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Abstract

Propolis is a resinous substance harvested by bees, which has recently attracted attention as an
integrative medicine due to its diverse therapeutic and/or medicinal properties. In order to
estimate their therapeutic properties for which, including antioxidant and antibacterial activity
of the Algerian species located in the Bordj-Bou-Arreridj region. Through quantitative and
qualitative analysis of their polyphenol and flavonoid content by the folin-ciocalteu and
aluminum trichloride methods respectively. The results are(168.96+0.06mg EAG /gE) and
(62.89 + 0.26mg EQ/g E) respectively. The antioxidant activity of propolis is indicated by its
ability to neutralize the DPPH radical species, which can be estimated
by(ECs0=24.22+1.59mg/ml, while that of the BHT positive control is
ECs0(178.38+0.01)mg/ml. Next, the evaluation of antibacterial activity was carried out on
five ATCC strains (gram+ ,gram-); which can be estimated using the solid-state diffusion
method using wells and discs, propolis showed a significant inhibitory effect on some bacterial
strains. The minimum inhibitory concentration (MIC) for Staphylococcus aureus, E. cloacae
was 50mg/ml as important. As conclusion, the activity of propolis is highly dependent on
seasonal and regional factors. Propolis and its main phenolic ingredients should not be
neglected and should be evaluated in clinical trials to better elucidate their potential application

in various fields of medicine.

Key words : Propolis, Antioxidant activity, Antibacterial activity, Polyphenols, flavonoids.



Résumé

La propolis est une substance résineuse récoltée par les abeilles , qui a récemment attiré
I'attention en tant que meédecine intégrative en raison dans divers propriétés thérapeutiques
et/ou médicinales. Afin d’estimer leurs propriétés thérapeutiques pour laquelle, y compris
I’activité antioxydante et antibactérienne de 1’espéce Algérienne située a la région de Bordj-
Bou-Arreridj. Grace aux analyses quantitatives et qualitatives de leur teneur en polyphénols
et en flavonoides par la méthode de folin-ciocalteu et de chlorure d’aluminium respectivement.
Les résultats sont (168.96+£0.06 mg EAG /gE) et (62.89+ 0.26mg EQ/g E) respectivement.
Ainsi que, I’évaluation de I’activité antioxydante de propolis sera indiquée par la capacité de
neutraliser I’espéce radicalaire DPPH; qui peut étre estimer par ; (ECso =24.22+1.59)mg/ml,
alors que celle du controle positif BHT est ECso(178.38+0.01)mg/ml. Ensuite, 1’évaluation
de I’activité antibactérienne a été réalisée sur cing souches ATCC ( gram® ,gram’) ; qui peut
étre estimer grace a la méthode de diffusion sur milieu solide en utilisant les puits et les
disques, la propolis a manifesté un effet inhibiteur important sur quelques souches
bactériennes. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour Staphylococcus aureus,
E. cloacae qui sont de 50mg/ml. En conclusion, I'activité de la propolis dépend fortement de
facteurs saisonniers et régionaux, La propolis et ses principaux ingrédients phénoliques ne
doivent pas étre négligés et doivent étre évalués dans le cadre d'essais cliniques afin de mieux

élucider leur application potentielle dans divers domaines de la médecine.

Mots Clés : Propolis, Activité Antioxydante , Activité Antibactérienne , Polyphénols,

Flavonoides.
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Introduction

Introduction

Aujourd'hui, le monde est témoin d'une recrudescence de large gamme des maladies ou
altération que ce soit liées au sein de notre organisme impliquant dans la physiologie, qui se
traduit sous le nom d’un stress oxydatif. Qu’il se fait impliquer dans des dommages oxydatifs
causes a une molécule cible. Ce dernier reste la principale cause d’apparition des telles
maladies chroniques, ainsi que le vieillissement precoce (Sotler et al., 2019). En outre, il y a
également des maladies aigues qui surviennent soudainement et ont une durée relativement
courte. Qui peuvent étre causer par I’intervention d’un agent pathogéne (bactérie, virus...),
impliqué dans I’apparition des symptomes telles que la fievres, la taux et des douleurs
corporelles (Rohr et al., 2019). Donc il est essentiel de reconnaitre la cause d'une infection
pour pouvoir la traiter plus rapidement (Hu et al., 2017). En effet, les bactéries sont
considérées comme l'une des principales causes d'infections graves et dangereuses chez

I'nomme et I'animal. Qui peut affecter une variété d'organes et de tissus (Xiao & Cai, 2020).

Ainsi, le développement de la médecine traditionnelle basée sur la biothérapie qui reste encore
le premier réservoir de nouveaux médicaments, qui peut indiquer comme une source
essentielle pour découvrir de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments. Cela tient principalement au fait que la faune et la flore représentent une source
majoritaire de la biodisponibilité de molécules bioactives dont un intérét mis a profit dans
I’industrie alimentaire, de la santé et de la pharmacie. Parmi ces composés, on distingue une
variété de composés polyphénoliques, notamment : les acides phénoliques, les flavonoides et
les anthocyanes, ainsi que de l'acide ascorbique, des hydrates de carbone, des macro- et
microminéraux (Negrean et al., 2023). Ces composés sont connus pour leurs effets
bénéfiques potentiels sur la santé humaine en raison de limiter 1’altération oxydative et encore

de réduire le risque d'émergence des maladies infectieuses (Jones et al., 2008).

Cependant, La propolis a constitué une source riche en telles substances bioactives, les plus
connues, c’est: les polyphénols et les flavonoides. C'est I'un des rares produits naturels qui est
resté populaire a c'est longtemps. Par ailleurs, la propolis Algérienne est 1’une des substances
synthétiques (récoltée par les abeilles), qui peut attirer I'attention en tant que la médecine

intégrative en raison dans divers propriétés thérapeutiques (Braakhuis, 2019).

L’objectif principal de ce travail a été évalue les activités antioxydante et antibactérienne in

vitro de propolis Algérienne située a la région de Bordj-Bou-Arreridj.
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I. Chapitre I. Généralité sur la propolis
I.1. Définition

La propolis, aussi appelée « colle d’abeille », est I’arme chimique la plus importante des
abeilles domestiques. Il s’agit d’un matériau résineux brunatre recueilli par les apiculteurs
florale (Bhargavaet al., 2021). Qui est utilisé¢ comme matiére de construction pour les ruches.
La propolis a été identifiée et utilisée par les étres humains depuis les temps anciens (depuis
300 avant JC) comme un médicament traditionnel (Lotfy, 2006 ;Sung et al., 2017).
Historiquement reconnue, pour les premiéres fois par les Egyptiens qui ont bénéficié des
propriétés anti putréfactives afin de préserver leurs corps a la décomposition (Martinotti &
Ranzato, 2015; Zabaiou et al., 2017). Ainsi, elle a été reconnue pour ses propriétés
médicinales par les médecins grecs et romains, la propolis a d’abord été utilisée comme
désinfectant buccal (Martinotti & Ranzato, 2015). Actuellement, plusieurs laboratoires de
recherche ont étudié les constituants bioactifs de la propolis, qui peuvent étre comporte un
large éventail de leurs bioactivités (y compris les antioxydants, antibactériens, antifongiques,
anti-inflammatoires, hépato protecteurs et anticancéreux) et leurs mécanismes d’action

comme nutritionnels, prestations cosmétiques et pharmaceutiques (Bhargava et al., 2021).
1.2. La composition de la propolis

Dans le passé, la qualité de la propolis était déterminée en fonction des variétés locales
d’abeilles, des sources botaniques et des conditions climatiques (figure 1). Au cours des
derniéres années, les technologies analytiques, a savoir la chromatographie en phase liquide
a haute performance (HPLC), la chromatographie en couche mince (CCM), la
chromatographie en phase gazeuse (CG), la résonance magnétique nucléaire (RMN), la
spectrométrie de masse (SM) et la chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse
(CG-SM), ont été largement utilisés pour définir les chimiotypes de propolis. Grace a ces
technologies analytiques hautement raffinées, les constituants de la propolis comme les
sucres, les hydrocarbures et les minéraux ont également été identifiés et réguliérement utilisés

pour leur profilage et leur image de marque. (Bhargava et al., 2021).
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Figure 1. Propolis de différente couleur pour différentes especes. (Papachristoforou et
al., 2019)

Plus de 180 composés, principalement des polyphénols, ont été identifiés comme constituants
de variétés de propolis provenant de différentes régions géographiques. La teneur en
polyphénols est souvent utilisée comme un critere pour évaluer la qualité de la propolis-figure-
2. Les principaux polyphénols sont les flavonoides, les acides phénoliques, les esters, les
aldéhydes phénoliques et les cétones. Les autres composés de la propolis comprennent les
huiles volatiles et les acides aromatiques (5 a 10 %), les cires (30 a 40 %), les résines, les
baumes et les grains de pollen qui constituent la principale source d’¢léments essentiels
comme le magnésium, le nickel, le calcium, le fer et le zinc. Il est également enrichi en bio-
métabolites (acides aminés, sucres, acides nucléiques et lipides), en minéraux (Mg, Ca, I, K,
Na, Cu, Zn, Mn et Fe), en hydrocarbures (alcanes, alcenes, alcadiens, monoesters, diesters,
esters aromatiques, etc.) et en vitamines (B1, B2, B6, C et E) qui sont essentielles pour diverses
structures et fonctions dans les systemes vivants. Des enzymes comme la déshydrogénase
succinique, le glucose-6-phosphate, 1’adénosine triphosphate et le phosphate acide ont été
détectés dans divers types de propolis . Les compositions chimiques des variétés de propolis
de différentes niches géographiques et botaniques montrent une variabilité frappante, posant
des défis supplémentaires dans 1’application de la propolis dans la

sante/cosmétique/pharmaceutique et industrielle (Moskwa et al., 2020; Tran et al., 2020).
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Figure 2. Diagramme du camembert représente une proportion de la composition
chimique de la propolis (Przybylek &Karpin” ski 2019).

