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Résumé

La propolis est une substance résineuse que les abeilles butineuses collectent a partir des
bourgeons et des résines de certaines plantes. Elle est utilisée par les abeilles a I’intérieure de la
ruche pour protéger leurs colonies, du fait de leurs propriétés biologiques et physico chimiques

qu’elle caractérise.

Le présent travail a pour but d’étudier 1’origine botanique, et d’évaluer quelques activités
biologiques des échantillons de la propolis collectés dans différentes régions de 1’ouest Algérien
(Sidi Bel Abbés et Mascara), sur des modeles in vitro et in vivo, notamment 1’activité antioxydante,
cicatrisante, antimicrobienne, antimitotique, y compris I’activité antigerminatif, et I’inhibition de
la croissance du systéme racinaire, 1’activité anthelminthique, et I’activité antiparasitaire contre le

parasite de varroa.

Le dosage des composés phénoliques, par la méthode de spectrophotométrie, des extraits
hydrosolubles et alcoolosolubles des échantillons de la propolis a montré qu’il dépend des méthodes
d’extraction et I’origine géographique de la propolis. Les quantités les plus remarquables ont été
obtenues au niveau des extraits hydrosolubles qui ont révélé une teneur treés importante en phénols
totaux, oscillée entre 244,33 + 0,43 mg GAE/g (propolis commerciale) et 177,94 + 4,41 mg GAE/g
(propolis de Beni Talla). Par contre, les extraits alcoolosolubles ont révélé une teneur importante en
flavonoides, rangée entre 163,68 + 0,73 mg EC/g (propolis de Sidi Dahou) et 137,08 + 10,01 mg
EC/g (propolis de Sfisef). Aussi en tanins, avec une teneur oscillée entre 27,53 £ 2,78 mg EC/g
(Propolis de Mascara2) et 4,86 + 0,12 mg EC/g (propolis de Sidi Dahou).

Par ailleurs, 1’activité antioxydante des extraits bruts de la propolis, par la Méthode de
DPPH, a montré que les extraits alcoolosolubles ont un pouvoir antioxydant trés important,
notamment les valeurs d’ICso de la propolis de Mascra2 qui est de 0,045 mg/ml et 19,95 mg/ml pour

la propolis de Sidi Dahou.

Cependant, I’activité antimicrobienne des extraits bruts de la propolis sur le Staphylococcus
aureus, s’avere avoir un pouvoir intéressant, avec un diametre d’inhibition oscillé entre 9mm
(propolis de Sidi Dahou) et 15mm (propolis de Mascaral), et un diamétre d’inhibition oscillée entre
8,5mm (propolis de Telagh) et 10,5mm (propolis de Ain Trid, Mascaral et Mascara2) pour Candida
albicans. Par contre, les bactéries a Gram négative telle que E.coli ont présenté une certaine

résistance.



Quant a I’activité antimitotique, les extraits étudiés ont prouvé leur effet antigerminatif avec
des valeurs de la CMI (concentration minimale inhibitrice) rangées entre 0,01 mg/ml (extrait
hydrosoluble de Telagh) et 0,28 mg/ml (extrait hydrosoluble de Sidi Dahou). L’étude de ’activité
d’inhibition de la croissance racinaire a montré que le taux d’inhibition ainsi que I’indice de mitose
dépendaient des concentrations et de I’origine géographique des extraits, ou les valeurs de la CMI
enregistrées allant de 0,44 mg/ml a 0,22 mg/ml. Comme 1’a confirmé 1’étude cytogénétique du

méristéme racinaire.

L’activité anthelminthique des extraits de propolis s’aveére avoir un pouvoir intéressant, ou

les valeurs de la CMI sont oscillées entre 0,89 mg/ml et 1,78 mg/ml.

La pommade préparée a base de I’extrait brut de propolis de Ain Trid a montré un pouvoir
cicatrisant considérable sur la surface brllée des tissus épidermiques des rats wistar et plus efficace

que celle d’une pommade commercialisée a base de sulfadiazine argentique.

