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Introduction

Introduction

L’apithérapic est 1’une des méthodes de soin naturelle. Elle est basée sur les
produits de la ruche tel que : le miel, la gelée royale, la propolis ...etc. Les premiéres
traces de cette science remontent a I’Egypte antique. Cette pratique millénaire est
mentionnée dans de nombreux écrits. On retrouve les traces d’utilisation du miel qui
fut I’ingrédient le plus utilise dans les remedes, tant en usage externe ou interne pour
les blessures et les brulures. Des recherches plus poussées ont permis aux
égyptologues de découvrir les traces d’utilisation d’un autre produit apicole : la
propolis. Cette substance était utilisée par les grands prétres de I’ancienne Egypte
pour les embaumements des momies ;La propolis était également connue des anciens
grecs d’ou sa dénomination (d’origine Grecque) qui signifie pro : devant et polis :
cite, en se référant aux observations des apiculteurs qui voyaient cette résine a 1’entrée

de la ruche.

La propolis est donc utilisee en médecine populaire depuis les temps les plus
reculent. Son utilisation sans avoir été permanente s’est poursuivie au fil des années
jusqu'a ce qu’elle soit redécouverte de facon relativement récente. Ces dernieres
années de nombreux travaux ce sont intéressés a la composition chimique et aux
effets biologiques de cette substance. Ces travaux ont montré que cette substance est
composée essentiellement de polyphénols et flavonoides. Cette composition varie en
fonction de son origine, de 1I’espece d’abeille et du temps de la récolte. Son efficacités
une fois prouvée lui a value un intérét particulier par 1’ensemble des chimistes,
biochimistes, pharmacologues....qui essaie d’identifier de nouveaux principes actifs

susceptibles d’étre utilises en thérapeutique [1].

L’ensemble de ces données nous a encourages a évaluer 1’activité antioxydante
et antibactérienne de propolis locale de Laghouat. De part de la richesse botanique de
cette région en plantes médicinale bioactives. Et d’autre part la grande partie des
recherches actuelles qui portent sur I’étude des molécules antioxydantes et
antimicrobiennes tels que les composés phenoliques. Il nous a semblé donc intéressant

d’inscrire notre travail dans ce contexte de recherche.
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Notre travail sera reparti en trois parties, initié par :

+ La premiére partie une revue bibliographique

v’ ou nous apportons des données générales sur la propolis.
v’ des généralités sur I’activité antioxydante .

v’ et en fin des généralités sur I’activité antibactérienne.

+ La seconde partie rapporte les méthodes analytiques :

v' L’étude physicochimique, nous nous sommes intéressés a 1’extraction et le
dosage de composés pouvant présenter des activités et intéréts potentiels
comme les phénols totaux, les flavonoides

v' avons évalué Dactivité antioxydante et antiradicalaire de nos extraits
phénoliques en adoptant trois tests chimiques, le test du DPPH, le test du de
I’ABTS et le test phosphomolybdate PPM.

v nous nous sommes intéressés a 1’étude du pouvoir antimicrobien des extraits
phénoliques de propolis vis-a-vis de souches microbiennes (bactéries et

levure).

+ La troisieme partie les résultats obtenus ainsi que leur discussion :

v De I’étude physicochimique.
v' Des tests des activités antioxydantes

v' De test des activités antibactrienne.

Nous terminons par une conclusion générale et des perspectives de recherche sur la

propolis.
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. étude bibliographique

I.1. Généralité sur la Propolis
1.1.1. Définition

Le terme propolis vient de grec ; pro polis qui signifie «devant la ville» [1].La
propolis est une substance résineuse collectée par les abeilles melliferes a partir des
bourgeons et des exsudats des arbres et des plantes. Cette substance est ensuite méelangée
avec du pollen et des enzymes secrétées par les abeilles [2].

La couleur de la propolis est variable selon la source florale et I’age de la colonie. La
propolis peut étre de couleur verte, rouge ou brune sombre [3 ,4]Les abeilles utilisent la
propolis pour colmater les fissures de la ruche et pour embaumer les cadavres des abeilles

et d’autres insectes [1].

1.1.2. Origine de récolte:

1.1.2.1.Par les abeilles :

La récolte de la propolis est faite par un nombre restreint d’abeilles ouvriéres
butineuses (qui sont dans la derniére partie de leurs existences). Ces ouvriéres sont trés
spécialisées dans cette activité puisqu’elles ne semblent pratiquement effectuer aucun autre
travail au sein de la colonie (la récolte du nectar par exemple) et cela méme si la demande
s’en fait sentir. Leur travail se limite au colmatage de I’intérieur de la ruche.

La récolte qui ne répond pas a des reégles bien définies et constantes, dépend de

nombreux facteurs :

1.1.2.1.a Facteurs saisonniers

La récolte a lieu, selon les cas, soit en début de saison (c’est a dire au
printemps) soit le plus souvent a la fin de la miellée, ou a 1’approche de ’automne
(au moment ou la colonie commence ses préparatifs d’hivernage). De plus il faut
noter, que c’est au moment ou la miellée de nectar est la plus abondante, que la
récolte de la propolis est la moins importante, les abeilles semblent alors y

consacrer moins de temps et moins d’efforts [6].
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1.1.2.1.b Facteurs géographiques

Il a été constaté que les ruches situées dans les régions boisées propolisent

plus que les ruches de plaines [7].

1.1.2.1. c.Facteurs climatiques (la température)

Les abeilles récolteuses de propolis déploient leur activité au cours des
journées chaudes (température supérieure a 20°C) et en particulier pendant les
heures les mieux exposées a cette chaleur (soit entre 10 h et 15 h 30 en moyenne).
Ceci est d0 au fait que les substances ramassées sont trop dures pour étre

exploitées en dehors de ces horaires.

1.1.2.1.d.Facteurs liés a la race d’abeille

Il est reconnu que les caucasiennes et certaines autres races d’Asie
mineure (celle d’Anatolie centrale en particulier) propolisent, en général,
davantage que les autres. Dans de nombreux autres cas, les données concernant ce

facteur sont encore insuffisantes pour établir des comparaisons précises.

Cette récolte s’effectue schématiquement de la fagon suivante :

+ La butineuse fait d’abord usage de ses antennes pour situer la partie la
plus intéressante de la source. Ensuite elle [D’attaque avec ses

mandibules, enfin elle détache la particule saisie.

# Elle I’entasse dans 'une des corbeilles de ses pattes postérieures (3éme
paire) a l’aide de ses autres pattes pour accumuler ainsi progressivement
une pelote (qui est en général un peu plus petite qu’une pelote de pollen)

qu’elle rapportera a la ruche.

+ Au retour a la ruche, la butineuse de propolis est déchargée de sa récolte
par d’autres ouvrieres, le plus souvent a I’endroit méme ou la substance
est utilisée. C’est une opération longue qui peut durer une a plusieurs

heures [6].
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1.1.2.2.Par ’homme au niveau de la ruche

La propolis peut étre récoltée selon deux techniques diverses : (figure 01).

1.1.2.2.a.Raclage et grattage des cadres ou des parois de la ruche

de préférence par température assez basse. La propolis alors dure et friable se détache

mieux [6].

+ Utilisation de différents dispositifs:

Grille moulée en matiere plastiqgue ou en métal. On pose cette grille comme couvre
cadres. Les abeilles s’empressent d’obturer ces trous de propolis. Le moment idéal se situe
aprés la récolte d’été, les abeilles se consacrent plus facilement a cette tache, sachant
I’hiver proche [8.9].Cette derniere technique est meilleure. La quantité récoltée est trés
variable. Elle est sous la dépendance de facteurs qui conditionnent la propre récolte par les
abeilles. Elle se situe en moyenne entre 100 et 300 g par ruche et par an. Cette propolis

brute doit étre purifiée avant toute utilisation [7].
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alrécolte par grattage des cadres

b/récole au moynen des grille

Figure 01 : Les technique de récolte de propolis a/récolte par grattage des cadres

b/récole au moyen des grilles [10].
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1.3. Composition

La composition chimique de la propolis est tres complexe. Elle est
représentée par plus de 150 composés [11].Elle dépend de la veégeétation, de la

saison et du site de collecte [12 ;13].

Généralement, elle est constituée de 40 & 50 % de résine, de baume
composé de flavonoides et d’acides phénoliques ou de leurs esters, 20 a 30 % de
cire (mélange de cire verte d’origine végétale et de cire d’abeille), 5 a 10 %
d’huiles essentiels, 5 % de pollen et 5 % de matiéres diverses (organiques et
minérales) [14; 15;16]. (Figure 2), (Tableau I).

W Résine
H cire
1 d’huiles essentiels

m de pollen

M de matiéres diverses
(organiques et minérales)

Figure 02 : La composition chimique de propolis
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Tableau_l : les principales classes des composés chimiques de la propolis.

Composition en Composants par groupes Référence
ordre
45 —55% [17]
Résines - Flavonoides [18]
- acides phénoliques et leurs esters [19]
20 -30 %
Cireetacides | - La cire d’abeille et des plantes [20]
gras
Huiles 10 % Produits volatiles [14]
essentielles
5%
Pollen -Protéines (6 acides aminés libres > 1%) [22]
-arginine et proline jusqu’a 46% du totale
5%-14
Autres composés | - traces de minéraux, silice, fer et zinc sont [17]
et les plus communs.il y a aussi : [23]
minéraux -Au, Ag, Cs, Hg, La, Sb
-Acide Benzoique et ses esters,
-vitamines,
- sucres, Lactones, Cétones,.....etc

10

—
| —
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1.3.1. Glucides

Contrairement au miel, la propolis n’est pas trés riche en glucides. Le
glucose, le ribofuranose, le fructose, ainsi que le saccharose sont les glucides les

plus retrouvés dans la propolis [23].
1.3.2. Matiére azotée

La matiere azotée de la propolis est représentée principalement par des
acides aminés tels que I’alanine, I’arginine, 1’asparagine, I’acide aspartique, la

cystéine, 1’acide glutamique, la glycine, I’histidine, I’hydroxyproline, I’isoleucine,

I’orrnithine, la phénylalanine, 1’acide pyroglutamique et la sacrosine [3].

