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Résumé

La propolis est une matiére résineuse que leslebeillectent a partir d’écorces et de
bourgeons de certains arbres, notamment des cemifée mastic naturel est riche en
principes actifs surtout les composés phénoliquais ot des propriétés thérapeutiques
majeurs. Le but de ce travail est d’évaluer quetgactivités biologiques d’extraits de
propolis de différentes régions de Tizi-Ouzou, pEre par deux solvants d’extractions de

polarité différentes (éthanols & 96% et acétadehgle).

La quantification des polyphénols est réalisée lgaréactif de folin-ciocalteu,
'activité antioxydante est évaluée par trois mé#®: piégeage du radical libre
(DPPH/ABTS) et le pouvoir réducteur (FRAP) et fidf antimicrobien est testé par la

meéthode de diffusion sur milieu gélosé.

Les résultats montrent la richesse de tous lesiexten polyphénols, notamment les
extraits a l'acétate d’éthyles, ceux-ci ont préSetés teneurs importantes en polyphénols
(50,75 a 460,71 mg EAG/g de propoliBdus les extraits de propolis ont montré des d@ésvi
antioxydantes relativement intéressantes avec @gsde I'ordre de 0,021 a 0,069 mg/mL
pour 'ABTS, de 0,007 a 0,044 mg/mL pour le DPPHliet0,023 a 0,087 mg/mL concernant
le test FRAP, particulierement I'extrait acétatétlyle de la région de Bounouh (P9), qui est
révélé étre le meilleur antioxydant. Concernanftctiaté antimicrobienne les extraits
éthanoliques sont plus actifs que les extraitsaaétate d’éthylesStaphylococcus aureus
LGA251 est la souche la plus sensible face auxaggtethanoliques suivis de la souche
Pseudomonas auruginogd TC271853.Escherichia colATCC25922 est la souche la moins
sensible démontrée par ce teste.

Cette étude démontre que la teneur en polyphémrasi®xiraits de propolis dépend de

la situation géographique et la flore locale degctearégion d’étude.

Mots clés : propolis, polyphénols, activités biologiques, atfivantioxydante, activité

antimicrobienne.



Abstract

Propolis is a resinous material that bees collexhfthe buds and bark of some trees,
especially coniferous trees. This natural mastiicis in active principles, especially phenolic
compounds that have major therapeutic propertidse purpose of this work is to evaluate
some biological activities of propolis extractsniralifferent regions of Tizi-Ouzou using two

extraction solvents of different polarities (ethbat96% and ethyl acetate).

The quantification of the polyphenols is carried by the folin-ciocalteu reagent; the
antioxidant activity is evaluated by three methddse radical scavenging (DPPH / ABTS)
and reducing power (FRAP) and the antimicrobiag¢efis tested by the diffusion method on

agar medium.

The results show the richness of all the polyphemndtacts, in particular the ethyl
acetate extracts, which showed significant levéjsotyphenols (50.75 to 460.71 mg EAG / g
of propolis). All propolis extracts showed relativenteresting antioxidant activity with 1IC50
values of 0.021 to 0.069 mg / mL for ABTS, 0.000t044 mg / mL for DPPH and 0.023 to
0.087 mg / mL for the FRAP test, particularly thayd acetate extract from the Bounouh
region (P9), which is revealed to be the best aitamt. Concerning antimicrobial activity,
ethanolic extracts are more active than ethyl aeetatracts. Staphylococcus aureus LGA251
is the most sensitive strain against ethanolic aexér followed by the Pseudomonas
auruginosa ATTC271853 strain. Escherichia coli APG@22 is the least sensitive strain

demonstrated by this test.

This study demonstrates that the polyphenol caordémpropolis extracts depends on

the geographic location and local flora of eachigtarea.

Key words: propolis, polyphenols, biological activities, mxidant activity, antimicrobial

activity.
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Introduction

Introduction

L’extraordinaire pérennité des abeilles quenl estime a quelque 60 millions
d’années tient aux moyens naturels qu’elles sun trouver dans la nature pour faire
face atoutes sortes de maladies et parakéssabeilles récoltent une résine présente sur
les bourgeons, jeunes rameaux, blessures deinesersabres et arbustes prévue pour les
protéger contre les attaques des micro-orgess mais aussi des insectes. En
mélangeant cette résine a de la cire etea dnzymes sécrétées par leur systeme
glandulaire, elles obtiennent une sorte de glulgue nomme : propolis (CARDINAULT et
al.,2012).

La propolis est une véritable arme chimique cofgeemicroorganismes et sert a
momifier les insectes et les animaux intrus et m@ets et souris par exemple) trop gros pour
étre évacués par les abeilles, évitant ainsi l@aécomposition. La propolis est généralement
constituée d’environ 50 % de résines (contenantctesposés polyphénoliques), 30 % de
cires et d'acides gras, 10% d’huiles essentieie, de pollen et 5 % de matiéres organiques
et minérales diverses. Mais la composition derdég@lis est tres variable car elle dépend de
la végétation locale (MARCUCCI, 1955).

Ce produit de la ruche est tres précieux en raigosa composition en polyphénols et
flavonoides responsables de ces ses propriétégylojoks et sa capacité a piéger les radicaux
libre. A cet effet la propolis est utilisée deplaagtemps en médecine traditionnelle, car elle
présente de nombreuses activités biologiques etm@italogiques telle que des activités
antioxydante, antifongique, antibactérienne, ardlei anti- inflammatoire ou encore
antitumorale (ANJUM eal., 2018).

la recherche scientifique a tendance a se &makur I'exploration de ces
substances qui constituent une alternativanptteuse aux anciennes substances d’origine
synthétique. Face a cette situation préoccuparéapunes efforts sont consentis dans le
domaine de la recherche médicale en vuera@ver de nouvelles molécules naturelles
actives efficaces et non toxique (BANKOVA et SFORCI2011).

Compte tenu de toutes ces considérations, le graseail a été concu pour quantifier
les composés phénoliques et comparer in vitro geslgactivités biologiques (activité
antioxydante et anti bactérienne) des extraitssis$e différents échantillons de propolis

collectés dans divers régions de la wilaya de Oazou.



Introduction

Notre document sera donc composé de trois chapitnétié par une recherche
bibliographique sur un abrégé de I'histoire etyablogie de la propolis d’abeille, son
utilisation au cours des siécles et sa compositiomplexe et son intérét biologique et
thérapeutique suivi du matériel et les méthodes utilisés dans cetieétet on finira par les
résultats et discussions relatifs aux teneurs emmposés phénoliques et aux
activités antioxydante et antibactérienne deseudifits extraits de la propolis. Le manuscrit

se termine par une conclusion et des perspectives.
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[.1. Généralités sur la propolis

[.1.1. Définition et étymologie de la propolis

La propolis ou colle dabeille désigne un ensemble de subssamésineuses,
gommeuses et balsamiques, de consistance visque@esillies sur certaines parties
(bourgeons et écorces essentiellement) de certaibres (bouleaux, peupliers, chaines,
saules, coniferes etc..) par les abeilles (Amdlifara) butineuses, qui les rapportent a la
ruche et qui les modifient par I'apport dertaines de leurs propres sécrétions (cire et
sécrétions salivaires) (DONADIEU, 1981).

Le mot Propolis est dérivé du grec dans lequeldepimeeme « Pro » signifie « devant
» OU « a I'entrée de » et le morphéme « polis nisgg« communauté » ou « ville », ce qui
signifie substance de défense de la ruche (ANJUM.e2018). D’ou, son utilisation par les
abeilles comme un moyen de défense contre lesomanganismes pathogénes, et pour
embaumer les intrus qui peuvent entrer dans laerwh empéchant leur décompositions
(MARCUCCI, 1995; BANKOVA etal., 2000). Elle est donc responsable de la faible
incidence des bactéries et moisissures a l'iniede la ruche (GHISALBERTI, 1979).

Figure 1 Photographie d’'une propolis brute (échantilloélgvé a Maatka).
[.1.2. Historique

La propolis est un remede naturel qui est utilispuis les temps anciens, elle était
employée comme moyen thérapeutigue contreaffestions de la peau, des plaies et

des suppurations.
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D’aprés GOLDER (2004) les Egyptiens, Grecs, Romah Mayas utilisaient les
produits issus de la ruche a des fins préventigesatives et alimentaires. En effet, les
Egyptiens connaissaient trés bien les propriétésamwatrices de la propolis et I'utilisaient
pour embaumer les cadavres, enduisant les barefelddés momies avec de la propolis pour
leur assurer une meilleure conservation, etedl aussi utilisée pour soigner et anesthésier
les caries dentaires (CASTALDO et CAPASSO, 2002)

En Amérique du Sud, les Incas utilisaient la prigpobmme antiseptique. Hippocrate
recommandait la propolis pour la guérison des plaiedes ulceres (VIEL et DORE, 2003)
Les Arabes connaissaient aussi la propolis, Avieesparlé de deux sortes de cire : la cire
propre et la cire noire, cette derniere étant gotdmaent la propolis. Il a dit : «Elle a la
gualit¢ de faire éliminer les pointes degHiEs et des épines, raréfie, nettoie
facilement et amollit fortement» (CRANE, 1999EARNLY, 2001). En outre, la propolis a
été reconnue en tant qu'agent antibactérien ad¥®kt 20™ siécles en Europe. En
Angleterre, la propolis était reconnue comme unllexei médicament pour le traitement des
plaies pendant £7¢siécle (ANJUM etal., 2018). En France, on trouve quelques traces de
son usage aux I® et 19™ siécles dans le traitement des plaies. Mais csestout &
'occasion de la guerre des Boers en Afrique du Quidlle connait son apogée d’utilisation
(LAVIE 1975 ; HEGAZI, 1997)De méme, en Chine, la propolis était reconnue comme

médicament anticancéreux et anti-infectieux (ANJetdl., 2018).

Le premier rapport scientifique sur la propolis, samposition et ses actions
chimiques a été annoncé au public en 1908 (ANJUA. £2018).

1.1.3. Origine de la propolis
Plusieurs recherches ont montré que la propolisgibavoir deux origines :

v’ origine interne : issue de la premiere phase de digestion durpadlss le gésier a
pollen, régurgitée ensuite par les abeilles (HEGARDB7) ;

v origine externe: collectée par les abeilles de différentes tesrElles la rapportent
a la ruche, et la modifient par I'apport dgtaines de leurs propres sécrétions
(cire et sécrétions salivaires essentiellemerLTIC etal., 1999).

s Origine botanique de la propolis

Les abeilles vont collecter des substances sésrgiae les plantes mais aussi celles

exsudées lors de blessures de ces dernieresgiil damatieres lipophiles contenues dans les

4
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feuilles, les bourgeons, les gommes ou encoreékinas aux quelles ajoutent les cires et les

sécrétions enzymatiques contenues dans leur $BIMEKOVA, 2005).

Ainsi la provenance de la propolis dépend de leoregle la flore botanique qui se situe a

proximité immédiate des ruches et aussi aux pnéé@edes abeilles.

Tableau | : Source botanique de la propolis selon différenéggons (CARDINAULT et al
2012).

Type de propolis Origine géographique Origine botanique Principaux constituants
Peuplier Europe, Amérique du Nord, Populus spp. Flavones, flavanones, acides phénols
Ambrée a brune  régions non tropicales et principalement P. nigra L. et ses esters et sesquiterpénes

de 'Asie, Nouvelle-Zélande

Verte du Brésil ~ Zone tropicale du Brésil Baccharis spp. principalement  Derivés prénylés de lacide coumarique

B. dracunculifolia DC Acides diterpéniques
Lignanes
Bouleau Nord de la Russie Betula verrucosa Flavones, flavonols, flavonones
et sesquiterpenes
Propolis rouge ~ Cuba, Brésil, Mexique Dalbergia ecastophyllum Isoflavones, isoflavanes, flavonoides
et benzophénones isoprénylées
Propolis rouge ~ Cuba, Venezuela Clusia rosea Isoflavones, isoflavanes, flavonoides
et benzophénones isoprénylées
Méditerranéenne ~ Sicile, Gréce, Malte, Créte, ~ Famille des Cupressacea Acides diterpéniques
Turquie et principalement de type labdane
Pacifique Zone pacifique (Taiwan, ~ Macaranga tanarius Prényl-flavanones

Okinawa, Indonésie)

% Origine de la propolis Algérienne

Selon la flore botanique disponible en Algérie, meut déduire que notre propolis est
d’origine soit du pin ginus sp qui occupe les zones semi arides, le chéne (clhépe et
chéne zeen) qu’on trouve au nord-est du pays, ignés, cyprés Cupressus 9p casuarina,

et le peupliergopulus sp

D’aprés une étude faite sur la propolis aégde en 2004, récoltée dans quatre
régions (Tlemcen, Guelma, M’sila et Tizi-Ouzou3, dnt trouvé que les échantillons analysés
ont comme source principale ; le peupli®ogulusnigrad avec la participation d’autres
especesSauf pour [I'échantillon de Tizi-Ouzou, car omemarque l'absence de
Pinocembrin, Pinobanksin, Chrysin et Galangin (MORD2004).
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[.1.4. La récolte de la propolis
La récolte de la propolis s’effectue d’abord pardéeilles et ensuite par 'lhomme.
[.1.4.1.Par les abeilles

La récolte de propolis est faite par un nombrestreint d'abeilles ouvriéres
butineuses (qui se trouvent donc étre dansldmiere partie de leurs existences). Ces
ouvriéres sont certainement tres spécialisées datte activité, puisqu'elles ne semblent
pratiguement effectuer aucun autre travail sein de la colonie (la récolte du nectar par
exemple) et cela méme si la demande s’en faitrseaur travail se limite au colmatage de
I'intérieur de la ruche (DONADIEU, 1981).