L’étude de I’effet de la fumée de la propolis brute a montré un pouvoir antiparasitaire
puissant équivalent a celle de I’extrait. De méme, la fumée de la propolis brute de Sidi Dahou a
prouvé son effet antiparasitaire contre le parasite de varroa, avec une efficacité de 77,65% lorsqu’on

I’utilise en synergie avec les feuilles du thym.

Pour I’analyse pollinique, les échantillons de la propolis ont montré que la propolis de I’ouest
algérien, a I’exception de la propolis commerciale, est riche en grains de pollen, et que leurs spectres

polliniques sont tres diversifies (repartis sur 62 taxons polliniques).

Mots clés : propolis — activités biologiques — analyse polliniques — ouest algérien.



Abstract

Propolis is a resinous substance that foraging bees collect from the buds and resins of certain
plants. It is used by bees inside the hive to protect their colonies, facts of their biological and

physicochemical properties it characterizes.

The present work aims to study the botanical origin, and to evaluate some biological
activities of propolis samples collected in different regions of western algeria (Sidi Bel Abbés and
Mascara), on models in vitro and in vivo, including antioxidant activity, wound healing activity,
antimicrobial activity, antimitotic activity, including anti-germinative activity, and inhibition of root

growth, anthelmintic activity, and acraricide activity against the varroa parasite.

The determination of phenolic compounds, by the spectrophotometric method, of water-
soluble and alcohol-soluble extracts of the propolis samples has shown that it depends on the
extraction methods and the geographical origin from which the propolis comes. The water-soluble
extracts showed a very high total phenolics content, ranging from 244,33 + 0,43 mg GAE / ¢
(commercial propolis) to 177,94 + 4,41 mg GAE / g (Beni Talla propolis). In contrast, the alcohol-
soluble extracts revealed a high content of flavonoids, ranged between 163,68 + 0,73 mg EC/g
(propolis of Sidi Dahou) and 137,08 £ 10,01 EC mg / g (propolis of Sfisef). And in condensed
tannins, with a content oscillated between 27,53 £ 2,78 mg EC / g (Propolis of Mascara2) and 4,86
+ 0,12 mg EC / g (propolis of Sidi Dahou).

Moreover, the antioxidant activity of propolis extracts, by the DPPH Method, showed that
the alcohol-soluble extracts have a very important antioxidant power, where the 1Cso values of
propolis of Mascara2 which is 0,045 mg / ml and 19,95 mg / ml for Sidi Dahou propolis.

However, the antimicrobial activity of crude propolis extracts on Staphylococcus aureus,
appears to have an interesting power, with an inhibition diameter oscillating between 9mm (propolis
from Sidi Dahou) and 15mm (propolis from Mascaral), and a inhibition diameter oscillated between
8,5mm (Telagh propolis) and 10,5mm (Ain Trid propolis, Mascaral and Mascara2) for Candida

albicans. In contrast, Gram-negative bacteria such as E.coli showed some resistance.

As for antimitotic activity, the extracts studied have proven their anti-germination effect with
MIC values (minimum inhibitory concentration) ranged between 0,01 mg / ml (water-soluble extract
of Telagh) and 0,28 mg / ml (water-soluble extract by Sidi Dahou). And, the study of the inhibition
activity of root growth showed that the inhibition rate as well as the mitosis index depended on the



concentrations and the geographical origin of the extracts, where the values of the MIC recorded
ranging from 0,44 mg / ml to 0,22 mg / ml. As confirmed by the cytogenetic study of the root

meristem.

The anthelmintic activity of propolis extracts appears to have an interesting power, where

the values of the MIC are oscillated between 0,89 mg/ ml and 1,78 mg / ml.

The ointment prepared from the crude propolis extract of Ain Trid has shown considerable
healing power on the burned surface of the epidermal tissues of wistar rats and is more effective

than that of an ointment marketed based on silver sulfadiazine.

Whereas, the study of the smoke effect of raw propolis has shown that it has a powerful
inhibitory power equivalent to that of the extract. Likewise, the smoke of Sidi Dahou's raw propolis
has proven its antiparasitic effect against the varroa parasite, with an efficacy of 77,65% when used

in synergy with the leaves of thyme.

For the pollen analysis, the propolis samples showed that propolis from western Algeria,
with the exception of commercial propolis, is rich in pollen grains, and that their pollen spectra are

very diverse (distributed over 62 pollen taxa).