1.3.3. Matiere minéral

La propolis est constituée de 5 % de matieres minérales et organiques. La
matiere minérale est représentée essentiellement par le baryum, le calcium, le
chrome, le cobalt, le cuivre, 1’étain, le fer, I’iode, le magnésium, le manganése, le

molybdéne, le nickel, le potassium, le sodium, le silicium et le zinc.

D’autres éléments se trouvent sous forme de traces et sont représentés par le bore, le plomb

et le silinium [24].

1.3.4. Vitamines

Les vitamines les plus retrouvées dans la propolis sont les vitamines A, C,
E et B (particulierement la B1, la B2 et la B3) [3 ;24].

11

—
| —
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1.3.5 Stérols et les aldéhydes aromatiques

Le cholinastérol, le stigmastérol, le B-dihydrofucostérol et le cholestérol

sont les stérols constatés dans la propolis [23].

Les aldéhydes aromatiques les plus fréqguemment retrouvés dans la

propolis sont la vanilline, I’isovanilline et le benzalldehyde [24].
1.3.6. Substances diverses

En plus des constituants énumérés, la propolis est constituée de
xanthorrhéol, de perostilbéne, de lactones, polysaccharides, d’acide coumarique,

d’acide gentisique , d’acide hydrocaféique et d’acide salicylique [24].

I.4.Propriétés thérapeutiques

La propolis est largement utilisée dans la prévention des maladies
cardiovasculaires et le diabéte [13;26] Grace a ses propriétés anti-inflammatoires,
antibactériennes et anesthésiques, la propolis est recommandée pour diminuer la
fréquence et Iintensité des crises d’asthme. Elle est également utilisée pour

soigner les affections de ’oreille et les inflammations de I’iris.

Par ailleurs, la propolis est efficace pour le traitement des blessures, des
brilures et des ulcéres d’estomacs [25]. Elle est également recommandée pour
diminuer la pression sanguine et le niveau du cholestérol et prévenir les caries

dentaires [5] .

|1.5.Conservation

La propolis se conserve assez facilement, dans de bonnes conditions, sans
précautions. Mais il parait néanmoins préférable de la garder dans des récipients

opaques, bien fermés et & I’abri de la lumiére et de la chaleur (a 10 ou 12°C de
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préférence). De nombreuses expériences ont montré que le stockage de longue

durée de la propolis ne diminue pas sa teneur en composants chimiques, ni ses
activités biologiques [9].

—
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1.1.6. Généralités sur I’activité antioxydante de la propolis

De nombreuses maladies dégénératives reliées au vieillissement incluant
le cancer, les maladies cardiovasculaires, les cataractes et le diabéte sont la
conséquence des dommages causés par les radicaux libres [27]. En effet, les
substances radicalaires sont impliquées dans les réactions d’oxydations qui
peuvent compromettre la fonction des acides gras, des protéines et des acides

nucléiques [28].

Les radicaux libres peuvent étre piégés ou neutralisés par des substances
antioxydantes naturellement présentes dans les plantes médicinales, les fruits et

les légumes [28].

Etant donné que et la propolis sont élaborés a partir des plantes, il est tout
a fait normal qu’ils contiennent ces substances antioxydantes. Les principaux
agents antioxydants et de la propolis sont les composés phénoliques, les
flavonoides [29].

1.1.6.1.Composés phenoliques

Les composes phénoliques sont des substances qui proviennent des secrétions de
bourgeons et des exsudats de divers organes des plantes. lls sont  représentés

essentiellement par les flavonoides et les acides phénoligques [30].

Les composés phénoliques possédent une structure formé d’au moins un
noyau aromatique auquel sont greffés un ou plusieurs groupements hydroxyles
qui leurs permet de piéger et de neutraliser les radicaux libres [29].

Les acides phénoliques retrouvés dans la propolis sont essentiellement les acides
galliques, caféique, benzoique, coumarique, ferulique, et éllagique

(figure 3). D’autre part, les flavonoides les mieux représentés dans la propolis
sont la chrysine, I’apigénine, 1’hespertine, la pinocembrine, la Pinobanksine et la

galangine (figure 4) [31 :32].
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Figure 3 : Structure de quelques acides phénoliques présents dans la propolis [32].
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Figure 4 : Structure de quelques flavonoides présents dans la propolis [32].
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1.1.6.2. Modes d’action des polyphénols

Les composees phénoliques peuvent agir de différente maniere sur les radicaux

libres.

1.1.6.2.a. Capture directe des radicaux libres

La propriété antioxydante des polyphénols la mieux décrite est leur
capacité a piéger les radicaux libres (radicaux hydroxyles (OH®), anion

superoxyde (O°-) et radicaux péroxylipidiques) selon la réaction suivante :

Polyphénol (OH) +R° ________ Polyphénol (O°) + RH

Les polyphénols inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (C3-OH) fortement réactif [33].

1.1.6.2.b. Chélation des cations métalliques

Les polyphénols inhibent la formation des radicaux libres par la chélation
des métaux de transition tels que le cuivre (Cu®, Cu*®), le fer (Fe** Fe*®) et
I'aluminium (A2, AI"®) qui, & Iétat libre, peuvent étre a [I’origine de la

production des radicaux libres [34].
1.1.6.2.c. Inhibition de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidiqgue est un mécanisme de dégradation en chaine des
acides gras conduisant a la formation d'hydroperoxydes instables, responsables de
la diminution de la fluidité et de la perméabilitt membranaire ainsi que de

I’altération du fonctionnement des protéines membranaires [35 ;36].

Les composés phénoliques peuvent intervenir a différents niveaux de ce

processus de peroxydation. Ils sont capables de capturer directement les
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composés radicalaires, et ainsi d’interrompre la propagation de la réaction en

chaine radicalaire [37].

1.1.7.3. L’évaluation de P’activité antioxydante

Jusqu’a maintenant, un grand nombre de méthodes in vitro capables de
quantifier I’activité antioxydante ont été mises au point. En fonction du
mécanisme impliqué, ces méthodes se basent sur le transfert soit d’un atome
d’hydrogéne soit d’un électron d’un antioxydant vers les radicaux libres [38].
Afin que ceux-ci deviennent stables (Tableau 02).

Tableau 11 : Méthodes de détermination de 1’activité antioxydante in vitro [39 ;40].

Classe de Equation du mécanisme Exemples
méthodes spécifique
AH+X —5 XH+A -Capacité d’absorption des
AH : antioxydant (donneur d’atome | radicaux libres (test ORAC).
Transfert d’hydrogene) -Capacité de piégeage des
d’atome X : radical libre (accepteur d’atome | radicaux libres (test TRAP).
d’hydrogene | d’hydrogéne) -Inhibition de 1’oxydation de
XH : radical libre inhibé 1’acide linoléique.
A : antioxydant stable - Inhibition de I’oxydation

des  lipoprotéines  basse

densité.
M(IT) + AH— AH. + M(II) -Pouvoir  réducteur  (test
M(I11) : antioxydant (donneur d’un | FRAP).
électron). - Réduction du radical stable
Transfert )
) AH :radical libre (accepteur d’un | DPPH.
d’électron , .
électron) - Contenu en phénols totaux
(test FC).

AH :radical libre inhibé.  Capacité antioxydante en

M (11) : antioxydant stable. équivalents trolox (TEAC)
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1.1.8.Généralité sur I’activité antibactérienne de la propolis

Il y a encore peu de temps, on croyait que la sante de ’Homme ne serait
bientét plus menacée par des maladies infectieuses telles que la tuberculose, la
pneumonie ou autres infections bactériennes grace a 1’administration d’un des
nombreux antibiotiques d’origine naturelle, de synthese ou d’hemisynthese
disponibles sur le marche. Mais I’apparition de plus en plus fréquente de souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques telles que Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus ou d’espéces du genre Enterococcus, responsables de
pneumonie ou d’infections nosocomiales a conduit de nombreux spécialistes a
réagir a cette menace en recherchant de nouvelles molécules actives contre les
bactéries, ou inhibitrices de leurs mécanismes de résistance afin de restaurer ainsi

I’activité des antibiotiques existants [41].

Ces agents antibactériens sont classés selon leurs cibles bactériennes. lls

comprennent six groupes qui se différencient par leur mécanisme d’action :

Inhibition de la synthese de la paroi bactérienne
Inhibition de la synthese des protéines
Inhibition de la membrane cytoplasmique
Inhibition de la synthese des acides nucléiques
Alternation de la membrane cytoplasmique

- F F F + F

Activités anti métabolique ou antagoniste compétitif [42].

La propolis est non seulement utilisée par les abeilles comme une matiére
de construction et de défense mais également pour réduire le développement des
bactéries et des champignons dans la ruche [25].L’effet antimicrobien de la
propolis est principalement due aux esters, aux acides phénoliques et aux

flavonoides [2].

La propolis a une action directe sur un large spectre de microorganismes

tels que les staphylocoques pathogenes et les levures pathogénes [43] .Elle agit
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également indirectement par stimulation du systeme immunitaire en augmentant

I’activité antimicrobienne des macrophages et I’activité lytique des cellules
Killers [4].

1.1.8.1. Méthodes pour I’essai de sensibilité aux antimicrobiens

Les 3 méthodes suivantes sont les seules qui fournissent des résultats reproductibles et

répétables quand elles sont réalisées correctement [44, 45] :

+ diffusion en disque,
4 dilution en bouillon,

+ dilution en gélose.

1.1.8.1.a.Méthode de la diffusion en disque

La diffusion en disque se réfere a la diffusion d’un agent antimicrobien d’une
concentration spécifique a partir de disques, tablettes ou bandes, dans le milieu de culture
solide, qui a été ensemencé avec 1’inoculum choisi et isolé en culture pure. La diffusion en
disque est basée sur la détermination d’une zone d’inhibition proportionnelle a la

sensibilité bactérienne a I’antimicrobien présent dans le disque.