.1.4.1.1.Procédé de la récolte

Cette récolte s'effectue schématiquement de lanfesgovante (DONADIEU, 1981 ;
DEBUYSER, 1984) :

» labutineuse fait d'abord usage de ses antennes ipeer Ia partie la plus intéressante
de la source, qu'elle attaque alors avec ses mapdjpuis elle détache la particule
saisie ;

» elle 'entasse dans I'une des corbeilles de sdspabstérieures (3éme paire) a l'aide
de ses autres pattes pour accumuler ainsi progeessnt une pelote (qui est en
général plus petite qu'une pelote de pollen) de’elpportera a la ruche ;

» au retour a la ruche, la butineuse de pi®pest déchargée de sa récolte par
d'autres ouvrieres, soit au trou de vol, deitplus souvent a l'endroit méme ou
la substance est utilisée, opération assez loagueeut durer d'une a plusieurs

heures.

i Bour n
Abeille ourgeo
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Figure 2: Récolte de la propolis par I'abeille (EL HOUSSEIR(Q13).

[.1.4.1.2. Condition de récolte

Cette recolte, dépend de nombreux facteurs, ip&sguels nous pouvons citer
(DONADIEU, 1981 ; DEBUYSER, 1984) :

» facteurs saisonniers {a récolte a lieu, selon les cas, soit d&but de saison,
c'est-a-dire au printemps, mais le plus souwnprincipalement a la fin de la
miellée ou a l'approche de l'automne, au nmbnwi la colonie commence ses
préparatifs d'hivernage ;

» facteurs géographiques :il a été constaté que les ruches situées dansdgsns
boisées récoltent plus que les ruches de plaines ;

» facteurs climatiques (la température)les abeilles « récolteuses » de propolis
déploient en général leur activité au coues gournées chaudes (température le
plus souvent supérieure a 20°C) et en oupendant les heures les mieux
exposees a cette chaleur (soitentre 10 h5eth 30 en moyenne ), ceci du fait
gue les substances ramassées sont trop dure€fpewexploitées en dehors de ces
horaires ;

» facteurs liés a la race d'abeille :c’'est ainsi qu'il est reconnu que les
Caucasiennes et certaines autres races dMmeure (celle d'Anatolie centrale
en particulier) propolisent en général davamigige les autres ;

» Facteurs liés a I'age de l'abeille Il semble que ce soient les abeilles les plus agées
donc les plus expérimentées qui récoltent la prspblétude histologique montre que

leurs glandes cirieres sont totalement atrophl&ege minimal est de dix-huit jours.
1.1.4.2.Par I'apiculteur
La propolis peut étre récoltée selon des technidiwesses :

v' par raclage et grattage des cadres ou desispde la ruche, de préférence a
des températures assez basses, la propolis, aloes et friable, se détachant
mieux (DONADIEU,1981) ;

v’ utilisation de différents dispositifs: grille moel&n matiére plastique ou en métal. On

pose cette grille comme couvre cadres (LAVIE, 1975)
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Pour avoir une propolis de meilleure qualitgossible, DONADIEU (1981)

recommande de pratiquer sa récolte au cours adadarsd'été apres la miellée.

La quantité récoltée est trés variable. Ei sous la dépendance des facteurs qui
conditionnent la récolte par les abeilles. Ellsisge en moyenne entre 100 et 300 g par ruche

et par an. Cette propolis brute doit étre purifi@gant toute utilisation (LAVIE, 1975).

Figure 4 : Grille en plastique pour la récolte de la prop@i&)DNIK, 2017).
[.1.5. Propriétés physico-chimiques de la propolis
[.1.5.1.Propriétés physiques

1.1.5.1.1. Caractéristiques organoleptiques
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« Couleur : De couleur tres variable selon sa provenaratkant du jaune clair
(coniféres) au brun tres foncé, presque noirassant par toute une gamme de brun
extréme riche et étendue (rougeéatre, verdatre,( @ONADIEU, 1981).

« Saveur: Acre, piquante, parfois amére, qui donne une iriBdisation de la
mugqueuse buccale (SAUVAGER, 2014).

e Odeur: Variable selon son origine, en général ardbméaltje et douceatre, mélangé
a celui du miel, de la cire et d’autres produitanfeelle, vanille, etc.). Si elle est
brhlée, elle dégage une odeur d'encens tédisate et tres recherchée en rapport

avec les résines aromatiques qu'elle contienB(DESER, 1984 ).

1.1.5.1.2. Caractéristiques physiques

» Consistance : Variable en fonction de la température : durgiable a 15°Cmolle a
30 et gluante et collante au-dela et fond a 60C78A moyenne, mais le point de
fusion peut aller jusqu'a 100°C (LAVIE, 1975 ; KREL1996).

e Solubilité : Tres peu hydrosoluble, la propolis est phetieent soluble dans
I'alcool, I'acétone, I'éther, le chloroforme etlbenzene. Seul un mélange adéquat de
différents solvants permet de dissoudre la qudalit® de ses composants (LAVIE,
1975).

» Densité :Elle est de I'ordre de 1,2 en moyenne (TOZilet2006).

» Chauffée doucement au bain-marie elle se divise en deux parties bien distinctes :

» L’une visqueuse qui tombe au fond.
» L'autre liquide (cire de propolis) qui surnage a darface et trouve de

nombreux usages dans le domaine apicole (LAVIE5L97
1.1.5.2. Composition de la propolis brute

La propolis est un mélange complexe composé deéeregetaux et de composés
libérés par les abeilles. La proportion des difiées substances est variable et dépend du lieu
et du moment de la collecte (GHISALBERdt al., 1978), mais en général, la propolis brute
se compose d'environ 50% de résines, 30% de &idés,d'huiles essentielles, 5% de pollen et
5% de divers composés (ANJUMadt, 2018) (figureb).
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Propolis

B Résines
M Cires

Huiles essentielles
H Pollen

B Autres composés

Figure 5 : Composition chimique de la propolis (ANJUMadt, 2018).

La connaissance de la propolis a enregistré unkitémo importante au fil du temps,
en raison des études exhaustives concernant saostiop chimique et ses activités
biologiques. Dans les années 60, on a pensé qugrémsa complexité, la composition
chimique de la propolis était plus ou moins cornstaNéanmoins, l'analyse d'un grand
nombre d'échantillons provenant de différentes imeg géographiques a révelé que la
composition chimique de la propolis est tres vadeabt difficile a standardiser. Cette
composition dépend de différents facteurs tels lgqueégétation, la saison et les conditions
environnementales du site de la collecte (BANKOY805 ; BANKOVA et SFORCIN, 2011
; BARLAK et al., 2011). Il existe donc plus de 300 substances guipcsent la propolis
(MARCUCCI, 1995 ; BANKOVA, 200).

Généralement, les principaux constituants de lgpgi® sont la résine (baume de
composés phénoliques et flavonoides ou de leuessgsket les matieres volatiles (les huiles
essentielles), qui sont des substances obtenuadiadiune variété de processus botaniques
dans différentes parties des plantes, et de lal@teille (BANKOVA, 2005)La composition

grossiere de la propolis rapportée par divers asitest indiquée au tableau I1.

10



Chapitre | Synthese des données bibliographiques

Tableau Il : Composition globale de la propolis (MOKHTARIA, 249).

Parties de la propolis Constituants par groupe
o 45-55%
Résines et baumes 3 . o
Flavonoides, acides phénoliques et leurs esters
_ _ 20-30%
Cire et acide gras ) _ _ _ o _ )
Acide cinnamique, acides linoléiques, acides projares.
_ _ 10%
Huiles essentielles _ .
Produits volatils
5%

ool Protéines (plus de 1% des acides aminés sont ezpiédspar 6
ollen
acides aminée libres et I'arginine et la prolingrésentent

jusqu’a 46% du total)

5%
Autres composés et | 14 minéraux a I'état de traces : silice, Fe, Zes @lus communs)
minéraux Ag, Cs, Hg, Sb Acide benzoique et ses esters, nsnsucres

cétones, lactones, etc.

1.1.5.3. Composition de la propolis purifiée

L’origine botanique dont sera issue la propolis stibme le principal facteur
responsable de sa composition spécifique. L'awtotefir sera les modifications générées a
travers les sécrétions hypophrygiennes de l'abejlie vont apporter d’'autres éléments
spécifiques en plus de certaines transformatiopdr@fyse des hétérosides de flavonoides en
aglycone).

Parmi les substances organiques et minéraux aeenstita propolis on retrouve
beaucoup de flavonoides et autres dérivés phémgliginsi que leurs esters, des dérivés
aromatiques volatils, des minéraux (fer, calciumgczcuivre, manganese) et des vitamines
(C, E et du groupe B). La propolis contient égaleimdes sucres et des alcools de sucre
(BANKOVA et al.,2000).

Les composés phénoliques (appelés aussi polyphéensblent les plus dominants
dans la composition de la propolis, en plus se EsEnprincipaux composés responsables des
activités biologiques de la propolis tels que iaté antibactérienne (ALESANDRINI «l.,
2006), l'activité antioxydant (AHMEDKHNIHA edl., 2006).

11
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D’aprés des études déja réalisées, on peut cleesseomposants de la propolis dans

les groupes suivants :

* Les polyphénols et les flavonoides ;

* Les acides aromatiques ;

* Les acides aliphatiques ;

* Les esters aromatiques ;

* Lessucres;

* Les minéraux ;

* Les vitamines et autres composeés.

1.1.5.3.1. Polyphénols et flavonoides

Les polyphénols constituent un groupe importansdastances naturelles largement
répandues dans le regne végétal. On peut distingsiglifférentes classes de polyphénols
en se basant d'une part, sur le nombre d’atomestitatifs et d’autre part, sur la structure
du squelette de base (HARBORNE, 2000) :

* Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiquetesahydroxycinnamiques) ;
* Les flavonoides qui représentent la classe lagddasmidante et la plus étudiée ;
* Lestanins et lignines ;

* Les plus rares, les coumarines et les stilbénes.

Les polyphénols notamment les flavonoides (figyredht des substances organiques les
plus abondantes dans la propolis. Ces composé@siqrees sont responsables des activités

biologiques de la propolis et sa capacité de piegeradicaux libres.

Les flavonoides du latiflavus, jaune, sont des substances généralement cologses t
répondues chez les végétaux. Ce qui confirme larith@ui dit que la propolis est d’origine
végetale (GHEDIRA, 2005). Les flavonoides sont répan différentes catégories dont les
plus importantes sont les flavonols, les flavohes flavanols, les isoflavones, les flavanones,

et les anthocyanes.

12
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Figure 6: Structure chimique de flavonoide (GHEDIRA, 2005).

1.1.5.3.2. Acides aliphatiques

Une propolis de qualité contient dans sa compesitiimique en plus des composés
phénoliques des acides gras aliphatigi®ermi ces acides aliphatiques identifiés dans la
propolis, on peut citer plus de vingt acides retewvé retrouve I'acides lactique, I'acide
maléique, l'acides fumarique, I'acides palmitigu&cide linoléique...etc. (MARCUCCI,
1995 ; AHMEDKHNIHA etal., 2006).

La race d’abeille peut influencer la compositionageide aliphatique de la propolis de
méme région (SEMIRAMIS et SIBEL, 2005).

[.1.5.3.3. Acides aromatiques

La propolis renferme des acides aromatiques (éeride I'acide benzoique et
cinnamique) (figure 7, 8) dont le réle est primatdlans les activités thérapeutiques de la
propolis (HAVSTEEN, 2002).