Key words : propolis — biological activities — pollen analysis — western algeria.
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Introduction

Le secret de ’abeille et de ses produits fait partie du domaine des sciences naturelles, mais
pour le dechiffrer, il a fallu a ’homme beaucoup de temps et d’efforts. C’est en fait une longue
histoire qui a commencé par la chasse aux abeilles sauvages qui ont été ensuite élevées dans le
systéme traditionnel d’abord, puis par les méthodes modernes (Jin et al., 1994).

Les produits naturels, en particulier ceux d’origine végétale, constituent une source
importante d’agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25 % a 30 % de tous les médicaments
thérapeutiques disponibles sont dérivés de composés naturels, de plantes, de microbes ou
d’animaux. Des données récentes provenant de I’industrie thérapeutique montrent que pour
certaines maladies complexes, les produits naturels représentent une source extrémement précieuse
pour la production de nouveaux composes chimiques. Dans ce contexte, les produits obtenus a partir
d’Apis mellifera, tels que le miel, la gelée royale, le pollen ou la propolis, ont été largement utilisés

depuis I’ Antiquité pour leurs propriétés thérapeutiques (Rocha et al., 2013).

Plus récemment, les produits de I’abeille ont été incorporés dans la pratique médicale
moderne, ou I’attention se concentre principalement sur la maladie et sa prévention. Parmi les
modalités de la médecine complémentaire et alternative, certains compléments alimentaires
montrent des preuves positives relativement fortes de leur efficacité dans la prévention de certaines
maladies courantes. Certaines études suggeérent que les personnes qui utilisent des thérapies
alternatives, notamment des compléments alimentaires a base de plantes, de minéraux et biologiques
(y compris I’apithérapie), semblent moins susceptibles que les non-utilisateurs de recevoir des soins
préventifs standard. De plus, les utilisateurs des compléments alimentaires ont plus tendance a
adopter des comportements sains et semblent constituer un groupe plus soucieux de leur santé
(Trumbeckaite et al., 2015).

Les abeilles produisent des aliments a haute qualité, des matériaux de construction et des
armes chimiques sans précédent. La propolis est I’un des produits les plus fascinants a la fois pour
les matériaux de construction et les substances défensives (Bankova et al., 2014). En tant que cas
d’automédication par les colonies d’abeilles, la propolis joue un réle dans I’immunité sociale des
abeilles, réduisant le risque de transmission des maladies et des parasites a travers la colonie (Huang
et al.,, 2014). Elle est utilisée depuis les temps primordiaux en raison de ses propriétés
thérapeutiques. Au cours des dernieres années, ce produit a fait I’objet de diverses études et revues
qui confirment de maniére scientifique leurs propriétés biologiques et pharmacologiques telles que
antibacterien, antiviral, antioxydante, hépato protecteur, cariostatique et anticancéreux (Feas et al.,
2014).
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Dans le méme contexte, 1’objectif de ce travail de these consiste a 1’évaluation des activités
biologiques, ainsi que 1’analyse pollinique des échantillons de la propolis provenant de différentes
régions de I’ouest algérien, notamment la Wilaya de Sidi Bel Abbés et la Wilaya de Mascara. Les
principaux axes de 1’évaluation de cette substance sont cités ci-contre, selon leur présentation dans

le manuscrit :

- Dosage des composés phénoliques et activité antioxydante des extraits de la propolis ;

- Activité antimicrobienne, a travers I’effet des extraits de la propolis sur les souches
bactériennes a Gram positive (staphylococcus aureus), a Gram négative (Escherichia
coli), et sur une souche fongique (Candida albicans) ;

- Activité antimitotique, en déterminant I’effet des extraits de propolis sur la germination
des graines d’une fabacée (activité antigerminatif), et sur I’inhibition de la croissance
racinaire de ses graines (il s’agit des graines de lentilles (Lens culinaris)), suivie d’une
analyse cytogénétique du méristeme racinaire traitée ;

- Activité anthelminthique, en évaluant I’effet des extraits et des fumées de la propolis
brute contre les vers de terre (Lumbricus terrestris) ;

- Evaluation de I’activité cicatrisante in vivo via la préparation d’une pommade a base de
propolis appliquée sur les rats Wistar, ainsi que 1’étude histopathologique des peaux
brilées ;

- Activité antiparasitaire de la fumée de propolis brute et les feuilles du thym contre le
parasite du varroa (Varroa sp), appliquée directement sur les ruches ;

- Analyse pollinique de la propolis, permettant de déterminer 1’origine botanique de la
propolis, par I’identification des grains de pollen et le taux de leur dominance dans
chaque échantillon étudié.

Ce travail pratique est suivi par des résultats interprétés et une conclusion générale, suivi par

une liste globale de toutes les références consultées pour la préparation de ce document.
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l. Apithérapie et produits de la ruche
1.1. Définition de I’Apithérapie

Les produits naturels ont été utilisés pendant plusieurs années dans la médecine populaire.
Une telle médecine naturelle est 1’apithérapie ; qui est I’utilisation médicale du miel, de la propolis,
du pollen, de la gelée royale, du venin d’abeille, etc. Les propriétés curatives des abeilles et de leurs
produits recoivent une attention renouvelée et croissante des scientifiques. Les développements
scientifiqgues nous ont permis de mieux comprendre les ingrédients présents dans les produits
apicoles et ont suscité un grand intérét pour son utilisation dans les traitements médicaux (Gupta et
al., 2014).

Ces produits apicoles favorisent la guérison en améliorant la circulation, en diminuant
I’inflammation et en stimulant une réponse immunitaire saine. Par conséquent, I’apithérapie est une
méthode simple, pratique et disponible, est pratiquée dans les soins traditionnels de la santé et est
également prometteuse pour le traitement des maladies parodontales, des ulceres de la bouche et
d’autres maladies de la cavité buccale (Gupta et al., 2014).

Les origines de 1’apithérapie sont anciennes : la premiere ordonnance connue prescrivant
du miel a été inscrite sur une tablette d’argile retrouvée dans la vallée de I’Euphrate et remontée a
2100 et 2000 av. J.-C. 11 existe des documents de I’antiquité égyptienne et indienne qui suggerent
d’utiliser du miel pour soigner les blessures. Hippocrate, ancien médecin Grec et « pére de la
médecine » a énuméré les effets physiques du miel : « Il produit de la chaleur, nettoie les plaies et
les ulcéres, ramollit les ulcéres durs des lévres, et soigne les anthrax et les plaies qui coulent. ». Tous
les textes religieux importants mentionnent le miel et ses pouvoirs curatifs. Pour les juifs, la terre
promise est décrite comme un «pays ou abondent I’huile d’olive et le miel », dans les Védas
sanscrits de I’Inde ancienne, le miel est un reméde contre de nombreux désordres. Chez les chrétiens,
la Bible le mentionne fréquemment et pour I’Islam, le miel est un médicament précieux. La Surat 16
du Coran mentionne 1’origine du miel et de ses qualités thérapeutiques : « Il provient de leur
ventre : un liquide multicolore, avec des propriétés thérapeutiques pour I’humanité »
(Bradbear, 2011).

Il existe une différence majeure entre I’apithérapie et I’utilisation des produits de la ruche
dans des situations médicales définies. Les apithérapeutes croient que ces produits peuvent étre
utilisés pour guerir la plupart des maladies. Cependant, I’utilisation des produits de la ruche en
médecine conventionnelle est limitée a certaines indications ou ils ont montré des effets égaux ou
supérieurs a ceux des traitements standards, par exemple, dans le traitement des plaies et des

brhlures et comme une approche intéressante dans I’arthrite (Hellner et al., 2008).
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1.2. Avantages de ’apithérapie
- Une médecine proche de I’homme et bio disponible ;
- Une médecine verte et écologique idéale ;

- Des produits efficaces sans effet d’accoutumance ni de résistance acquise ;

Une parfaite synergie : Les matiéres apicoles ne sont pas composées de matiéres actives
isolées, mais ont une synergie de composants qui se renforcent les uns les autres : on a identifié plus
de 800 composants dans la propolis et plus de 300 dans la gelée royale. Mais on ne les connait pas
encore tous. Ce qui est sdr, c’est que nOUs ne pourrons jamais reproduire dans nos laboratoires de
tels complexes. Cette synergie maximale permet un large spectre d’action avec seulement quelques

ingrédients apicoles de base (Ballot, 2010) (voir figure n°01).
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Figure n° 01 : Les produits de I’abeille (Cherbuliez, 2013).
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1.3. Produits de I’apithérapie (produits de la ruche) :
Les abeilles sont des ingénieurs chimistes. Leurs succeés dans le réegne animal sont largement
dus a la chimie et a I’application de leurs produits : miel, cire d’abeille, venin, propolis, pollen et
gelée royale. Trois de ces produits, la cire d’abeille, le venin et la gelée royale sont synthétisés

chimiquement par les abeilles elles-mémes. Les trois autres sont dérivés des plantes et sont modifiés
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et manipulés par les abeilles pour leur propre usage. L’utilisation de ces produits explique le succes
étonnant des abeilles (Shmidt, 1997).

a) Le miel
Le miel est le seul produit au monde qui soit consommé par I’homme et fabriqué par un

insecte. rare, de couleur et de saveurs variées, parées de mille vertus, il parvient sur notre table telle
que les infatigables ouvricres I’ont élaboré en prélevant les ressources dans leurs environnements
sans ajout ni transformation naturel et authentique (Clément et Chesnais, 2009).

Le miel est le fruit d’une longue transformation enzymatique opérée par les abeilles sur les
nectars récoltés des fleurs. Depuis la nuit des temps, le miel est considéré comme le premier produit
naturel nourrissant et bénéfique pour la santé humaine (Lokossou et al., 2017). Il est constitué de
75 % de fructose, de glucose et de saccharose et de 15-21 % d’cau. Parmi les constituants chimiques,
on note une importante quantité d’acide glucuronique produit par les sucres sous 1’effet du glucose
oxydase. Son acidité va d’un pH de 3,2 a 4,5 (Goetz, 2009). Ses sucres sont facilement assimilables,
ses qualités antibactériennes, antiinflammatoires et antioxydantes, dont 1’inhibition de la formation
des radicaux libres, en font un aliment de premier plan. 1l améliore la rétention du calcium et du
magnésium, ainsi que la teneur du sang en hémoglobine. En milieu hospitalier, il est utilisé aussi
pour la cicatrisation des plaies (Bruneau et al., 2003).

b) Le pollen

Le pollen des fleurs est en fait la cellule sexuelle male de la plante. 1l provient de la poudre
fine présente sur les étamines récoltée par les abeilles (Strant, 2014). Dans la ruche, le pollen
collecté, humidifié de salive et fragmenté par des abeilles, emballé dans des cellules du nid. Ensuite,
la surface du pollen collecté est recouverte d’une fine couche de miel et de cire. La substance créée
est du pain d’abeille qui subit une fermentation anaérobique et se conserve grace a la formation
d’acide lactique. Le pain d’abeille constitue la source de protéines de base de la colonie d’abeilles.
De plus, c’est aussi la source de substances nutritives et minérales pour la gelée royale produite par
les abeilles ouvrieres (Komosinska et al., 2015). Le pollen est un aliment naturellement riche et
complet. Il est parfaitement équilibré en matiere d’apport calorique, de glucide (environ 55 %), de
lipides (environ 30 %) et de protéines (environ 15 %). Le pollen contient également des
microéléments essentiels tels que 1’ensemble des vitamines du groupe B, de la vitamine C, D et E.
Il renferme de nombreux minéraux tels que le magnésium et le sélénium, ce dernier étant notamment

utile pour la protection de 1’organisme contre les radicaux libres (Webmasterl).

C’est un Aliment de croissance pour la larve et I’abeille, le pollen est aussi un aliment de

choix pour I’homme. On le décrit comme un aliment énergétique idéal pour redonner un coup de
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fouet aux plus fatigués et en ne lui connaitre guere de contre — indications en dehors de son

caractere laxatif, ce qui pour certains est justement un intérét essentiel (Gout et Jardel, 2008).

Le pollen aurait, selon certaines études, des activités bactériostatiques et bactéricides et
inhiberait la croissance des souches d’Escherichia coli, de Staphylococcus aureus, de
Pseudomonas aeruginosa et d’autres micro-organismes pathogeénes. Il déclenche une forte
sécrétion gastrique d’acide lors de son ingestion. Egalement, la microflore apportée par celui-ci
aiderait a 1’équilibre de la flore intestinale et assurerait le transit grace a la présence d’amidon et de
fibres alimentaires cellulosiques. De plus, il exercerait une action anti-inflammatoire selon une étude
menée chez les rats (Al Hamidi, 2017).

c) La gelée royale

La gelée royale est un mélange de secrétions des glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires des abeilles ouvriéres, sans aucun additif. C’est un produit exclusivement animal.
Elle constitue la nourriture des reines au stade larvaire et au stade adulte. Il s’agit d’un aliment brut
et naturel, non transformé et exempt d’additifs (Fayet, 2015). La gelée royale contient 70 % d’eau.
Son pH est de 3 a 4. Ses autres composants : des protéines et huit acides aminés libres pour la moitié
de sa matiére seche (13 % de son poids), des glucides comme le glucose et le fructose pour 14 % de
sa matiére seche et 4,5 % d’acides gras, dont I’acide hydroxytransdécénoiques, antibactérien,
antifongique et antigerminatif. La gelée royale est un concentré de minéraux (calcium, fer,
potassium) et de vitamines dont 1’acide pantothénique. Une substance active, 1’acétylcholine, est un
vasodilatateur et un médiateur de ’influx nerveux. La gelée royale contient également un facteur
antibactérien actif sur les bactéries du genre Proteus et les colibacilles, mais aussi des hormones
(estradiol, testostérone et progestérone) et une gammaglobuline (Ballot, 2009).

d) La cire d’abeille

Les abeilles ont besoin de cire comme matériau de construction. Ils le produisent dans leurs
glandes de cire, qui sont entierement développées chez les ouvriéres de 12 a 18 jours. Chez les
abeilles plus agées, les glandes de cire diminuent leurs activités, cependant, dans les situations
d’urgence, la synthése de cire peut étre réactivée. Les plus grandes quantités de cire sont produites
pendant la phase de croissance des colonies d’abeilles melliferes, dans des conditions climatiques
modérées, d’avril a juin, dans les climats tempérés (Bogdanov, 2004). Elle a des propriétés
antibiotiques et peut étre utilisée pour traiter I’arthrite et les inflammations nasales (Hilmi et al.,
2011). La cire est utilisée dans les industries de village pour la fabrication des bougies, et en tant
que composant des pommades, savons et encaustiques. Elle est trés demandée sur le marché
mondial. On recense plus de 300 utilisations industrielles de la cire d’abeille. Les industries
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cosmétiques et pharmaceutiques, qui sont les principaux utilisateurs, a raison de 70 pour cent du
commerce mondial, utilisent de la cire d’abeille de tres haute qualité qui n’a pas été surchauffée.
Les autres principaux utilisateurs sont les industries apicoles des pays industrialises ou la cire
d’abeille entre dans la composition des fonds de teint en cosmétique et des bougies (Bradbear,
2005).

Pour diverses raisons, la cire d’abeille est une excellente denrée de rapport ou
d’exploitation au profit des consommateurs rurauX :

- La transformation de la cire est un procédé simple ;

- Le transport et le stockage de la cire d’abeille sont faciles parce qu’aucun emballage
particulier n’est nécessaire ;

- Lacire de I’abeille ne se détériore pas avec le temps (Bradbear, 2005).

e) Le venin d’abeille
Apitoxine ou venin d’abeille, est un mélange de protéines : mélitine (composant principal a
52 %), apamine, adolapine, phospholipase A2, hyaluronidase, histamine, dopamine et inhibiteur de
protéase. Il s’agit d’un liquide amer et incolore de masse volumique de 1,1313 g/cm? et de pH de
5,0-5,5. Il est utilisé depuis au moins 22 siecles, en particulier en Asie orientale. Une abeille
domestique (Apis mellifera L.) peut injecter 0,012-0,1 mg de venin via son aiguillon (Buchta et al.,
2014). