de
protection de la colonie. Elle est considérée comme le médicament de la ruche. La propolis est
produite a partir de résines végétales sécrétées par les bourgeons et I'écorce de certains arbres
tels que le peuplier, le bouleau, l'aulne, le fréne, le saule, I'épicéa, etc. Ces résines végétales
sont elles-mémes destinées a protéger les jeunes cellules des arbres. La composition de la
propolis peut varier en fonction des espéces vegétales visitées par les abeilles. On a identifié
plus de 150 constituants différents qui composent la propolis (BAKIRI, 2018).

La propolis (figure 07), de couleur jaunatre, est utilisée par les abeilles pour colmater
les fissures de la ruche. Elle présente des propriétés antimicrobiennes, fongicides et
antibiotiques remarquables (JANSERGERS, 2007).

Figure 7: photo de la propolis brute conditionnée (original).
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1.10.6 Le venin:

Le venin d'abeille (figure 08) est synthétisé par des glandes situées a la partie postérieure
de I'abdomen des ouvriéres et de la reine. Il s'accumule dans le sac a venin qui est relié a
I'aiguillon piqueur. Les males, quant a eux, ne possédent pas de glandes a venin. Les ouvriéres
utilisent leur aiguillon pour se défendre et protéger la colonie, tandis que la reine n'utilise son
aiguillon que lorsqu'elle est en confrontation avec une autre reine. Le venin est un liquide
transparent qui dégage une odeur prononcée et d’un gott acre (JEAN, 2007).

Le venin d'abeille est considéré comme un produit mineur de la ruche. En effet, il faut
environ 10 000 abeilles pour récolter 1 gramme de venin (BRADBEAR, 2010).

L’industrie pharmaceutique utilise ce venin pour produire des pommades et des
produits a usage interne dans le traitement des rhumatismes (ARMIN, 2010).

Figure 8: le venin d'abeille (web 03).

1.10.7 Le pain d’abeille :

Les abeilles ont développé leur propre méthode naturelle de conservation et
d'assimilation du pollen des fleurs, appelée pain d'abeilles. Cette préparation constitue la
principale source d'alimentation des abeilles en élevage et est également consommeée par les
nourrices qui produisent la gelée royale (BALLOT-FLURIN, 2010).

Le pain d'abeilles (figure 09) est un produit peu connu du grand public et assez rare. Il
est obtenu par le mélange du pollen récolté par les abeilles avec une sécrétion salivaire riche en
enzymes de l'insecte, qui subit ensuite une fermentation dans les alvéoles de la ruche. Cette
préparation permet aux abeilles de stocker et d'utiliser efficacement le pollen comme source de
nutriments. (FOURNIER, 2009).

Chapitre | Généralités sur Papiculture et les produits de la ruche. 16


https://apiscera.com/le-venin-dabeille/

Extraction par ultrasons de Propolis de la région de Tlemcen, I’étude de son pouvoir antibactérien et antioxydant

BRI B \".
Cadre avec du Pain d'abeille

2

(A) (B)

(A) : ceIIuIes avec du pain d'abeille, de couleurs différentes (photo de Helin Loik Tomson)
(B) : morceaux de pain d’abeille (photo de Geshas). (Web 04).

Figure 9:photos illustrant des différents types de pain d’abeille.

1.10.8 Les larves :

En apiculture, le couvain désigne I'ensemble des ceufs, des nymphes et des larves
présents dans la ruche (figurel10), appartenant a différentes castes, notamment les ouvrieres, les
faux bourdons et les reines. Les larves des faux bourdons sont celles qui sont principalement
consommeées (MUTSAERS et al., 2005).

Figure 10: photo de larves d'abeille_(web 05).

Dans certains pays, il est courant de consommer le couvain, soit sous forme de rayons
entiers, soit en ne consommant que les larves et les nymphes. Par exemple, en Afrique, les
larves et les nymphes sont préparées apres avoir été retirées des rayons a l'aide d'un pic.

En Indonésie, des rayons de couvain operculés de I'espéce d'abeilles Apis Cerana, la
plus courante dans le pays, sont disponibles sur le marché. Les enveloppes des nymphes et les
peaux brunes sont accommodées avec des épices locales, ce qui donne a ce plat un godt relevé.
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En Europe de I'Est, les apiculteurs consomment les larves males en raison de leurs
substances a caractere hormonal fortifiant. Ces larves sont également recommandées pour les
troubles liés au vieillissement et les périodes de convalescence. Elles constituent également
une source d'énergie supplémentaire bénéfique aux sportifs, par exemple. En Asie, le couvain
male est également utilisé en apithérapie (MUTSAERS et al., 2005).

1.10.9 Le nectar :

Le nectar est un liquide sucré et parfumé produit par les fleurs des plantes supérieures
(figure 11) (BIRI, 1976). Les abeilles le collectent et le stockent dans leur jabot, une poche
située dans leur abdomen. Le nectar est une importante source de nourriture pour les abeilles,
car il contient des glucides (LINTERMENS et OYENBRUGSTRAAT, 2011).

Figure 11: production de nectar par une fleur de camellia (web 06).

1.10.10 Le miellat :

Le miellat (figurel2) est un liquide sucré produit par diverses especes d'insectes
parasites qui vivent sur les feuilles de nombreuses plantes Selon les recherches de (BIRI, 1999).

Pendant certaines périodes, notamment au début de I'été, la population de ces insectes
peut augmenter rapidement, ce qui entraine I'excrétion abondante de miellat a partir de leur
abdomen. Le miellat peut recouvrir une grande partie de la plante, en particulier les feuilles sur
lesquelles ils se nourrissent, comme I'a noté PHILLIPE en 2007.

Le miel dérivé du miellat présente une couleur sombre et un goQt agréable. Il est
également trés riche en sels minéraux. Contrairement au nectar, les miellats contiennent une
guantité importante d'éléments indigestes pour les abeilles, y compris certains sucres
polyholosides, comme I'a souligné BIRI en 1999.
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Figure 12: photos illustrant a gauche une abeille sur une fleur de ronce butine le nectar secrété
et a droite une abeille sur un épicéa récolte les gouttes poisseuses excrétées par les insectes
piqueurs-suceurs (Photo de Didier Bettens) (web 07).
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Généralités sur la propolis :
1.1 La propolis :

La propolis (figurel3) est une substance résineuse naturelle et collante collectée par les
abeilles ouvrieres (principalement Apis Mellifera) a partir des sécrétions resineuses de
nombreuses plantes : mucus, gommes, résines et gommes, et des bourgeons foliaires de
différentes espéces végétales comme les palmiers, les coniféres, l'aulne, le peuplier., bouleau,
pin et hétre. Ces sécrétions sont mélangeées a sa salive, qui est partiellement hydrolysée par ses
enzymes. Les abeilles utilisent ce composé complexe pour se protéger des autres insectes et
microbes (SANTOS et al., 2019).

Figure 13: propolis brute (Web 08).

1.2 Etymologie et historique :

Le terme « propolis » tire son origine étymologique du grec, se composant de deux
parties : le préfixe « pro » signifiant « devant » ou « a I’entrée de », et le mot « polis » signifiant
« communauté » ou « ville » (ANJUM et al., 2018).

Cette substance résineuse a été utilisée dans la médecine traditionnelle depuis
I’ Antiquité (SUNG et al., 2017). Les Romains, ainsi que d’autres scientifiques tels que
Dioscoride, Galien, Aristote et Pline, ont découvert les propriétés curatives de la propolis. Elle
a été employée efficacement par les médecins pour traiter les blessures durant les batailles et
méme pendant la Seconde Guerre mondiale.

Les anciens Egyptiens utilisaient la propolis pour soigner les blessures, préserver les
corps de la décomposition et momifier les morts. En outre, ses propriétés antibactériennes ont
été reconnues en Europe entre le 17°™ et le 20°™ siécle. En Angleterre, la propolis était
considérée comme le meilleur reméde pour le traitement des blessures au 17°™ siécle (ANJUM
et al., 2018).
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1.3 Origines :

Que les composants de la propolis provenaient de trois sources distinctes (ALMSRGHITAS

etal., 2013).
11.3.1 Végétale :

Les abeilles collectent des exsudats de plantes tandis que les bourgeons de peupliers, de
pins, de bouleaux, de chataigniers et d’érables sécrétent des résines, qui sont des substances
lipophiles. De plus, les plaies végétales peuvent produire des résines ou des gommes végétales.

11.3.2 Animale :

La cire et la salive, Substances sécrétées par les abeilles.

11.3.3 Mixte:

Les matiéres supplémentaires qui sont présentes dans la propolis sont introduites
pendant sa production, et elles comprennent le pollen, le nectar ou le miel. En se basant sur la
flore algérienne, on peut conclure que notre propolis provient principalement du pin (Pinus sp),
qui est présent dans les régions semi-arides. D'autres sources de propolis dans le nord-est du
pays incluent le chéne (Quercus suber et Quercus canariensis), le chataignier, le cypres, le
peuplier et le casuarina (DEBAB et al., 2016).

Le tableau suivant présente plusieurs types de propolis, en mettant en évidence les types

les plus couramment rencontreés.

Tableau 1:les types de propolis les plus répondus (CARDINAULT et al., 2012).

Type de propolis

Origine géographique

Origine botanique

Peuplier Ambrée a Europe,

Amérique du

Populus spp et principalement

Brune Nord, non P niara L
tropicales D’Asie, grat.
Nouvelle-Zélande
Verte de Brésil Zone tropicale de Brésil Baccharis.Spp principalement

Dracunulifolia DC

Bouleau

Nord de la Russie

Betula verrucosa

Propolis rouge

Cuba, Venezuela

Clusia rosea

Propolis rouge

Cuba, Brésil, Mexique

Dalbergia Ecastophyllum

Meéditerranéenne Sicile,

Turque

Malte,

Famille des Cupressacea

Pacifique

Zone pacifique (Taiwan

Okinawa, Indonésie)

Macarangat Anarius Okinawa,

Indonésie
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I1.4 Description de la propolis :

La propolis (figure 14) est une matiere résineuse que les abeilles (Apis Mellifera L.)
récoltent sur les arbres et les plantes. Le matériau que les abeilles peuvent utiliser pour fabriquer
la propolis est produit par divers processus botaniques dans différentes parties de la plante. Le
matériel collecté est partiellement digéré par les abeilles qui 1’ajoutent a la cire d’abeille pour
former le produit final (propolis brute ou propolisinnatura).

Cette propolis brute est dure et cireuse a froid, mais douce et collante a chaud. Le
matériau a une agréable odeur aromatique (DE GROOT, 2013).

I existe plusieurs types de propolis selon 1I’écosysteme de 1’abeille. On trouve des
propolis allant du jaune ambré au brun foncé, avec des variétés décrites comme vertes ou rouges
(CARDINAULT etal., 2012).

Figure 14: aspect de la propolis_(web 09).

1.5 Propriétés physico-chimiques de la propolis :
11.5.1 Caractéristiques organoleptiques :
e Couleur : elle varie considérablement en fonction de son origine botanique et
géographique, allant du brun jaune, brun vert au brun rouge et méme au rouge fonce.
e Odeur : la propolis degage une odeur distincte et agréable de résine.
e Gout : la propolis a une saveur ameére et piquante selon (TOZI, 2006).

11.5.2 Caracteristiques physiques :

% Consistance : La variable en question présente différentes propriétés selon la
température. A une température de 15°C, elle se manifeste sous forme d'une
substance dure et friable. A 30°C, elle devient molle, tandis qu'au-dela de cette
température, elle acquiert une texture gluante et collante.
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En moyenne, elle fond aux alentours de 60 a 70°C, bien que son point de fusion
puisse atteindre jusqu'a 100°C, comme rapporté par (LAVIE, 1975 ; KRELL,
1996).

Solubilité : La propolis présente une faible solubilité dans I'eau, mais elle est
partiellement soluble dans des solvants tels que l'alcool, l'acétone, I'éther, le
chloroforme et le benzene. Cependant, il est nécessaire d'utiliser un mélange
approprié de différents solvants pour dissoudre la quasi-totalité de ses composants
(LAVIE., 1975).

Densité : en moyenne, elle se situe autour de 1,2 (TOZI et al., 2006).

Chauffée doucement au bain-marie : elle présente une division nette en deux

parties distinctes :

v Une partie visqueuse qui s'écoule vers le bas.

v Une autre partie liquide (cire de propolis) qui flotte a la surface et est largement
utilisée dans le domaine de l'apiculture (LAVIE, 1975).

11.5.3 Compositions chimiques :

Il est extrémement difficile de réaliser une analyse quantitative de la propolis en raison de
sa grande diversité. Cependant, d’aprés (JEAN, 2015) sa composition peut étre résumée comme

suit :

= 50 a55% de résines et de baumes, dont des métabolites secondaires.
= 25a35% de cire.

= 10% des huiles essentielles.

= 5% de pollen.

» 5% de matiéres diverses organiques et minérales. (Figure 15).

PROPOLIS

huiles
essentielles

résines et
baumes

Figure 15: composition de la propolis (originale).
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Il a été déterminé par des analyses chimiques que la propolis renferme plus de 300
constituants, parmi lesquels se trouvent des composes phénoliques, notamment des flavonoides
en tant que composants principaux (YALFANI et al., 2013),

La propolis contient également des polysaccharides manégeés, des terpénes, des acides
aromatiques et des aldéhydes (ROMANO et al., 2003).

En plus de ces composés, la propolis contient également des micro et macroéléments.
Environ 30 éléments ont été identifiés dans la propolis, tels que le calcium, le magnésium, le
zinc, le cuivre, le silicium, le fer, et I'aluminium en plus grande quantité. On y trouve également
des vitamines du groupe B, ainsi que les vitamines C, D et E, ainsi que la provitamine A
(GORECKA et al., 2013).

La combinaison de ces substances, qui produit probablement un effet synergique, est
essentielle pour son activité biologique (YALFANI et al., 2013).

1.6 La récolte de la propolis

La propolis est d'abord récoltée par les abeilles avant d'étre collectée par I'homme.

11.6.1 Par les abeilles :

La récolte de la propolis (figuurel6) est effectuée par un nombre limité d’abeilles
ouvriéres butineuses (donc en fin de vie). Ces ouvrieres sont certainement tres douées pour cette
activité, car elles ne semblent guére effectuer d’autres travaux (comme la collecte de nectar) au
sein de la colonie méme lorsque le besoin s’en fait sentir. Leur travail se limite a colmater
I’intérieur de la ruche (DONADIEU, 1981).

Figure 16: récolte de propolis par I'abeille (web10).
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11.6.2 Procédés de la récolte :

Cette récolte a été réalisée de la maniére suivante :

La butineuse utilise d’abord ses antennes pour repérer la partie la plus intéressante de la
source, puis 1’attaque avec ses machoires, qui détachent alors les particules captées ; elle empile
le pollen dans I’'un des paniers avec ses pattes postérieures (paire 3), 1’autre les pattes
accumulent progressivement une boule (généralement plus petite que la boule de pollen) qu’elle
va ramener a la ruche ; en rentrant dans la ruche, la récolte est déchargée par d’autres abeilles
ouvriéres au niveau du trou d’envol ou plus souvent la ou la substance est utilisée, ce qui est
une opération assez longue qui peut durer de une a plusieurs heures (DONADIEU, 1981 ;
DEBUYSER, 1984).

11.6.3 Conditions de la récolte :

La réussite de cette récolte repose sur plusieurs éléments, parmi lesquels on peut
mentionner ;(DONADIEU, 1981 ; DEBUYSER, 1984)

> Facteurs saisonniers :

Selon les circonstances, la récolte a lieu en début de saison, ¢’est-a-dire au printemps, mais
le plus souvent et principalement a la fin de la miellée ou a I’approche de 1I’automne, lorsque la
colonie commence a se préparer a I’hivernage ;

» Facteurs géographiques :

L’étude a révélé que les ruches situées dans les zones forestieres récoltent plus que les
ruches situées dans les plaines ;

» Facteurs climatiques (température) :

Les abeilles qui «récoltent » la propolis le font généralement par temps chaud (les
températures sont généralement supérieures a 20°C) et au moment ou elles sont le plus exposées
a la chaleur (¢’est-a-dire entre 10h et 15h30) activité moyenne), ¢’est que la substance collectée
est trop dure pour étre utilisée en dehors de ces horaires ;

11.6.4 Par P’apiculteur :

% Larécolte par raclage : (figurel?7)

La récolte de propolis peut étre réalisée en raclant et en grattant les cadres ou les parois
de la ruche. Il est préférable de le faire lorsque la température est assez basse, car la propolis
est alors dure et friable, ce qui facilite son détachement.

Cependant, cette méthode simple ne garantit pas la qualité du produit récolté, car son
age est indéterminé et il peut contenir des contaminants provenant des traitements utilisés dans
la ruche. De plus, il peut y avoir des impuretés telles que des particules de bois ou des abeilles.
Une méthode de récolte systématique consiste a prélever la propolis sur la téte des cadres, ce
qui permet d’obtenir un produit frais (BRUNEAU, 2012).
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Figure 17: récolte par raclage (web 11).

« Utilisation de grille a propolis : (figurel8)

Les cadres peuvent étre équipés de grilles spéciales qui se fixent directement sur leur téte,
sans nécessiter d’isolant supplémentaire. Ces grilles, fabriquées en bois, en plastique souple
moulé ou en métal inoxydable, sont congues pour faciliter la récolte ponctuelle des ruches
pendant les périodes de forte production, sans perturber les opérations de traitement
habituelles.

Figure 18 : grille a propolis (web 12).

La grille en bois facilite le grattage immédiat des barreaux. Les autres grilles doivent
étre placées au froid, en les surgelant. En torsion de la grille, la propolis durcie se détachera
facilement. Il est préférable de travailler dans une piéce froide car les grilles s’adaptent
rapidement & la température ambiante.

Idéalement, la récolte devrait avoir lieu aprés la récolte estivale et avant ou apres le
traitement d’été, en fonction du produit utilisé ou de la technique biotechnique employée contre
le varroa. La quantité récoltée par ruche peut varier considérablement en fonction des abeilles
et de I’environnement. En général, elle se situe entre 100 et 300 grammes de produit brut par
an et par ruche.
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Certaines techniques intensives, axées principalement sur 1’augmentation de la
ventilation des ruches, permettent aux apiculteurs d’atteindre jusqu’a 800 ruches par an avec
des abeilles productives (BRUNEAU, 2012).

11.7 La conservation de la propolis :

La propolis peut étre facilement conservée dans de bonnes conditions, sans nécessiter
de contraintes spéciales pour la plupart de ses présentations. Cependant, il est recommandé de
la stocker dans des récipients opaques, bien fermés et a 1’abri de la chaleur, notamment pour les
formes qui nécessitent des conditions strictes de conservation a long terme
(DONADIEU,1981).

Des expériences ont montré que le stockage prolongé de la propolis n’affecte pas sa
composition chimique ni son activité antibactérienne. 1l est suggéré d’utiliser de la propolis
fraiche pour obtenir les meilleurs effets et résultats possibles (DONADIEU, 1981).

Par ailleurs, il convient de noter que la lyophilisation de la propolis, qui consiste a la
dessécher par congélation a basse température suivie d’une sublimation sous vide, permet
d’obtenir une poudre poreuse qui se conserve indéfiniment sous vide et se dissout
instantanément dans 1’eau. Ce procédé¢ de conservation maintient également son action
antibiotique, ce qui en fait une méthode intéressante a considérer pour une utilisation a plus
grande échelle dans un avenir proche (DONADIEU, 1981).

1.8 Extraction et purification :

Les biologistes slovénes ont développé un procédé de purification par ultrasons breveté

qui permet d’obtenir un mout de propolis extrémement pur tout en préservant ses vertus
originales, aprés de longues années de recherche (BOZCUK et LMEZ, 2003).

Ce procéde¢ permet d’extraire entre 70% et 80% des substances actives de la propolis,
tandis que la méthode traditionnelle d’extraction a 1’alcool n’en retire que 30% a 40%
(BROUDISCOU et al., 1997).

1.9 Role de la propolis dans la ruche :

Une fois récoltée des plantes dont elle est issue et ramenée a la ruche, la propolis est
utilisée par les abeilles de différentes maniéres :

Elle sert de ciment pour colmater les fissures de leurs habitats, réduisant ainsi les
ouvertures de vol afin de mieux controler le passage des intrus et de se protéger du froid
(KOLANKAY, 2002).

La propolis agit également comme un isolant thermique idéal (JEAN et al., 2005).

Les abeilles utilisent la propolis comme traitement antiseptique pour les cellules de cire

avant la ponte de la reine, en 1’appliquant en fine couche pour favoriser le développement
harmonieux de I’ccuf (BURDOCK ., 1998 en YACINE., 2014 ; KOLANKAY et al., 2002).