La diffusion de I’agent antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé
résulte d’un gradient de [D’antimicrobien. Quand la  concentration de
I’antimicrobien devient si diluée qu’il ne peut plus inhiber la croissance de la
bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée. Le diamétre de cette zone
d’inhibition autour du disque d’antimicrobien est corrélée avec la concentration
minimale inhibitrice (CMI) pour la combinaison particuliére
bactérie/antimicrobien, la zone d’inhibition correspond inversement a la CMI de
I’essai. Genéralement, plus la zone d’inhibition est importante, plus la
concentration d’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne
des organismes est faible.

Cependant, cela dépend de la concentration d’antibiotique contenue dans le

disque et de sa diffusibilité.
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Note : Les essais de diffusion en disque qui sont basés uniquement sur la présence
ou l’absence d’une zone d’inhibition en négligeant la taille de la zone d’inhibition

ne sont pas acceptables pour les méthodologies AST [46].

I.1.8.1.a.a.Intéréts pour I’utilisation de la méthode de diffusion par

disque

La diffusion en disque est facile a mettre en ceuvre, reproductible et ne nécessite

pas d’équipement onéreux. Ses principaux avantages sont :

+ un faible codt;

+ une facilité de modification des disques antimicrobiens si nécessaire ;

+ elle peut étre utilisée comme test de tri lorsqu.il y a un grand nombre
d’isolats;

+ elle peut identifier un sous-groupe d’isolats destinés a des tests ultérieurs

par d’autres méthodes, telle que la détermination de la CMI.

La mesure manuelle des zones  d’inhibition peut prendre du temps. Les
dispositifs automatisés avec zone de lecture sont disponibles et peuvent étre
intégrés avec le rapport de laboratoire et les systtmes de manipulation de

données.

Les disques devraient étre distribués également de sorte que les zones
d’inhibition autour des disques antimicrobiens dans 1’essai de diffusion en disque
ne se chevauchent pas et qu’ainsi la zone d’inhibition puisse étre déterminée.
Généralement cela peut étre effectué si les disques sont distants d’au moins 24
mm de centre a centre, bien que cela dépende de la concentration du disque et de

la capacité de 1I’antimicrobien a diffuser dans la gélose [46].
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1.1.8.1.2. Méthodes de dilutions en bouillon et gélose

Le but des méthodes de dilution en bouillon et gélose est de déterminer la
concentration la plus faible de I’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la
bactérie testée (la CMI, habituellement exprimée en mg/ml ou mg/litre).
Cependant, la CMI ne représente pas toujours une valeur absolue. La « Véritable »
CMI est un point entre la plus basse concentration qui empéche la croissance de la
bactérie et la plus basse concentration suivante de 1’essai. Les déterminations des
CMI par la méthode des dilutions en série présentent donc une variation d.une

dilution inhérente a la méthode.

Les gammes antimicrobiennes doivent entourer a la fois les criteres
interprétatifs  (sensible, intermédiaire et résistant) pour une combinaison
bactérie/antimicrobien  spécifique, et les témoins qualité de référence des
organismes appropriés.

Les méthodes de sensibilité antimicrobienne en dilution semblent étre
plus reproductibles et quantitatives que la diffusion en disque en gélose.
Cependant, des antibiotiques sont habituellement testés en dilutions doulantes, qui
peuvent donner des résultats inexacts de CMI.

Tout laboratoire qui prévoit d’employer une méthode de dilution et de
préparer ses propres reactifs et dilutions d’antibiotiques doit avoir la capacité
d’obtenir, préparer et maintenir les solutions stocks appropriées de catégories de

réactifs antimicrobiens et de produire des dilutions de travail de facon réguliere.
Il est alors essentiel que de tels laboratoires fassent appel a des

organismes de contrble-qualité afin d’assurer 1’exactitude et 1’étalonnage de leurs

procédures [46].
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1.8.1.2.a.Dilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne
(@ une concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des
concentrations variables d’un agent antimicrobien (habituellement dilutions en série de 2
en 2) dans un milieu liquide de composition prédéterminée et documentée. La méthode de
dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2
ml (macrodilution) (figure 05) ou dans de plus petits volumes a 1’aide de plaques de
microtitration (microdilution)
(Figure 06).
De nombreuses plaques de microtitration contenant des antibiotiques pré dilués dans les
puits sont disponibles dans le commerce. L’utilisation de lots identiques de plaques de
microdilution peut permettre de réduire au minimum la variation qui peut apparaitre en
raison de la préparation et de la dilution des antimicrobiens provenant de différents
laboratoires.

L’utilisation de ces plaques avec un protocole documenté, y compris les
précisions sur les micro-organismes de référence approprié, peut faciliter la
comparaison des résultats entre laboratoires. Etant donné que la plupart des essais
antimicrobiens de microdilution en bouillon sont préparés commercialement,
cette méthode est moins flexible que la dilution en gélose ou que la diffusion en
disque concernant 1’ajustement aux besoins de changements du programme de
surveillance/controle.  Puisque I’achat de 1’équipement et des gammes
d’antimicrobiens peut étre codteux, cette méthodologie peut ne pas étre réalisable

dans certains laboratoires [46].
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Figure 05 :Macrodillution en milieu liquide [47].

Figure 06 :Microdillution en milieu liquide [47].

1.8.1.2.b.Dilution en gélose

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien
dans un milieu gélosé a des concentrations variables, en général une dilution en
série de 2 en 2, suivie de I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la
surface de la gélose de la boite. Ces résultats sont souvent considérés comme les
plus fiables pour la détermination d’une CMI pour la combinaison de I’essai
bactérie/antimicrobien (figure 07).

Les avantages de la dilution en gélose comprennent :

4 la capacité de tester plusieurs bactéries sur le méme ensemble de boites de

gélose en méme temps (a I’exception des bactéries envahissantes) ;

+ le potentiel d’améliorer I’identification des points finaux de la CMI et de

développer la gamme de concentration antibiotique ;

+ la possibilité de semi-automatiser la méthode en utilisant un appareil de

réplique des inoculum. Des appareils de réplication des inoculums sont




+ #
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disponibles commercialement et ils peuvent transférer entre 32 et 36
inoculums bactériens différents sur chaque boite de gélose.

La methode de dilution en gélose présente aussi certains désavantages, par

exemple :

quand ils ne sont pas automatises, ces tests sont trés laborieux et exigent des
ressources.
une fois les boites préparées, elles doivent étre utilisées dans la semaine ;

il n’est pas toujours facile de lire les points finaux et la pureté de I’inoculum n’est

pas facile a evaluer [46].

Figure 07 : Dilution sur milieu solide gélosé.
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I1.1.matériel biologique

Les échantillons de propolis récoltés par deux races d’abeilles (Apis mellifica
intermissa (tellienne) et Apis mellifica sahariensis (saharienne) a la fin de février et au
début de moins de Mars 2013 auprés des apiculteurs de trois stations de la wilaya de
Laghouat (figure 08) ;(Tableau Il1).

Kaser elhiran P
Elhouita . RS A

Djbal amour.

Iaghouat commune

Ksar elhiran

Elhouita

Djbal amour

Figure 08 : Cartes géographique montrant les stations de récolte.

Propolis Ksar elhiran (P1) Propolis Elhouita (P2) Propolis Djbal amour (P3)

Figure 09 : les trois échantillons de propolis
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La récolte a été effectuée par le raclage des cadres .et les échantillons ont été conservées a

froid a4 C° et a I’abri de la lumiére.

L’Origine de nos échantillons de propolis dépond de la flore botanique locale qui

caractérise la région (Tableau IlI).

Tableau 111 : Origine de propolis et les conditions de récolte.

Localisation Origine
Propolis | de stationde | Climat botanique Larace | Couleur| Date
récolte (La plante d’abeille
majoritaire)
Apis
P1 Est de Saharien Zizyphus mellifica Marron Mars
Laghouat aride lotus sahariensis 2013
Sedra
Apis
P2 Ouest de Saharien | Les plantes mellifica | Marron | Mars
Laghouat aride locales sahariensis 2013
Apis
P3 Nord de Tellien Peuplier mellifica | Marron | Février
Laghouat Semi loubaina intermissa 2013
aride
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Tableau 1V: Quelque exemple des plantes locales de la région de Laghouat (origine

botanique de propolis [48].

Teucrium polium, Polium

Appellations locales : Djaida, Khayata

Anvillea radiata,

Appellations locales : Nougd,

Artemisia campestris
Appellations locales : Alala, Dgoufet

Laserpitium gummiferum (margotia
gummifera), Thapsia gummifere.

Appellations locales: Haltit,

Peganum harmale

Appellations locales : Le Harmel,

Thapsia garganica, Thapsia
Appellations locales : Bounnafaa, Dérias,

Zizyphus lotus, jujubier sauvage

Appellations locales : Sedra, .

Pistacia atlantica, Pistachier de ’atlas

Appellations locales : Betoum,
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I1.2.méthodes d’analyses

Dosage des

Etude polyphénols
Izﬁly;:fc;’e dosage des
flavonoides

Evaluation

Test DPPH
antioxyda-
nte

Test PPM _‘

Evaluation
d'activité
antibacteri-

enne

Test de diffusion
sur milieu solide

Calcule CM]T

11.2.1.Etude physico-chimique

11.2.1. 1. Extraction des composés phenoliques

L’extraction solide-liquide est la méthode utilisée pour extraire les composés
phénoliques du matériel végétal. Cette méthode est 1’opération fondamentale qui a pour but
d’extraire ou de séparer par dissolution dans un liquide un ou plusieurs composants (solide
ou liquide) mélangé a un solide [49].