R—
o
H

OH

CGallic acid. R - H:
Syringic acid, R = OCH,

Benzoic acids

Figure 7: Structure chimique de I'acide benzoique (TSAO, 32010

13
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Figure 8 : Structure chimique de I'acide cinnamique (TSAO, @01

Parmi la famille des acides aromatiques ayant degrigtés diverses, les principaux
sont l'acide Caféique et un de ses dérivés le phghéaféate (le CAPE) qui ont des

propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires.

[.1.5.3.4. Esters aromatiques
Plusieurs travaux ont été réalisés sur la compositie la propolis en esters
aromatiques, ce groupe englobe les catégoriesrgas/a(SILICI, 2005).
» Esters cinnamiques ;
Esters couramiques ;
Esters ferulates ;
Esters caffeates ;

YV V VYV V

Esters isoferulates.

[.1.5.3.5. Sucres

La propolis contient également des sucres et ae®lal de sucre (BANKOVAt al.,
2000). Les polysaccharides comme l'amidon et lesom&t disaccharides, le glucose, le
fructose, le ribose, le rhamnose, le talose, efalcharose sont également présents dans la
propolis (GORECKEt al.,2014).

Les sucres et les sucres alcooliques identifiés dia propolis sont illustrés dans le
tableau Il (MARCUCCI, 1995) :

14
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Tableau Il : Les sucres et les sucre alcooliques de la p®poli
1. Inositole 6. D-glucetole
2. Saccharose 7. D-glucose
3. D-fructose (isomerel) 8. a-D-xylopyranose
4. D-fructose (isomére2) 9. Acide gluconique
5. Sorbose 10. Galactose

1.1.5.3.6. Minéraux

Des études sur la propolis ont montré que le ths<cendres est compris entres 1.2 a
4.5% de poids frais de la propolis brute (CAZZOIldtkl., 2006), cette derniere est I'un des
produits naturels les plus riches en éléments min€essentiellement le potassium et le
calcium.

La propolis contient également des minétalsxque le magnésium, l'iode, le sodium, le

cuivre, le zinc, le manganese et le fer.

1.1.5.3.7. Vitamines et autres composés
Pour les vitamines on y retrouve la vitamine Aest Vitamines du groupe B dont les
vitamines B1, B2, B3, B6, B8, B9, B12, C, E (KREL1996).

On retrouve plusieurs autres comgmsktecés dans la composition de la propolis

dont les hydrocarbures aliphatiques et les quitesp.

1.1.6. Utilisation de la propolis
1.1.6.1. Par I'abeille

Dans la ruche, la propolis est utilisée par lesill@sepour boucher les trous, pour
éviter les courants d’air indésirables, pour lidesrparois intérieures, pour impermeéabiliser
les parois afin d’éviter une humidité excessivpair protéger I'entrée contre les intrus. C’est
leur arme chimique la plus importante pour lutt@ntce les parasites et les pathogenes

Des études ont méme révélé que la propolis pewtr joo réle plus subtil dans les
mécanismes dimmunité de la colonie. On peut damg wertaine mesure parler
d’automédication de la colonie. L'une des partidtés d'utilisation de la propolis par

'abeille est de momifier en recouvrant avec cetigtiere les cadavres des ennemis, qui

15
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s’introduisent dans la ruche une fois tués pouteéveur décomposition et ne sera pas
lorigine d’'un éventuel développement des micgamismes. Elle contribue aussi au
maintien du microclimat et a l'isolation thermigiela ruche (PIERRE et YEVES, 2005).

1.1.6.2. Par ’'homme
La propolis est un produit de la ruche largemeilisatpar I'hnomme pour ses vertus

antiseptiques et antibiotiques. Elle est notammagploitée dans plusieurs domaines tels que :

[.1.6.2.1. Utilisation en cosmétique

La propolis et ses extraits ont été largement sétilidans la dermatologie et la
cosmétique (DEHMOUCHE ail., 1988). Durant de nombreuses études, les checlseur
sont basés sur les effets de la propolis dandgé@nération et la rénovation des tissus. Avec
ses caractéristiques bactéricides et fongicidés offre de nombreux bénéfices dans diverses
applications (KRELL, 1996).

1.1.6.2.2. Utilisation en médecine
Aujourd’hui, la propolis est utilisée en médecireditionnelle, en apithérapie, comme
'alicament. De nombreuses études mettent en és@eses propriétés antibactérienne,
antifongique, antivirale, anti-inflammatoire, antcéreuse, hépatoprotectrice et antitumorale.
La propolis est utilisée dans divers traitementsdae :
* Les problemes cardio-vasculaires ;
» Diverses infections de I'appareil respiratoire ;
* Soins dentaires ;
* Lesulcéres;
* Les infections des muqueuses et des lésions ;
* Le cancer.
Elle est utilisée aussi dans le soutien et I'amaétion du systeme immunitaire
(KRELL, 1996).

1.1.6.2.3. Utilisation en technologie alimentaire
D’apreés la littérature, certains composants id&#itlans la propolis peuvent étre trés

préjudiciables a la santé humaine (KRELL, 1996)amwgoins, les activités antioxydantes,
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antibactériennes et antifongiques offrent a lgplis une place de choix dans le domaine de
technologie alimentaire avec un effet généralerhénéfique a la santé humaine.

Dans le domaine de technologie alimentaire, la @iepgpeut étre utilisée comme
préservatifs en matériel d’'emballage de nourrittiee est aussi utilisée pour la prolongation

de la vie de I'entreposage en congélation de pos@@ONADIEU, 1981).

[.1.7. Conservation de la propolis

La propolis se conserve assez facilement, daneiweels conditions, sans précautions.
Mais il parait néanmoins préférable de la gardesabes récipients opaques, bien fermeés et a
I'abri de la lumiere et de la chaleur (a 10 ou 128&Xpréférence). De nombreuses expériences
ont montré que le stockage de longue durée dedpofis ne diminue pas sa teneur en
composants chimiques, ni ses activités biologig@egendant, pour en obtenir de meilleurs
effets et résultats, il vaut toujours mieux I''gédr la plus fraiche possible. Il faut signaler
enfin, que la lyophilisation de la propolis (dessiton obtenue par congélation brutale a
basse température, suivie d’'une sublimation sodg, vpermettant d’obtenir une poudre
poreuse qui se conserve indéfiniment sous videhtieat aussi ses propriétés biologiques
(KRELL, 1996).
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Intéréts biologiques et

thérapeutiques de la propolis



Chapitre | Synthese des données bibliographiques

1.2. Intéréts biologiques et thérapeutiques de larppolis

La propolis possede de nombreuses propriétésapeutiques. L'ensemble des
recherches effectuées a ce jour permet datreroplusieurs propriétés biologiques de
ce produit. Ces propriétés sont en rapport aveongposition chimique.

1.2.1. Propriétés anti-infectieuses

La propolis présente des propriétés antimicrobisrfartibactériennes, anti-fongiques,
antiparasitaires, et antivirales) et immunostimtdan elle active les fibrocytes et inhibe
I’histamino-secretion des mastocytes (GHEDIRAlet2009).
1.2.1.1. Activité antibactérienne

La propolis a un effet significatif contre les b&ats telles quEscherichia coliet
Staphylococcus aureuPlusieurs études ont montré que les extraitsétispes de propolis
étaient plus efficaces contre les bactéries a GQuastif que les bactéries a Gram négatif.

Le mode d'action de la propolis est di a l'inteoacties composés phénoliques avec
d'autres composés tels que la pinocembrine, langiae et la pinobanksine. La propolis agit
en tant qu'agent bactéricide par blocage de lasini cellulaire, désorganisation du
cytoplasme ou par une inhibition de la syntheségpjoe (ANJUM etl., 2018).
1.2.1.2.Activité antifongique

La propolis a montré une activité contre différectiampignons. Il a été étudié que la
propolis inhibe les champignons aflatoxigéniquedlietinue également la croissance des
conidies chezAspergillus flavus La propolis montre une activité¢ contr€andida
guilliermondii, Candida kruseet Candida albicans Dans une autre étude, une propolis
francaise a été utilisée efficacement contre lethguggnes fongiques humair@@andida
albicans, Candida glabrata et Aspergillus fumigatadlJUM etal., 2018).
1.2.1.3. Activité antivirale

La propolis a montré une activité antivirale eniliamt I'entrée du virus dans les
cellules, ce qui perturbe la réplication viraleeptraine la destruction d’acide nucléique avant
ou apres sa libération dans les cellules (ANJUBI.eR018).
1.2.1.4. Activité antiprotozoaire
Une activité antiprotozoaire de la propolis cordeenombreux protozoaires qui causent des
maladies chez I'nomme et les animaux, tels queidedigse, la maladie de Chagas, la
leishmaniose, la trichomonase et la toxoplasmasegé rapportée. Cependant, la propolis a

montré une activité antiprotozoaire conteishmania donovanirypanosoma cruzi, Giardia
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lamblia, Trichomonas vaginalis, Toxoplasma gorediGiardia duodenaliFANJUM et al.,
2018).

Tableau IV : Activité des extraits de propolis contre certair@suches microbiennes
(POPOVA etal., 2017).

Zone d'inhibition CMI (concentration
Bactéries inhibées minimale inhibitrice)
(mm)
(mg /mL)
Staphylococcus aure&TCC 25923) 18 0.95
Staphylococcus epidermidiaTCC 12228) 19 0.90
Escherichia col(ATCC 25922) 14 1.34
Enterobacter cloacaATCC 13047) 16 1.15
Klebsiella pneumonia@ATCC 13883) 17 1.03
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 227853) 16 1.10
Champignons
Candida albicangATCC 10231) 12 1.40
Candida tropicalig ATCC 13801) 13 1.28
Candida glabratg ATCC 28838) 14 1.25

1.2.2. Activité antioxydant et anti radicalaire

La propolis est une substance constituée de nombcemposés antioxydants :
vitamine E et C et des polyphénols. Les étudesmanitré que I'activité antioxydante de la
propolis était positivement corrélée avec son aanien polyphénols. De ce fait, la propolis
de peupliers plus riche en polyphénols possedetantiel antioxydant supérieur a celui de la
propolis verte du Brésil par exemple (CARDINAULTadt, 2012).

La propolis avait la capacité d’éliminer les radicdibres, qui sont la principale cause
de I'oxydation des lipides, des acides nucléiqueates protéines. La propolis portugaise avait
la propriété antioxydante et empéchait la peroxgdades lipides dans les globules rouges du
sang humain (ANJUM etl., 2018).

1.2.3. Activité antitumorale

Les composants de la propolis tels que l'ester githglque de l'acide caféique
(CAPE) et l'artépilline C ont été étudiés et possedies effets anti tumoraux. Ces composés
de propolis sont impliqués dans I'arrét du cycldutare, I'inhibition des métalloprotéinases
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matricielles, l'effet anti-angiogenése et inhibé&galement le transfert de maladies d’une
partie du corps a une autre. La propolis est capdlalrréter la synthése de 'ADN dans les
cellules tumorales, a la propriété de causer Idisgement des cellules tumorales et posseéde
la capacité de mettre en action les globules blpnas générer les agents capables de réguler

la fonction des cellules tueuses naturelles (ANJ&iisl., 2018).
1.2.4. Effet hépatoprotecteur

La propolis agit comme un agent hépatoprotectdie.a@agmente le taux de glutathion
tout en arrétant la peroxydation lipidique et lextade glutathion oxydé. Des études ont
également montré que les extraits de propolis pesteun réle protecteur contre le stress
oxydatif hépatorénal et les lésions qui en réstl@NJUM etal., 2018).

|.2.5. Effets contre les affections bucco-dentaires

La propolis est reconnue par ses vertusnfiEtantes et cicatrisantes qu’on peut
exploiter dans le traitement des aphtes, pkemet aussi d’assainir la cavité buccale.
Elle a un effet préventif sur les germes respollesades caries dentaires et permet de calmer
linflammation de la gencive (EON, 2011). La comdison d'extrait éthanolique de propolis
avec un rince-bouche et des dentifrices amélidaajirévention de l'infection microbienne

ainsi que le traitement de l'inflammation des geesi(ANJUM efal., 2018).
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Tableau V: Exemple de quelques activités biologiques desistde propolis.