En recouvrant I’intérieur de leur habitat d’une fine pellicule de propolis, les abeilles se
protégent des maladies, ce qui contribue a leur lutte biologique (JEAN et al., 2005).
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La propolis est également utilisée pour embaumer les corps des prédateurs gourmands
de miel (comme le Sphinx a téte de mort et les petits rongeurs) qui sont tués par les abeilles et
dont elles ne peuvent pas évacuer en raison de leur poids (JASPRICA, 2007). Cette pratique
évite la contamination des abeilles par des maladies provenant de ces prédateurs.

11.10 Utilisation de la propolis :
11.10.1 Par Pabeille :

Les abeilles utilisent la propolis dans la ruche a plusieurs fins, telles que boucher les
trous pour empécher les courants d’air indésirables, lisser les parois intérieures,
imperméabiliser les parois pour éviter I’exces d’humidité et protéger I’entrée contre les intrus.
La propolis joue un rdle crucial en tant qu’arme chimique pour combattre les parasites et les
pathogénes.

Des études ont méme révélé que la propolis peut avoir un réle plus subtil dans les
mécanismes d’immunité de la colonie, ce qui pourrait étre considéré comme une forme
d’automédication pour la colonie. Une particularité de 1’utilisation de la propolis par les abeilles
est son utilisation pour momifier les cadavres de leurs ennemis. En recouvrant les cadavres avec
cette substance, les abeilles empéchent leur décomposition et évitent ainsi le développement
éventuel de microorganismes. De plus, la propolis contribue au maintien du microclimat et a
I’isolation thermique de la ruche (PIERRE et YEVES, 2005).

11.10.2 Par ’homme :

La propolis, un produit naturel produit par les abeilles, est largement utilisée par les
humains en raison de ses propriétés antiseptiques et antibiotiques. Elle trouve une utilisation
variée dans différents domaines :

¢ Utilisation en cosmétique :

La propolis et ses extraits ont trouvé une utilisation étendue dans les domaines de la
dermatologie et de la cosmétique, comme mentionné dans I'étude de (DEHMOUCHE et al.,
1988).

Des chercheurs ont réalisé de nombreuses études sur les effets de la propolis sur la
régénération et la rénovation des tissus. Grace a ses propriétés bactéricides et fongicides, la
propolis présente de nombreux avantages dans diverses applications, comme souligné par
(KRELL, 1996).

« Utilisation en médecine :

La propolis est couramment utilisée en médecine traditionnelle et en apithérapie pour
ses propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, anti-inflammatoires, antiulcéreuses,
hépato protectrices et antitumorales.
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La propolis est employée pour traiter différentes affections, notamment :

*
L X4

Les troubles cardio-vasculaires ;

Les infections variées des voies respiratoires ;
Les soins dentaires ;

Les ulceres ;

Les infections des muqueuses et des lésions ;
Le cancer.

X/
L %4

X/
L %4

X/
L %4

X/
L %4

*
L X4

La propolis est également utilisée pour renforcer et stimuler le systeme immunitaire (KRELL,
1996).

+ Utilisation en technologie alimentaire :

Bien que certains composants de la propolis puissent étre néfastes pour la santé humaine,
(KRELL, 1996).

Ses activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques en font un ingrédient prisé
dans le domaine de la technologie alimentaire, généralement bénéfique pour la santé. Elle peut
étre utilisée comme conservateur dans les emballages alimentaires et pour prolonger la durée
de conservation des poissons lors de la congélation (DONADIEU, 1981).

11.11 Propriétés thérapeutiques :

Un grand nombre de recherches études centrées sur les propriétés pharmacologiques et
biologiques présents par propolis, la littérature scientifique a rapporté et confirmé bon nombre
d’activités santé de la propolis. (CARDINALAT et al., 2012).

11.11.1 Activité antibactérienne :

Des chercheurs ont examiné I’effet antibactérien de la propolis et de ses extraits sur les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Leurs résultats ont montré que la propolis possédait
une activité antibactérienne efficace contre un large éventail de souches & Gram positif, mais
son effet était limité voire inexistant contre les souches a Gram négatif. Les bactéries telles que
Staphylococcus, Streptococcus, Bacilles, Salmonella et Escherichia coli étaient parmi celles
inhibées par la propolis, selon une étude menée par (CARDINALAT et al., 2012).

11.11.2 Activité antivirale :

La présence des flavonoides dans la propolis confére a cette substance des propriétés
antivirales efficaces contre différents virus tels que le poliovirus, les virus de type Herpes (grace
aux esters de 1’acide caféique) et 1’adénovirus. De plus, la propolis présente une certaine
efficacité contre la grippe, I’hépatite B et la zona. Méme les propolis contenant peu de
flavonoides manifestent une action antivirale, qui peut étre expliquée par la présence d’autres
composants actifs tels que les sesquiterpénes et les naphtogquinones, qui sont presents dans les
essences vegétales (CARDINALAT et al., 2012).
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11.11.3 Activité antifongique :

La propolis démontre une action antifongique envers les microorganismes du genre
Candida, ainsi que les champignons Aspergillus et Microsporum, en plus d'étre efficace contre
les levures (CARDINALAT et al., 2012).

11.11.4 Activité anti-inflammatoire :

La propolis présente un effet anti-inflammatoire similaire a celui de I’aspirine, qui varie
en fonction de la dose administrée. Les extraits aqueux de propolis semblent donner de
meilleurs résultats. Ce sont les flavonoides présents dans la propolis qui sont responsables de
cet effet, car ils inhibent la synthése de NO et de PG, qui sont des inducteurs d’inflammation,
et réduisent la production de cytokines inflammatoires par les monocytes/macrophages. Des
études ont démontré que la propolis était bénéfique dans le traitement des trachéites et des
pharyngites associées a une intubation prolongée lors d’une intervention chirurgicale. De plus,
les composés terpéniques présents dans la propolis contribueraient également a son action anti-
inflammatoire (GHARBI, 2011).

11.11.5 Activité anticancéreuse :

La propolis et ses composants phénoliques possédent des propriétés anticancéreuses et
chimio-préventives. Ces effets sont attribués a leur mécanisme d’action multiple, qui influence
les voies apoptotiques au sein des cellules cancéreuses. Les extraits de propolis ainsi que les
polyphénols isolés de la propolis ont montré leur capacité a rendre les cellules cancéreuses plus
sensibles a I’apoptose induite par TRAIL (SZLISZKA et al., 2013).

11.11.6 Activité antioxydant :

Selon les connaissances scientifiques actuelles, les antioxydants ont la capacité de
prévenir de nombreuses maladies telles que la dyslipidémie, I’hypercholestérolémie, le diabéte
et méme le cancer. Des études in vitro ont démontré que la propolis posséde un fort pouvoir
antioxydant. Cette diminution du stress oxydant est attribuée a la présence de polyphénols, de
flavonoides, d’acide caféique et d’artepilline C dans la propolis. L’activité antioxydante de la
propolis est estimée a environ 70% de celle de la vitamine C (JEAN, 2015).

11.12 Effets biologiques associés a la propolis :

s Effet anticancéreux et cytotoxique de la propolis :

Dans une étude réalisée par ORSOLIC en 2010, il a été démontré que la propolis
présente une activité chimio-préventive dans des modéles animaux et des cultures cellulaires.
Cette activité est observée par plusieurs mécanismes, tels que 1’inhibition de la synthése d’ADN
dans les cellules tumorales, I’induction de la mort cellulaire des cellules tumorales, ainsi que
I’activation des macrophages par la production de facteurs capables de réguler la fonction des
cellules B, T et NK.
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En outre, SFORCIN en 2007 avait déja signalé une augmentation de I’activité lytique
des cellules NK contre les cellules tumorales grace a une augmentation de la production
d’anticorps.

Des études in vitro et in vivo ont également démontré que I’apigenine, le kaempferol et
la quercétine ont considérablement augmenté 1’apoptose en modulant I’expression et en
renforgant 1’activité apoptotique du ligand induisant 1’apoptose associée au facteur de nécrose
tumorale (TRAIL) contre les cellules cancéreuses résistantes a la cytotoxicité médiée par ce
dernier. De plus, il a été constaté que la propolis affecte a la fois les voies apoptotiques
intrinséque et extrinséque et régule I’activité du facteur de transcription NF-KB (SZLISZKA
et al., 2009 ; SZLISZKA et al., 2011).

«» Effet anti-inflammatoire :

Plusieurs mécanismes ont été avancés pour expliquer I’effet anti-inflammatoire de la
propolis, qui est I’'un de ses effets médicinaux importants. Ces mécanismes comprennent
I’inhibition de I’activation de certaines molécules du systéme immunitaire, I’inhibition de
certaines enzymes impliquées dans la voie métabolique de I’inflammation, telle que la synthése
de NO et de prostaglandines. En bloquant I’action de la prostaglandine synthétase, la propolis
empéche la synthése des prostaglandines, qui sont les composants responsables de la réaction
inflammatoire. De plus, les flavonoides présents dans la propolis inhibent également la
production de cytokines inflammatoires. L’effet anti-inflammatoire de la propolis est donc
attribué a ces mécanismes, qui sont similaires a ceux de 1’aspirine.

SONG et al en 2002 Ont indiqué que I’EEP inhibait non seulement 1’activité catalytique
du NO mais aussi I’expression de son géne au niveau de la transcription par la suppression de
I’activation de NF-xB (nuclear factor-kappa B). Il stimule 1’activité chimiotactique des
neutrophiles a différentes concentrations (SAMPIETRO et al., 2016).

Le CAPE s’est révélé étre le plus puissant modulateur du métabolisme de 1’acide
arachidonique a la base de la synthese des leucotrienes et des prostaglandines pro-
inflammatoires (CHUNG et al., 2004).

11.12.1 Autres effets :

®,

% Effet hépato protecteur :

Plusieurs études ont démontré que la propolis a un effet protecteur contre la toxicité des
médicaments anticancéreux (LAHOUEL et al., 2004). De plus, la propolis présente un effet
bénéfique sur le foie en protégeant contre la toxicité du paracétamol (SEO et al., 2003), du
CCl4 (EL-KHATIB et al., 2002) et de I’alcool (LIN et al., 1999). Ces effets sont en rapport
avec les propriétés antioxydantes de cette substance.

«» Effet cardiovasculaire :

La propolis a des propriétés qui peuvent aider a réduire la pression sanguine et
provoquer un effet calmant en régulant le taux de glucose dans le sang. Les dihydroflavonoides
présents dans la propolis renforcent les petits vaisseaux sanguins. De plus, elle posséde une
activité qui aide a réduire les niveaux de lipides dans le sang (KEDZIA et al., 1986).
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% Effet digestif :

Elle posséde des propriétés inhibitrices sur les spasmes des voies digestives. De plus,
elle protége 1’estomac contre les 1ésions causées par 1’éthanol. L’extrait de propolis agirait en
inhibant I’enzyme lipoxygénase, ce qui protege la muqueuse gastrique contre le stress oxydatif.