La solubilité des composés phénoliques est régie par le type de solvants utilisés (polarité),
par le degré de polymérisation des composés phénoliques, ainsi que par leur interaction
avec les autres constituants alimentaires et par la formation de complexes insolubles. Par
conséquent, il n’y a pas de procédure uniforme ou compléetement satisfaisante et adaptee
pour I’extraction de tous les composés phénoliques ou une classe spécifique des substances

phénoliques dans les substances végétales [50].
Le Méthanol, 1’éthanol, 1’acétone, I’eau, 1’acétate d’éthyle et, dans une moindre mesure, le

propanol, le diméthylformamide, et leurs combinaisons sont fréquemment utilises pour

I’extraction des composés phénoliques [50].
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11.2.1.2. Macération a été effectué par une méthode adaptée selon [51]

Une quantité de 5 g de propolis coupé en petits morceaux (3 a 5 mm) le découpage
de la propolis a été réalisé de facon a pouvoir récupérer des morceaux tres fins dans le but
d’optimiser I’extraction [52]. Et les macérer dans le solvant d’extraction dans 100 ml
d’éthanol (absolu), a une température ambiante, sous agitation douce pendant 6 jours.
L’extrait éthanoique est récupéré dans un premier temps aprés filtration du mélange sur
verre fritté (entonnoir N°03), L’éthanol est éliminé du filtrat par évaporation sous pression
réduite dans un rotavapeur a 45 C° ; aprées la pesé du résidu sec, il est repris dans 100 ml
d’éthanol absolu et conservé a basse température (4°C) jusqu’a la date des tests

biochimique.

11.2.1.3. Dosage des composés phénoliques
La teneur en composés phénoliques des différents extraits éthanoique de Propolis

(EEP) a été estimee par la méthode de Folin-Ciocalteu selon [53] qui est basee sur la

2-
réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique (WO4 ) phosphomolybdique

2.
( MoO4 ) de réactif de Folin par les groupement oxydables des composés phénoliques,

conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers
présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon [54]. Brievement, 1 ml de réactif de
Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou standard (préparés dans le éthanol)
avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium
(75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Apreés 2 h d’incubation a température

ambiante I’absorbance est mesurée a 765nm.
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de

la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-160 mg/ml) et est exprimée en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/ g d’extrait).
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11.2.1.4. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium [55] est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits éthanoique de Propolis (EEP),1 ml d’échantillon ou standard

(préparés dans 1’éthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AlCl3 (2% dans I’éthanol) ;aprés

10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des flavonoides est
déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40 pg/ml) et est
exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g

d’extrait).

I1.2.2.I’évaluation de I’activité antioxydantes des extraits éthanoiques de

Propolis

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits phénoliques (EEP), a
été réalisée par un test chimique in vitro. Dans ce test chimique, on s’intéresse a mesurer

I’activité de balayage du radical libre par les antioxydantes de nos extraits phénoliques en

employant trois types de radicaux sont: le radical ABTS' +, le radical DPPH ' et le radical

PPM.

Nous avons choisi parmi de nombreux modes d’expression de cette mesure d’utiliser le
pourcentage d’inhibition (IP) et/ ou I’équivalence en Vitamine C ou de Trolox obtenu par

spectroscopie UV-Visible.

Le pourcentage d’inhibition qui permet d’évaluer I’activité antioxydante d’un échantillon

est calculé selon la formule suivante:
IP (%) = [(a-b)/ (a)] x 100
Avec :
a : absorbance de la solution oxydée en absence d’agents antioxydant,
b : absorbance de la solution oxydée en présence d’agents antioxydant.

La méthode consiste a comparer 1’absorbance de nos échantillons a celle d’une droite

d’étalonnage qui relie I’absorbance a la concentration de standard.
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11.2.2.1. Mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test DPPHe

(2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle)
+ Principe

La méthode du DPPH’ introduite par le Blois [56] est basée sur la réduction d‘une
solution alcoolique de 1‘espece radicalaire stable DPPHe en présence d‘un antioxydant
donneur d‘hydrogéne (AH), qui aboutit a la formation d‘une forme non-radicalaire, le
DPPHH, (figure 10) .La réduction du DPPHes en DPPH-H induit une perte de sa couleur

violette
- N o N R =
; N—O 1 . N—O
|O_ I 10 \ /3
e - 1 RN o I
1 e L 1 -
| N N N - AH ——=' /N NH—N + A
IO -~ : O ; —\ !
1 N=—O 1 N—O
= ] : : .
Ty - A - s Y . e \/
\ DPPH’ DPPH-H

Figurel0: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre 1‘espéce

Radicalaire DPPH« et un antioxydant (AH).

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits €éthanoiques de propolis via le

test DPPH, effectuée par la méthode décrite dans la littérature [51].
+ Protocole

2 ml d’une solution éthanoique de DPPH (60 uM) a été mélangé 50 ul d’extrait
éthanoiques de Propolis, Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiére a la
température ambiante pendant 20 minutes. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre

un témoin composé de 2 ml de la solution de DPPH et de 50 ul d’éthanol.

La préparation des échantillons et du témoin est réalisée dans les mémes conditions
opératoires.
La décroissance de I’absorbance est mesurée au spectrophotometre et le % IP (pourcentage

d’inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous :

% IP=[(a-b)/ax 100)]
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Avec

a: absorbance du témoin DPPH En absence d’EEP aprés 20 minutes.

b: absorbance des EEP en présence DPPH ™ aprés 20 minutes.

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
% IP correspondant, nous avons établi une régression linéaire entre les différentes

concentrations et les % IP.

A partir de cette régression, nous avons déduit la valeur correspondante d’EC50. Notons
que le pourcentage d’inhibition (IP%) est inversement proportionnel a EC5O0.
(Concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale en
DPPH") [57].

Une courbe d’étalonnage a été réalisée suivant la méme procédure citée précédemment avec
des solutions de vitamine C préparées a des concentrations différentes a titre comparatif du

pouvoir antiradicalaire de standard vitamine C et nos EEP.
11.2.2.2. Test ABTS ou détermination du TEAC

+ Principe

Ce test est basé sur le mécanisme d’oxydoréduction de I’ABTS (sel d’ammonium de
’acide 2, 2*- azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) (figure 11 ). Au cours de ce
test le sel d’ABTS perd un électron pour former un radical cation (ABTSe +) de couleur
sombre en solution. En présence de 1’agent antioxydant, le radical ainsi formé est réduit
pour donner le cation ABTS", ce qui entraine la décoloration de la solution.

Du fait de sa simple mise en ccuvre, I’analyse ABTS a trouvé de nombreuses
applications en recherche et en industrie. De plus, I’ABTS est soluble en milieux aqueux et
organique et peut étre utilisé dans différents milieux pour évaluer la capacité antioxydante

d’extraits.

36

——
| —



[I-Partie expérimentale

C,ZH CQ CQH: CQH5
-& N
o ;:Ix NN{i:j\ T 89 j:I,/NN{Ji:L‘@
HN 0,8 SOgNH4 FEOHNOS 3 S 50, NH
ABTS '

COOH
"CH,
CHy Trolox
H C_;_H CQH»S
N
}WNj( L COOH
H4Nchs 503Ny i
CH,
ABTSH'

Figure 11 : Formation et piégeage de radicale cation ABTS *Par de Trolox.
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4+ Protocole

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits éthanoiques de propolis

via le test ABTS, effectuée par la méthode décrite dans la littérature [51].

7 mmol d’ammonium ABTS sont dissoutes dans ’eau et traitées avec 2.45 mmol de
persulfate de potassium, que 1’on laisse a température ambiante pendant 12 & 16h pour
donner une solution bleue-noire. La solution est ensuite diluée dans 1’éthanol ou une

solution tampon (pH 7,4) jusqu’a obtenir une absorbance de 0,7 a 734 nm.
Pour déterminer Il'activité de balayage, 3 ml de solution dilué d’ABTS ~ ont été ajouté au

50 pl I’extrait éthanoiques de Propolis , Le mélange obtenu est ensuite gardé a I’abri de la

lumiere a la température ambiante pendant 5 minutes. Puis I’absorbance est mesurée a 734
. . . + .
nm contre un témoin compose de 3 ml la solution d’ABTS et de 50 ul de éthanol.

La préparation des échantillons et du témoin est réalisée dans les mémes conditions
opératoires.
La décroissance de 1’absorbance est mesurée au spectrophotometre et le % IP (pourcentage

d’inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous :

% IP = [ (Ao- Ats)/ Apx 100)]

Avec
Ao: absorbance du témoin (ne contenant aucun antioxydant) aprés 5 minutes
Ats: absorbance des EEP mesurés aprés 5 minutes

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
% IP correspondant, nous avons établi une régression linéaire entre les différentes
concentrations et les % IP. A partir de cette régression, nous avons déduit la valeur
correspondante d’EC50. (Concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la
concentration initiale en ABTS ™).

L’activité des composés est alors exprimée aussi par la Capacité Antioxydante Equivalente
Trolox (TEAC) qui correspond a la capacité antioxydante d’une solution de Trolox (1 mM)
(analogue hydrophile de la vitamine E). Ainsi, plus la valeur TEAC est élevée, plus

I’antioxydant est efficace [58].
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La droite % Inh = f (C) est tracée afin de déterminer le TEAC. La pente de cette droite est
extraite et rapportée a la pente de la droite de référence du Trolox . Cette droite est établie
pour chaque nouvelle solution d'/ABTS®".

Une courbe d’étalonnage a été réalisée suivant la méme procédure citée précédemment. avec
des solutions de trolox préparees a des concentrations différentes a titre comparatif du pouvoir

antiradicalaire de standard trolox et nos EEP.

11.2.2.3. Test PhosPhoMolybdate

+ Principe

Le test du PPM (PhosPhoMolybdate) est une variante du test au DPPH. Au cours de
ce test, I’hydrogéne et 1’électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant)
vers le complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu
et de la structure du composé antioxydant.