Extrait de Propolis

Activité
Type Qe , . Résultats Références
étudiée propolis | (Type d’extraction)
-Extraction a
" A 0
. Ilethanol .(95 %), -L'activité antioxydante a
Propolis | évaporation et . et
_ . : montré des différences
Activité verte et | dissolution dans de L ;
. 2 R .| considérables en fonction du(KOCOT et
antioxydante | brune du | I'éthanol a 80%, puis
e type de solvant et de la al., 2018)
Brésil partage avec de R
; propolis utilisée.
I'nexane et du
dichlorométhane.
_Une extraction -Les méthodes DPPH
) , ABTS et FRAP ont été
Activité Propolis 33;7::2?2!/3 en appliquées pour déterminer
. de l'activité antioxydante. Les| (KOCOT et
Antioxydante | . .. chloroforme, de N >
l'Algérie |, 2 extraits a acétate d'éthyle et al., 2018)
l'acétate d'éthyle et AN
au n-butanol se sont avérés
du n-butanol .
les plus efficaces.
-L'extrait aqueux a 75% a
montré la capacité
- 0 0 i A A
Activité Propolis Eau 25%, 50%, ar]tloxy_dfflnte _Ia plus élevée. (KOCOT et
. .. | 75%, 95% et 100% | -L’activité antioxydante a
antioxydante | de Pékin . .y al., 2018)
-Ethanol montré des différences
considérables en fonction du
solvant utilisé
-Augmentation du taux de
protéine
Propolis -Effet anti-angiogénique
Activité anti- P -Extrait hydro- -Réduction de (MIRANDA
: . verte de . - .
inflammatoire Brésil alcoolique linflammation etal ., 2018)
chez des souris soumise a
un régime pauvre en
protéine.
-L'extrait éthanolique de
propolis brésilien avait la
‘Extrait éthanolique | C3PACIté anticancéreuse,
Activité Propolis | de propolis diméthvih drazin’e (ANJUM et
anticancéreuse du Brésil | Brésilienne ymy al., 2018)

provoquant une

carcinogenese du colon chez

la souris.
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Il est intéressant de constater que, quel qudespiays et la race de l'abeille, I'action
de la propolis et les propriétés sont toujours rféames, alors que ces constituants sont
différents. Le champ d’action de la propolis est@&xement vaste (SAUVAGER, 2014).

1.2.9. Effets indésirables et toxiques de la propisl

Les études en rapport avec la toxicité de la premunt rares. La propolis n’est pas
toxique pour les hommes et les animaux, si ellecessommeée en quantités raisonnables
(GHISALBERTI, 1979).
AVROUEST-GRAND et al. (1994) ont reporté une DL5ibge létale médiane) de 7340
mg/kg. Par contre, HRYTSENKO et al. (1977) ont rspaine DL50 de 2050 mg/kg et une
DL 100 de 2750 mg/kg. Cette différence peut étigiguée par une différence au niveau de
I'extraction de cette substance (choix du solvanpaurcentage utilisé). L’administration
orale de 200 a 1220 mg/kg/J d’extrait éthanoligeepdopolis (EEP) pendant 7-10 jours,
n’entraine aucun effet nocif (HIGASHI, 1995).

Cependant, il peut exister des cas d’allergiesatgact (dermatose, eczéma) avec la
propolis, avec un allergene bien identifié : le-@i@ethylallyl caffeate (GARDANA et
SIMONETTI, 2011).
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[I.1. Objectif de I'étude

Le présent travail a été effectué au niveau durédbme de recherche Biochimie
Analytigue et Biothechnoligie a I'Université Mouldu Mammeri de TIZI-OUZOU
(UMMTO), durant la période comprise entre fin fé&riet fin juin de I'année universitaire
2019. Cette étude consiste a I'évaluation de gesl@ctivités biologiques d’extraits issus de
différents échantillons de propolis collectés dainerses régions de la wilaya de Tizi-Ouzou.

[1.2. Matériel et méthodes
11.2.1. Matériel
[1.2.1.1. Matériel biologique

Les neuf échantillons de propolis utilisée dangecétude ont été fournis par des
apiculteurs de différentes régions de la wilayd d&Ouzou, situées dans le nord Algérien au
cours des années 2018-2019 (tableau VI). lls oéitrétoltés par la race d’abeille apis
mellifica par la méthode de raclage sur les cadeds ruche. Les échantillons de propolis ont
été conservés dans des flacons en verre hermitiefermés et a I'obscurité jusqu'a

utilisation.

Figure 9 : Carte sur la localisation géographique des régiengcolte des différents

échantillons de propolis.

23



Chapitre Il

Matériel et méthed

Tableau VI : différents échantillons de propolis étudiéescdears régions, saisons et date de

récolte.
Echantillon de o _ ] Photographie de
) Régions Saison Annee i .
propolis I’échantillon
P1 Bouzeguene Eté 2018 -
P2 Azeffoune Eté 2018 -
P3 Draa ben khedda Hiver 2018 -
P4 Imsouhal Automne 2018 -
P5 Maatka Hiver 2018 z
P6 Yakourene Eté 2018 -
P7 Ait telha (Boghni) Automne 2018, |
P8 Draa el mizane Printemps 201¢
P9 Bounouh (Boghni) Printemps 2019 -
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[1.2.1.2. Appareils, produits chimiques et milieux de culture utilisée lors du travail

expérimental

Tableau VIl : Appareillage utilisé lors du travail expérimental

Appareils Références

Spectrophotométre UV-BIOTECH ENGINEERING MANAGEMENT CO.LTD(UK),VIS-
visible 7220G

Balance de precision Sartorius,BP121S

Balance DENVER INSTRUMENT, MXX-612

pH métre METROHM 620, HANNA instruments

Autoclave Pbi International

Etuve37°C et 105°C

memmert 854 Schwabach, memmert

Four & moufle

NABERTHERM Controller B170

C(?nmf,ugeuse Hettichzentrifugen D-7200 tuttingen
Réfrigérée
Bain-marie WiseBath (Fuzzy control system)

Agitateur magnetique NETEZ

VELP SCIENTIFICA, VARIOMAG

electronighrer polyl5

Rota-vapeur Stuart

Vortex

VELP SCIENTIFICA (Zx3)

Congélateur et Réfrigérateur ENIEM

Tableau VIII : produits chimiques, réactifs, solvants organique, seilieux de culture et

petit matériel utilisés.

Produits chimiques, réactifs, solvantg

organiques et sels

Milieux de culture

Petit matériel

Réactif de folin-ciocalteu.

DPPH ((2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).
ABTS (2,2- azini-bis-3-ethylbenzothiazolin
6-sulfonate).

TCA(acide trichloroacétique) ( SIGM
ALDRICH).

Chlorure de fer (Fegl (Biochem
chemopharma).

Ferrocyanure de potassiumsfe(CNY)).
Persulfate de potassium 480s).

Acide gallique.

Acide ascorbique.

Ethanol (Honeywell).

Acétate d’éthyle

Diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma —Aldrich)
Carbonate de sodiufiNa,CGOs) (Fluka).
Phosphate dissodique (N&PO,) (RIEDEL-
DE HAEN AG SEELZE6HANNOVER).

e

n

Phosphate dipotassium (KPIO,).

Gélose nutritive
(HIMEDIA).
Mueller Hinton

(MHA) (HIMEDIA).

(GN

Agar

Verreries.
Portoirs  pour
tubes, tube
pour dosage.

Anse de
platine,  bec
benzeéne,

boites de pétri
cuves,
écouvillons,
tubes a essa
stériles.

Pinces,
pipettes
pasteur, disqu
d’antibiotique
Micropipettes

i

D
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11.2.2. Méthodes

11.2.2.1. Analyses physico-chimiques

11.2.2.1.1. Détermination de la teneur en eau etedla matiere séche totale
Principe

On procede a une dessiccation de l'échantillon @yser dans une étuve a la
température de (100 a 105°C) jusqu'a l'obtentionedmasse pratiguement constante. Pour
éviter toute reprise d'humidité, il conviedbpérer dans des capsules, placées dans un
dessiccateur.

Mode opératoire

Sécher a I'étuve, les capsules pendant 15min,ten&fioidies dans un dessiccateur
durant 10min. Une quantité de 0.5g d’échantillonpdepolis est placée a I'étuve réglée a
103°C pendant 3h, ensuite les capsules sont reti@éétuve et placées dans le dessiccateur.
Effectuer une pesé des capsules aprés refroidissetee différence entre deux pesées doit

étre inférieure a 2mg, sinon l'opération est reete jusqu'a I'obtention d’'un poids constant.

La teneur en eau (%) est donnée par la formulaste :

[ H(%) = M1-M2 / Px100 }

e M1 : Représente la masse en grammes de la prissail@/ant séchage.
e M2 : Représente la masse en grammes de la prissail@ores séchage.
e P :Lamasse de la prise d’essai en g.
A partir de la teneur en eau on peut déterminéaudg de matiére séche (MS) qui est

donné par la formule suivante :

[ MS % = 100 - H% }
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11.2.2.1.2. Détermination de la teneur en cendre etn matiére organique
Principe

La propolis brute coupée en petits morceaux paiséptans un four a moufle a 550°C

jusqu'a I'obtention d’'une cendre blanchatre de pomhstant.
Mode opératoire

Dans des capsules en porcelaine, on pese 0.5ggdelisrcoupée en petits morceaux. On
place les capsules dans un four a moufle réglé0aCGaa5°C pendant 5h jusqu'a I'obtention
d’'une couleur grise, claire ou blanchéatre. Les gkgsssont retirées du four et mises dans un

dessiccateur pour se refroidir et puis on proceldepase

La teneur en matiére organique est calculée cosuibe

[ MO% = (M1-M2)/Px100 ]

MO : Matiére organique.

M1 : Masse des capsules + prise d’essais.
* M2 : Masse des capsules + cendre.

* P :Lamasse de prise d’essais.

La teneur en cendre est calculée comme suite :

[ Tc %=100-MO% ]

e Tc :teneur en cendre

[1.1.2.2. Extraction des composes phénolique
Principe

C’est I'étude de la capacité d'extraction des [peg actifs par des différents solvants.
Dans notre cas c’est une extraction liquide-solizktte derniére se définit comme une opération
de séparation d’'un ou plusieurs constituants sotideliquides contenus dans un corps solide par
solubilisation dans un fluide. Ce fluide appeléggalement solvant (FERHOUM, 2010).

Dans cette présente étude on a utilisé deux salvanjaniqgues de polarités

déférentes (I'acétate d’éthyle et éthanol 96%).
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Mode opératoire

Le protocole de la macération de propolis consisteélanger 2 g de cette derniére dans
30mL du solvant (éthanol / acétate d’éthyle). Ldamge subit ensuite une agitation pendant
2h a température ambiante (15-20°C). Puis une ifiggdation a 4000g pendant 10 min. Le
surnageant est récupéré et évaporé sous vide dmévaporateur rotatif. Une moitié de
I'extrait sec est récupérée dans I'éthanol quneas servir pour le dosage des polyphénols et
I'activité antioxydante ; une autre moitié estugérée dans le DMSO pour I'évaluation de
I'activité antimicrobienne (figure 10).

Ces extraits sont conservés dans des ependorifragerateur a (4°C) pour les extraits

récupérés par le DMSO et au congélateur (-15°CY femiextraits récupérés par I'éthanol
jusqu’a utilisation.

Macération de 2g de propolis
dans 30mL du solvant.

I

Agitation pendant 2h

< L

Centrifugation a 4000g pendant 1IO
min

Concentration au rotavapeur a
40°C pour les extraits
éthanoliques et a 60°C pour leg
extraits acétates d’éthyles et sous
vide

Extrait récupéré dans le Extrait recupére dans
DMSO (10%) l'éthanol (96%)

Figure 10: protocole d’extraction des composés phénoligueartir de propolis en utilisant

deux solvants organiques (acétate d’éthyle /éthanol
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11.2.2.3. Rendement d’extraction des composés phéigues

Le rendement désigne la masse de I'extrait dét&enapres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage (%) par rapport a la mastale de la matiére soumise a
I'extraction (la propolis). Le rendement est caécphr la formule suivante :

[ R(%) = M / M 0x 100 ]

* R (%) : Rendement exprimé en pourcentage % ;
M : Masse en gramme de I'extrait sec résultant ;

* Mo: Masse en gramme de la propolis.

11.2.2.4. Dosage des polyphénols totaux
Principe

Le principe de la méthode est basé sur 'oxydo-ctdn. Le réactif de Folin Ciocalteu
est un acide de couleur jaune, constitué de paybéycles acides contenant du molybdéene et
du tungstene (GERVAISE, 2004). La méthode cons#steeduire le mélange d’acide
phosphotungstique @RW12P4) et d’acide phosphomolybdique PM012040), lors de
'oxydation des phénols, en un mélange doxydesudblele tungstene (323) et de
molybdene (MeO23). La présence de carbonates de sodium rend leundgerement alcalin.

Mode opératoire

Selon SINGLETON et ROSSI. (196& procédure pour le dosage des polyphénols
totaux consiste a la préparation de 125uL a paetichaque extrait ou dilution et 500ul d’eau
distillée sont ajoutés puis additionné de 125ulréhctif de folin-ciocalteu. Aprés 6min, un
volumede 1,25mL de la solution N@O; a 7% est ajouté. Le volume total agité puis ajasté
3 mL avec I'eau distillée. Les absorbances sont néesua 760nm aprés incubation pendant
1h a l'obscurité. La concentration des polyphériotaux est déterminée a partir d’'une
courbe (étalon) en utilisant I'acide gallique comstandard avec une gamme allant de 0 a

200pg/mL (annexe 9).

11.2.2.5. Test de I'activité anti-oxydante

A fin d’évaluer l'activité antioxydante des compssghénoliqgues des échantillons
étudiées, trois tesia vitro en duplicata ont été réalisés pour chaque éctanmtfle test de
DPPH, le pouvoir réducteur FRAP et le test de rédnalu radical ABTS).
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[1.2.2.5.1. Evaluation de [lactivité anti radicalare par ABTS (2,2-azini-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
Principe

La formation du radical cation ABTS résulte de I'arrachement d’un électron de I'un

des atomes d'azote de la molécule ABTS par un axy(la persulfate de potassium). En

présence d’antioxydants donneurs de protons, deatallBTS+ de coloration bleu-vert est
réduit en ions ABTSH+ incolore. Le suivi de cettcdloration a 734 nm permet d’évaluer le
potentiel anti-radicalaire de I'extrait. L'acidecasbique a des concentrations de 0 a 50 ug/mL

(annexe 10) a été utilisé comme standards (RIE,€£999).

. Poatssium Persulfate
le-
—— °
ABTS / > A Ot
L CEE LR LR Radic
ks : 1e- , A ¢
C0™ 7 POty
B B ' 'L
"ANTIOXIDANT" H

Figure 11 : Processus de réduction du radical ABH&h ABTS en présence d’un
antioxydant. (RE edl., 1999)
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Mode opératoire

[ Solution ABTS (7Mm) ] [ Solu(tziozrllsglnwerr:)ulfate ]

___________________________________

Incubation 12h a 16h a
température ambiar

Solution ’ABTS+
(absorbance de 0.7 £0.02 a
734 nm

Solution§ +
d’ABTS |

Des extraits phénoliques de différentes
concentrations

________________________________________________

[ Incubation pendant 6 min a I’obscurit%

g

[ Mesure de I'absorbance a 734 ]

Figure 12: Protocole d’étude de l'activité « scavenging ¥ 48TS*+ (RE etal., 1999).

Pour déterminer les IC50, différentes concentratiolextrait ont été testées. Le

pourcentage de réduction du radical ABT@ été calculé par la loi suivante:

[ %ABTS *+ inhibé = Absorbanceplanc — Absorbance échantillon / Absorbanceplanc X100 }
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[1.2.2.5.2. Evaluation de I'activité anti radicalare par DPPH
Principe

L’activité antiradicalaire est estimée en utilisalet DPPH (2,2 Diphenyl -1-
PycrylHydrazyl), qui est un radical libre, stablde couleur violette intense due a la
délocalisation de son électron célibataire aut@uladnolécule. La mesure de l'efficacité d'un
antioxydant (capacité a fixer des radiaux libres)fait en mesurant la diminution de la
coloration violette a 517 nm. La présence d’'un auyilant dans le milieu engendre la
libération d’'un proton qui se fixe avec le DPPHudla diminution de l'intensité de la couleur
(figure 13) (GULCIN etal., 2003).

>We L, O
Q.N\(:,NO_ . RH o wo. + R

NO, NO,
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazine
(violet) (Jaune)

Figure 13: Réaction de réduction du DPPHe (MOLYNEUX, 2004).

Mode opératoire

Le test du pouvoir antiradicalaire est réalisérsédanéthode de BRAND WILLIAMS et
al., (1995). La solution du DPPH est préparée parbsidation de 0.02mM de DPPH dans
100mL de I'éthanol. 50 des solutions d’extraits phénoliques ou standaa# ajoutés a
1mL de DPPH et un contrble est préparé avealsu solvant utilisé avec 1 mL de DPPH,
Aprés homogénéisation au vortex le mélange essdads I'obscurité pendant 30min. Les
absorbances sont lues a 517nm. Le témoin posttifepsésenté par une solution d’acide
ascorbigue avec des concentrations allant de 00ag2®L comme antioxydant standard
(annexe 11).

Les concentrations des composés phénoliques atNiggent selon les extraits. Pour

déterminer les IC50, différentes concentrationsctcbt ont été testées. Le pourcentage de

réduction du radical ABTS a été calculé par la loi suivante:

[ %DPPH inhibé = Absorbanceplanc — Absorbance échantillon / Absorbanceplanc x100 }
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11.2.2.5.3. Evaluation de lactivité anti radicalaire par la méthode FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power)
Principe

Cette méthode est basée sur la capacité cdeposés réducteurs, a réduire le
fer ferrique (Fe3+) du ferrocyanure de potassiltB8Fe(CNB pour donner du fer ferreux
(Fe2+). La réaction est révélée par le virementauleur jaune de (Fe3+) en couleur bleu
vert de (Fe2+), I'absorbance est mesurée a 700 Ume. augmentation de lI'absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réedudesiextraits testés. L'acide ascorbique a
différentes concentrations allant de Oa 100ug/minéae 12) a été utilisé comme standards
(OYAIZU, 1986).

Mode opératoire
4 . . N\
Des extraits phénoliques de

différentes concentratio
g

4

4 N
Ajouter de tampon phosphate

(ph=6.6

- J/

I

<
Ajouter de ferrocyanure de potassiu
| (KaFe(CN)g(1%)

-

—

A 4

/
[ Le mélange est incubé a 50°C }

pendant 20 minute

N
Ajouter | de I'acide trichloroacétique
(10%;

J

A 4

Le mélange subit une centrifugation|a
3000g pendant 10 minut

Surnagent + eau distillée + une \<
solution deChlorure de fer (FeG)
(0.1%)

J

~N

g

[ Mesure de I'absorbance a 700nm

J

Figure 14 :diagramme de détermination du pouvoir réductewnskel méthode d’'OYAIZU,
1986)
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11.2.2.6. Evaluation de l'activité antibactérienne(’'aromatogramme)

L'activité antibactérienne est évaluée par la nidghdlaromatogramme qui permet de
déterminer la sensibilité des différentes espécastébennes vis-a-vis des extraits
phénoligues donnés. La méthode de I'aromatogranomsiste a utiliser des boites de Pétri
contenant un milieu gélosé convenable, déja s@idif inoculé de la souche microbienne
testée. Des disques en papier buvard de 6mm deettgmsont alors placés en surface de la
gélose, puis imprégnés de quantités connues destsxt testés (WILKINSON, 2006).

Les différentes souches bactériennes testées empéés dans le Tableau IX ont été
fournies par le laboratoire de recherche de lalfécklles comprennent des especes Gram+ et
Gram-.

Tableau IX : les souches bactériennes testées et I'antibiotitjli®é pour chaque souche.

Antibiotiques
Souche Etat frais Gram caractérisant

chaque souche

Staphylococcus aursu

Coque Gram+ Lincomycine
LGA251
Escherichia coli ) o
Coccobacille Gram- Gentamicine
ATCC25922
Pseudomonas auruginosa . o
Bacille Gram- Gentamicine

ATTC271853

> Préparation des pré-cultures

Tout d’abord, les souches bactériennes sont eng@eemnlans une gélose nutritive par la

méthode de stries et incubées a 37°C pendant 18h.
» Standardisation et préparation de I'inoculum

Les suspensions bactériennes utilisées sont iskuesltures jeunes agées de 18h. Pour
cela, aprés l'incubation les colonies bactérienres souches a tester sont raclées et bien
isolées a lI'aide d’'une anse a boucle de platinesule, elles sont déchargées dans de I'eau
physiologique stérile. Aprés une bonne homogéheéisdes bactéries en suspension ont été

diluées jusqu’a I'obtention d’'une opacidé Mac Ferland 0,5 équivalent & une DO de 0.08
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a 0.10 a 625 nnl’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit declilture s'il est trop
faible, ou bien de I'eau physiologique stérile g%t trop fort. Une fois dans la bonne longueur

d’onde, on dilue pour avoir & la fin un inoculum(@&®) prét & mettre en ceuvre.
» Aromatogramme

Pour ensemencer les boites de Pétri contenant lieumyiueller- Hinton (MH) un
ecouvillonnage est réalisé. Un écouvillon est trénglans la suspension bactérienne, puis
'essorer en pressant fermement sur la paroi ieteln tube. L'écouvillon est frotté sur la
totalité de la surface gélosée, de haut en basrieis serrées. L'opération est répétée deux
fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.ngé&mencement est fini en passant
I'écouvillon une derniere fois sur tout le diameégélosé. Le méme écouvillon est utilisé
pour ensemencer plusieurs boites de Pétri avecélmersouche. Des disques stériles sont
déposés délicatement sur la surface de la gélasmilée a I'aide d’'une pince stérile. Un
volume de chaque extrait (récupéré avec du DMSQ@)déposé sur les disques. Des
antibiotiques caractérisant chaque souche sdigésticomme témoin positif et un volume de
DMSO déposé sur un disque est servi de témoin ihédg@analement, les boites de Pétri

sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

» Lecture des aromatogrammes

La lecture des aromatogrammes a été faite par lsumaedes diametres des zones
d’inhibition au tour des disques. Les résultatstserprimés par le diamétre de la
zone d’inhibition qui peut étre symbolisé par deges d’apres la sensibilité des souches
vis-a-vis des extraits (PONCEat, 2003).

Non sensible (-) ou résistante : diaméti@mm ;

Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm ;

Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 ef®;

Extrémement sensible (+++): diametr@0mm
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11.2.2.7. Analyse statistique

Le logiciel STATISTICA a été utilisé pour l'analystatistique. Les données sont

présentées sous forme de moyenne + écart-type.

Pour évaluer I'effet du solvant et la région suactivité antioxydantdes trois tests
antioxydants : ABTS, DPPH et FRAP et sur le tauxpetyphénols des différents extraits
(éthanoliques et acétates d’éthyles) de la prepoh fait appel au test statique Kolmogorov-
Smirnov pour la vérification de la normalité. Sette derniere est vérifiee §P5%) on évalue
I'effet antioxydant avec le test paramétrique (AN®Y deux facteurs suivi d'un test New
Man et Keuls si p< 0.05) au revanche si la normalité n’est pas \@®i{P< 5%) on opte pour
le test non paramétrique (test de Kruskal Walligs valeurs trouvées peuvent affirmer que
les échantillons sont difféerents avec un risquerdie P (si P > 0,05 la différence est non

significative et si p < 0,05 donc la différencé sgynificative).

On finit I'analyse avec le test de corrélation erles trois tests antioxydants ABTS,
DPPH et FRAP avec le test de régression linéaites(R s’approche de 1 ou de -1 la
relation est meilleure, cette derniére est d’aufaitile lorsque R s’approche de 0) en

utilisant leMicrosoft Excel 2007.
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Chapitre 1l

[1l. Résultats et discussions

Résultats et discugsso

[1l.1. Evaluation de quelques caractéristiques phyiso-chimiques de la propolis

[11.1.1. Détermination de la teneur en eau et de |laatiére séche totale

Les teneurs en matieres seches et en eau sortoregsedans le tableau X.

Tableau X : Taux d’humidité et de matiere séche des diff@®ptopolis étudiées.

Echantillon Humidité (H%) Matiere seche (MS) %
P1 4,24 + 0,59 95,76 +£ 0,59
P2 3,74+£0,49 96,26 + 0,49
P3 4,82 +0,70 95,18 £ 0,70
P4 4,53 +0,61 95,47 +£0,61
P5 4,77 £ 0,28 95,23 £ 0,28
P6 3,38 +0,90 96,62 + 0,90
P7 4,00 +£0,27 95,99 + 0,27
P8 4,34 + 0,08 95,66 + 0,08
P9 4,73 +£0,53 95,28 + 0,53

A partir du tableau X il est constatéedes échantillons de propolis sont pauvres en

eau et en matieres volatiles, ce qui procure &-©ela structure solide.

Les analyses de nos résultats ont rawgl&aux d’humidité compris entre 3,38 + 0,90
% a 4,82 £ 0,70 %. Cela signifie que le quasi tdtalu poids de la propolis est constitué par
la matiéere seche (95,18 + 0,70 % a 96,62 *+ 0,90 Go6mparativement aux propolis
d’argentine étudié par TOZI et al. (2006) qui aoué des valeurs de teneur en eau allant de
1,4% a 6,2%, les valeurs obtenues dans la présamde sont en concordance avec celles-ci.
Contrairement aux résultats trouvés par FERHOUM@20qui a trouvé des taux d’humidité
compris entre 1,26% a 3,89% nos résultats sontrdéggnt supérieurs, et cela peut
s’expliquer par les conditions de stockage aing s conditions climatiques qui peuvent
influencer cette proportion (FERHOUM, 2010).
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[11.1.2. Détermination de la teneur en cendre et ematiere organique

Le taux de cendre nous renseigne squéatité totale en sels minéraux présents dans
un échantillon de propolis, et par déduction lextde la matiére organique présent dans le
méme échantillon. Les résultats obtenus sontiéesians le tableau XI.

Tableau Xl : Taux de cendre et de matiere organique des diti&seropolis étudiées.

Echantillon Tenel{r en matiere Teneur en cendre (TC)%
organique (MO)%
P1 95,48 + 0,61 4,52 +0,61
P2 95,98 + 0,24 4,02 £ 0,24
P3 95,98 + 0,09 4,02 £ 0,09
P4 96,38 + 0,10 3,62 0,10
P5 93,53 + 0,09 6,47 £0,09
P6 97,44 + 0,24 2,56 £0,24
P7 92,88 + 0,06 7,12 £ 0,06
P8 91,47 + 0,27 8,53 £ 0,27
P9 94,89 + 0,47 5,11 £ 0,47

La teneur en cendre de nos échantillonge vemtre 2,56 + 0,24 % (pour la P6 qui
présente le taux le plus faible en cendre) a 8,932F % (pour la P8 qui présente le taux le
plus élevé), ce qui déduit que la propolis estaien matiére organique (91,47 + 0,27 % a
97,44 + 0,24 %). Les taux des cendres obtenus akdtes présente étude sont en concordance
avec la littérature (5%) (BANKOVA dl., 1987 ; KRELL, 1996), sauf pour la P5, P7 et P8
qui présentent des taux légerement supérieursoddrd’ de 6,47 £ 0,09 %, 7,12 + 0,06 % et
8,53 £ 0,27 %.

l1l.2. Rendement d’extraction des composés phénoliges

Les résultats obtenus dans cette étude sminfue le rendement d’extraction varie de
29,38% a 70,58% pour les extraits éthanoliquesee22{41% a 60,72% pour les extraits
acétates d'éthyles. Cette variation dépend du tigpsolvant ainsi que la provenance de la

propolis, ce qui prouve la complexité de la compaside la propolis.
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Les rendements d’extractions de la propotiat gépertoriés dans le tableau Xl ci-

dessous.

Tableau Xll : le rendement des extraits éthanoliques et acétiadsyles de la propolis de
différentes régions.

Extraits Rendement des extraits | Rendement des extraits
éthanoliques (%) acétates d'éthyles (%)
il 68,42 53,65
P2 32,79 31,75
P3 46,57 44,02
P4 70,56 60,72
PS 62,15 46,77
P6 31,05 29,72
i 29,38 22,41
i 53,92 53,10
P9 47,42 46,72

D’apres les résultats obtenus dans cettde¢tnous constatons que les extraits de
propolis a I'éthanol ont montré des rendementstdaetion meilleurs avec des pourcentages
allant de 29,38% a 70,58% contre 22,41% a 60,30 les extraits de propolis a I'acétate
d’éthyle.

Pour les deux solvants, la P4 présentenigiieurs rendements avec des pourcentages
de 70,56% et 60,72% respectivement pour I'extracéol’éthanol et pour I'extraction a
l'acétate d’éthyle. Les plus faibles rendementséatenregistrés pour la P7, qui a présenté
des rendements de 29,38% pour I'extraction a lréhat 22,41% pour I'extraction a I'acétate
d’éthyle, les autres propolis présentent des reed&nmoyens qui varient de 31,05% a
62,15% pour I'extraction a I'éthanol et de 27,729%310% pour I'extraction a I'acétate
d’éthyle.

Ces résultats sont proches de ceux obtpaugSILVA etal., 2006) sur la propolis
brésilienne, ou des taux allant de 40,70% a 73,000€té enregistré pour I'éthanol a 70%.
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Les différences entre les rendements diektin et les concentrations sont liées aux
caractéristiques de la propolis brute influencegslp saison de récolte, les especes d’abeilles
et la flore régionale (POPOVA at., 2010), ainsi que le solvant utilisé lors de ffaktion.

[11.3. Dosage des polyphénols totaux

La méthode de Folin-Ciocalteu est réalisée afastiiner la quantité des polyphénols
totaux des différents extraits de propolis a étudime droite d’étalonnage est réalisée avec
de l'acide gallique a des concentrations allar® @200 ug/mL ; des mesures de la densité

ont été realisées a une absorbance de 760 nm lpague extrait.

L’ensemble des résultats obtenus conoértea dosage des polyphénols totaux des
extraits éthanoliques et acétates d'éthyles désrelnts types de propolis sont exprimés en
mg équivalent d’acide galligue par gramme de lgoplie brute (mg EAG/g M brute) et
déterminés par I'équation y = 0,0042 (figure 15).

£09 -
S 08 -
(o]

= 0,7 -
(m i
S 06

> i
T 05

y =0,0042x
R?=0,999

@ %3
502 -

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentration d'acide gallique (ug/mj

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique.

Les teneurs en composés phénoligdes deux types d'extraits, éthanoliques
(EEP) et d’'acétate d’éthyle (EAP), des diffésetypes de propolis sont présentées dans la
figure 16 et 17.

40



Chapitre 1l Résultats et discugsso

500,00 -460,71+0

%2}

< 450,00 -
S 400,00 -
; -
S o 3°000 297,32+0,80
> 5 300,00 -
o

g

=]

L+~ D

s €

Q

% i
|_

236,57+0,64

pl p2

250,00 4 202,50+0,54
200,00 159,000,36 .
i 91,63+0,44 149,82+0,45
150,00 92, 43+0 50
100,00 4 50,75+0,25
50,00
p9

Extralts acetates d' ethyles

Figure 16 : Teneur en polyphénols des extraits acétates desi{AAP).
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Figure 17 : Teneur en polyphénols des extraits éthanoliquE®)E

Compte tenu des résultats obtenuseptés par les figures 16 et 17 ainsi prouvés

statistiquement, nous remarquons que la teeaupolyphénols totaux est différente d’'une

facon significative § value< 0.05) d'un échantillon a un autre. Les teneurs @®mposés

phénoliques des extraits d'acétate d'éthyles deufs extraits de propolis varient de
50,75+ 0,25 a 460,71 £ 00 (mg EAG/g de propolis) et de 2@;8671 a 170,36 + 1.06 (mg
EAG/g de propolis) pour les extraits éthanoliques. remarque que les extraits d’acétates
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d’éthyles de propolis contenaient des concentratglus élevées en polyphénols que ceux

obtenues avec de I'éthanol comme solvant.

Les extraits P1, P4 et P8 ont montréples fortes concentrations des polyphénols
avec des concentrations de I'ordre de 460,71 29¥,32 £ 0.8 et 236,57 + 0.64 (mg EAG /g
de propolis) pour les extraits acétates d'éthyteded’ordre de 170,36 = 1.07, 135,73 + 2.8 et
122,89 + 1.4 (mg EAG /g de propolis) pour les didrathanoliques. Tandis que les extraits
P2, P3 et P7 ont les plus faibles concentrationpadyphénols avec des concentrations de
'ordre de 91,63 + 0.44, 92,43 £ 0.5 et 50,75 250(mg EAG/g de propolis) pour les extraits
acétates d’éthyles et de 'ordre de 25,99 + 0.627@+ 0.62 et 20,36 + 0.72 (mg EAG/g de
propolis) pour les extraits éthanoliques. Pourdste des extraits, les concentrations sont
moyennes et varient de 149.82 + 0.45 a 202,554 O(mg EAG/g de propolis) pour les
extraits acétates d’'éthyles et de 58,89 + 0.73,5495 0.89 (mg EAG/g de propolis) pour les

extraits éthanoliques.

Nos résultats sont en accord a ceux E@arKALOGEROPOULOS eal., (2009) qui
rapportent des teneurs en polyphénols totaux civezsegs propolis grecques variables entre
80.2 a 338.5 (mg EAG/g de propolis). A I'exceptiba I'extrait acétate d’éthyle de propolis
(P1) récoltée a Bouzeguene, qui présente une tghasi€levée qui est de 460.71 + 0 mg
EAG/g de propolis. Des résultats menés par DEVE&WEI., (2018) sur différents extraits de
propolis montrent des teneurs de 113,41 a 481,59HAG/g de propolis). Une autre étude
sur la propolis algérienne, montre des teneursofyppénols totaux oscillant entre 55 a 279
(mg EAG/g de propolis) pour les extraits éthanagjet de 70 a 293 (mg EAG/g de propolis)
pour les extraits acétates d’éthyles (MOKHTARIA 12D

Cette grande différence entre les diff&remttraits de propolis sur le plan de leur
contenu en polyphénols serait liee a l'origine gappique des échantillons, ainsi qu’'a leurs
propriétés physico-chimiques. Ceci est démontré BRANKOVA (2005) et CHEN etal.,
(2008), qui avaient fait des observations simikaie¢ avaient attribué ces variations dans la
composition de la propolis en polyphénols aux cleamgnts saisonniers, a la race des abeilles,

la phénologie des plantes et de la végétationtdudsicollecte.
l1l.4. Evaluation de 'activité antioxydante des exraits phénoliques

Compte tenu de la complexité des proceddmsydation et la nature diversifiée des

antioxydants, avec des composants a la fois hydespkt hydrophobes, il n’y a pas une
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meéthode universelle par laquelle I'activité antidagte peut étre mesurée quantitativement
d’'une facon bien précise. Le plus souvent il faunbiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur lpacé&é antioxydante de I'échantillon a
tester (DEFRAIGNE edl., 2009).

l11.4.1. Evaluation de [lactivitt anti radicalaire par ABTS (2,2-azini-bis-3
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)

Le test de décoloration du radical catjoe ABTSe+ dont le spectre d’absorption
maximal est a 734nm est souvent utilisé pour évdmeapacité de I'extrait a donner un
atome d’hydrogeéne ou un électron, et par conséanber une activité anti radicalaire (RE
etal., 1999). La valeur 1§ désigne la concentration en polyphénols nécespaire inhiber
50% du radical ABTS., elle est calculée a partir de I'équation de eégion linéaire des
pourcentages d’inhibition en fonction de la concaitin des composés phénoliques testés
(Annexe 13 a 48). Les résultats obtenus lors dudesnesure de pourcentage d’inhibition du

radical ABTS+ sont enregistrés dans le tableau XiIlI.

Tableau XllI : les 1G, des différents extraits éthanoliques et acétdétbydes données par
le teste de I'ABTS

Extraits de IC 50 des Extraits acétates o _
_ ] ICspodes extraits ethanoliques|
propolis et d’éthyles et standard en
en (mg/mL)
standard (mg/mL)
Acide ascorbique 0,026 /

P1 0,044 + 0,001 0,048 + 0,0002
P2 0,043 £ 0,002 0,022 + 0,0006
P3 0,035 + 0,001 0,027 £ 0,0004
P4 0,040 £ 0,0007 0,040 + 0,0004
P5 0,033 + 0,001 0,038 + 0,0002
P6 0,038 + 0,002 0,069 + 0,0003
P7 0,022 + 0,0007 0,022 + 0,0005
P8 0,044 + 0,003 0,025 + 0,001
P9 0,021 £ 0.0000095 0,025 + 0,001
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D’aprés les résultats obtenus, les differeextraits renferment une activité anti-
radicalaire tres intéressante, qui se manifestedpar valeurs d’'l§y relativement faibles
variantes de 0,021 a 0,069 mg/mL. Cette variatgirs&tistiguement significative (alue<
0.05). Ces resultats peuvent étre attribués aussi adgsfa@oncentrations de composés
phénoliques disponibles dans la propolis. Toutesi@, obtenues sont proches de celle de
'acide ascorbique (0,026mg/mL), Ceci montre questdes extraits ont une capacité
réductrice proche de celle de 'acide ascorbique.

Les extraits éthanoliques présentent unte factivité anti-radicalaire avec des valeurs
d’ICsg relativement faibles variantes de 0,022 + 0,0@06,027 + 0,0004 mg/mL, sauf pour
la propolis de Bouzeguene, Imsouhal, Maatka et ¥Wektwe qui présente des valeurs glC
légerement élevées de l'ordre de 0,048 = 0,0002400+ 0,0004, 0,038 £+ 0,0002 et 0,069 £
0,0003 mg/mL respectivement pour la P1, P4, PRet P

En revanche les extraits acétates d’éthyesnontré une activité anti-radicalaire moins
importante que celle des extraits éthanoliques; des valeurs d’l§ [égerement supérieurs
qui varient de 0,033 a 0,044 mg/mL. Sauf pour lap@9 qui ont présenté une forte activité
anti-radicalaire avec des valeurs dijCelativement faibles et méme inferieurs a celle de
I'acide ascorbique (p7=0,022 + 0,0007 mg/mL et@®0,021 + 0,0000095mg/mL).

Les IGo trouvés dans cette étude sont légéerement supgrdmurcelle trouvé par EL
GHENDOUZ etal., (2017),qui ont mené des travaux sur I'activité antioxyedaule la
propolis marocaine, et qui présente une activéé importante exprimée par unesdGe
0,016 mg/mL. Les valeurs d'igdes extraits éthanoliques de la P1 (0,048 + 0,000/2nL)
et la P6 (0,069 + 0,0003 mg/mL) trouvé dans cetibelee sont similaire a celle trouvé par
SURIYATEM etal., (2017) qui ont rapporté une valeur d’'IC50 des@,tng/mL.

[11.4.2. Evaluation de l'activité anti radicalaire par DPPH

Les résultats concernant lactivité anticathire (test au DPPH) des extraits
éthanoliques et acétates d'éthyles de la propoli$ représentés dans les figues 20 et 21 et
le tableau XIV. lls sont exprimés en mg/mL par tn@entration inhibitrice a 50 % (36).
Cette derniere correspond a la concentration dggplpénolsnécessaire pour inhiber ou
réduire 50% de la concentration initiale du DPPHIC 5o est inversement proportionnelle

a l'activité antiradicalaire. Tous les d§sont calculés a partide I'équation de régression
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linéaire des pourcentages d’inhibition en fonctide la concentration des composeés

phénoligues présents dans les différents extestés (Annexe 49 a 84).

Tableau XIV : Les IGy des différents extraits éthanoliques et acétdtdhydes données par
le teste du DPPH.

_ . IC50 des extraits acetates _
Extraits de propolis et ] IC50 des extraits
d'éthyles et standard en ] .
standard éthanoliques en (mg/mL)
(mg/mL)
Acide ascorbique 0,11 /
P1 0,26 + 0,004 0,08 + 0,005
P2 0,27 + 0,0006 0,13 +£0,010
P3 0,38 + 0,009 0,15 + 0,005
P4 0,20 + 0,0002 0,08 £ 0,003
P5 0,11 + 0,003 0,09 + 0,0005
P6 0,44 + 0,032 0,13 + 0,004
P7 0,36 + 0,037 0,08 £ 0,001
P8 0,08 + 0,0009 0,15+ 0,003
P9 0,07 £ 0,002 0,29 £ 0,011

Tous les extraits ont un pouvoir antiicathire envers le DPPHplus la valeur de
I'IC 50 est petitgolus I'extrait est considéré comme un antioxydansgant.Tenir compte des
résultats illustrés dans le tableau X. On constpte les activités antiradicalaires des extraits
de la propolis sont assez importantes. On remeargussi que le pouvoir antiradicalaire

augmente avec 'augmentation de la concentratio

Concernant I'activité antiradicalaire @adraits testés, nous remarquons que les extraits
éthanoliques représentent une forte activité aescvdleurs 1€ qui varient entre 0,08 a 0,29
(mg/mL). Et cela, est du fait que certains de edsaits ont des valeurs d€inferieurs a
celle de I'acide ascorbique qui est de 0.11 (mg/rpblur les extraits éthanoliques P1, P4, P5
et P7 avec des valeurs dsfxle 0,08 + 0,005, 0,08 + 0,003, 0,09 + 0,0005,@8 0+ 0,001
mg/mL, respectivement ; d’autres extraits ont dalews proche tels que P2, P3, P6 et P8
avec des valeurs de 0,13+ 0,010, 0,15 + 0,005, 0#®,004 et 0,15 = 0,003 mg/mL,
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respectivement ; tandis que, I'extrait éthanolifR@®ese manifeste avec une valeur élevée de
'ordre de 0,29 + 0,011mg/mL.

En revanche, les extraits acétates d'éthykprésentent une activité radicalaire moins
importante comparant aux extraits éthanoliques @dfrences sont statistiquement
significativescar la p value< 0.05); avec des valeurs d'tcvariantes entre 0,07 a 0,44
mg/mL. Cependant, les extraits acétates d’ethylesH8 et P9 représentent une forte activité
avec des valeurs d’'lgde I'ordre de 0,11 = 0,003, 0,08 £+ 0,0009 et 0,00,602 mg/mL,
respectivement ; au moment ou le reste des extraits une faible activité¢ avec des valeurs
allant de 0,20 + 0,0002 & 0,44 £ 0,032 mg/mL.

Selon les résultats enregistrés, les estemiétates d'éthyles #6-0,07 a 0,44 mg/mL) et
éthanoliques (165= 0.08 a 0.29 mg/mL) de propolis ont montré deswal d'IG, proches de
celles trouvées par MOKHTARIA (2014), qui ont tréudes valeurs d’'IC50 des extraits
éthanoliques de I'ordre de 0,019, 0,034 et 0,02/rhgespectivement pour la propolis de
Tigzirt, Ain El Arba et Yennarou. Et de I'ordre dg016, 0,027 et 0,019 mg/mL pour les

extraits acétates d’éthyles de la propolis de Tigain El Arba et Yennarou respectivement.

Les extraits éthanoliques de la propolis pmant du Portugal ont montré que les
valeurs d’lGo obtenues sont de l'ordre de 0,006 et 0,6&fmL respectivement pour
les propolis de Bornes et Funddao (LEANDR@Igt2008)Ces résultats sont inferieurs
a ceux du présent travail, ceci nous permet dite que nos extraits de propolis ont un
pouvoir antiradicalaire moins important que celeild propolis de PortugdaCette différence
de valeur est due a la composition chimique deegtaits de propolis, le type du solvant lors

de l'extraction, I'origine botanique et beaucoupsde climat.

[11.4.3. Evaluation de I'activité anti radicalaire par la méthode FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power)

Pour comparer entre les activités degmdints extraits, la procédure est de déterminer
graphiqguement le RRR qui est définie comme la concentration d’'un conépes mg/mL qui
donne une densité optique de 0,5 a 700 nm (tat{®awgui est inversement proportionnelle
au pouvoir réducteur (ARDESTANI et YAZDANPARAST, @D).
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Tableau XV : Concentration des extraits donnant aprés rédudtidierrocyanure de

potassium une absorbance de 0,5,R

_ ) Concentration des
_ ) Concentration des extraits _ )
Extraits de propolis et ) ) extraits éthanoliques
acétates d'éthyles donnant une .
standard . donnant une DO=0,5 a
DO=0,5 a 700nm en (mg/mL)
700nm en (mg/mL)
Acide ascorbique 0,020 /
P1 0,040 + 0,002 0,037 + 0,002
P2 0,087 + 0,005 0,037 + 0,002
P3 0,050 + 0,003 0,042 + 0,001
P4 0,036 + 0,001 0,055 + 0,0003
P5 0,031 + 0,001 0,039 + 0,0005
P6 0,055 + 0,001 0,036 + 0,0005
P7 0,036 + 0,001 0,037 + 0,0007
P8 0,039 + 0,002 0,039 + 0,001
P9 0,023 £ 0,0009 0,041 + 0,0008

Les résultats obtenus montrent que le @iouvéducteur est en fonction de la
concentration des extraits éthanoliques et acétidésyles de la propolis (Annexe 85 a 120).
Ces résultats sont comparés entre eux (les ditEserdgions et solvants) et avec celle d’'un

antioxydant de référence (acide ascorbique).

L’analyse des résultats dévoile quedavpir réducteur se rapproche d’'une région a
une autre et d’'un solvant & un autre. Démontrée$iade statistique, les différences entre
les échantillons sont statistiquement non sigrtiftes @ value > 0.05. Mais dans
'ensemble, tous les extraits renferment un poééméiducteur trés important qui se manifeste
par des valeurs faibles de f2Rlues a leur puissance réductrice €levée. En reeaioci les
PRy 5 sont supérieurs a celle de I'acide ascorbique, RR0.020 mg/mL). Ceci montre que

tous les extraits ont un potentiel réducteur ief@ria celui de I'acide ascorbique.

Le potentiel réducteur des différentgaid varie de 0.031 a 0.087 mg/mL, sauf pour
I'extrait acétate d’éthyle de la région de BoundBlaghni) (p9) qui a présenté une activité

réductrice plus importante que les autres extrgiis se manifeste par une valeur faible de
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PRys de I'ordre de 0.023 + 0,0009 mg/mL et trés prodhecelle de I'acide ascorbique. Par
contre les extraits acétates d’éthyles de la HZbadinsi que I'extrait éthanoique de la P4 ont
présenté la plus faible activité réductrice aves daleurs de PR de l'ordre de 0,087 +
0,005, 0,055 + 0,001 et 0,055 + 0,0003 mg/mL resypament.

Nos résultats ont été comparés avec cemxadpropolis de Tigzirt étudiée par
AKNOUCHE et ARICHE (2018) qui ont trouvé des fproche de ceux trouvés dans notre
étude (0,035 mg/mL) pour I'extrait acétate d’'éthgle propolis. Et celui de la propolis de
Portugal qui présente un pouvoir réducteur trégéétmmparent a nos extraits (AR 0,009
mg/mL) (LEANDRO etal., 2008). Cet écart peut étre expliqué par la difiée de la nature
de la flore botanique de I'Algérie et celle du Rggl qui est le principal facteur responsable
de sa composition spécifique. Cette compositioneddpde différents facteurs tels que la
végétation, la saison et les conditions environmgaies du site de la collecte.

[11.5. Evaluation de I'activité antibactérienne

La méthode d’aromatogramme (diffusion digques) est la méthode utilisée pour
évaluer l'activité antibactérienne des différeakdraits de propolis, vis-a-vis trois souches
bactériennes : Staphylococcus aureusLGA251, Escherichia coli ATCC25922 et
Pseudomonas audugino8d TC271853. La présence ou I'absence d’'une acthatétérienne
se manifeste par I'apparition ou non des zonesilitions autours des disques. Le diameétre

des ces derniéres est estimé en mm.

L’ensemble des diamétres des zones ibititns sont représentés sur le tableau XVI
et la figure 24 pour les extraits éthanoliquele éableau XVII et la figure 25 concernant les

extraits acétates d’'éthyles, vis-a-vis les troiscbes bactériennes.
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Tableau XVI: Diamétres des zones d’inhibition en mm (moyennecartéype) exercées

par les extraits éthanoliques étudiés Staphylococcus aureusGA251, Escherichia coli
ATCC25922et Pseudomonas aurugino8aTC271853

Souches i . Pseudomonas
Extrais Staphylococcus Escherichia coli auduginosaATTC
éthanoliques aureusLGA251 ATCC25922 571853

antibiotiques 33.5£1.5mm 28+2mm 27.1620.75mm
P1 14+1mm 14.25+£0.75mm 13.5+2.5mm
P2 17+2mm 6mm 12+2mm
P3 11.5£0.5mm 6mm 12.75+£0.75mm
P4 20.5£0.5mm 11.5+0.5mm 14.5£0.5mm
P5 6mm 9.5£0.5mm emm
P6 6mm emm 10£1mm
P7 6mm 6mm 6mm
P8 8.5£0.5mm 6mm emm
P9 11.5£0.5mm 8+x1lmm 9.25+0.25mm

Tableau XVII : Diametres des zones d’inhibition en mm (moyennécart type) exercées

par les extraits acétates d'éthyles eétudiésSsaphylococcus auredusGA251, Escherichia
coli ATCC25922et Pseudomonas auruginosa ATZ11853

Souches o . Pseudomonas
Staphylococcus Escherichia coli _
auruginosaATTC
i ) aureusLGA251 ATCC25922
acétates d’'éth 271853
antibiotiques 33.5+1.5mm 28+2mm 27.16£0.75mm
P1 11+1mm 10+0mm 9.75+0.25mm
p2 6mm 6mm 6mm
P3 18+0mm 11.25+0.25mm 14.5+0.5mm
P4 6mm 6mm 6mm
P5 6mm 6mm 6mm
P6 6mm 6mm 6mm
P7 6mm 6mm 6mm
P8 6mm 11.75+0.25mm 6mm
P9 6mm 6mm 6mm

A partir des deux tableaux et les deux figures,snoanstatons que certains des
différents extraits de propolis représentent utevigé antibactérienne plus importante par
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rapport au reste des extraits, vis-a-vis les tsmachesStaphylococcus aureusGA251,
Escherichia coli ATCC25922 et Pseudomonas auruginog&l TC271853. Cependant,
'analyse des donnés a également montré que lesitexéthanoliqgues sont plus actives que

les extraits acétates d’éthyles.

En effetStaphylococcus aurelssA251 est la souche la plus sensible face awaistr
éthanoliques avec des diametres de l'ordre de &5#A1.5+0.5, 11.5+0.5, 14+1, 17+2 et
20.5+0.5 mm pour les extraits P8, P9, P3, P1, PR4etespectivement, pour le reste des
extraits P5, P6 et P7 ne représentent aucunetagbiour la méme souche. Ce teste a montré
également que la soucliRseudomonas auruginogal TC271853 est aussi trés sensible en
contacte avec les extraits éthanoliques P9, PR X1 et P4 avec des diametres variant de
9.25+0.25,10+1, 12+2, 12.75+0.75 et 14.5+0.5 mnpeesvement, tandis que, les extraits
P5, P7 et P8 n'ont pas marqué de zone d’inhibitidonc ils n'ont pas d’activité pour la
souchePseudomonas auruginogal TC271853.Escherichia coliATCC25922est la souche
la moins sensible démontrée par ce teste. En effieitre sur neuf extraits éthanoliques ont
montrés une activité antibactérienne avec des diamde I'ordre de 8+1, 9.5+0.5, 11.5+0.5
et 14.25+0.75 mm pour les extraits P9, P5, P4 eteBfiectivement , en revanche les cing

restants sont inactives vis-a-vis de cette bactérie

On remarque que la P4 est l'extrait étligne qui représente une forte activité
antibactérienne, vis-a-vis les deux souches bactées Staphylococcus aureusGA251 et
Pseudomonasauruginosa ATTC271853 avec des diametres de zone d'inhibition
respectivement de 20.5+0.5 et 14.5+0.5 mm. De sthlExtrait éthanolique P1 présente une

forte activité face &scherichia collIATCC25922 avec un diameétre de 14.25.5+0.5 mm.

Quand aux extraits acétates d'éthyles, sés manifestent avec une faible activité
antibactérienne par rapport aux extraits éthanefigquis-a-vis les trois souches bactériennes
testées.Staphylococcus aureusGA251 et Pseudomonasuruginosa ATTC271853 ont
montré une forte sensibilité pour I'extrait P3 avixs diameétres respectivement de 18+0 et
14.5+0.5mm, et une sensibilité moyenne pour la VL al+1et9.75+0.25mm de diametre,
cependant le reste des extraits ne représente esiagtivités. De son cotBscherichia coli
ATCC25922a marqué une sensibilité modérée pour les extditB3 P8 avec des diametres
de l'ordre de 100, 11.25+0.25 et 11.75+£0.25 mmawetunes sensibilités pour le reste des

extraits.
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Les résultats obtenus dans cette présgatle sont en concordance avec les résultats
apportés par KUJUMGIEV etl.,, (1999) sur une bonne activité antibactérienne des
échantillons de différentes régions géographiquemds tropicales et tempérées) contre
Staphylococcus aureusGA251. En revanche leur étude a marqué une abs#acévité
contre Escherichia coliATCC25922, alors que durant notre étude on a wbsene faible

activité des différents extraits de propolis comgéte bactérie.

GRANGE et PAVEY (1990), ont apporté ges éxtraits éthanoliques de la propolis de
Boiron et Cie, Lyon, France inhibent completementioissance d8taphylococcus aureus
LGA251, Escherichia coliATCC25922et Pseudomonas auruginosalTTC271853. Les
résultats de nos extraits éthanoliques ont maronae similarité avec les résultats de cette

étude avec une activité antibactérienne moin®rtapte.

Nous avons obtenu des résultats prodbssésultats de plusieurs régions de Tlemcen
apportés par SOLTANI (2017) sur les extraits éthignes contre les deux souches
bactériennesStaphylococcus aurewssA251, Escherichia colATCC25922.

Toutes les activités antibactériennaggstrées sont moins marquées que le controle
positif utilisé (Gentamicine pouEscherichia coliet Pseudomonas auruginogal TC271853
Lincomycine pourStaphylococcus aureusGA251). Les résultats obtenus ont indiqué que
I'existence de composés antimicrobiens dans xteaite éthanoliques est plus importante
gue dans les extraits acétates d'éthyles, et fardifce d'activité antimicrobienne entre ces
différents extraits de propolis pourrait s’expligyaar le type du solvant utilisé lors de
'extraction. En effet, il existe des différences dolubilisation des composés phénoliques
dans les solvants (acétate d’éthyle et éthanol)s Massi au taux de polyphénols présents
dans les différents extraits. Selon (BANKOVA, 200BtARCUCCI, 1995) l'activité
antimicrobienne est principalement due a quelguestances telles que les flavonoides, les

terpenes, les acides phénoliques et leurs estergegerent une forte zone d’inhibition.

[11.6. Analyse statistique

Aprés avoir testé la normalité des trois tests ABDPPH, FRAP et le taux en
polyphénols. Le test statistique Kolmogorov-Smwrmous a montré que la normalité a été
vérifiée dans le cas de 'ABTS et le taux en poBmdis, donc TANOVA a deux facteurs est
le test choisi pour la suite de l'analyse stajisti Contrairement au deux testes restants
DPPH et FRAP, la normalité n'était pas vérifiéeupaela on fait appel au test non
paramétrique Kruskal Wallis.
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Les étapes et les résultats de I'analyse statestide I'effet du solvant et la région sur
l'activité antioxydante testées par les trois teABTS, DPPH et FRAP, et sur le taux de

polyphénols des extraits de propolis ont montré:que

Le type du solvant (soit éthanol ou acétate d'é&hsdéprésente un effet sur le taux en
polyphénols des extraits étudiés et sur l'amigntioxydante évaluée avec le test: DPPH
donc les différences sont significatives. Conémient au pouvoir réducteur et le test ABTS,

le solvant n’a pas d’influence, dans ce cas ldgmiiices ne sont pas significatives.

Cependant, la provenance de la propolis influeimts aur le taux de polyphénols des
différents extraits de propolis et sur le pouv@ducteur du test ABTS (surtout la région de
Yakourene qui se manifeste avec un grand effetrgggoort aux autres régions), de ce fait la
différence entre les échantillons est significatixe revanche, elle est non significative sur
l'activité antioxydante des deux autres tests : BR® FRAP parce qu’elle ne représente

aucun impacte sur ces derniers.

Corrélation entre le pouvoir anti-radicalaire DPPH/ABTS et le pouvoir réducteur
(FRAP)

Pour déterminer la relation entre les troissteSBTS, DPPH et FRAP nous
avons procédé au test de régression linéaire, apase sur I'évaluation de la force de la
liaison existante entre deux variables quantitativenesurable par le coefficient de

corrélation linéaire R.

y = 0,0085x + 0,105
0,5 1 R2 = 0,1481
0,45 - 2 2
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Figure 19: Corrélation entre le pouvoir anti-radicalaire AB€t DPPH
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Figure 18: Corrélation entre le pouvoir anti-radicalaire AB€t le pouvoir réducteur
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Figure 20: Corrélation entre le pouvoir anti-radicalaire PRt le pouvoir réducteur

Les résultats des trois figures (26, 27 et 28ceamant les coefficients de corrélation
montrent I'existence d’'une corrélation positivebfai entrel’activité anti-radicalaire estimée
par le test de DPPH, et celle estimée par le t&BT5 exprimée par un coefficient de
corrélation de R=0.38 (figure 26), et entre Ist e DPPH et le test FRAP avec un R=0.41
(figure 27).Tandis que, entre le test ABTS et k& €RAP la corrélation est quasi absente
avec un coefficient R=0.06 (figure 28). Cela peunt &€ aux différents mécanismes adaptés

par chacun des tests et la nature des compogEnsadbles de I'activité antioxydante.
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La présente étude a pour objectif [I’évaluation des propriétés biologiques
(antioxydantes et antibactériennes) de la propolis recoltée de neufs régions différentes du
nord algérien, en utilisant deux solvants d’extractions (éthanols a 96% et acétate
d’éthyle).Cette étude a donné des valeurs significativement différentes entre ces propolis.
Ces variation sont attribuées a I’origine florale, a la zone géographique et aux conditions

climatiques.

L’analyse physicochimique des propolis étudiées montre qu’elles sont pauvres en eau,
elles contiennent un taux d’humidité compris entre 3,38% a 4,82%, avec un taux de matiére
seche de 95,18% a 96,62%. Quand a la teneur en cendre elle varie de 2,56% a 8,53%, ainsi
que des teneurs en matiére organique élevees (91,47% a 97,44%). Les meilleurs rendements

d’extraction ont été enregistres pour les extraits éthanoliques des differentes propolis étudiees.

Concernant la composition en polyphénols totaux, I’ensemble des résultatsobtenus a
permis d’enregistrer des teneurs en polyphénols totaux trés variables, Les teneurs en
composés phénoliques des extraits d’acétates d’éthyles varient de 50,75 a 460,71 (mg
EAG/g de propolis) et de 20,36 a 297,32 (mg EAG/g de propolis) pour les extraits
éthanoliques. Les meilleurstaux sont enregistrés parles extraits acétates d’éthyles notamment

la P1 qui a enregistré le taux le plus élevé (460.71 mg EAG/qg).

L’étude de I’activité antioxydante des échantillons de propolis par I’évaluation de leurs
pouvoirs anti-radicalaires (test de DPPH et ABTS) et le pouvoir réducteur, a confirmé les
propriétés puissantes des extraits de propolis a piéger les radicaux libres. Les extraits acétates
d’éthyles ont montré une meilleure capacité réductrice. Spécialement I’extrait acétate d’éthyle
de la propolis de Bounouh (P9), est révélé étre le meilleur antioxydant pour les trois tests
antioxydants, avec de trés faibles valeurs d’ICsy de I’ordre de 0,07 mg/mL pour le test de
DPPH, 0,021 mg/mL pour le test de ’ABTS et 0,023 mg/mL pour le pouvoir réducteur
(FRAP). Par contre, cette activité est moins importante pour les extraits éthanoliques et
acetate d’éthyle de la région de Yakourene (P6) et I’extrait acétate d’éthyle de la région
d’Azeffoune (P2) qui ont présenté des valeurs d’ICs, Iégérement élevéespar apport aux autres

extraits.

Contrairement a I’activité antioxydante, I’effet antibactérien des différents extraits testés

montre que les extraits éthanoliques sont plus actifs que les extraits acétates d’éthyles. En
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effet,Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible face aux extraits éthanoliques,
suivis de la souche Pseudomonasauruginosa ATTC271853.Escherichia coli ATCC25922 est
la souche la moins sensible démontrée par ce teste. L’extrait éthanoique de la région de
Imsouhal représente la plus forte activité antibactérienne, avec des diametres d’inhibition de
20,5 mm et 145 mm vis-a-vis les deux souches bactériennes: Staphylococcus aureus
LGA251et PseudomonasauruginosaATTC271853respectivement.

En perspectives, il est intéressant de tester d’autres activités biologiques telles que
I’activité anti-inflammatoire, antifongique, antivirale...,d’approfondir les recherches
d’optimisation des procédes d’extraction, de fractionnement, et de caractériser d’autres
composés qui peuvent avoir d’autres activités. Ainsi que des analyses in vivo pour

détecter les effets thérapeutiques.
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Annexe 1 : Photographie des extraits éthanoliques de la propolis.

Annexe 3 : Photographie de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des
polyphénols.
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Annexe 4 : Photographie de la gamme d’étalonnage de I’acide ascorbique pour test de
I’ABTS.
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Annexe 5 : Photographie de la gamme d’étalonnage de I’acide ascorbique pour test de DPPH.
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Annexe 8: Courbe d’étalonnage de Annexe 9 : Courbe d’étalonnage du
I’activité  anti-radicalaire de I’acide pouvoir réducteur de I’acide ascorbique

ascorbique pour le test de DPPH.

pour le test de FRAP.
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