La propolis peut également étre utilisée chez les personnes exposées a des radiations
ionisantes ou souffrant d’hyperacidité gastrique. Dans ces cas, elle agit en réduisant la sécrétion
acide de I’estomac grace a des composés tels que la lutéoléine, 1’apigenine, la chrysine et
Dartepilline C, qui exerce une action directe sur Helicobacter pylori (BLANC MICKAEL,
2010).

% Effet anesthésique :

Selon (BURDOCK, 1998), les huiles volatiles présentes dans la propolis lui conferent
des propriétés anesthésiques puissantes. Des études ont révélé que cette résine est 52 fois plus
puissante que la cocaine dans les tests effectués sur les cornées de lapin (GHISALBERTI,
1979).

« Effet cicatrisante :

Selon (GHISALBERTI, 1979), la propolis a la capacité de stimuler le métabolisme
cellulaire, d'améliorer la circulation sanguine et de favoriser la formation du collagene.

De plus, d’aprés (BURDOCK, 1998), elle accélere considérablement la réparation de
I'épiderme endommagé en favorisant la régénération tissulaire.

% Effet sur la glycémie :

Selon une étude, il a été confirmé que la propolis pourrait avoir un effet hypoglycémiant
chez les patients atteints de diabéte de type 2, tout en contribuant a réduire le risque de syndrome
métabolique (LANCETTE, 1998).

De plus, la propolis stimulerait 1’activité cellulaire, favorisant ainsi la régénération des
tissus et la réparation des cellules endommagées du pancréas (CHEM, 1998).

«» Effet sur le bien-étre de la bouche :

Selon des études réalisées en laboratoire, il a été constaté que la propolis présente une
efficacité contre différents pathogénes pouvant causer des infections dans la bouche tels que les
bactéries et les champignons (BRUSCHI et al., 2006).

Etant donné que les propriétés antiseptiques de la propolis sont bien établies, on peut
trouver des dentifrices et des rince-bouches qui 1’utilisent comme agent anti-carie (PARK et
al., 1998).

% Effet sur le soins dermatologique et I’hygiéne de la peau :

Selon une étude menée par (LE JEUNE et al., 1998), la propolis et ses extraits ont été
abondamment employés dans le domaine de la dermatologie et de la cosmétique.
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Matériel et méthodes :

I11.1 Lieu de travail et ’objectif de I’étude :

Le présent travail a été effectué au niveau du laboratoire de post graduation de
microbiologie a I’Université Abou bekr belkaid de Tlemcen (UABT).

Cette étude consiste a 1’évaluation de D’activité antibactérienne et antioxydante
d’extraits issus de différents échantillons de propolis collectés dans diverses régions de la
wilaya de Tlemcen.

111.2 Matériel :

111.2.1 Origine et nature de la propolis :

Trois échantillons de propolis brutes produites par la race d’abeilles Apis Mellifera
Intermissa ont été collectés dans différentes régions de la wilaya de Tlemcen (tableau 2),
caractérisés par une couleur brune et une odeur parfumee. Les échantillons de propolis ont été
stockés a I’abri de la lumiére au congélateur et & -18° C jusqu’a leur utilisation.

Tableau 2: origine géographique et période de collection des échantillons de propolis

(Original).
Index des | Régions | Calendrier | Année | Photographie de I’échantillon
échantillons de
de propolis collection
Ain
P1 Youcef | Octobre 2019
P2 Beni Janvier 2019
Snous
Sidi
P3 Brahim | Février 2023
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111.2.2 Les souches pathogenes utilisées :

Nous avons choisi d’évaluer nos extraits de propolis sur des bactéries Gram (-) et Gram
(+). Les microorganismes ciblés sont : Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli
ATCC 25922.

Les souches que nous avons utilisées dans notre étude sont répertoriées dans la
collection de cultures de type américain (ATCC : American Type Culture Collection). Elles ont
été sélectionnées en raison de leur haut niveau de contaminations élevées et leurs
pathogénicites.

Le tableau n°03 présente les informations suivantes pour chaque souche : le milieu de
culture utilisé, la température de croissance recommandée et le temps d'incubation nécessaire

Tableau 3: les souches utilisées dans les différents tests d'activité antibactérienne (original).

Souches Gram Référence Milieu de Température de
culture croissance
Laboratoire de BHI (ref.
Staphylococcus recherche 804251,
aureus ATCC Positif LAMAABE, Laboratoire 37°C
6538 Tlemcen Conda S.A,
Madrid, Spain)
BHI (ref.
Escherichia coli Négatif Laboratoire 804251,
ATCC 25922 LVR Laboratoire 37°C
Conda S.A,

Madrid, Spain)

111.3 Méthodes :
111.3.1 Préparation des échantillons de propolis :

111.3.1.1 Epuration :

Cette étape consiste a trier et débarrasser les impuretés visibles telles que les tiges de
bois, ailes et corps d’abeille, petits vers blancs secs, etc.

111.3.1.2 Broyage :
La seconde étape a consisté a découper les échantillons de la propolis brute en petit

morceaux, et a les broyer jusqu’a obtention d’une poudre grossiére dans le but d’augmenter la
surface de contact avec le solvant d’extraction.
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111.3.2 Extraction de propolis :

Quelle que soit son origine, la propolis brute n'est pas adaptée a une utilisation directe
dans la technologie alimentaire, I'industrie pharmaceutique ou cosmétique en raison de sa faible
solubilité dans I'eau et de sa forte teneur en impuretés. Les échantillons de propolis contenaient
des contaminants solides (principalement des cires, de la résine et des substances dangereuses,
de l'asphalte provenant des routes), une odeur végétale typique et un parfum trés distinctif et
intense qu'il est nécessaire d'éliminer (KRUPP et al., 2019). La propolis doit donc étre purifiée
avant d'étre consommeée par voie orale ou d'étre utilisée dans d'autres applications (HAMZAH
et LEO, 2018). L'extraction de la propolis a I'aide de solvants organiques est necessaire pour
extraire ses composants bioactifs. Le processus est censé éliminer les matieres inertes tout en
préservant les fractions polyphénoliques (POBIEGA et al., 2019).

111.3.2.1 Extraction par ultrasons :

L’extraction c’est la transformation de la matiére premiére en un extrait, il sert a extraire
le maximum de molécules chimiques contenant dans les échantillons de la propolis, en utilisant
des solvants organiques qui accélérent et augmente le rendement d’extraction. Notre méthode
d’extraction est I’extraction par ultrasons.

Les ultrasons, d'une fréquence de 20 a 100 kHz, permettent une extraction reproductible
en peu de temps. Cette technique est facile a mettre en ceuvre, consomme peu de solvant et
d'énergie, et peut étre réalisée a pression atmosphérique et a température ambiante. L'extraction
par ultrasons est réalisée a l'aide d'un appareil appelé sonicateur ou dans un bain a ultrasons,
qui convertit I'énergie électrique en vibrations mécaniques longitudinales le long d'un récipient.
Ces vibrations permettent de détruire les cellules biologiques en suspension, facilitant ainsi
I'extraction des composés bioactifs (SORIA et VILLAMIEL, 2010 ; VIEIRA et al., 2013 ;
PROMMAJAK etal., 2014).

Dans les laboratoires, le bac et la sonde a ultrasons sont deux types d'éguipements
largement utilisés. Lorsqu'un liquide est traversé par des ultrasons, les molécules oscillent,
créant ainsi des régions de compression et de raréfaction (dépression). Cette variation de
pression entraine la formation de bulles, et leur implosion répétée, appelée cavitation
(DOLATOWSKI et al., 2007). Génére des jets de liquide capables de percer les parois
végétales. Ce processus permet la libération des molécules dans le milieu liquide (YA-QIN et
al., 2008 ; CHUNG et al., 2010 ; MICHEL, 2011).

111.3.2.2 Protocole d’extraction :

Différents solvants, tels que I'éthanol, I'eau, le méthanol, I'acétate d'éthyle et d'autres,
ont été utilisés pour I'extraction de la propolis. Les extraits d'éthanol présentent I'activité la plus
élevée pour la plupart d'entre eux. L'extraction a I'éthanol permet d'obtenir des extraits de
propolis a faible teneur en cire et riches en composés bioactifs (POBIEGA et al., 2019 ;
EBADI et al., 2019). En outre, I'éthanol n'est pas toxique et peut étre facilement éliminé apres
I'extraction si les extraits de propolis sont utilisés comme ingrédients alimentaires
(GARGOURI et al., 2019).
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Nous avons utilisé de I'éthanol a 70% comme solvant pour extraire les composés
phénoliques totaux de la propolis. L'utilisation de cet éthanol présente plusieurs avantages : il
peut étre plus facilement éliminé sous vide, il offre un rendement d'extraction supérieur (7 fois
plus élevé que celui de I'eau), et il évite I'extraction de la cire qui est mélangée a la propolis
(RIBEREAU-GAYON, 1968).

111.3.3 Activité antibactérienne de propolis :

Deux techniques sont utilisées pour évaluer l'activité antibactérienne in vitro des
différents échantillons de propolis. La premiére méthode consiste a utiliser des disques en
papier Whatman stériles imbibés de propolis pour réaliser une diffusion en milieu gélosé. Cette
méthode permet de déterminer la sensibilité des souches étudiées aux échantillons. La deuxieme
méthode utilisée est la microdilution, qui permet de déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

111.3.3.1 Revivification des souches bactériennes :

Les souches précédemment identifiées et conservées sur des milieux spécifiques
(géloses inclinées) ont été réactivées en les cultivant dans du bouillon nutritif. La réactivation
consiste a préelever quelques colonies des tubes contenant les souches conservées et a les
transférer dans des tubes a essai stériles contenant 5 ml de bouillon nutritif préalablement
préparé. Apres une incubation a 37°C (température optimale de croissance pour ces bactéries)
pendant 24 heures, la croissance est évaluée par I'apparition d'un trouble dans le milieu de
culture.

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

111.3.3.2 Purifications des souches :

La phase de purification implique la réalisation d'un isolement en réalisant des stries a
partir du bouillon d'enrichissement sur des géloses spécifiques préalablement versées dans des
boites de Pétri. Pour cela, le milieu Chapman est utilisé pour Staphylococcus aureus, le milieu
MacConkey pour Escherichia coli. Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 37 °C pour toutes
les souches isolées, pendant une période de 24 heures.

La pureté des souches est évaluée en observant I'obtention de colonies de taille et
d'aspect identiques apreés I'incubation. Cette pureté est ensuite confirmée par une observation
microscopique apres une coloration de Gram.

111.3.3.3 Conservations des souches :

La conservation des souches purifiées peut étre réalisée a court ou a long terme. Pour
une conservation a court terme, une colonie est ensemencée sur une gélose solide inclinée
spécifique a la souche. Aprés une incubation de 24 heures a 37 °C, les cultures sont conservées
a 4 °C pendant quelques semaines.
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En revanche, pour une conservation a long terme, permettant de préserver les souches
pendant plusieurs mois voire plusieurs années, deux cryoprotecteurs peuvent étre utilisés en
ajout aux milieux de culture. Ces cryoprotecteurs sont soit le glycérol, soit le DMSO
(diméthylsulfoxyde). Les cultures sont alors conservees a une température de -20 °C.

A partir de cultures récentes (agées de 18 a 24 heures) cultivées dans du bouillon nutritif,
nous avons ensemencé des tubes inclinés a I'aide d'une pipette Pasteur, puis les avons incubés
pendant 24 heures & 37 °C. Apres l'incubation, nous avons ajouté 3 ml de BHIB contenant 15
% de glyceérol dans chaque tube. Aprés avoir agité les tubes au vortex, nous avons préleve 2 ml
de la solution et I'avons transféré dans des tubes de type Eppendorf. Cette opération a été répétee
trois fois pour chaque souche, ce qui nous a permis de conserver trois tubes a Eppendorf dans
le congélateur a une température de -4 °C afin de minimiser le risque de perte.

111.3.3.4 Préparation d’inoculum :

A partir d'une préculture bactérienne cultivée sur milieu solide Muller Hinton pendant
24 heures a 37°C, nous avons utilisé une anse de platine pour prélever quelgues colonies que
nous avons ensuite resuspendues dans un tube a essai contient 10 ml de I'eau physiologique a
0,9% NacCl.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort. La concentration cellulaire finale, fixée a 1-2x10’
cellules/ml, est obtenue en diluant I'inoculum initial dans de I'eau physiologique a un rapport
de 1/10.

111.3.4 Evaluation de P’activité antibactérienne :

111.3.4.1 Méthode de disque modifiée :

Dans un tube a essai stérile qui contient 15ml de milieu (MH Agar), nous avons ajouté
une quantité de propolis que nous avons bien homogénéisé. L homogénéisat a été coulé dans
une boite de pétri et laissé gelifier dans la zone stérile.  Ensuite, nous avons pris un disque
stérile par un pince stérile et nous avons imprégné dans la suspension bactérienne et nous avons
le posé délicatement dans le centre de la boite pétrie. Nous avons laissé diffuser pendant 30
min. les boites renversées sont mises dans 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24h.

111.3.4.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :
En général, la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) correspond a la plus petite

quantité d'agent antimicrobien capable d'arréter complétement la croissance visible a 1'ceil nu
des microorganismes apres une période d'incubation de 18 a 24 heures (MOROH et al., 2008).
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Protocole :

Nous avons évalué l'activité antibactérienne de la propolis sur Escherichia coli ATCC
25922 et Staphylococcus aureus ATCC 6538 en déterminant la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI). Cette évaluation a été réalisée en utilisant la méthode de microdilutions en
bouillon, similaire a celle décrite par LIMA en 2020. Les échantillons de propolis ont été dilués
dans du DMSO.

111.3.4.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB :

La concentration minimale bactéricide (CMB) est un parameétre qui permet d'évaluer le
pouvoir bactéricide d'une substance. Elle correspond a la concentration la plus faible
nécessaire pour provoquer la mort d'au moins 99,9 % des microorganismes d'un inoculum
standardise (MANGINI, 2016).

Cette valeur permet de déterminer I'activité intrinseque d'un antibiotique en utilisant le
rapport CMB/CMI. Lorsque le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a 2, I'antibiotique est
considéré comme bactéricide. Si le rapport est compris entre 4 et 16, I'antibiotique est
considéré comme bactériostatique. En revanche, si le rapport est supérieur a 16, la bactérie est
considérée comme "tolérante” a I'antibiotique.

Aprés avoir déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI), les puits contenant
des concentrations de substance antibiotique strictement supérieures a la CMI sont utilisés
pour déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB). Pour ce faire, un échantillon
de 10 pL provenant de chaque puits ne présentant pas de croissance est transféré dans des
boites de Pétri contenant du milieu Mdiller-Hinton Agar (MHA). Les boites sont ensuite
incubées dans une étuve a une température de 35 °C pendant 20 heures. Cette technique
permet de Vérifier si les cellules bactériennes sont viables et capables de se développer. Dans
le cas de la CMB, la boite correspondante présentera un nombre de colonies inférieur a 3.

111.3.5 L’étude de P’activité antioxydante de propolis :

La méthode utilisée pour évaluer I'activité antioxydante est la méthode du DPPH.

Le DPPH. (1,1-diphényl1-2-picrylhydrazyl) est un radical libre qui présente une
coloration violette lorsqu'il est oxydé et une coloration jaune lorsqu'il est réduit comme
I’indique la figure 20 (PAREJO et al., 2002). Le principe de cette méthode repose sur la mesure
de la capture des radicaux libres de DPPH (1,1-Dipheényl-2-picrylhydrazyl de couleur violette)
par spectrophotométrie.

En présence de molécules antioxydantes, le DPPHe est converti en sa forme réduite
(diphényl picryl-hydrazine de couleur jaune), ce qui entraine une diminution de I'absorbance.
La décoloration du DPPHe est directement liée a la capacité des molécules bioactives a le
réduire (MANSOURI et al., 2005). L'activité de capture des radicaux libres DPPH des
échantillons de propolis a été mesurée en utilisant le 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH),
comme décrit par (RODRIGUES, 2007). Toutes les mesures ont été realisées en triplicata.
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Figure 19 : réduction du radical libre DPPH en DPPHH (web 13).

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH par les échantillons a été calculé selon la formule :

[% dinhibition = (A0 - A1) / A0 x 10 J

AOQ : est I'absorption de I'échantillon vierge (t = 0 minute)

Al : est I'absorption de la solution de propolis (t = 60 minutes).

Selon (TEFIANI et al., 2015), les tests ont été réalisés en utilisant trois exemplaires.
Pour déterminer la concentration de I'échantillon qui provoque une inhibition de 50 % (IC50).
Celui a été obtenue par le tracage de graphique du pourcentage d'inhibition par rapport aux

concentrations de propolis.
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IV. Reésultats et discussions :
IV.1 Résultats de I’extraction de la propolis des trois extraits éthanoliques :

En général, I'objectif de I'extraction de la propolis est de dissoudre les constituants
bioactifs dans la résine et d'éliminer la cire d'abeille (BANKOVA et al., 2021). L’extraction
assistée par ultrasons représente une alternative fiable aux méthodes d'extraction traditionnelles
et a été largement appliquée a I'extraction de composeés a partir de différentes matrices naturelles
(BRIONES-LABARCA et al., 2015 ; ZHONG et al., 2018). Malgré les avantages de la
technologie des ultrasons, qui permet d'obtenir des composés intéressants en moins de temps,
avec des rendements plus élevés et une consommation de solvant plus faible que les méthodes
d'extraction conventionnelles, peu d'études ont porté sur I'extraction d'extraits de propolis a
I'aide de cette technologie (ANDRADE et al., 2018 ; SADHANA et al., 2017).

Aprés avoir extrait la propolis via ’ultrasons, nous avons obtenu trois solutions de
couleurs différentes. Nous avons observé Comme il est indiqué dans la figure suivante que
I’EEP3 de Sidi Brahim est le plus sombre, et que I’EEP2 de Beni Snous est le plus claire avec
une couleur marron jaunatre. Nous notons également que I’EEP1 de Ain Youcef a une couleur
intermédiaire entre les autres extraits.

Figure 20: les extraits éthanoiques de propolis :
(@) de Sidi Brahim, (b) de Ain Youcef et (c) de Beni Snous (originale).

La variation de couleur d’extrait de propolis depend de plusieurs raisons, dont I'espece
d'abeille, la composition chimique, les zones géographiques, l'origine botanique, source, la
saison et le moment de la récolte, les techniques et les pratiques des apiculteurs, ainsi que les
méthodes d'extraction et de la santé de I'environnement (BANKOVA, 2004 ; SOUZA,
2016 ; AKHIR, 2017 ; MOHD et al., 2018).
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La variation de couleur des extraits éthanoliques de propolis peut étre causée par un
certain nombre de facteurs, notamment :

La source de la propolis : La propolis collectée dans différentes régions peut avoir des
couleurs différentes, en fonction des résines végétales et d'autres matériaux utilisés par les
abeilles pour la créer.

La période de I'année : La couleur de la propolis peut également varier en fonction de
la période de I'année, car les abeilles peuvent utiliser des matériaux différents pour la créer au
cours des différentes saisons.

La méthode d'extraction : La couleur de I'extrait peut également étre affectée par la
méthode d'extraction utilisée. Par exemple, les extraits fabriqués a la chaleur peuvent étre plus
fonceés que ceux fabriqués sans chaleur.

La concentration de I'extrait : Plus I'extrait est concentré, plus il est foncé. En
général, la couleur des extraits éthanoliques de propolis varie du jaune clair au brun foncé.

La couleur spécifique d'un extrait dépend d'une combinaison des facteurs énumérés ci-
dessus. Voici quelques exemples des différentes couleurs que peuvent avoir les extraits
éthanoliques de propolis :

Jaune clair : C'est la couleur la plus courante des extraits éthanoliques de propolis. Elle
est souvent associée a la propolis récoltée dans les climats chauds.

Brun foncé : Cette couleur est souvent associée a la propolis provenant de climats plus
froids. Elle peut également étre due a l'utilisation de la chaleur pendant le processus
d'extraction.

Brun rougeatre : Cette couleur est souvent associée a la propolis qui contient une forte
concentration de résines de pin.

Brun verdatre : Cette couleur est souvent associée a la propolis qui contient une forte
concentration de résines de peuplier.

Il est important de noter que la couleur d'un extrait éthanolique de propolis n'indique
pas nécessairement sa qualité ou son efficacité. La couleur est simplement le reflet des
différents matériaux qui composent la propolis et de la méthode d'extraction utilisee (WAGH,
2013 ; ZACCARIA et al., 2017).
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IV.2 Résultats de ’activité antibactérienne :
IV.2.1 Reésultats de repiquage des souches bactériennes :

Apres, I’incubation on a obtenu des souches pures comme il est indiqué dans la figure 22.

Figure 19 : le résultat de repiquages des souches bactériennes.
ST : Staphylococcus aureus et EC : Escherichia coli (original).

IV.2.2 Reésultats de méthode de disque :

La méthode de diffusion sur disques modifiée est la méthode utilisée pour évaluer
I’activité antibactérienne des différents extraits de propolis, vis-a-vis deux souches
bactériennes : Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 25922.

La présence ou I’absence d’une activité bactérienne se manifeste par 1’apparition d’une
prolifération bactérienne de nos souches sur les boites de pétrie.

Aprés I’incubation de nos boites de pétri de 24 h a 37°C, nous avons obtenu les résultats
suivants comme indiqueé dans la figure suivante :
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Figure 22 : Diffusion sur gélose par la méthode des disques au contact de deux
microorganismes Staphylococcus aureus et Escherichia coli sous 1’effet des extraits de propolis
de Beni Snous, Sidi Brahim et Ain Youcef (original).
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Nous avons obtenu des résultats identiques pour tous les trois extraits EEP1, EEP2 et
EEP3, révélant une forte activité antibactérienne contre la Staphylococcus aureus ATCC 6538,
empéchant ainsi toute prolifération bactérienne. Les boites de Petri étaient dépourvues de tout
signe de prolifération.

Pour Escherichia coli ATCC 25922, nous avons noté une certaine prolifération non
significative autour du disque porteur de la charge microbienne, ceci est probablement di au
manque des extraits EEP1, EEP2 et EEP3 dans la partie comprenant le disque. Les extraits ont
démontré un pouvoir antibactériens important soldé par une inhibition presque totale du
microorganisme E. coli Gram (-).

Les recherches de RISTIVOJEVIC et ses collaborateurs en 2016 concernant
L'activité antimicrobienne de la propolis serbe a montré que l'activité antibactérienne la plus
forte est contre S. aureus et en ce qui concerne la sensibilité des bactéries Gram négatives
testées, tous les échantillons de propolis ont montré un certain effet, mais il était moindre par
rapport a la sensibilité des bactéries Gram positives et les échantillons n’ont pas réussi a inhiber
E. Coli. Comparant a nos résultats, nous remarquons que nos échantillons ont un effet plus fort
que de ces derniers surtout concernant 1’effet sur E. Coli.

Comparant nos résultats avec les résultats de (MULI et MAINGI, 2007 ; POBIEGA
etal., 2019) : la propolis pouvait inhiber Staphylococcus aureus (bactérie a Gram positif), mais
elle présentait une action limitée contre Escherichia coli @ Gram négatif. Aussi les résultats de
(RAMANAUSKIEN et al., 2009 ; GAJGER et al., 2017) ont rapporté que la propolis est
inefficace contre la bactérie Gram-négative populaire E. coli. Nous avons noté que nos
échantillons ont un pouvoir plus important que de ces derniers.

Aussi, les extraits de (SULEMAN et al., 2015 ; KARADAL et al., 2018 ;
ABDULLAH et al., 2019) ont démontré une sensibilité minimale & modérée contre E. Coli.
Cela signifie que nos résultats ont un meilleur impact sur cette bactérie que de ces derniers.

GRANGE et DAVEY en 1990, ont apporté que les extraits éthanoliques de la propolis
de Boiron et Cie, Lyon, France inhibent complétement la croissance de Staphylococcus aureus
LGAZ251, Escherichia coli ATCC25922. Les résultats de nos extraits éthanoliques ont marqué
une similarité avec les résultats de cette étude.

En outre, des preuves récentes montrent que la propolis peut également étre efficace
contre les bactéries Gram-négatives, beaucoup de recherches actuelles illustrent d’avantage la
polyvalence de la propolis en tant qu'agent antimicrobien (RAMANAUSKIEN et al., 2009 ;
SULEMAN etal., 2015 ; KARADAL et al., 2018 ; ABDULLAH et al., 2019). Leurs résultats
ont montre les mémes effets remarquables contre Escherichia coli et qui s’alignent avec nos
résultats trouves.

La sensibilité des bactéries a Gram positif et a Gram négatif a la propolis a été étudiée
(BANKOVA et al., 2014). 1l semble y avoir des incohérences dans la littérature concernant
I'efficacité globale de la propolis contre les bactéries Gram-négatives. Cependant, il existe un
consensus sur le fait que les bactéries a Gram négatif sont plus résistantes a la propolis que les
bactéries a Gram positif (CAMPOS et al., 2015 ; PRZYBYLEK et KARPINSKI, 2019 ;
PETRUZZI et al., 2020).
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La structure de la paroi cellulaire des bactéries Gram positives, avec une part
prédominante de peptidoglycane, permet aux molécules hydrophobes de pénétrer dans les
cellules et d'agir sur la paroi ainsi que sur la membrane cellulaire et a lI'intérieur du cytoplasme
(NAZZARO et al., 2013).

Le mécanisme de résistance des bactéries Gram-négatives pourrait probablement étre
attribué a des différences structurelles et biochimiques dans la composition de la paroi cellulaire
(GHASEMI et al., 2017).

La paroi cellulaire des bactéries Gram négatives est plus complexe, avec moins de
peptidoglycane et une membrane externe composée d'une double couche de phospholipides liée
a la membrane interne par des lipopolysaccharides (NAZZARO et al., 2013). La membrane
externe est presque imperméable aux molécules hydrophobes, bien que certaines d'entre elles
puissent traverser lentement les porines (PLESIAT et al.,, 1992 ; NIKAIDO, 1996) Le
mécanisme de résistance des bactéries Gram négatives a la propolis peut étre di aux pompes
d'efflux sur la paroi cellulaire bactérienne qui empéchent I'accumulation intracellulaire des
constituants de la propolis (PETRUZZI et al., 2020). De méme, la production d'enzymes
hydrolytiques qui décomposent les composés actifs de la propolis peut contribuer aux
mécanismes de résistance affichés par les bactéries Gram négatif (PRZYBYLEK et
KARPINSKI, 2019).

IVV.2.3 Détermination de concentration minimal inhibitrice (CMI) :

La CMI est identifiee comme étant la plus petite concentration de la propolis qui inhibe
la croissance de la bactérie testée. Apres incubation les microplaques ont été lues (figure 24) au
spectrophotometre.
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Figure 23 : détermination de la CMI sur microplaque post incubation pour les
microorganismes E. coli et S. aureus (originale).
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Les résultats obtenus mettent en évidence le pouvoir antibactérien des extraits envers
les deux souches bactériennes E. coli ATCC 25922 et S. aureus ATCC 6538.

Pour tous les extraits de propolis la concentration minimale inhibitrice a 1’égard de
chaque souche bactérienne était de 10 % avec une CMI de 1 mg/ml. Les résultats obtenus sont
résumés dans le tableau N°5.

Tableau 4 : les différente DO des EEP (original).

Extraits EEP1 EEP2 EEP3
Bactéri Ain Youcef Beni Snous Sidi Brahim
DO DO DO
E. coli 0.087 0.062 0.057
S. aureus 0.078 0.068 0.076

Apres la comparaison entre les DO de nos extraits, nous avons noté que EEP3 de Sidi
Brahim a la meilleure CMI avec une DO de 0.057 pour E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC
6538 c’est EEP2 de Beni Snous qui marque le meilleur résultat avec une DO de 0.068.

La comparaison des valeurs des CMI des extraits éthanoliques de la propolis obtenu
contre E. coli, avec d’autres résultats déja publiés : (GRECKA et ses collégues., 2019), mettent
en évidence, la performance de nos extraits, en comparaison avec une CMI de 4.096 mg/ml
contre E. Coli de propolis polonaise avec nos extraits qui ont une CMI de 1 mg/ml.

(SEDRAH et al., 2010), ont obtenu des résultats de CMI estimés a 4 mg/ml contre S.
aureus et a 16 mg/ml contre E. coli. Cela indique que nos résultats étaient bien meilleurs que
les leurs et que nos extraits de propolis présentent une activité antibactérienne supérieure a celle
de la propolis irakienne.

Une étude sur la propolis Chilienne a démontré une CMI pour S. aureus (1.445mg/ml)
(BARRIENTOS et al., 2013 ; BRIDI et al., 2015) et dans une autre étude sur la propolis
d’Australie, les auteurs (MASSARO et al., 2015) ont obtenu une CMI de 1.2 mg/ml. Ces
valeurs sont plus importantes que nos résultats trouvés, c’est-a-dire que nos extraits ont un
pouvoir plus important que de ces derniers.

Les travaux d’AL-ANI et al en 2018, ont traité I’activité antimicrobiennes de la propolis
européenne collectee a partir de différentes origines géographiques. Ces derniers ont trouvé une
CMI de 1.2 mg/ml contre S. aureus. Ces resultats sont proches a nos résultats. Nous avons noté
que pour la CMI de E. coli, les résultats trouvés de 5 mg/ml sont beaucoup plus important
comparant a nos CMI. C’est-a-dire nos extraits ont un effet beaucoup plus important que de ces
derniers.

D’apreés la comparaison de nos résultats avec des résultats d’autre études, on a noté que
nos echantillons ont un effet antibactérien remarquable non seulement contre S. aureus ATCC
6538 mais aussi contre E. coli ATCC 25922 avec une inhibition totale des deux souches.
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1V.2.4 Résultats de la détermination de la CMB :

L’effet bactéricide et bactériostatique, désignent 1’effet des antibiotiques sur les
bactéries. Un antibiotique a un effet bactéricide lorsqu’il détruit le micro-organisme. Il a un
effet bactériostatique, lorsqu’il inhibe seulement sa prolifération.

Les antibiotiques se définissent comme étant « une substance chimique produite par un
microorganisme qui tue ou inhibe la croissance d’un autre microorganisme » (MADIGAN et
al., 2009).

Ceci s’applique également aux produits naturels tels que les produits de la ruche
(CHERBULIEZ et DOMEREGO, 2003).

Aprés 24 h d’incubation sous une température de 37 C°. Nous avons obtenu les résultats
suivantes (figure 25) :

Sidi Brahim (S. aureus). Sidi Brahim (E. coli).
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Ain Youcef (S. aureus). Ain Youcef (E. coli).

Figure 20: résultats des CMB correspondant aux microorganismes S. aureus et E. coli
au contact des extraits de Sidi Brahim, Beni Snous et Ain Youcef avec les concentrations
10% ,20% et 50% respectives (originale).
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Les résultats trouvés sont exprimés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 5 : résultats des concentrations minimales bactéricides(mg/ml) (Original).