Le test est basé sur la réduction du molybdéne de I’étage d’oxydation (VI) a I’étage
d’oxydation (V). Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre
(phosphate/ Mo (V)) a un pH acide. On mesure la diminution de la coloration du complexe
molybdéne (VI) en présence d’antioxydant. A la différence des autres tests, ce test permet
non seulement de quantifier I’apport de 1’activité antioxydante des polyphénols mais aussi

d’autres composés antioxydants tel que les vitamines (C, E...) [59].

+ Protocole

La méthode consiste a introduire dans un tube Eppendorff 300 pl chaque concentration
d’extraits éthanoiques de Propolis (une série de dilution décroissante) mélangée a 3 ml
d’un réactif composé de H,SO, (0,6 M), de NaH,PO, (28 mM) et du molybdate
d’ammonium (4 mM). Le tube est ensuite bien fermé puis incubé a 95°C pendant 90
minutes. Apres les avoir refroidis, 1’absorbance est mesurée a 695 nm. Le témoin est

constitué de 300 pl d’éthanol mélangé avec 3 ml du réactif mentionné ci-dessus.

Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. La vitamine C

choisie comme standard qui a été traitée dans les mémes conditions.
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L’activité antioxydant est mesurée aussi avec un terme appelé AEAC : qui présente
I’activité antioxydante en équivalant de 1’acide ascorbique des produits étudies (Ascorbic
Acide Equivalent Cabacity). Plus la valeur de AEAC est importante, plus le pouvoir

antioxydant des extraits est important [60].

La droite 1’absorbance en fonction de la concentration (A = f (C)) est tracée afin de
déterminer ’AEAC. La pente de cette droite est extraite et rapportée a la pente de la droite
de reférence du Vitamine C .et de déterminé déduire aussi EC50.(concentration en
antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale ).
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11.2.3. Etude de I’activité antibactérienne

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Bactériologie de 1’hopital de
Laghouat Ahmed Benadjila dans le but d’évaluée 1’activité antibactérienne ; antifungique
des extrait éthanoique de propolis. Par la technique de diffusion en milieu gélosés solide.
Par la détermination de la sensibilité des souches microbiennes et la concentration
minimale inhibitrice (CMI) (s).

11.2.3.1.1dentification et isolement des souches

Les tests antimicrobiens ont été opérés sur des souches bactériennes, ( Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli, Proteus mirabilis;( Gram positif
Staphylococcus aureus) et levure Candida albicans.(Tableau ) .

Tableau V : Références et origines des microorganismes .

Souche bactérienne Code référence source
Escherichia coli 25922 Institut Pasteur d'’Alger
Gram négatif (-) Proteus mirabilis isolat Au laboratoire (urine

d’une malade)

Pseudomonas aeruginosa 27853 Institut Pasteur d'Alger
Gram positif (+) Staphylococcus aureus 25923 Institut Pasteur d’Alger
levure Candida albicance isolat Au laboratoire (urine

d’une malade)

41

——
| —



[I-Partie expérimentale

Les souches ont été déja identifiées et isolées par les cliniciens microbiologiste de
laboratoire .Par des tests microscopique coloration de Gram pour identifier les caractéres
morphologiques : Forme de la cellule (sphérique, batonnet), aspect de la cellule
(unicellulaire, en double, en amas), mobilité, et par d’autre test mini-galeries biochimiques

Pour identifier leurs caractéeres biochimiques.

Elles ont été conservées par la suite au réfrigérateur dans des tubes a essai contenant de la
gélose inclinée ou sur milieu de conservation.

Toutes les souches utilisées pour la préparation d’inoculum ont été auparavant repiquées et
isolet (obtention de cultures ne contenant qu’un seul type de germe) sur gélose nutritive
dans des boites de pétri et incubées a 37° C pendant 18 a 24 heures.et sur milieu Sabouraud
pour les Candida a 30-25°C pendant 24-48 heures.

11.2.3.2. Stérilisation du matériel

On stérilise a I’autoclave a 121° C pendant 15 minutes .
Les tubes & essai utilisés dans la preparation des solutions bactériennes (inoculums) ainsi
que dans la préparation des dilutions de nos échantillons.

On stérilise a I’étuve a 121° C pendant 15 minutes :
Les disques en papier Whatman (6 mm de diamétres) apres enrobage dans du papier

aluminium.

11.2.3.3.Préparation des dilutions des extraits a tester

Les extraits éthanoiques de propolis ont été dessous dans diméthyl sulfoxyde (DMSO).

Le test a été effectué a différentes concentrations des extraits : 5g/ml (100%), 2.5 g/ml
(50%), 1.25 g/ml (25%);0.625 g/ml (12.5%); 3.15g/ml (6.25%) ;1.56g/ml (3.15%) ;
0.78g/ml (1.56%) ; 0.39g/ml (0.78%),0.19g/ml (0.39%), 0.009g/mI(0.19%).

11.2.3.4. Protocole d'évaluation de P’activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de diffusion

en gélose dite méthode de diffusion de disques.
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11.2.3.4.a.Milieu

Gélose bouillon nutritif, Gélose Mueller Hinton, pour les bactéries et Sabouraud pour
Candida sont coulées en boites de Pétri et séchée avant I’emploi.

+ Composition du Bouillon Nutritif
- Extrait de viande : 5¢/1 ;
- Peptone pancréatique : 109/l ;
- Chlorure de Sodium : 5¢/1 ;
- Eau distillee : 11
+ Composition du Milieu Mueller Hinton
- Peptone de viande : 20 g/l ;
- Peptone de caséine : 175 g/l ;
- Amidon : 15 g/l ;
- Agar-agar: 130 g/l ;
- Eau distillée : 11 ;
-pH=7,4 + 02.
+ Composition du Sabouraud gélose (les levures)
- Neopeptone: 30g;
- Agar-agar: 20qg;
- Eau distillée : 11
11.2.3.4.b.Préparation des inoculums

- Dans la zone septique du bec bunsen et & partir d’une culture pure sur milieu d’isolement,
racler a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de chacune
des souches a tester.

- Décharger I’anse dans 10 ml d’eau physiologique stérile.

- Bien homogéneiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 MC
Farland.

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de

I’eau physiologique s’il est trop fort.

43

——
| —



[I-Partie expérimentale

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de 1’inoculum.

11.2.3.4.c.Ensemencement et dépbt des disques

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne.

- L’essorer en le pressant fermement(en le tournant) sur la paroi interne du tube.

- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en stries serrées.

- Répéter I’opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.

-Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Recharger 1’écouvillon a chaque fois dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de
Pétri avec la méme souche.

- Des disques de papier Whatman de 6 mm de diamétre sont imprégnés ensuite d’une petite
quantité des extraits (plus de 10 ul par disque) et déposés sur la surface de la gélose
inoculée.

- Des disques de papier Whatman imprégnés de DMSO servant de témoin négatif, sont
aussi déposés sur la surface de la gélose inoculée. Les boites de Pétri ont été incubées a

37°C pendant 18 a 24 heures pour les bactéries 25-35 C° pour les candidas.

11.2.3.4.d.Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite a 1’aide d’un pied a coulisse, elle a été
réalisée a I’extérieur de la boite .Un extrait est considéré actif lorsqu'on mesure une zone
d'inhibition autour du disque d'un diameétre supérieur a 6 mm et a l'intérieur de laquelle
aucune croissance bactérienne n'est observée. Et en déduit la sensibilité des souches et la
CMI qui correspond a la concentration pour laquelle il n’y a pas de culture visible (une a

deux colonies résiduelles sont acceptées
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I11.1.1.Etude phsico-chimique

111.1.1.1.Rendements des extractions

La détermination des rendements d’extractions effectuées nous a permis de rapporter

nos résultats de dosage au poids initial de propolis. Ces rendements sont exprimeés en

pourcentage. (Tableau V1) (Figure 12).

Tableau VI : Les rendements des extraits éthanoiques de propolis

Extrait Aspect et couleur Teneur %
EEP1 Jaune marron visqueux 40.8
EEP2 Jaune marron visqueux 36.5
EEP3 Jaune marron visqueux 31.2

Les rendements des extraits éthanoique de propolis (EEP) ont donnés des valeurs

varient de 40.8 % a 31.2% ces résultats sont en accord avec les résultats d’une étude faite

sur I’extraction des propolis algériennes avec des solvants polaires purs de taux d’extraction

allant de 32,42 a 39,36 % .pour 1’éthanol. Tous ces résultats abondent dans le méme sens

gue ceux trouves par notre étude.

Taux de rendement%o

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Kaser elhirane Elhouita

Djbal amour

Figure 12 : Comparaison entre des taux de rendement en extraits secs des trois variétés de

propolis
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On constate une augmentation de 31.2% , 36,5 a 40,8 & % ; a respectivement pour Djbal
amour ELhouita et Kaser elhirane

On peut dire que le taux d’extraction varie d’un échantillon a un autre selon la région de
provenance, qui peut étre liée au différent facteur : climat, la race d’abeille, et 1’origine

botanique de chaque échantillon. [52].

En plus de ces aspects quantitatifs, quel que soit la méthode d’extraction appliquée elle doit
tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bio-activité de ces principes actifs.
Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer le
processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec I’extrait tout en
préservant la bio-activité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a
température ambiante ainsi que 1’épuisement du solvant a pression réduite permet d’obtenir
le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues

aux températures ¢levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.
111.1.1.2.La quantification des phénols totaux

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de propolis a été
calculée a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 13) et exprimée en
milligrammes par un gramme de la matiére séche équivalent en acide gallique. Les

résultats obtenus sont présentés dans le (Tableau VI11).

1,4

1,2 R*=0,998

1

Absorbance 765 nm

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentration (mg/ml)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Tableau VI1: Les teneurs en phénols totaux des extraits éthanoiques de propolis (EEP).

Extrait Teneur des polyphénols (mg EAG/g)
EEP1 136.86
EEP2 94.34
EEP3 65.63

les valeurs des teneurs en phénols totaux pour les différents échantillons de propolis

ont montrés des valeurs varient de 136.86 & 65.63 mg/g , la valeur la plus élevée en phénols

totaux avec une concentration moyenne de 136.86, mg/g est observé pour ’EEP de Kaser

elhirane suivie par extrait d” Elhouita en moyenne de 94.34 mg/g, et de moyenne de 65.63

mg/g d’EEP de Djbal amour (figure 14).

Concentration des polyphenoles
(mg EAGI/Qg)

[N
o
o

80
60
40
20

Kaser elhirane  Elhouita Djbal amour

Figure 14 : La teneur en polyphénols des extraits éthanoiques de propolis.

Nous remarquons que la quantité en phénols totaux varie d’un extrait a une autre ; et

les trois EEP sont riche en composé phénolique. En comparaison avec des teneurs obtenus

dans d’autres travaux (Tableau VI1II). Nous remarquons que nos résultats s’accordent avec

les résultats de ces travaux.
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Tableau V111 : Teneurs des polyphénols de quelque région dans le monde.

Provenance Polyphénols (mg équivalent de I’acide gallique /g de |Références
propolis)
Santiago :
- San martin 80-131
- Banda 115 -253
- Capital 86 — 209 [61]
- Figurau 71-130
Chine: -Yuman 64,715 [62]
- Brésil 120+ 2,5
- Sud Afrique 995+4/4 [63]
- Uzbekistan 147 £ 6,7

111.1.1.3.La quantification des flavonoides

La teneur en flavonoide de chaque extrait de propolis a été calculée a partir

de la courbe d’étalonnage (Figure 15) et exprimée en milligrammes par un gramme

de la matiere seche équivalent en quercétine. Les résultats obtenus sont présentés

dans le Tableau IX.
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage de quercetine.

.Tableau IX : Les teneurs en flavonoides des extraits éthanoiques de propolis (EEP).

Extrait Teneurs des flavonoides
(mg EQ /g)

EEP1 29.20

EEP2 52.81

EEP3 28.51

les valeurs des teneurs en flavonoides pour les différents échantillons de propolis ont

montrés des valeurs varient de 28.51 a 52.81 mg/g ,la valeur la plus élevé a été observé pour

I’EEP d’Elhouita de concentration moyenne de 52.81 mg/g suivie par Kaser elhirane en

moyenne de 29.20 mg/g, et de 28.51 mg/g pour Djbal amour (figure 16).
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Figure 16 : La teneur en flavonoides des extraits éthanoiques de propolis

Nous remarquons que la teneur en flavonoides varie d’un extrait a une autre, et les
trois extraits éthanoiques de propolis sont moyennement riche en flavonoides, En
comparaison aux résultats approuvé lors d’une étude réalisée sur la propolis de la Kerrie, qui
montre une teneur en flavonoides totale allant de 16 — 136 mg EQ / g de propolis [64].Ces

résultats sont proches des résultats obtenus dans notre étude.

Ainsi les teneurs des flavonoides de Kaser elhirane et Djbal amour ont des teneurs presque
égaux malgré la différence en origine botanique, en race d’abeille et méme en origine
climatique. Cela peut étre explique par : soit la structure chimique des flavonoides des deux
EEP est la mémé, puisque les deux ont subi méme type d’extraction, soit par les conditions
de récoltes ; plus précisément le moment de récolte par 1’abeille, puisque les flavonoides
sont des métabolites secondaires dont le facteur de temps est important dans son

métabolisme et son teneur .cela va étre interpréter par les suites des activités.

Si nous comparons la teneur en phénols totaux avec ceux de flavonoides (figurel6) nous
observons qu’il est clair, que les teneurs en flavonoides dans nos extraits, sont inférieures
aux teneurs en phénols totaux, et que les flavonoides des extraits d’Elhouita et de Djbal
amour constituent fraction d’ %2 de teneur en polyphénols. A 1’exception d’extrait de Kaser
elhirane ou les flavonoides ont constitués fraction d’ 1/5 des polyphénols dont son origine

botanique majoritaire est Zizyphus lotus.
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les résultat d’extrait de kaser elhirane

plante locale (Laghouat) Zizyphus lotus a

ont comparé avec une étude faite [48] sur cette

montré que la teneur en polyphénols de 6.09 mg/g

et de 0.83 mg/g en flavonoides qui présente 1/7 en polyphénols est presque proche de la

fraction de celle d’extrait Kaser elhirane , ce qui prouve que la propolis dépend

principalement de son origine botanique.
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Figure 17: Comparaison entre Les teneurs en polyphénols totaux et les flavonoides des

extraits éthanoiques de propolis.

Et nous remarquons aussi d’apres la figure 17 que ces résultats indique la richesse de

nos extraits par d’autres composés

stilbénnes... ) .a eliminé I’EEP Elhouita.

non flavonoidiques.(Acide phénoliques, tanins,
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I11.1.2.L°évaluation de ’activité antioxydante

111.1.2.1. Test DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits éthanoique de propolis vis-a-vis le radical
DPPH’ a été évalué spectrophotometriquement a 517 nm en suivant la réduction de ce

radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage de réduction de DPPH" (I%), pour une
concentration en antioxydant d’EEP. Le paramétre « EC50 » (concentration en antioxydant
nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale en DPPH’) a été calculé pour chaque
extrait. De méme, nous avons calculé les EC50 de la vitamine C choisis comme
antioxydants standard dans ce test .Plus la valeur d’EC50 est petite plus la capacité
antioxydante de nos extraits est importante [65.66]. Les résultats sont groupés dans le

Tableau X et présentés dans figure 18.

Tableau X : Activité antiradicaliare des extraits éthanoiques de propolis et de Vitamine C.

Extrait EC50 (mg/ml)
EEP1 0.058
EEP2 0.112
EEP3 0.484

Vitamine C 0.006

De ce tableau, nous remarquons que les valeurs des EC50 d’EEP sont de 0.058
,0.112 et de 0.484 mg/ ml pour Kaser elhirane ,ELhouita et Djbal amour respectivement.
Si on analysant ces résultats nous observons que L’ensemble des EEP étudiées révelent des
propriétés antioxydantes ce qui se manifeste par de faibles valeurs de EC50.
Comparable avec celui d’antioxydants standard vitamine C utilisés dans ce test nous
remarquons que la variation des valeurs d’EC50 de ces trois échantillons est moyennement
supérieures de 0.058 mg/ml pour I’EEP de Kaser elhirane , supérieure de 0.112 mg/ml
d’extrait d’ELhouita et tres éleves 0.484 mg/ml de I’EEP de Djbal amour par apport a 0.006

mg/ml celle de standard.
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Et en comparaison aux résultats approuvé lors d’une étude réalisée sur la propolis de
Portugal a montré que les valeurs obtenus d’EC50 sont de 1’ordre de 0,006 mg/ml et 0,025
mg /ml respectivement pour la propolis de Bornes et Funddao [67]. Résultats, supérieure a
ceux trouveés dans notre étude.

Donc d’aprés cette comparaison on peut conclure que nos EEP possedent un pouvoir
antiradicalaire mais moins important, qui peuvent étre due a la teneur et/ou la présence de

certaines molécules potentiellement mois actives de flavonoides et / ou phénoliques
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Figure 18: Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition I % en fonction

de la concentration des EEP et la concentration en antioxydants vitamine C.
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Dans le but de relier les activités antioxydantes qui ont été mises en évidence par le
test du DPPH a la présence des composés phénoliques, flavonoides de nos EEP nous avons
essayé d’étudier les différentes corrélations possibles des EEP avec les différentes valeurs

d’EC50 obtenues (Figures 19).
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Figure 19: Corrélation entre les valeurs d’EC50 du test DPPH et les teneurs en phénols

totaux, et flavonoides des EEP.
D’aprés les figures qui montrent clairement une bonne corrélation (R ®=0.75) entre

les EC50 du test DPPH’ et polyphénols contrairement & la faible corrélation (R* =0.0006)

entre les flavonoides et le test EC50 de DPPH'" Ce qui suggere que I’activité antioxydante est

due aux polyphénols d’autre famille que les flavonoides.
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111.1.2.2.Test ABTS ou détermination du TEAC

L’activité antiradicalaire des extraits éthanoique de propolis vis-a-vis le radical

ABTS ™ a été évalué spectrophotometriquement & 734 nm en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur bleu-noir a la couleur jaune.
Les résultats ont été exprimés Par détermination de TEAC plus TEAC est grand plus
I’activité antioxydantes est importante. Et par le pourcentage de réduction d’ABTS ¥ (1%),
pour une concentration en antioxydant EEP. Le parametre « EC50 » (concentration en
antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale en ABTS.+) Plus la
valeur d’EC50 est petite plus la capacité antioxydante de nos extraits est importante, le
TEAC et EC50 ont été calculé pour chaque extrait et pour antioxydants standard.

Les résultats sont groupés dans le Tableau XI et dans figure 20.

Tableau X1 : Activité antiradicaliare des extraits éthanoiques de propolis et de Trolox.

Extrait EC50 (mg/ml) TEAC
EEP1 0.225 0.0101
EEP2 0.270 0.0097
EEP3 8.410 0.0002

Trolox 0.003 1

De ce tableau les valeurs de TEAC varient de 0.0101 a 0.0002 sont des valeurs tres
faible et inferieure a 1 celle de Trolox.
Nous remarquons aussi, que les valeurs des EC50 d’EEP varient de 0.225 a 8.41 mg/ ml
Comparable avec celui d’antioxydants standard Trolox utilisés dans ce test, il est claire que
la variation de ces trois échantillons est de valeurs moyennement supérieures de 0.225
mg/ml pour I’extraits de Kaser elhirane , supérieure de 0.270 mg/ml pour [P’extrait
d’ELhouita et tres elevés de 8.41 mg/ml de Djbal amour par rapport a 0.003 mg/ml celle de
standard.
Et avec comparaison aux résultats approuves lors d’une étude réalisée sur la propolis de

Portugal a montre que les valeurs obtenus d’EC50 sont de 1’ordre de 0,026 mg/ml
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Et 0,002 mg /ml respectivement pour la propolis de Transi¢do et Barroca [51] résultats,
supérieure a ceux trouvés dans notre étude.

Donc d’aprés cette comparaison et les valeurs de TEAC on peut conclure que I’extrait de
Djbal amour n’a aucune activité antiradicalaire cela peut étre du a 1’absence des agent
antioxydant, par contre les extraits de Kaser elhirane et Elhouita amour qui possédent un
pouvoir antiradicalaire mais moins important, qui peut étre d0 a la teneur et/ou la présence

de certaines molécules de flavonoides et / ou phénoliques potentiellement mois actives.
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Figure 20 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction
de la concentration des éthanoiques de propolis et la concentration en antioxydants standards

Trolox.

Dans le but de relier les activités antioxydantes qui ont été mises en évidence par le test de

I’ABTS a la présence des composeés phénoliques, flavonoides de nos EEP.
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Nous avons essayé d’étudier les différentes corrélations possibles des EEP avec les

différentes valeurs d’EC50 obtenues (Figures 21).
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Figure 21 : Correélation entre les valeurs d’EC50 du test ABTS et les teneurs en phénols

totaux, et flavonoides des EEP.

D’apres les figures qui montrent clairement une bonne corrélation (R2=0.65) entre

les EC50 du test ABTS et polyphénols contrairement a la faible corrélation (R?=0.26) entre

les flavonoides et les EC50 du test ABTS ce qui suggere que I’activité antioxydantre est due

aux polyphénols d’autre famille que les flavonoides.
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111.1.2.3.Test phosphomolybdates

L’activité antioxydante des extraits éthanoique de propolis vis-a-vis complexe PPM
a été évalué spectrophotometriquement a 695 nm en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur bleu-vert a la couleur jaune.
Les résultats ont été exprimés par la détermination de ACEAC, plus ACEAC est grand plus
’activité antioxydantes est importante .Et par le paramétre « EC50 » (concentration en
antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % de concentration initiale en PPM Plus la
valeur d’EC50 est petite plus la capacité antioxydante de nos extraits est importante,
le ACEAC et EC50 ont été calculé pour chaque extrait et pour antioxydants standard.
Les résultats sont groupés dans le Tableau XII dans figure 22.

Tableau XI1 : Les valeurs AEAC et EC50 des extraits éthanoiques de propolis.

EXTRAIT AEAC EC50 mg/ml
EEP1 0.0687 0.3
EEP2 0.0479 0.48
EEP3 0.0168 11

Vitamine C 1 0.022

De ce tableau les valeurs de AEAC varient de 0.0687 a 0.0168 sont des valeurs trés
faible et inferieure de 1 celle de Trolox.
Nous remarquons aussi, que les valeurs de EC50 d’EEP varient de 0.3 a 1.1 mg/ ml
Comparable avec celui d’antioxydants standard Trolox utilisés dans ce test il est claire que
la variation des EC50 de ces trois échantillons est moyennement supérieures de 0.3 mg/ml
pour I’extrait de Kaser elhirane, supérieure 0.48 mg/ml d’ELhouita et trés élevés de 1.1
mg/ml de Djbal amour par apport a 0.022 mg/ml celle de standard.
Donc d’aprés cette comparaison et les valeurs de AEAC on peut conclure que 1’extrait de
Djbal amour n’a aucune activité antiradicalaire cela peuvent étre du a 1’absence des agent
antioxydant par contre les extraits Kaser elhirane ,ELhouita possédent un pouvoir
antiradicalaire mais moins important, qui peuvent étre due a la teneur et/ou la présence de

certaines molécules potentiellement mois actives de flavonoides et / ou phénoliques.
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Figure 22 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction
de la concentration des extraits éthanoiques de propolis et la concentration en antioxydants

standards vitamine C.
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Dans le but de relier les activités antioxydantes qui ont été mises en évidence par le test du

Phosphomolybdate (PPM) a la présence des composés phénoliques, flavonoides des EEP.

Nous avons essayé d’étudier les différentes corrélations possibles de nos EEP avec les

difféerentes valeurs d’AEAC obtenues (Figures 23).
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Figure 23 : Corrélation entre les valeurs d’EC50 du test PPM et les teneurs en phénols

totaux, et flavonoides des EEP.

D’aprés les figures qui montrent clairement une bonne corrélation ( R°=0.83) entre

les EC50 du test PPM et polyphénols contrairement a la faible corrélation ( R?=0.10 ) entre

les flavonoides et les EC50 du test phosphomolybdate. Ce qui suggere que I’activité

antioxydantre est due aux polyphénols d’autre famille que les flavonoides.

——

61

'



I11-Résultats et discussions

111.1.3. Pévaluation de ’activité antimicrobienne

Les résultats de I’évaluation antimicrobienne des extraits sont repris ci-dessous Dans

ces tableaux sont inclus d’une part les valeurs en (mm) zones ou diameétres d’inhibitions,

représentant la grandeur du halo formé par les microorganismes détruites par I’activité

antimicrobienne et d’autre part les valeurs de différentes concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

Tableau X111 : Une illustration de la capacité antimicrobienne des extraits éthanoiques de

propolis vis-a-vis de germes.

Proteus Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Candida
Extraits mirabilis coli aeruginosa aureus albicans
EEP1 - + - + +
EEP2 - + + + +
EEP3 - + - - +
+:sensible, - : résistant.

A la lumiere de ces résultats on peut dire que nos trois EEP ont une activité

antibactérienne et on peut constater ce qui suit :

+

+

Les souche Escherichia coli ,Staphylococcus aureus et Candida albicans sont
senssible a ’extrait de Kaser elhirane

Les souche Escherichia coli ,Pseudomonas aeruginosa ,Staphylococcus aureus,et
Candida albicans sont senssible a I’extraitd' ELhouita

Les souches Escherichia coli et Candida albicans sont senssible & 1’extrait de Djbal
amour.

La souche Proteus mirabilisn est resistante aux trois EEP.

La souche Pseudomonas aeruginosa resistante aux extraits Kaser elhirane et Djbal
amour.

La souche Staphylococcus aureus est résistante a 1’extrait de Djbal amour.

Vu I'absence d'une référence de lecture qui détermine le seuil de sensibilité nous avons

Considéré une souche sensible si le diametre de la zone d'inhibition est supérieur a 10 mm
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Résistante si le diamétre de la zone d'inhibition est inférieur @ 10 mm. La sensibilité est
intermédiaires le diamétre est égal a 10 mm.
111.1.3.1.Test Escherichia coli
Tableau X1V : Activité antibactérienne des extraits éthanoiques de propolis avec le germe
d’Escherichia coli.

Diamétres d’inhibitions (mm)
Concentration | EEP1 Sensibilité | EEP2 Sensibilité EEP3 | Sensibilité
mg/ml
0.09 0 R 0 R 0 R
0.019 9 CMI R 0 R 0 R
0.039 11 S 0 R 0 R
0.078 12 S 8 CMI R 0 R
0.156 125 S 8.5 R 0 R
0.312 13 S 10 intermédiaire | O R
0.625 13.2 S 11 S 12CMI | S
1.25 15 S 11.5 S 14 S
2.5 17 S 12 S 14.5 S
5 19 S 14 S 15 S

S: Sensible, R : Résistant.

Suivant le Tableau XIV et la figure 24 nous remarquons que le test sur E. coli a
permis d’obtenir un effet inhibiteur par les trois EEP avec des zones d’inhibitions maximale
de 19 ,14 et 15 mm pour l’extrait de Kaser elhirane ,ELhouita et Djbal amour
respectivement dont les valeurs de CMI de 0.019,0.078 et 0.665 mg/ml pour I’extrait de

Kaser elhirane ,ELhouita et Djbal amour respectivement.

On outre si on compare nos résultats aux autres études par exemple la propolis de la région
de la Grece [68] a montré un effet positif sur germes E. coli avec des valeurs de CMI de
4,90. 3,80 et 3,90 mg/ml pour les régions Nord East Centre West et Nord West
respectivement. Qui sont des résultats inferieure a ceux trouvé dans notre étude Nous
pouvons conclure que nos EEP possedent un effet inhibiteur positif contre la souche E. coli.
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Kaser elhirane

Djbal amour

Figure 24 : L’effet antibactérien des extraits éthanoiques de propolis de kaser elhirane

,Elhouita et Djbal amour avec Escherichia coli
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111.1.3.2.Test de Pseudomonas aeruginosa

Tableau XV : Activité antibactérienne 1’extraits éthanoique de propolis d’Elhouita avec le

germe Pseudomonas aeruginosa

Concentration Diameétre d’inhibition (mm)
mg/ml EEP2 Sensibilité
0.09 0 R
0.019 0 R
0.039 0 R
0.078 0 R
0.156 0 R
0.312 0 R
0.625 0 R
1.25 0 R
2.5 10 CMI intermédiaire
5 12 S

S : Sensible, R : Résistant.

Suivant le Tableau XV et la figure 25 nous remarquons que le test sur Pseudomonas
aeruginosa a permis d’obtenir un effet inhibiteur que par 1’extrait d’Elhouita avec de zone
d’inhibitions maximale de 12 mm dont la valeur de CMI est de 2.5 mg/ml .On outre si on
compare nos résultats aux autres études par exemple la propolis de la région de la Grece [68]
a montré un effet positif sur germes Pseudomonas aeruginosa avec des valeurs de CMI de
5.70, 6.90 et 7.10 mg/ml pour les régions Nord East Centre West et Nord West

respectivement. Qui sont des résultats inferieure a ceux trouvé dans notre étude.