I.3. L’aspects de ’utilisation traditionnelle de la propolis

L utilisation populaire de la propolis au fil du temps, elle n’est pas considérée comme un
agent thérapeutique en médecine conventionnelle, car une bonne normalisation de la
composition chimique et de 1’activité biologique fait encore défaut. Ainsi, la caractérisation
de différents types de propolis selon son origine végétale et son profil chimique est
obligatoire. Cette information permet d’extrapoler I’activité et le mécanisme d’action
possibles de la nouvelle propolis a 1’étude et fournit des indices substantiels pour le
développement de nouveaux médicaments (Silva-Carvalho et al., 2015). La propolis a
également été recommandée en médecine populaire pour le traitement des troubles purulents,
car il a été démontré qu’elle améliore la guérison des plaies et soulage de nombreux types

d’inconfort.
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En outre, la médecine alternative et complémentaire a utilisé différentes préparations a base
de propolis comme les sprays, les onguents et les poudres (principalement des teintures et des
extraits éthyliques) pour le traitement des rhumes, de la grippe, de I’asthme bronchique et
d’autres maladies humaines (Matuszewska et al., 2021) comme les troubles gastriques
(Ahangari et al., 2018). Ainsi, Dans la médecine actuelle, La propolis est largement utilisée
grace a ses propriétés antiseptiques, il est utilisé en dermatologie pour traiter les infections
Staphylococciques et fongiques. Les infections cutanées purulentes, 1’hidradenite,
I’intertrigo, la chéilose et la grive, entre autres, sont traitées a la propolis, qui est une

préparation trés efficace dans le traitement des brllures de la peau (Olczyk et al., 2014).
1.4. Les propriétés thérapeutiques de la propolis

L’apparence et les propriétés physiques de la propolis varient également selon sa situation
géographique et sa végétation. Il est généralement vert foncé ou brunatre (figure-1-) , dur a
basse température et mou a haute température et fond a 60 a 70° C; Certains types ont une
température de fusion proche de 100°C. Pour un usage commercial, les extraits de propolis
sont souvent préparés avec des solvants appropriés, comme [’éthanol, le méthanol, le
chloroforme, I’éther et I’acétone, dont I’extrait €thanolique a été populaire en raison de son
niveau élevé de bioactivités. Plusieurs types de produits de propolis, y compris dentifrices,
pastilles, rince-bouche, crémes gels, sirop pour la toux, vin , gateau, poudre, savon, gommes
a méacher, comprimés, bonbons, shampooings. Comme indiqué dans la section précédente, les
différents types de propolis se distinguent par leurs constituants chimiques et leurs
bioactivités, ce qui détermine leurs applications thérapeutiques, notamment antibactériennes,
antioxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales, cardioprotectrices, hépato
protectrices, neuroprotectrices et anticancéreuses (Bhargava et al., 2021) ; On les estime

quelques propriétés ;

D’une part, Les composés naturels et les extraits dérivés de la propolis (économiques et
facilement disponibles) se sont avéres efficaces et utiles non seulement pour traiter, mais aussi
pour prévenir les infections microbiennes. Notamment Les infections fongiques qui sont
souvent causees par des champignons microscopiques présents dans l'air, le sol, I'eau et les
plantes. Une étude expérimentale consiste que I’efficacité thérapeutique de la propolis
peuvent affecter la croissance de tels types de champignons (Chua et al., 2014). Ainsi, les
infections bactériennes des cultures et des produits alimentaires ont egalement attiré
I'attention de plusieurs organisations de santé. Il a été démontré que la propolis a des
composés actifs donnent un effet antibactérien (da Cunha et al., 2020; Rivero-Cruz et al.,
2020). En touchant la perméabilité et le potentiel de la membrane de la bactérie et d’autre

5



Partie bibliographique Chapitre 1. Généralité sur la propolis

dans la stimulation du systeme immunitaire (de Souza Silva et al., 2021). Ensuite, des effets
thérapeutiques comparables lorsque la propolis et le sulfathiazole sont utilisés, mais la colle

d’abeille est plus sécuritaire et a moins d’effets indésirables.

D’autre part, la propolis est non seulement antimicrobienne, mais elle augmente aussi la
cicatrisation et réduit la douleur. La chrysine, qui est un flavonoide, fournit un effet
analgésique. La propolis stimule 1’accumulation de glycosaminoglycane nécessaire a la
granulation, a la croissance des tissus et a la fermeture des plaies. La propolis comme agent
apithérapeutique est plus efficace que la sulfadiazine d’argent. L’utilisation d’onguent a la
propolis pour traiter les brdlures en tant que produit apithérapeutique topique pourrait
contribuer & la réépithélisation (Olczyk et al., 2013). La propolis appliquée localement a
diminué I’inflammation persistante dans les plaies diabétiques en normalisant 1’¢lastase
neutrophile et neutrophile. L’acide caféique est responsable de 1’effet anti-inflammatoire de
la propolis (Al-Waili et al., 2015). La génistéine de la propolis a accéléré la cicatrisation et
stimulé 1’angiogenése des plaies chez des souris atteintes de diabéte de type 1 (Tie et al.,
2013).

=R

AV ]
B~ =

Figure 3. les activités biologiques de la propolis(Pasupuleti et al., 2017).
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I1. Chapitre I1. Le stress oxydatif
11.1. Définition

Le stress oxydatif est une forme d'agression des cellules/tissus causée principalement par
augmentation des radicaux libres cellulaires au niveaux des antioxydants cellulaires et se
caractérise par un déséquilibre entre la production d’espéces réactive de 1’oxygene (ROS) et
la défense antioxydante endogéne. Il est conduit a la peroxydation des lipides, a la nitration

des protéines, des dommages au niveau de I'ADN et/ou I'apoptose (Mishra & Jha, 2019).

Au moins une des trois conditions suivantes indique la présence d'un état de stress
oxydatif (Mercan, 2010) :

* Excés des espéces réactives de Oz, N2 ou Clz .
* Défenses insuffisantes (endogenes et exogenes) .
* Mécanismes de réparation insuffisants.

11.2. Origine du stress oxydatif

Les cellules sont continuellement exposées aux radicaux libre (ROS) générés au cours du
métabolisme physiologique de I'oxygéne et impliqués dans de nombreuses altération qui sera
impliquée au sein de la physiologie (Estévez, 2015). Qu’il peut avoir diverses origines : un
déficit nutritionnel en antioxydant, une surproduction endogéne d'origine inflammatoire, une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, stupéfiants, métaux
toxiques, amiante, pesticides, rayonnement UV, ozone...)(Favier, 2003), ou bien une
dégradation insuffisante de ces radicaux par le systeme antioxydant en tant que mécanisme
de défense interne. En condition physiologique, comme par exemple au cours d’un exercice
réalisé de fagon modérée, 1’équilibre entre la production des ROS et les systemes de défenses
antioxydantes permet le maintien d’une fonction organique optimale. Des recherches récentes
suggerent que le stress oxydant intervient dans la physiopathologie ou dans la genése de
certaines entités pathologiques et pourrait étre partiellement associé a un déficit d’apports
d’éléments antioxydants. Par ailleurs, le sport au cours d’une période d’exercice intense ou
la nutrition non réguliére peuvent I’influencer au sein du métabolisme (Daenen et al., 2019).

La figure ci-dessous qui la montre.
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Figure 4. La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants. (Favier, 2006).