Extraits | EEP1 EEP2 EEP3
Ain Youcef Beni Snous Sidi Brahim
Bactérie CMB
E. coli 2 1 1
S. aureus 1 1 2

Nous avons obtenu des résultats remarquables concernant la CMB. Nous avons trouvé
que la CMB de plusieurs extraits égale a la CMI (1 mg/ml) comme celle de Beni Snous contre
les deux bactéries, Sidi Brahim contre E. coli, et de Ain Youcef contre S. aureus.

Cela signifie que la concentration de l'agent antimicrobien testé est non seulement
capable d'inhiber la croissance visible des bactéries, mais aussi de les tuer complétement. En
d'autres termes, la méme concentration d'agent antimicrobien qui empéche la croissance
bactérienne est également efficace pour éradiquer les bactéries, ce qui signifie que I'agent
antimicrobien est bactéricide, c'est-a-dire qu'il a la capacité de tuer les bactéries au lieu de se
contenter d'inhiber leur croissance. Lorsque la CMB est égale a la CMI, Cela peut étre
avantageux dans certaines situations, notamment en cas d'infections graves ou lorsqu'il est
crucial d'éliminer complétement les bactéries

EEP3 a une capacité bactéricide plus importante contre E. coli. L extrait EEP1 a la plus
importante activité bactéricide contre S. aureus.

En utilisant le rapport CMB/CMI, nous pouvons déduire si nos extraits possédent une
activité intrinseque. Si le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a 2, cela indique que nos
extraits ont une activité bactéricide, c'est-a-dire qu'ils sont capables de provoquer la mort des
bactéries a des concentrations proches de la CMI. Si le rapport est compris entre 4 et 16, cela
suggeére une activité bactériostatique, ce qui signifie que les extraits inhibent la croissance
bactérienne sans provoquer la mort complete des bactéries. Toutefois, si le rapport CMB/CMI
est supérieur a 16, cela peut indiquer une tolérance bactérienne, ce qui signifie que les bactéries
sont moins sensibles aux effets bactéricides des extraits. Nous avons déduit que tous nos extraits
ont une activité intrinséque et bactéricide contre les deux bactéries.

Le meilleur extrait éthanolique de la propolis qui posséde une activité bactéricide contre
les deux souches c’est celui de Beni Snous avec une CMB= CMI de 1 mg/ml.
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IV.3 Résultats de ’activité antioxydante de propolis :

L'évaluation de l'activité antioxydante de nos extraits a été réalisée en utilisant la
méthode de piégeage du radical libre DPPH.

Ce test a permis d'évaluer l'activité antioxydante de nos extraits. Cette évaluation a été
effectuée a l'aide d'un spectrophotomeétre en mesurant la réduction du radical DPPH, qui se
manifeste par un changement de couleur violet & jaune péle, quantifiable a une longueur d'onde
de 517) (figure 26).

La transition vers cette coloration et son intensité dépendent de la nature, de la
concentration et de la puissance de la substance anti-radicalaire.

Figure 21: Photo illustrant le changement de couleur de DPPH exprimant le pouvoir
antioxydant des extraits de propolis (originale).

La valeur d'ICso représente la concentration d'inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour
réduire de 50 % le taux des radicaux libres. Afin de déterminer cette valeur pour chaque extrait,
des courbes de variation du pouvoir d'inhibition % en fonction de la concentration ont été
établies pour les extraits de propolis et de ’acide ascorbique (KHOLKHAL, 2014), comme
présenté dans les figures suivantes :
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(A) : pouvoir d’inhibition en pourcentage de 1’acide ascorbique (KHOLKHAL, 2014).

Sidi Brahim
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(B) : pouvoir d’inhibition en pourcentage de 1’extrait de propolis de Sidi Brahim.
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(C) : pouvoir d’inhibition en pourcentage de 1’extrait de propolis de Ain Youcef.

Beni Snous
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(D) : pouvoir d’inhibition en pourcentage de 1’extrait de propolis de Beni Snous.

Figure 22: pouvoir d’inhibition en pourcentage en fonction de la concentration des extraits
de propolis de diverses origines géographiques (B, C, D) et de I’acide ascorbique (A)
(originale).
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Les courbes précédemment présentées (figure27) mettent en évidence une augmentation
du pourcentage d'activité antioxydante en fonction de la concentration pour tous les extraits de
propolis. Il est observé que l'activité antioxydante est étroitement liée a la concentration des
extraits de propolis, de sorte que plus la concentration de I'extrait est élevée, plus le pourcentage
d'activité antioxydante est élevé.

D’apres la figure ci-dessous, 1’extrait de Sidi Brahim représente le meilleur piégeur du
radical DPPH avec un pourcentage d’activité antioxydante de 1’ordre de 92,8 %, suivi par
I’extrait de Beni Snous 85.6% et finalement 1’extrait d’Ain Youcef 80.61%.

Les études précedentes menées par REBIAI et al en 2013 sur la propolis de Ghardaia
et Khanchla, ainsi que par BOUFADI et al en 2014 sur la propolis d'Ouled Ali, Ain Ouassara
et Ksar El Hirane, ont révéle des pourcentages d'activité antioxydante inférieurs a nos résultats.
En effet, REBIAI et al., ont obtenu des pourcentages d'activité antioxydante de 39,17 % et
12,11 %, tandis que BOUFADI et al., ont trouvé un pourcentage d'activité antioxydante
supérieur a 50% pour les différentes propolis étudiées. Ces différences peuvent étre attribuées
a divers facteurs, tels que les conditions de récolte, le lieu d'origine, les méthodes d'extraction,
ainsi que la composition chimique spécifique de chaque échantillon de propolis. 1l est important
de prendre en compte ces variations lors de la comparaison des résultats d'activité antioxydante
entre différentes études.

100 92,8

90 85,6

80,61
80

70
60
50
40

% d'inhibition

30
20
10

Sidi Brahim Ain Youcef Beni Snous EEP

Figure 23: pouvoir d’inhibition en pourcentage des extraits éthanoliques de propolis par une
concentration de 2.5 mg/ml (original).

Afin de comparer les échantillons, nous avons déterminé les valeurs d'ICsg, qui
représentent les concentrations d'inhibiteurs nécessaires pour neutraliser 50% des radicaux
libres. Les I1Cso ont été calculés pour chaque extrait a partir de I'équation de régression
correspondant a leur courbe d'étalonnage, et sont exprimés en mg/ml (figure 29).
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Une valeur d'ICso plus faible indique un extrait considéré comme un antioxydant
puissant, selon HEBI et EDDOUK, 2016.

1,4

1,2
1,2

0,8

IC 50 mg/ml

0,6

0,29
0,4
0,23

0,28
) . I I
0
EEP

m Sidi Brahim ®m Ain Youcef ®Beni Snous acide ascorbique

Figure 24: les valeurs d'ICso des différents extraits et de standard en mg/ml (original).

Tous les extraits de propolis ont démontré un pouvoir antiradicalaire envers le DPPH",
et les valeurs d'ICsp obtenues permettent de les classer comme des antioxydants puissants. Ces
résultats sont illustrés dans la figure 29.

Les extraits éthanoliques testés ont montré une forte activité antioxydante, avec des
valeurs d'ICsp variant entre 0,23 et 0,29 (mg/ml). Ces valeurs sont inférieures a celle de I'acide
ascorbique, qui est de 1,2 (mg/ml). Cela indique que les extraits éthanoliques ont une capacité
antioxydante plus élevée que l'acide ascorbique utilisé comme standard.

Les résultats obtenus révélent que l'extrait de Sidi Brahim présente une activité
antioxydante supérieure aux autres extraits, avec une 1Cso de 0,23 mg/ml. Cette observation
suggeére que l'extrait de Sidi Brahim contient potentiellement une plus grande quantité de
composés capables de neutraliser les radicaux libres, ce qui lui confére un fort potentiel
antioxydant. Il est probable que sa capacité élevée a piéger les radicaux soit due a sa teneur en
composés phénoliques.

Les extraits de Beni Snous et de Ain Youcef presentent des valeurs d'ICso proches, soit
0,28 mg/ml et 0,29 mg/ml respectivement. Cela suggére que ces deux extraits ont une activité
antioxydante similaire, bien que légérement inférieure a celle de I'extrait de Sidi Brahim. Ces
résultats indiquent la présence de composeés antioxydants dans les extraits de Beni Snous et de
Ain Youcef, contribuant ainsi a leur potentiel antioxydant.

En comparant nos résultats avec I'étude menée par ASSEN et OUADFEUL en 2017,
nous constatons que nos extraits présentent un pouvoir antioxydant plus important et plus fort
que ceux obtenus dans leur étude. En effet, nos extraits ont une I1Cso comprise entre 0.23-0.29
mg/ml et leur valeur ¢’¢était 0,63 et 0,199 mg/ml, ce qui indique une plus grande efficacité dans
la neutralisation des radicaux libres.
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Cette différence peut s'expliquer par des variations dans les méthodes d'extraction, les
conditions de récolte, ainsi que la composition chimique spécifique de chaque échantillon de
propolis étudié. Il est intéressant de noter cette amélioration de l'activité antioxydante dans nos
extraits, ce qui pourrait étre attribué a des facteurs spécifiques liés a la propolis récoltée dans la
région de la Wilaya de Tlemcen.

Un second parameétre, dérivé du précédent et noté "ARP" (Antioxidant Radical Power),
a été calculé pour exprimer la puissance antiradicalaire. 1l est obtenu en prenant l'inverse de la
valeur de I'lCso. Plus les valeurs d'ARP s'éloignent de zéro, plus la puissance antioxydante de
la substance étudiee est élevee. En d'autres termes, des valeurs ARP plus élevees indiquent une
capacité accrue de la substance a neutraliser les radicaux libres et a protéger contre les
dommages oxydatifs. Les résultats sont exprimés dans le tableau suivant :

Tableau 6 : les résultats de le pouvoir antiradicalaire de les différentes extraits (original).

Extraits ICso0 (mg/ml) ARP
EEP1 0.29 3.45
EEP2 0.28 3.57
EEP3 0.23 4.35

Nos extraits ont montré une puissance antiradicalaire importante. Le plus puissant ¢’est
I’extrait d’EEP3 de Sidi Brahim avec la plus grande valeur de 4.35 mg/ml.

De nombreuses études ont été réalisées sur I'activité antiradicalaire de la propolis, et les
résultats obtenus varient d'une étude a l'autre. Cette variation peut s'expliquer par différents
facteurs qui influencent I'efficacité de I'extraction ainsi que la nature et le volume du solvant
utilisé.

Les composés phénoliques présents dans la propolis possedent divers effets biologiques,
dont l'activité antioxydante (AHN et al., 2007). Parmi les principaux groupes de composés
présents dans la propolis, on trouve les polyphénols et les flavonoides. Ces composés ont la
capacité d'éliminer les radicaux libres ou de prévenir leur formation. Cette propriété contribue
a la capacité de la propolis a prevenir I'oxydation (AHN et al., 2007 ; MOREIRA et al., 2008).

Les propriétés antioxydantes des extraits végétaux et des composés purs peuvent étre
évaluées au moyen de différents tests in vitro. Dans notre étude, nous avons utilisé la méthode
du DPPH pour évaluer la capacité des extraits de propolis a neutraliser les radicaux libres. En
empéchant la formation des radicaux anioniques superoxydes, ces extraits contribuent a
prévenir I'oxydation et les dommages aux tissus vivants. Ses propriétés antioxydantes ont déja
été démontrées precédemment.
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Conclusion

Dans le domaine de la recherche biologique, d'importants efforts ont été déployés ces
dernieres années afin de découvrir de nouveaux traitements a base de plantes, d'étudier les
éléments de leur efficacité et de comprendre leur mode d'action. Dans le cadre de ce travail
notre attention s'est portée sur la propolis, I'un des produits les plus complexes de la ruche.

La propolis est un matériau de grande valeur en raison de ses propriétés thérapeutiques
qui sont attribuées a sa composition riche en polyphénols et flavonoides. Ces composés
bioactifs conferent a la propolis ses propriétés bénéfiques pour la santé, telles que son activité
antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire.

Ce travail a étudié I'extraction de trois échantillons de propolis des différentes régions
de la wilaya de Tlemcen ; Ain Youcef, Beni Snous et Sidi Brahim en utilisant des ondes
ultrasoniques, nous avons obtenu trois extraits EEP1, EEP2 et EEP3 respectivement. L’étude
comprenait 1’évaluation des activités antimicrobiennes et antioxydantes.

L’activité antimicrobienne des extraits de propolis étudiée a révelé des résultats sur les
effets inhibiteurs significatifs contre les deux bactéries testées avec une CMI de 1 mg/ml.
Comparant les DO de ces extraits nous avons déduit que 1’extrait de Sidi Brahim a la meilleure
activité contre E. coli avec une DO de 0.057, pour S. aureus c’est celui de Beni Snous, avec
une DO de 0.068. Pour la CMB, nous avons obtenu les résultats suivants : 1 mg/ml pour EEP1et
EEP3, 2 mg/ml pour EEP1 contre E. coli. Concernant les CMB de S. aureus nous avons noté
un effet bactéricide a 1 mg/ml pour EEP1, EEP2 et 2 mg/ml pour EEP3 ce qui signifie que
EEP1 a la meilleure activité antibactérienne a 1’égard des deux microorganismes testes.

Par ailleurs, I'activité antioxydante des extraits de propolis a été évaluée par le test de
DPPH, les résultats ont démontré de puissantes propriétés antioxydantes. Nous avons déduit
que EEP3 représente le meilleur piégeur du radical DPPH avec un Pl de 92,8 %, suivi par EEP2
85.6% et finalement EEP1 80.61%. Ils ont montré une forte activité antioxydante, avec des
valeurs d'ICsp variant de 0,23 a 0,29 (mg/ml). Ces valeurs sont inférieures a celle de I'acide
ascorbique, qui est de 1,2 (mg/ml). Les résultats trouvés révelent que nos extraits ont une
activité antioxydante plus élevée que le standard utilisé. Le meilleur pouvoir antioxydant
identifié est avec 1’extrait de Sidi Brahim avec une ICso de 0.23 mg/ml.

Les résultats obtenus lors des études réalisées ont permis de démontrer [I'effet
antimicrobien et antioxydant des échantillons de propolis, en mettant en relation cette activité
avec leur teneur en polyphénols et en flavonoides totaux. Ces résultats nous ont donné la
[égitimité de classer nos échantillons de propolis en fonction de leur efficacité. L'échantillon
provenant de Beni Snous a été identifié comme étant le plus efficace sur le plan antimicrobien,
tandis que celui de Sidi Brahim a présenté le plus fort pouvoir antioxydant.

Nous concluons de maniére claire que la propolis provenant d'Algérie présente un fort
potentiel d'utilisation dans divers domaines, en particulier en tant qu'antioxydant, contribuant
ainsi a la santé et au bien-étre de I'hnomme.
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De plus, la propolis peut étre considérée comme une candidate prometteuse dans le
domaine biomédical pour lutter contre les infections nosocomiales et la formation de biofilms
sur les dispositifs médicaux, provoquées par la bactérie S. aureus.

Perspectives

Au vu des résultats prometteurs obtenus et du potentiel du sujet traité, plusieurs
perspectives se dessinent pour de futures recherches ;

-Optimisation des paramétres d'extraction par ultrasons : Les recherches futures devraient se
concentrer sur l'affinement des paramétres d'extraction ultrasonique, tels que la température, la
puissance et la durée, afin de maximiser le rendement et la bioactivité des extraits de propolis.

- Identification des composés bioactifs : Les études futures devraient viser a identifier et a
quantifier les composés bioactifs spécifiques présents dans les extraits de propolis obtenus par
extraction ultrasonique. Cela pourrait permettre de mieux comprendre les composants clés
responsables des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes.

-Etudes mécanistiques : La réalisation d'études mécanistiques peut aider a élucider les
mécanismes sous-jacents des activités antimicrobiennes et antioxydantes des extraits de
propolis. La compréhension de ces mécanismes contribuera au développement d'applications
ciblées et efficaces.

- Evaluation de I'efficacité et de la sécurité in vivo : Il est essentiel de poursuivre les recherches
par des études in vivo pour évaluer I'efficacité et la sécurité des extraits de propolis obtenus par
extraction ultrasonique. Ces études peuvent fournir des informations précieuses sur le potentiel
thérapeutique et les effets secondaires potentiels.

-Développement de formulations : La recherche devrait explorer le développement de
différentes formulations incorporant des extraits de propolis extraits par ultrasons. 1l peut s'agir
de la formulation de crémes topiques, de suppléments oraux ou de produits alimentaires
fonctionnels afin de maximiser leur applicabilité et leur accessibilité.

- Normalisation et controle de la qualité : L'établissement de protocoles d'extraction normalisés

et la mise en ceuvre de mesures de controle de la qualité sont essentiels pour la production
constante d'extraits de propolis de haute qualité. Les recherches futures devraient se concentrer
sur I'élaboration de lignes directrices et de protocoles visant a garantir la reproductibilité et la
fiabilité des processus d'extraction par ultrasons.

-Effets synergiques et études de combinaison : L'étude des effets synergiques potentiels des
extraits de propolis avec d'autres composes naturels ou des agents antimicrobiens/antioxydants
conventionnels peut offrir de nouvelles perspectives. Les études de combinaison peuvent mettre
en évidence une bioactivité accrue ou de meilleurs résultats thérapeutiques.
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- Considérations relatives a I'environnement et a la durabilité : Les recherches futures devraient
également porter sur l'impact environnemental et les aspects de durabilité des procédés
d'extraction par ultrasons. Il s'agit notamment d'évaluer la consommation d'énergie, la gestion
des dechets et d'explorer des techniques d'extraction plus écologiques pour minimiser
I'empreinte écologique.

En somme, ces perspectives ouvrent la voie & de nouvelles avancées dans la
compréhension des propriétés et des applications de la propolis d'Algérie, offrant ainsi des
opportunités pour son utilisation future en tant que ressource précieuse dans divers domaines
de la santé et du bien-étre.
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Résumé :

Ce travail a pour objectif d’étudier les activités antimicrobiennes et antioxydantes des extraits de
propolis extraites par I’ultrasons provenant de trois régions différentes de Tlemcen, a savoir Sidi Brahim,
Beni Snous et Ain Youcef. L'activité antimicrobienne des extraits a été évaluée par la méthode de
diffusion par disque contre deux souches bactériennes, Staphylococcus aureus ATCC 6538 et
Escherichia coli ATCC 2592. Les résultats ont montré des effets inhibiteurs significatifs avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 1 mg/ml. L'extrait de Sidi Brahim a montré la plus grande
activité contre E. coli, tandis que I'extrait de Beni Snous a montré la plus grande activité contre S. aureus
et les résultats de la CMB étaient compris entre 1 et 2 mg/ml. Les extraits ont également montré une
forte activité antioxydante, 'EEP3 présentant la plus forte activité de piégeage des radicaux DPPH avec
un pourcentage d'inhibition (PI) de 92,8 %, suivie d’EEP2 avec 85.5% et EEP3 avec 80.61%. Les valeurs
ICso des extraits étaient comprises entre 0,23 et 0,29 mg/ml, ce qui était inférieur a la valeur ICso de
I'acide ascorbique (1,2 mg/ml), ce qui indique que les extraits de propolis ont une capacité antioxydante
plus élevée que le standard utilisé. Dans I'ensemble, les résultats suggerent que notre propolis posséde
des activités antimicrobiennes et antioxydantes intrinseques significatives qui pourraient étre explorées
pour des applications thérapeutiques potentielles.

Mots clés : Propolis, ultrasons, activité antibactérienne, activité antioxydante.
Abstract:

This work investigates the antimicrobial and antioxidant activities of propolis extracts by ultrasonic
waves from three different regions of Tlemcen, namely Sidi Brahim, Beni Snous and Ain Youcef. The
antimicrobial activity of the extracts was evaluated by disk diffusion method against two bacterial
strains, Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Escherichia coli ATCC 2592. The results showed
significant inhibitory effects. The microdilution method results showed that the minimum inhibitory
concentration (MIC) is 1 mg/ml. The extract from Sidi Brahim showed the highest activity against E.
coli, while the extract from Beni Snous showed the highest activity against S. aureus. The MBC
results ranged from 1 to 2 mg/ml. The extracts also showed strong antioxidant activity, with EEP3
exhibiting the highest DPPH radical scavenging activity with a percentage inhibition (PI) of 92.8,
followed with EEP2 85.5 % and then EEP1 with 80.61%. The 1Cs, values of the extracts ranged from
0.23 to 0.29 mg/ml, which were lower than the 1Cs value of ascorbic acid (1.2 mg/ml), indicating that
the propolis extracts had higher antioxidant capacity than the standard. Overall, the results suggest that
our propolis has significant intrinsic antimicrobial and antioxidant activities that could be explored for
potential therapeutic applications

Key words: propolis, ultrasound, antibacterial activity, antioxidant activity.