Nous pouvons conclure que I’extrait d’Elhouita possede un effet inhibiteur positif

contre la souche Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 25 : L’effet antibactérien d’extraits éthanoique d’Elhouita avec Pseudomonas

aeruginosa.
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111.1.3.3.Test Staphylococcus aureus

Tableau XVI : Activité antibactérienne d’EEP 1,EEP 2 avec le Test Staphylococcus aureus

Concentration Diameétres d’inhibitions (mm)
mg/ml EEP1 sensibilité EEP2 sensibilité

0.09 0 R 0 R
0.019 0 R 0 R
0.039 0 R 0 R
0.078 0 R 0 R
0.156 0 R 0 R
0.312 0 R 0 R
0.625 0 R 0 R
1.25 0 R 0 R

2.5 0 R 0 R

5 12 CMI S 10 CMI intermédiaire

S: Sensible, R : Résistant.

Suivant le Tableau XVI les figure 26,27 nous remarquons que le test sur Staphylococcus
aureusa a permis d’obtenir un effet inhibiteur par I’extrait de Kaser elhirane ,ELhouita avec des
zones d’inhibitions maximale de 12 et 10 mm pour 1’extrait de Kaser elhirane et ,Elhouita

dont les valeurs de CMI sont les meme de 5 mg/ml

On outre si on compare nos résultats aux autres études par exemple la propolis de la région de la
Grece [68] a montré un effet positif sur germes Staphylococcus aureus avec des valeurs de CMI de
6.80. 5.30 et 6.50 mg/ml pour les région Nord East Centre West et Nord West respectivement. Qui

sont des résultats inferieure a ceux trouvé dans notre étude

Nous pouvons conclure que les EEP de Kaser elhirane ,ELhouita possedent un effet inhibiteur

positif contre la souche Staphylococcus aureus.
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Figure 26 : L’effet antibactérien des avec les extraits éthanoiques de propolis de kaser

elhirane et Elhouita avec Staphylococcus aureus.

Kaser elhirane Elhouita

Figure 27 : Test positif Staphylococcus aureus avec les extraits éthanoiques de propolis de

kaser elhirane et Elhouita.
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111.1.3.4.Test Candida albicans

Tableau XVII : Activité antibactérienne des extraits éthanoiques de propolis de kaser

elhirane ,Elhouita et Djbal amour avec le germe Candida albicans

Concentration Diametres d’inhibitions (mm)

mg/ml EEP1 | sensibilité EEP2 | sensibilité | EEP3 | sensibilité
0.078 0 R 0 R 0 R
0.1562 0 R 8 CMI R 8 CMI R
0.312 8 CIM R 8.5 R 9 R
0.625 9.5 R 9 R 9.2 R
1.25 9.6 R 11 S 12 S
2.5 10 intermédiaire | 12 S 15 S
+: Sensible, - : Résistant.

Suivant le Tableau XVII la figure 28 nous remarquons que le test sur Candida albicans
a permis d’obtenir un effet inhibiteur par les trois EEP avec des zones d’inhibitions maximale de
10,12 .et 15 mm pour les EEP de Kaser elhirane ,Elhouita et Djbal amour respectivement
dont les valeurs de CMI de 0.312 mg/ml Pour les EEP de Kaser elhirane et 0.156 mg/mi

pour les deux autres ELhouita et Djbal amour respectivement.

On outre si on compare nos résultats aux autre études par exemple la propolis de la région de la
Greéce a montré un effet positif sur germes Candida albicans avec des valeurs de CMI de 5.70. 5.40
et 5.90 mg/ml pour les région Nord East Centre West et Nord West respectivement. Qui sont des

résultats inferieure a ceux trouvé dans notre étude Nous pouvons conclure que nos EEP possédent

un effet inhibiteur positif contre la souche Candida albicans.
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Figure 28: L’effet antibactérien des extraits éthanoiques de propolis de kaser elhirane

,Elhouita et Djbal amour avec Candida albicans.
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Sion compare les EEP de chaque souche par leurs valeurs de CMI, car celui qui posséde la

plus faible concentration de CMI considéré comme un agent antibactérien puissant.

v' kaser elhirane a un effet inhibiteur a CMI = 0.019 mg/ml

Escherichia coli

avec la souche

v Elhouita a un effet inhibiteur a CMI = 2.5 mg/ml avec la souche Pseudomonas

aeruginosa.

v" kaser elhirane et Elhouita a un effet inhibiteur a CMI = 5 mg/ml avec la souche

Staphylococcus aureus,

v Elhouita et djbal amour a un effet inhibiteur a CMI =0.156 mg/ml avec la souche

Candida albicans.

afin de contribue cette activité antibactérienne a son agent causale bioactif telle que les

polyphénols et/ou flavonoides essayé d’étudier les différentes corrélations possibles de nos
EEP avec les différentes valeurs de CMI obtenues. Figure 29.30.31 et 32.
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Figure 29 : Corrélations des extraits éthanoiques de propolis et les valeurs de CMI pour la

souche Escherichia coli.
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Figure 30 : Corrélations des extraits éthanoiques de propolis et les valeurs de CMI pour la

souche Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 31 : Corrélations des extraits éthanoiques de propolis et les valeurs de CMI pour la

souche Staphylococcus aureus.
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Figure 32 : Corrélations des extraits éthanoiques de propolis et les valeurs de CMI pour la

souche.

Tableau XVI11 : les déférentes corrélations R? des polyphénols et les flavonoides de chaque

souche.

Corrélation des Corrélation des
La souche polyphénol R? flavonoides R?
Escherichia coli 0.47 0.44
Pseudomonas 0.012 0.99
aeruginosa.
Staphylococcus 0.64 0.27
aureus,
Candida albicans.. 0.83 0.22
( |
L )
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D’apres ce Tableau XVIII nous remarquons que les valeurs des R* des polyphenoles sont
supérieurs & R? de flavonoide ce qui contribue aux polyphénols ou aux d’autre molécule
bioactive et pas aux flavonoides 1’activité antibactériennes inhibitrice des souche
d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, et Candida albicans .Seulement dans le cas de la
souche Pseudomonas aeruginosa avec R* =0.99 de flavonoides comparable a R? =0.01 de
polyphénol ce qui confirme I’effet inhibiteur antibactérien des flavonoides contre cette

souche.
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Conclusion

Dans ce présent travail, on s’est intéressé aux effets anti-oxydants et antibactériens
des extraits éthanoiques de propolis de la région locale Laghouat. En premier lieu, étapes
d’extraction réalisée. Apres 1’extraction, nous avons essayé de calculer le rendement et de
quantifier la matiere en phénols totaux et en flavonoides. Les résultats montrent la richesse
de nos extraits en polyphénole et en flavonoides. En ce qui concerne 1’activité
antioxydante, trois techniques ont été examinées; test du DPPH, ABTS et PPM qui ont
révélé que tous nos extraits phénoliques de propolis possédent une activité antioxydantes
qui varie d’un extrait a autre et d’un test a un autre qui se manifestent par une activité
moyennement importante de piégeage de radicale DPPH, et par une activité faible pour
piégeage le radicale cation ABTSainsi de réduire le phosphomolybdate (PPM) . Dont Il
nous a parus clairement, qu’une seule méthode ne peut pas suffire pour caractériser les
propensions antioxydantes, et méme ne peut pas donner une prévision complete de
I’efficacité antioxydante de ces extraits donc, 1’utilisation de plus d’une méthode a été

nécessaire pour permettre de mieux généraliser nos résultats.

Et en fin on a fini notre étude par I’évaluation de I’effet antimicrobien d’extraits
phénoliques de propolis qui a été mis en évidence in vitro en utilisant la méthode de
diffusion sur milieu gélosé et par le calcul de CMI de chaque extrait vis-a-vis des souches
étudiées (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis , Staphylococcus
aureus, et Candida albicans), a révélé une action inhibitrice contre la plupart des germes.
En comparaison avec la bibliographie, il parait que nos extraits phénoliques présentent une

activité antimicrobienne modérée

En outre on a constaté aussi I’existence d’une corrélation significative entre chaque
activité et les composés phénoliques contrairement au composé flavonoidique. Ce qui
suggérent que I’activité antioxydantre et antibactérienne est d aux polyphénols ou aux

d’autres composés non flavonoidiques. (Acide phénoliques, tanins, stilbénnes...... )

En perspective de ce travail, il serait intéressant d’isoler et de caractériser les
composés phénoliques des extraits de propolis en appliqguant des techniques
chromatographiques, spectroscopiques et électrochimiques lourdes. Aussi, il serait
souhaitable, pour une meilleure compréhension du mode d’action des molécules

phénoliques isolées, d’évaluer in vitro et in vivo Dactivité antioxydante et méme
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antimicrobienne de chacun de ces composés pris separément. Ce qui permettrait alors de
mettre en évidence le principe actif des extraits de propolis. D’autres études plus
approfondies sont nécessaires elles permettront une meilleure connaissance de ces
principes actifs de propolis, de leur structure.et elles permettront aussi de connaitre leur
pharmacocinétique et leur pharmacodynamie.
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Résumé

Ce travail a pour objectif d’évaluation 1’activités antioxydante et antimicrobienne des
extraits éthanoique de propolis de la région locale de Laghouat : Kaserelhirane,Elhouita
et Djbal amour ces extraits ont obtenue par macération solide-liquide dans 1’éthanol pur.
Les valeurs de rendement se situent entre 40.8 a 31.2%. Le dosage des polyphénole et
les flavonoides a montré la richesse de ces trois extraits en polyphénols et flavonoides
Les activités antioxydantes ont été realisées en utilisant trois tests chimiques (DPPH,
ABTS et Molybdate-Phosphate).Les résultats obtenus ont montré que les extraits
éthanoiques de propolis possedent un pouvoir réducteur et anti-radicalaire faible ou
parfois négligeable, et ceci en comparant avec les antioxydants de références utilisees.
Par contre ces extraits ont révélées des activités antimicrobiennes intéressantes. La plus

forte activité antibactérienne a été observée par I’extrait de Kaserelhirane.
Mots clés

les extraits éthanoiques de propolis, activitéantioxydante, test DPPH, test ABTS, test

Molybdate-Phosphate, activitéantibacterienne.
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