11.3. Les radicaux libres

11.3.1. Définition

Les radicaux libres sont les agents oxydants qui possédent un ou plusieurs électrons non
appariés sur leur couche externe, ce qui les confere un haut degré de réactivité et instabilité
vis-a-vis des substrats biologiques. Ils peuvent étre divisés en deux classes : les especes
réactives de I’oxygéne (ROS) et les espéces réactives de 1’azote (RON). Les (ROS) étant les
radicaux libres les plus couramment rencontrés dans 1’organisme (Miller et al., 1993).
Actuellement, ces radicaux sont les plus fréquents comprennent des espéces comme le radical
hydroxyle (HO), le superoxyde (O2") et I’oxyde nitrique (NO) ainsi que d’autres molécules
non radicalaires qui dépourvus d’électrons appariés supplémentaires, peuvent conduire a la
formation de radicaux libres. C’est le cas par exemple pour le peroxynitrite (ONOQO"), le
peroxyde d’hydrogéne (H202), I’acide hypochloreux (HOCL) et I’oxygéne singulet (O2)
(Lykkesfeldt & Svendsen, 2007).

11.3.2. Espéces réactives liées au stress oxydatifs

Le radical libre le plus fréquent dans les situations physiologiques est I'anion superoxyde
(027), qui est presque toujours produit lorsqu'une molécule d'oxygéne se connecte a un

électron dans la chaine respiratoire mitochondriale (Cadenas & Davies, 2000). Cette chaine

8



Partie bibliographique Chapitre I1. Le stress oxydatif

permet le transport d’électrons en combinant 1’oxydation de coenzymes transporteurs
d’hydrogéne ou d’électrons avec la phosphorylation de I’ADP en ATP (Haleng et al., 2007).
Les enzymes de ce dernier jouent le réle d’un transporteur des électrons, mais elles ne sont
pas totalement efficaces car 1 a 5% de ces électrons s'échappent et en transformant en anion
superoxyde (Aurousseau, 2002). De nombreuses enzymes, dont les oxydases, les
peroxydases, les lipoxygénases et les déshydrogénases, ainsi que le transport d'électrons
dépendant du NADPH via le cytochrome p450 dans le réticulum endoplasmique, sont d'autres
producteurs in vivo de ROS (Kehrer, 2000). Il peut étre catalyse par la superoxyde dismutase
pour produire du peroxyde d'hydrogene (H20.) et de I'oxygene (O2) (la réaction-1) ou réagir
avec l'ion ferrique (Fe®*) pour produire de I'ion ferreux (Fe?*) et de l'oxygéne (O) (la
réactioneé-2) (Sordillo & Mavangira, 2014).

207+2H* — 02+ H202 (Réaction 1)
O +Fe* — Fe?+ O (Réaction 2)

Contrairement au superoxyde, le peroxyde étant stable et non chargé, il peut traverser les
membranes cellulaires et fonctionner dans plusieurs compartiments cellulaires. Sa capacité a
se réduire en radical hydroxyle (HO'), qui nécessite la transformation du fer de sa forme
ferreuse en forme ferrique (réaction de Fenton), est principalement responsable de sa toxicité.
En outre, la réaction de Haber-Weiss, qui se produit lorsque la réaction de Fenton et la
réaction-2 sont combinées, en démontrant que le superoxyde et le peroxyde d’hydrogene
peuvent se lier pour générer des radicaux hydroxyles en présence de catalyseurs a base d'ions
métalliques tels que le fer ou le cuivre. En citant les acides gras polyinsaturés (AGPI), I'ADN
nucleaire et/ou mitochondrial, I'ARN et les protéines peuvent tous étre peroxydés par le radical
hydroxyle en raison de sa grande réactivité et de sa capacité a interagir avec différents types
de molécules. Une espéce radicale appelée oxyde nitrique (NO) est formée a partir de la L-
arginine par l'enzyme oxyde nitrique synthase. Sa réaction (Réaction-3) avec I’anion
superoxyde forme le peroxynitrite (ONOQO™), qui peut étre réagir avec les lipides, les protéines
et 'ADN pour altérer le processus enzymatique et en transduisant ses signaux, afin
d’endommager I'ADN (Béguel, 2012).

H,0,+ Fe** — Fe3* + HO ~ + HO (Réaction de Fenton)
H202 + Oz — O2+ HO™ + HO- (Réaction de Haber-Weiss)
NO + Oz~ — ONOO- (Réaction 3)
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11.4. Systeme de défense antioxydants

L'organisme développe un mécanisme de défense antioxydant pour détoxifier la génération
de radicaux libres et neutraliser les oxydants en réponse a une augmentation des ROS
intracellulaires. En d’autres termes, les antioxydants peuvent étre défini au sens large comme
toute substance qui retarde, prévient ou supprime les dommages oxydatifs subis par une
molécule cible. Ces systémes de défense sont soit enzymatiques, soit non enzymatiques
(Halliwell & Gutteridge, 2015).

11.4.1. Défenses enzymatigues

Il existe Trois enzymes principales travaillent ensemble dans notre corps pour lutter contre la
production excessive de ROS. Ces trois enzymes ont été mentionnées ci-dessous, par (Afonso
et al., 2007; Baudin, 2020; Nandi et al., 2019) :

La superoxyde dismutase (SOD)(reaction-1-), un catalyseur biologique de la réaction de
dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogéne, en régulant la production de
superoxyde. Elles peuvent catalyser également le processus d'oxydoréduction parce qu'elles
sont des métalloenzymes, ce qui signifie qu'elles ont un ou plusieurs ions métalliques liés a

leur structure protéique.

La glutathion peroxydase (GPx), (reaction-2-), ayant le role impliquer dans la réduction du
glutathion (GSH) en un peroxyde d'hydrogéne en libérant 1’eau. Au cours de cette réaction,

on se retrouve avec un dimere de glutathion oxyde, lié par une liaison disulfide (GSSG).

La catalase permettre de la dismutation de deux molécules de peroxyde d’hydrogene qui peut

libérer deux molécules d’eau et une molécule de dioxygéne (Réaction 3).

202"+ 2H" —H20, +O2 (reaction-1-)
H202+2 GSH — 2H,0 +GSSG (reaction-2-)
2H,0, — 2H20 + O2 (Reéaction 3)

11.4.2. Défenses non enzymatiques

L'alimentation est la principale source de plusieurs réducteurs endogenes et exogénes, qui
agissent tous pour protéger I'organisme contre les radicaux libres. On distingue deux types
d’antioxydants non enzymatiques : les hydrophiles et les lipophiles. Les oligo-éléments
comme le sélénium (SE), le cuivre (Cu), le zinc (Zn) et le manganése (Mn) sont des cofacteurs
en agissant dans telles réactions enzymatiques antioxydantes, notamment la GPx, ainsi que

de la famille d’isoenzymes SOD respectivement. Ce sont connus sous le nom de chélateurs
10
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métalliques, qui jouent un réle important dans chélation des métaux nécessaires afin de
former des radicaux hydroxyles lors de la réaction de Haber-Weiss et Fenton. Il s'agit
notamment de la lactoferrine, de I'albumine, de la céruloplasmine, de la ferritine et de la
transferrine (Turk et al., 2011). Parmi les antioxydants qui trouvent normalement dans
I’organisme en quantité suspendue et peuvent étre apporter par 1’alimentation sous deux

formes possibles (De Moffarts et al., 2005) :

D’une part, les vitamines liposolubles telles que l'ubiquinol, les tocopheérols (Vit. E), les
rétinoides (Vit. A), les flavonoides, la bilirubine et la mélatonine sont particulierement
impliquées dans la préservation des lipides en contrecarrant les réactions en chaine lors de la

peroxydation des lipides.

D’autre part, les antioxydants hydrophiles ayant un réle protecteur afin de limiter I'oxydation
des lipides, des protéines et de I'ADN. Le glutathion présente dans le cytoplasme sous forme
réduite et servant de substrat a la GPx, a l'acide ascorbique (Vit C), a I'acide urique, aux
dérivés thiolés, aux protéoglycanes et a I'acide hyaluronique, est notamment affecté par ce

phénomene.
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I11. Chapitre I11. Les polyphénols
1. 1. Généralité

Les composes phénoliques sont des composés phytochimiques qui peuvent se définir sous le
nom des métabolites secondaires végétaux. ce sont des molécules peuvent interagir
indirectement & la vie des plantes, contrairement aux métabolismes primaires qui sont
impliqués dans les grandes voies du metabolisme de base, mais ils sont essentiels dans
I"interaction de la plante avec son environnement (Chira et al., 2008). Les phénols ou
polyphénols alimentaires comportent tous les groupes de produits naturels les plus répandus
dans le régne végétal (Harborne & Williams, 2000). lls sont couramment trouves dans les
fruits, les légumes, les céréales complétes et d'autres types d'aliments. Des études
supplémentaires montrent que les différents sous-groupes de polyphénols peuvent étre
présenter des différences significatives en termes de stabilité, la biodisponibilité et les
fonctions physiologiques liées a la santé humaine, dont la modulation des voies de

signalisation cellulaire (Tsao, 2010).

Les phénoliques sont définis comme des composés qui possédent un anneau aromatique avec
au moins un groupe hydroxyle, et leur structure peut varier d'une molécule simple a un
polymere complexe avec un poids moléculaire élevé lls sont des antioxydants puissants qui
comportent : les vitamines, les enzymes antioxydantes en tant que la défense contre le stress

oxydatif causé par I'exces d'especes réactives de I'oxygene (ERO) (Durazzo et al., 2019).
111.2. Classification des polyphénols

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, et parmi elles plus de 4000
flavonoides ont été identifiées (Cheynier, 2005). La biodiversité d’une large gamme des
polyphénols sont distribuées dans les plantes, qui peut conduire de différentes manieres. Elles
peuvent classer ces composés naturels en trois grandes familles principales : aux flavonoides,

aux acides phénoliques et aux stilbénes (Durazzo et al., 2019). la figure suivante les résume :
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Figure 5. Différentes classes de polyphénols et leurs structures chimiques de
certains de leurs principaux composés(Lippolis et al., 2023).

Les polyphénols sont la classe qui représente la casés totalité dans les plantes existent sous
forme de glycosides avec différentes unités de sucre et des sucres acylés a différentes
positions du squelette des polyphénols qui peut étre composée d’un noyau benzénique sur
lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone (Tsao, 2010). Les acides
phénoliques sont des composés polyphénoliques non flavonoides qui peuvent étre divisés en
deux types principaux, les dérivés de I'acide benzoique et de I'acide cinnamique, basés sur des
squelettes en C1-C6 et C3-C6 Ces acides phénoliques ne peuvent étre libérés ou hydrolysés

que par une hydrolyse acide ou alcaline, ou par des enzymes (Kim et al., 2006).

Les flavonoides ont un squelette structural géneral en C6-C3-C6 dans lesquels les deux unités
C6 sont de nature phenoligue. les flavonoides peuvent étre divisés en différents sous-groupes
tels que les flavones, flavonols, anthocyanidines, isoflavones, flavonones, catéchines. lls sont
également impliqués dans le processus de fixation de 1’azote et dans la croissance des plantes
lors de la réaction avec les hormones de croissance des plantes, principalement avec les

auxines et les cytokinines (Chandrasekara & Shahidi, 2010).

Les xanthones, les stilbénes, ainsi que les lignanes et les tanins font partie des composeés

phénoligues non flavonoides. Il s'agit de composés dont la structure comporte au moins deux
13
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anneaux aromatiques, alors que seuls les tanins en ont davantage a des attaques fongiques,

bactériennes ou virales, ce qui a été démontré pour le transresveratrol (Durazzo et al., 2019).
111.3. Activité antioxydante des polyphénols

Les mecanismes de I'action antioxydante des polyphénols peuvent inclure le piégeage direct
des radicaux libres réactifs, dont la chélation des ions en traces métalliques impliques dans la
formation des radicaux libres, ainsi que l'inhibition enzymatique. Et également dont la
régénération liés a la membrane tels que 'a-tocophérol (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).
Deux mécanismes principaux d'antioxydants ont été proposés ; La premiére est basée sur la
capacité antioxydante a travers des groupements fonctionnels qui a donné un atome
d'hydrogene a un radical libre R, tel que les radicaux perhydroxyl LOO: générés lors de
l'autoxydation des lipides (LH). Dans ce cas, les polyphénols agissent comme des
antioxydants qui brisent la chaine. A travers de transfert un atome d'hydrogéne, I'antioxydant
phénolique (ArOH) devient lui-méme un radical libre. Le second mécanisme a partir de
transfert d'un seul électron de ArOH a un radical libre R- avec la formation d'un cation radical
stable ArOH* (Quideau et al., 2011). Ces réactions peuvent avoir lieu lors du piégeage des
especes réactives de I'oxygéne (ROS=02-, HO-, RO, ROO: etc...). La surproduction lors d'un
stress oxydatif, dehors de réponses inflammatoires a la suite d'une infection microbienne,
d'une exposition a des polluants ou a des radiations. Les polyphénols pourraient bien exercer
en premiére partie de leur activité antioxydante dans le tractus gastro-intestinal (Bel§¢ak-
Cvitanovi¢ et al., 2018). Ils agissent directement dans les réactions en chaine de la
peroxydation des lipides (briseurs de chaine) mais ils n'agissent pas seuls. Malgré ¢a sont resté
toujours comme des coantioxydants en participant a la régénération des vitamines essentielles
(Guo et al., 2009).

Dans les systemes complexes comportant une phase lipidique et une phase aqueuse
(émulsions alimentaires, membranes, etc.), il convient de souligner que la répartition de
I'antioxydant entre les deux phases est un facteur crucial pour I'expression de l'activité
antioxydante globale. En général, les polyphénols hydrophiles semblent essentiellement
inhiber I'initiation dans la phase aqueuse, tandis que les antioxydants lipophiles ou
amphiphiles tels que l'a-tocophérol (vitamine E, noté a-Toc-OH) agissent dans la phase
lipidique en piégeant les radicaux peroxyles dérivés des lipides. Cela indique que la
régénération des antioxydants amphiphiles a I'interface eau-lipide est un autre mécanisme

antioxydant pour les polyphénols (Mukai et al., 2005).
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I11.4. Activité antibactérienne des polyphénols

Les polyphénols avaient des effets antibactériens contre les agents pathogénes d'origine

alimentaire, qui se défini par un site de collecte spécifique, par exemple :

Les proteines sont des composes structuraux importants des cellules bactériennes et
fonctionnent comme des enzymes pour réguler I'homéostasie cellulaire. Les polyphénols ont
des composés polyhydroxylés constitués de groupes hydroxyles et d'un anneau benzénique
hydrophobe, qui peuvent interagir avec les protéines par I'intermédiaire de groupes amino et
carboxyle ou d'interactions hydrophobes, ce qui augmente les interactions hydrophiles en
diminuant de maniére significative I'nydrophobicité de la surface des protéines membranaires
afin de facilité la pénétration dehors la bicouche de phospholipides de la membrane plasmique
bactérienne (Zhang et al., 2021). Ainsi, la distance entre les chaines d'acides gras
phospholipidiques s’allonge et réduite les interactions de van der Waals entre elles. En
conséquence, la membrane perd leur fonctionnement structural et elle devient perméable et
liquide. Lorsqu'elle devient perméable, les ions comme le potassium ou les phosphates, I'ATP,
les macromolécules comme le ribose ou le glutamate de sodium, les nucléotides ou les
protéines peuvent s'en échapper (Pernin, 2018). En effet, cette perméabilité membranaire peut
entrainer la dissipation des gradients ioniques, y compris le gradient de pH, ce qui diminue la
force motrice nécessaire a la génération d'ATP. La dissipation du gradient ionique entraine

généralement 1’aboutissement et finalement la mort cellulaire (Ultee et al., 2002).
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IV. Chapitre 1V. Les infections bactériennes
IV.1. Généralité

Les maladies infectieuses sont des maladies courantes dans le monde entier. Un récent rapport
de I'Organisation mondiale de la santé indique que les maladies infectieuses sont désormais la
principale cause de mortalité des enfants et des jeunes adultes dans le monde. Récemment, il
a été rapporté que les maladies infectieuses sont responsables de plus de 17 millions de déces
dans le monde chaque année, la plupart d'entre eux étant associés a des infections bactériennes.
Il existe différents types d'infections bactériennes, chacun ayant ses propres symptomes et
traitements. Les infections les plus courantes sont les infections cutanées, les infections des
voies urinaires, les infections respiratoires et les infections gastro-intestinales. La lutte contre
les maladies infectieuses reste donc une tache importante dans le monde. La capacité a
contréler ces infections bactériennes dépend largement de la capacité a détecter ces agents

étiologiques dans le laboratoire de microbiologie clinique (Millar et al., 2007).

Alors que les bactéries sont des micro-organismes, procaryotiques dont le diametre est
compris entre 0,5 et 2 nm, bien que certaines proviennent de colonies filamenteuses ou de
formes différentes. Elles peuvent étre pathogéne qui prendre des dégats lorsqu’elles
interviennent dans un organisme hoéte « généralement I’étre humain ». Les cellules
bactériennes peuvent avoir la forme "bacile", "Cocci" spermatique, de "vibrios" en forme de
virgule ou de "spirales™ hélicoidales, mais d'autres morphotypes existent. Ces caractéristiques
expliquent deux autres propriétés importantes des bactéries : d'une part, les bactéries ne
peuvent absorber que des composés de faible poids moléculaire de leur environnement via la
membrane cellulaire et cette absorption est due soit par un transport actif « exigeant en
énergie », ou bien par une diffusion facilitée. La capacité de phagocytose ou de pinocytose est
un privilege des cellules eucaryotes. D’autre part, leur transformation intervient I'absorption
d'’ADN simple brin par les bactéries, qui sera présenté par une exception ayant des
implications évolutives, ensuite leur reproduction sera présentée également par une division

cellulaire «a travers la réplication de I’ADN » (Fenchel et al., 2012).
IVV.2. Classification des bactéries

L'application de colorants aux études histologiques ou cytologiques afin de caractériser la
localisation d’un composant d’une cellule dans un frottis ou une section de tissu est une
méthode ancienne. La cytochimie cherche a interpréter la biochimie de la cellule en termes
de morphologie. Plusieurs procédures de coloration utiles ont été mises au point, mais leur

nature et leur spécificité ne sont pas encore trées claires. L'une d'entre elles est la coloration de
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Gram, mise au point en 1884 par Christian Gram. Cette méthode de coloration a été largement
utilisée en raison de sa simplicité et de sa rapidité dans la classification provisoire des
bactéries en deux groupes, les gram-positifs et les gram-négatifs. En tant que réaction
histochimique, les difficultés de standardisation de la technique et d'interprétation des
résultats sont toutefois évidentes (Biswas et al., 1970). La coloration de Gram conserve son
utilité pour la plupart des bacteéries et reste une méthode importante en microbiologie. Il est
certain qu'elle reste un principal outil taxonomique pour différencier les deux types
fondamentaux de cellules bactériennes, et le résultat est toujours une caractéristique requise

lors de la description d'une nouvelle espéce (Behera, 2013).

1V.2.1.Les bactéries de gram négative

Les bactéries Gram-négatives sont totalement différencie que celles les bactéries Gram
positives. Ses bactéries ne conservent rien la coloration initiale au cristal violet (pourpre) et
colorées en rouge par la fuchsine de carbol (ou safranine). Cette espece possede une fine
couche de peptidoglycane et une bicouche lipidique et protéique sus-jacente, appelée
membrane externe, qui peut étre perturbée par la décoloration. En dehors de ce sacculus
peptidoglycane est un bicouches phospholipido-protéique, appelé la membrane extérieure
(ME) ; composé de phospholipides, principalement phosphatidyléthanolamine,
phosphatidylglycérol et diphosphatidylglycérol. Les protéines de la membrane extérieure
(OMPS) tels que les porines, qui forment de petits canaux aqueux a travers la bicouche
lipidique ; et un lipide unique appelé lipopolysaccharide (LPS), qui est la composante
endotoxique des bactéries Gram-négatives. Les phospholipides sont principalement alignés le
long de la face interne du (ME) , tandis que le LPS est sur la face externe. Parce que 1’(ME)

est une bicouche phospholipidique relativement souple, et parce que le peptidoglycane est
mince, la paroi Gram-négative n’est pas aussi forte que la variété Gram positive (Beveridge,

2001). Parmi les espéeces bactériennes ont rappelé : ( Escherichia coli).

1V.2.2. Les bactéries de gram positives

La réaction de la méthode de coloration de gram est basée sur la composition chimique et
structurale des parois cellulaires des deux variétés de bactéries. Les bactéries Gram-positives
ont une paroi épaisse et relativement imperméable qui résiste a la décoloration. Qui se
compose de peptidoglycane et de polymeéres secondaires. Ces bactéries ayant la capacité qui
peut étre conserver la coloration initiale au cristal violet. Il faut bien reconnaitre qu'il existe
des bactéries Gram-variables et qu'il s'agit de cellules Gram-positives qui ont des problemes
d'identification. Ces cellules présentant des problemes de renouvellement de la paroi cellulaire
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ou de septation de la paroi cellulaire. A I'heure actuelle, la coloration de Gram reste une sonde
insaisissable pour différencier avec précision les archées. Parmi les espéces bactériennes en
citant ; (Staphylococcus aureus) (Edwards & Massey, 2011; Gardete & Tomasz, 2014
;Swolana & Wojtyczka, 2022).

Gram-negative Gram-positive
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Figure 6. Comparaison de la structure de la paroi cellulaire bactérienne(Slavin et al.,
2017).

IVV.3. La résistance bactérienne aux antibiotiques

Les antibiotiques sont des découvertes thérapeutiques importantes pour la santé humaine. Leur
utilisation a longtemps réduit la mortalité et la morbidité globale. En ravanche, Ces molécules
ont également permis de pallier les complications de certaines situations, notamment la
transplantation d'organes (Bouyahya et al., 2018). La résistance bactérienne aux ces
molécules est un probléme économique de santé croissant. Qui peut étre innée ou acquise et
a été dirigée aux certaines classes d’agents antimicrobiens. La résistance acquise découle de :
(i) mutations dans les genes cellulaires (mutation chromosomique) conduisant a une résistance

croisée, (i1) transfert de génes d’un micro-organisme a ’autre par plasmides (conjugaison ou
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transformation), transposons (conjugaison), intégrons et bactériophages (transduction)
(Giedraitiené et al., 2011). Aprés qu’une bactérie ait acquis des génes de résistance pour se
protéger contre divers agents antimicrobiens, les bactéries peuvent utiliser plusieurs types
biochimiques de mécanismes de résistance :1 : inactivation des antibiotiques (interférence
avec la synthése de la paroi cellulaire -,par exemple -figure7-; 1 : inactivation enzymatique
de I’antibiotique, 2 : modification de la cible de I’antibiotique, 3 : efflux actif de 1’antibiotique,
4 : perméabilité¢ réduite, 5 : protection de la cible de l’antibiotique, 6 : piégeage de

I’antibiotique (Muylaert & Mainil, 2013).
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Figure.7. Schéma général des mécanismes de résistance aux
antibiotiques et leur mode action bactérien défini par la résistance a certaines types
d'antibiotiques (Muylaert & Mainil, 2013).
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V. Matériels & Méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans le présent travail est la propolis qui a été récoltée en apicoles
algériennes de la région de Bordj-Bou-Arreridj. La préparation de la solution mére a base cet
échantillon a été faite dans le solvant Diméthylsulfoxyde (DMSQ), cette étape nécessite un

bain marie pour accélérer la réaction de la solubilisation.

Matériels & produits

Spectrophotométrie UV-Vis(UVmini-1240), Etuve ventilée(Memmert).

Les produits utilisés lors de 1’expérience seront adaptés par (VWR-chimicals) ; Acide gallique,
Réactifs de folin-ciocalteu, Quercétine, Bicarbonate de sodium, Trichlorure d’ Aluminium
(AICl3), 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) Butyl hydroxy toluene (BHT),
Diméthylsulfoxyde (DMSO), Méthanol, et les milieux de culture ( Mullar Hunton et gélose
nutritive) (conda pronadise), Eau physiologie 0.9% plv.

Matériels biologigues

Les souches utilisées sont des souches de référence de I’American type culture collection
(ATCC), gracieusement fournies par le laboratoire de Microbiologie & Biochimie a

L’université Mohammed Boudiaf M’sila ;

Les bactéries de gram negatives sont; Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter cloacae ( ATCC13047).

Et les bactéries de gram positives sont; Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus épidermis ( ATCC12228).

V.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage de polyphénols totaux de propolis a été réalisé par la méthode de folin ciocalteu

suivant de protocole décrit par Amorati et Valgimigli, 2015.

L’ensemble de composés phénoliques est oxydé par le réactifs de folin-ciocalteu, ce dernier est
defini par un mélange de (complexe d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique)
qui peut réduire des sources antioxydantes pour former un chromophore bleu-vert, lors de
I'oxydation des substances phénoliques, qui résulte a la fin d’un mélange d'oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne. L’analyse quantitative peut étre estimer a cause de la mesure de
I’absorption maximum aux environs de 750-760 nm. Elle est proportionnelle a la quantité de

composés phénoliques oxydés présents dans la propolis (Amorati & Valgimigli, 2015).
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Mélanger 100ul de la solution de propolis a (2mg/ml) avec 500 ul du réactif de folin-ciocalteu
(dilué dix fois dans ’eau distillée), en reposant 4min puis on ajoute 400 pl la bicarbonate du
sodium NaxCOs (7.5% p/v) au milieu réactionnel. Aprés 2h d’incubation a 1’obscurité a une

température ambiante, 1’absorbance a été mesuré dans 760nm.

La méme procédure a été répétée avec le standard acide gallique a différentes

concentrations (20-180 pg/ml).
V.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides contenus dans la propolis a été effectuer par la méthode (Bahorun
etal., 2003). 1ml de la solution de propolis de 2mg/ml, ou la quercétine a été mélangée avec
Iml d” AIClz a 2%(p/v), Apres une incubation a température ambiante pendant 10 min. La
lecture de I’absorbance est estimée a 430nm. Utiliser la gamme étalon de la quercitrine a des
concentrations suivantes ; (5,10, 20,40 et 80 g/ml) dans les mémes conditions que la propolis.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine EQ/g d'extrait.
V.3. Etude de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante de la propolis a été effecuée par le test au 2,2-diphényl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH) selon la méthode de (Nicklisch & Waite, 2014). Mélanger 1ml d’extrait a
différentes concentrations avec 1 ml de solution de DPPH (6.103 M). Le mélange réactionnel
a été agité et incuber a I’obscurité dans une température ambiante. La lecture de 1’absorbance
a eté effectuée a 517nm. Et Dactivité antiradicalaire est exprimée en ECsp; qui la

concentration efficace qui peut étre inhiber et/ou neutraliser 50% du radicale DPPH.

. ———

’ 0 X
\ 0 —
: \f—o’ \\Nf_o'
IO | 0 \ /
|\q‘ N—N : AH —— \N’ NH—N + A
J . g _
| N=0 \ N=0
\ 0 ,’ 0 \ /
R . T ——— e
DPPH’ DPPH-H

Figure 8. Mécanisme réactionnel implique lors du test de DPPH', dans une réaction de
réduction par I’intervention d’un antioxydant AH (Alam et al., 2013).

L’expression des résultats a été effectué en utilisant la formule suivante ;
PAoxy (% )= (Ao -As) / Ao.100%
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PAoxy= le pouvoir antioxydant exprimé en %.
Ao = Absorbance « ou la densité optique (DO) » du controle et As =Absorbance de ’extrait.
V.4. Etude de I’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de la propolis brute a été determinée par un test de diffusion sur

milieu solide a travers de 1’utilisation des disques en papier whattman et des puits suivant a

la méthode de (Al Akeel et al., 2014).

Elle permet de définir ’activité inhibitrice de la croissance bactérienne par la mesure du
diametre d’inhibition autour de disque et/ou puits. D’abord, 38g d'agar de test a haute
sensibilité ont été dissous dans 1000ml d'eau distillée et autoclavés a 121°C pendant 15
minutes. Avant de transférer ce milieu dans des boites de Petri stérilisées, on I'a laisse
refroidir, puis on I'a versé dans les boites de Petri et on I'a laissé se solidifier. Ensuite, il est
ensemencé avec de la culture activée a I'aide d’écouvillons. Et les puits sont créés a l'aide d'un
agar Borer stérile, pour lesquels ont été remplis en ajoutant 50 microlitres de propolis et
I’incubation a été faite a 37°C pendant 12-24 h. Trois répétitions ont été effectuées pour
chaque échantillon. Par contre, la méthode de disques qu’ on les dépose soigneusement sur la

surface gelosé, et ont été remplis en ajoutant juste 25microlitres de propolis.

La propolis ayant une activité antibactérienne qui inhibent la croissance bactérienne
remarquable par des zones claires qui se forment. La zone d'inhibition a été mesurée en
millimétres. De facon générale la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la plus faible
concentration capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps d’incubation de 18 a

24 h.
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Résultats & Discussion

V1.1. Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols dans la propolis ,&tre définir par la méthode de

folin-ciocalteu, qui avoir réalise par une analyse quantitative de spectrophotométrie UV-VIS.

La figure ci-dessous, représente la droite de régression « courbe d’étalonnage. Alors, la

quantité des polyphénols présentes dans la propolis sera rapportées en milligrammes

équivalant d’acide gallique « EAG »/gramme d’extrait.
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Figure 9 . Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
V1.2. Dosage des flavonoides totaux
La détermination de la teneur en flavonoides totaux ,se fait par un dosage

spectrophotométrique a travers la méthode d’AlICl3, qui a été rapportée en milligramme

d’équivalent Quercitine /gramme d’extrait. La figure suivante constitue la droite de régression

qui peut étre estimer la teneur en flavonoides de la propolis.
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Figure 10. La courbe d’étalonnage de la Quercétine

Les résultats statistiques se présentent dans le tableau statistique suivant :

Tableau 1. Analyse quantitative de la solution de propolis

Polyphénols Flavonoides
en mgeEAG/g E enmg EQ/gE
168.96+0.06 62.89+0.26

Dans la présente étude, les teneurs totales en polyphénols et en flavonoides de propolis
Algérienne localisee a la région de Bordj-Bou-Arreridj ont été évaluées a travers les méthodes
de folin-ciocalteu et de 1’ AlCIs respectivement, en comparant avec d’autres échantillons qui

ont été récoltés dans différentes zones géographiques que ce soit locale ou internationale.

D’une part, Une étude sur quelques types de propolis commerciales a été récoltée dans
différentes régions a 1’ouest d’Algérie a été faite par Debab et al., (Debab et al., 2017) montre
que; les teneurs en polyphénols et en flavonoides dépendent a leur emplacement
géographiques qui sont estimées comme suite : la teneur en polyphénols d’une propolis
d’extrait commerciale de Beni-talla est (220.44+7.04mgEAG/Qg). Tandis que, les teneurs en
flavonoides varient entre (137.08+10.01mgEQ/g) de propolis de Beni-talla par rapport que
celle d'échantillon de Sidi-Dahou (163.68+0.73mgEQ/g). Ces résultats sont véritablement
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superieure que nous avons trouvé dans notre expérience qui sont respectivement : (168.964
+0.060mgEAG/g) et(62.898+0.260mgEQ/g) de tencur en polyphénols et celle de flavonoides.
Alors que, les échantillons de propolis qui sera récoltés dans le nord-est de 1’ Algérie (la région
de Annaba) démontrent que leurs composés polyphénoliques sont trés intéressant, car la
quantit¢  des  polyphénols totaux varient entre (100.90£2.72)mgEAG/g et
(257.40£3.01)mgEAG/g. Ainsi que la quantité en flavonoides totaux varient entre
(58.99+2.46) mgEQ/g et (91.44+4.42)mgEQ/g (Nedji & Loucif-Ayad, 2014). Ces valeurs

sont presque signéficativement proportionnelle a les résultats obtenus dans le tableau 1.

D’autre part, au niveau internationale, les travaux de Daleprane & Abdalla, (2013) montrent
que 1’échantillon Brésilienne de propolis est enrichie en polyphénols et en flavonoides avec
une quantité en suspendus, qui sont représentées respectivement par : (315.0£2.6 mgeAG/Q)
et (306.0£2.9mgEQ/q). Ces résultats sont nettement supérieurs que les résultats du tableau 1.
Méme si que pour 1’échantillon koréanne qui a été représentée par (283.0+5.0mgEAG/(Q) et
(136.0£9.0mgEQ/g), ce sont des teneurs en polyphénols et en flavonoides

respectivement (Ahn et al., 2004).

Tandis que, les résultats obtenus par Laskar et al., (Laskar et al., 2010) impliquant dans la
propolis indienne. Ce qui est relativement faible, qui a été représentée par: la

valeur(159.10+£0.26 mgEAG/Q) par rapport que nos résultats.

L’extrapolation de I’absorbance des polyphénols totaux sur la courbe d’étalonnage d’acide
galliqgue montre que la propolis qui a été récoltée de différentes régions mondiales est trés
riche en polyphénols et en flavonoides avec des teneurs seront importantes. Ce dernier peut
étre dépendre selon le type d'extraction, c'est-a-dire le temps d'extraction et le solvant utilisé
pour I'extraction (la polarité du solvant) peuvent influencer, car la teneur en polyphénols
totaux est élevée lorsque I'on utilise des solvants tres polaires pour I'extraction. Par conséquent,
plusieurs études ont révélé que les solvants apolaires donnaient des rendements inférieurs a
ceux des solvants polaires, étant donné que ces derniers ont la capacité de briser les parois
cellulaires, ce qui permet la sortie des métabolites secondaires qui sont piégés a l'intérieur des
cellules. Alors que, les solvants non polaires n'ont pas la capacité d'extraire la quantité
maximale de composeés bioactifs, parce qu'ils ne sont pas une miscibilité avec I'eau décrite par

Benslama (Benslama et al., 2021).

La méthode de Folin-Ciocalteu reste une fiable méthode pour construire la richesse de

polyphénols dans la propolis, parce que le réactif Folin-Ciocalteu est extrémement sensible a
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la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques,

mais également de certains sucres et de protéines etc. (Vuorela, 2005).

D’une autre fagon, la biodiversité des échantillons de propolis est responsable d’une grande
variabilité physico-chimiques influencant 1’extraction des polyphénols, ainsi que leur
solubilité (Mahmoudi et al., 2013).

La propolis contient des métabolites secondaires de plantes, y compris des substances
volatiles, les plus connues sont : les polyphénols et les flavonoides, qui sont produits par
différentes espéces de plantes mais ils ne sont pas les mémes partout dans le monde. La
spécificité de la flore ainsi que la faune du site de collecte influencent la détermination de la
composition chimique de la propolis, y compris les composés volatils dans différents
écosystemes, car les abeilles collectent la propolis a partir de différentes matieres végeétales,
qu'elles mélangent a de la cire. Le terme "propolis" n'a donc pas de connotation chimique
spécifique, contrairement au nom scientifique d'une espéce végétale (Bankova et al., 2014).
Les composeés phénoliques jouent un role vital afin de guérir différentes maladies en raison de

leurs effets synergiques (Nguyen et al., 2020).

Jusqu'a présent, plus de 180 composés, principalement des polyphénols, ont été identifiés
comme constituants de la propolis. Les principaux polyphénols sont des flavonoides,
accompagnés d'acides et d'esters phénoliques, d'aldéhydes phénoliques, de cétones, etc. Les
autres composes de la propolis sont les huiles volatiles et les acides aromatiques, les cires, les
résines, les baumes et les grains de pollen qui sont une riche source d'éléments essentiels tels
que le magnésium, le nickel, le calcium, le fer et le zinc. La composition chimique de la
propolis a été clarifiée dans une certaine mesure, mais un probleme subsiste, a savoir la
variabilité frappante de sa composition chimique de propolis, cette variabilité dépend de leur
site de collecte (Castaldo & Capasso, 2002).

V1.3. Activité antioxydante de la propolis

Nos échantillon utilisé dans ce test a pour but d’évaluer I'activité biologique a la base d'un
essai in vitro a partir le test de piégeage le radical : 2,2-diphényl-1picrylhydrazyle (DPPH).
Ce test montre que la propolis est un bon donneur d’hydrogene, capable de piéger les radicaux
(DPPH). Ce qui est une méthode qui se caractérise par leur simplicité, dans laquelle en
mesurant le pouvoir antiradicalaire d’une molécule antioxydante en fonction du changement
de couleur violete, en donnant un atome d’hydrogene afin de neutraliser I’espece radicalaire
DPPH. Le pouvoir d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de propolis
a été fait a I’aide d’un témoin Butyl hydroxy toluéne (BHT)(Ahmad et al., 2013). A toutes
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les concentrations testées, un pouvoir important pour inhiber le radicale (DPPH) a teinte sa
couleur violette en couleur jaune, grace a la méthode spectrophotométrique qui permet de

mesurer 1’intensité de couleur a 517nm. (Dieng et al., 2017).

DPPH

200 1~
180 A
160 -
140 A
120 4
100 ~

80
60 -
40

Pro BHT

Figure 11. Activité antiradicalaire de la propolis par rapport le BHT.

Nos résultats ont été exprimés par la mesure de ECso qui est la concentration de 1’échantillon
nécessaire pour inhiber 50% de concentration du DPPH. Sachant que la valeur ECsq est
inversement proportionnelle au pouvoir antioxydant, c¢’est-a-dire plus I’ ECso est faible plus

I’activité antioxydante du composés polyphénoliques sera importante.

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH de la propolis est illustrée a la figure 11. Qui
a montré que la propolis présentait les meilleurs enregistrements d'activité anti-radicalaire,
qui sera estimée par : (ECso =24.22+1.59)mg/ml. En comparant a celle du témoin BHT qui
représenté par : ECso(178.38+£0.01)mg/ml. La cinétique d’activité antiradicalaire de propolis

est proportionnelle de sa concentration.

Osés et al., montrent que ’activité antioxydante de la propolis est liée a son origine, ainsi
qu’a sa richesse en composés phénoliques. Elles pourraient jouer un rdle physiologique
important en raison de leur capacité a de piéger les radicaux hydroxyles et superoxydes liés

aux dommages cellulaires et aux maladies qui en découlent.(Osés et al., 2020).

Dans la conformation structurelle de 1’antioxydant et le radicale DPPH se définis par le mode
de réaction entre ceux-ci peuvent étre agir dans la réduction au niveau de groupement
hydroxyles. Ces résultats montrent que la propolis riche en molécules antioxydantes, en

particulier les polyphénols qui peuvent réduire et décolorer ces radicaux, en libérant
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I’hydrogene. L’activité antioxydante de propolis est liée a sa composition chimique, aux

groupement fonctionnels (Gulcin, 2012).

La capacité de piégeage des radicaux ( DPPH- ) a travers des antioxydants naturels, tels que
les composés polyphénoliques et les flavonoides peut étre attribuer a leur hydroxylation, ¢a
veut-dire au niveau leurs anneaux hydroxyle. Dont la disposition spatiale et le nombre de
groupes OH dans les structures des flavonoides peuvent influer sur les différents effets
antioxydants. Qui peuvent affecter les différents mécanismes antioxydants (Floegel et al.,
2011).

Les données de la littérature indiquent que 1’activité antioxydante est associées a la teneur
totale en composeés phénoliques. En outre, la substitution d’atome d’hydrogéne d’un groupe
hydroxyle par un groupe méthyle influence I’activité antioxydante de maniére différente, en
fonction de la polarité de I’environnement dans lequel 1’activité antioxydante est étudiée. Les
dérivés di-hydroxylés de I’acide benzoique présentent des propriétés antioxydantes les plus
puissantes, lorsque les groupements hydroxyles apparaissant en position 3, 4 et 5, seront

déterminés une activité antioxydante élevée (Hernandez et al., 2018).

L'activité antioxydante a été citée comme étant donné que le développement lié a la capacité
de réduction. Les antioxydants transforment les radicaux réactifs en especes plus stables en
leur fournissant des électrons. La capacité de réduction est un parametre clé pour I'estimation

de I'effet antioxydant. (Benslama et al., 2021).

Les propriétés thérapeutiques de propolis conférent que la capacité pour lutter combattre les
effets nocifs de ces radicaux in vivo . Dont I’aptitude a protéger les lipides membranaires,
contre la détérioration en arrétant la réaction en chaine de la peroxydation des biomolécules
(Wozniak et al., 2023).

VI1.4. Evaluation de I’activité antibactérienne

La présente étude porte sur I’évaluation de I’activité antibactérienne de propolis Algérienne.
L’échantillon sera testé afin d’estimer leur pouvoir antibactérien a travers la technique de
diffusion sur milieux solide qui se réalise sur cing souches bactériennes de deux types
différents. Ses souches ont été isolées par des prélevements pathologiques, qui sont les

suivants : E. coli, P. aeruginosa, E. cloacae, S. épidermis, S. aureus.

L’activité antibactérienne est évaluée par la mesure des diameétres des zones claires (mm) qui
se forment autour des puits et disques (& du disque ou puits sont inclus, 6 mm). La sensibilité

des bactéries testées envers la propolis est classée selon les diamétres des halos d’inhibition :

28



Partie pratique Chapitre VI. Résultats & Discussion

@ <8 mm : non sensible ; 9 <@ <19 mm : sensible et @ > 20 mm : extrémement sensible.
En utilisant le DMSO comme un témoin négatif (qui n’arrive aucun effet toxique la croissance

normale des souches bactériennes). La figure ci-dessous qui la confirme ;

E. cloacae S. aureus

P. aeruginosa S. épidermis

E. coli

Figure 12. Effet du DMSO sur les bactéries étudiés
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Les antibiotiques de référence (azithromycine, Natrilix, amoxicilline, Pénicilline ) ont été
utilisés comme un contréle positif. Les diametres des zones d’inhibition des bactéries testées

sont mesurés et résumés dans le tableau ci-dessous ;

Tableau 2. Diamétres des zones d’inhibitions en mm en présence de I’activité antibactérienne
de propolis.

S. épidermis  S.aureus  E.coli P. E. cloacae
aeruginosa
Par puits 11.8+2.1 23.5+4.0  12.6%0.3 14.5+1.0 15.5+1.8
Par disques 15.01.0 16.3+1.1 11.1+0.1 12.2+2.23 12.9+10.3
Pénicilline | 40 0 0 0 0
Amoxicilli | 30 0 0 0 0
3
g| "™
kS
o -
= Natrilix 26.3 29 30.6 27.2 24
<
Azithromy
) 0 28.3 40 24.6 31
cine.

S. aureus E. cloacae
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S. épidermis E. coli

P. aeruginosa

Figure 13. Zones d’inhibition du pouvoir antibactérien de propolis sur la

croissance bactérienne en millimétres de diamétres.

Selon les résultats résumés dans le tableau 3, qu’il nettement apparait que la propolis montre
un effet inhibiteur significatif sur la croissance des bactéries de gram* que les gram-, d’une

concentration :50 mg/ml. 1l sera mené par les résultats suivants :

Les résultats obtenus dans le tableau 1, montrent que les souches S. aureus, S. épidermis de
gram® qui a été estimé respectivement par la présence d’une zone d’inhibition autour de puits:
(23.524.0)mm, (11.8+2.1)mm., sont extrémement sensibles que la souche de gram™ (E.
cloacae, P. aeruginosa, E. coli) qui sera estimée respectivement par: (15.5£1.8)mm,
(14.5£1.0)mm, (12.6+0.3)mm, qui ont été sensibles. Donc la sensibilit¢ des souches

bactériennes varie d'une souche a l'autre en fonction de la résistance de chaque espéce.

Silici & Kutluco (2005) démontrent que la propolis contient plus de 48 composés ont été
identifiés pour la premiére fois qui sont respectivement: les acides phénoliques, les
flavonoides, les acides aromatiques, les esters...etc. Ces derniers ont des propriétés
antibactériennes intervenant dans 1’apparition d’un effet toxique remarquable chez les germes

gram positives notamment les S. aureus que les germes gram négatives notamment E. coli et
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P. aeruginosa. Qui peut étre indiquer que la propolis représente un agent bactéricide fort peut
affecter la croissance bactérienne par une inhibition spécifique de la synthése protéique
normale. Alors, la propolis sert a traverser la membrane externe puis la membrane
cytoplasmique des bactéries. Dans le cas d’une bactérie a Gram positif, la pénétration

s’effectue a travers les interstices du peptidoglycane (Silici & Kutluca, 2005).

les travaux de Seidel et son collaborateurs en 2008, sur quarante échantillons de propolis
dérivés de quelques régions au monde afin d’estimer 1’activité antibactérienne sur des germes
pathogenes de gram positives et/ou négatives. En confirmant alors qu’il y a aucune activité
n’a été observée contre les germes gram™ dans 1’échantillon africains. Tandis que, chez les
germes de gram®, ils ont remarqué des degrés variables. Dans 1’ensemble des données
appuyeées le fait que la propolis est active principalement contre les gram® en bon accord avec
les rapports de la littérature qui indiquent que les gram- sont faiblement sensibles. Ce qui
suggere que la résistance des bactéries gram™ pourrait étre due a la présence des pompes a

efflux empéchant 1’entrée intracellulaire de constituants de propolis (Seidel et al., 2008).

Enoutre, I’effet antibactérien de propolis est faible sur les germes négatives peut étre expliqué
par le fait que la propolis contient principalement des constituants de résines d’origine
végeétales et que les résines sécrétées par les abeilles pour protéger la ruche contre les
pathogénes de gram positifs (Dixon, 2001; Garedew et al., 2004). Il a également été rapporté
que les abeilles infectées par le varroa (un parasite commun qui peut détruire la ruche) abritent
principalement des bactéries a Gram-positives (Bendel, 2002). Cela pourrait étre une autre
raison de l'activité sur les bactéries Gram-positives et de l'utilisation de la propolis comme

antiseptique dans la ruche.

Des articles récents font état de la présence réguliere d'une activité antibactérienne parmi les
flavonoides ; La myricétine présentant la meilleure activité inhibitrice, qui peut définir
comme un agent bactéricide capable de minimiser la résistance des bactéries gram- le plutot
possible. A partir des essais d’incorporation de [3H]-thymidine et de [3H]-serine ont évalué
la myricétine sur B. cepacia (un groupe de bactéries Gram-négatif) au niveau de I’ADN et
la synthese protéique. Ces résultats donnent a penser que la myricétine n’a aucun effet sur la
synthése de I’ADN, mais qu’elle inhibe la synthése des protéines par B. cepacia. Ce mode

d’action peut expliquer 1’effet bactéricide de la myricétine (Xu & Lee, 2001).
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E. coli P. aeruginosa

S. épidermis S. aureus

E. cloacae

Figure 14. Zones d’inhibition de certains antibiotiques en millimetres de diametres

Toutes les souches sont extrémement sensibles a I’efficacité médicamenteuse de I’antibiotique

Natrilix, qui sont respectivement représentés par : 30.6, 29mm, 27.2mm, 26.3et 24 de diamétre
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de zones d’inhibition. Ces résultats peuvent confirmer que le natrilix est le principal

bactéricide tres fort.

Laseconde classe, c’est ;1’azithromycine qui a la capacité a inhiber la croissance des bactéries
a gram négative que celles a gram positive, avec des diamétres de : (40, 24.6, 31)mm sauf

la souche S.épidermis de type gram positive qui est relativement résistante a celui-ci.

La dernicre classe qui représente la pénicilline et I’ amoxicilline qui n’arrive rien d’effet
inhibiteur sur les germes pathogenes sauf la souche S. épidermis qui est extrémement sensible
avec des diamétres de zones inhibitrices représentées respectivement : 40 et 30mm de

diaméetre.

Ces résultats démontrent que les antibiotiques sont des molécules qui peuvent interagir

spécifiquement avec n’importe quelle espece bactérienne.

Parmi Les principaux types de mecanismes biochimiques utilises par les bactéries pour se
défendre contre 1’action de tels antibiotiques sont les suivants : diminution de I'absorption,
modification et dégradation enzymatique, altération des protéines de liaison a la pénicilline
(PBP), efflux, cible altérée et surproduction pénicillines, céphalosporines, monobactames et
carbapénemes. Les p-lactamases a sérine - céphalosporinases, sont présentés chez
Enterobacter spp. et P. aeruginosa et les pénicillases chez S. aureus décrit par(Fernandez-
Billon et al., 2023; Thomson & Bonomo, 2005).

Les métallo-p-lactamases (MBL) présentes chez P. aeruginosa, E. coli, et Enterobacter spp.
ont le méme réle que les B-lactamases a sérine et sont responsables de la résistance a
I'imipenéme, aux céphalosporines de nouvelle génération aux pénicillines. Les MBL sont
résistantes aux inhibiteurs des B-lactamases mais sensibles a l'aztréonam décrit part
(Giedraitiené¢ et al., 2011).

En ravanche, une meilleure gestion des antibiotiques devrait contribuer a réduire le taux de
pertes futures, mais la durée de vie des antibiotiques est limitée, méme en cas d'utilisation
prudente, ce qui n'exclut pas la nécessité de nouveaux médicaments anti-infectieux. Les
produits biologiques peuvent réduire notre dépendance a I'égard des antibiotiques et la
pression selective en faveur de la résistance mais plusieurs limites les empéchent de remplacer

les médicaments antibactériens decrit par (Cushnie et al., 2014).
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Afin de limiter les effets secondaires de la majorité des meédicaments. La recherche
scientifique sert a découvrir des substances naturelles qui les remplacent, sans faire des effets
déléteres le plutdt possible. La propolis reste une source fiable qui comporte une large gamme
de composes bioactifs connus par leurs propriétés thérapeutiques, sachant que leurs principes

actifs sont généralement dépourvus aux effets indésirables a des doses bien définies.

Ce travail avait pour objectif d’évaluer les activités antioxydantes et antibactériennes de
propolis Algérienne. D’abord, une analyse quantitative et qualitative sert a évaluer le contenu
des polyphénols totaux qui sera adapté par la méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence
des quantités moyennement importantes en polyphénols. De méme a travers d’un dosage des
flavonoides par la méthode d’AlICls distingue que la propolis contient une quantité
considérable de flavonoides. L’activité antiradicalaire de propolis a été estimée par un test de
piégeage de l'espéce radicalaire DPPH:, dont les résultats montrent que la propolis posséde
une bonne activité. Alors elle contient des molécules qui sont considérées comme des agents
antioxydants de premiere classe qui peuvent étre employées dans plusieurs applications
thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniere trés efficace a la
prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires ainsi que le
vieillissement précoce. Ensuite, une étude également évaluée dans le but d’exporter 1’effet
antibactérien vis-a-vis sur cing souches bactériennes différentes, les résultats

microbiologiques ont montré que la propolis posséde une action importante sur ces especes.

La propolis est I’un des rares produits naturels qui a maintenu reconnue de sa popularité depuis
longtemps. Comme nous 1’avons vu ici, la propolis contient un large éventail de composés qui
peuvent étre utiles dans le traitement de différentes conditions pathologiques. En fait, il y a
beaucoup de littérature qui traite des propriétés biologiques in vitro de la propolis. La longue
histoire de I’emploie de la propolis et son profil d’innocuité font de la propolis un candidat
potentiel pour la découverte de médicaments qui peuvent étre utiles dans plusieurs scénarios
cliniques. Néanmoins, il est nécessaire de faire un effort pour normaliser la composition de la
propolis, car il semble que les propriétés biologiques et la composition chimique soient non

seulement variables, mais aussi étroitement liées.
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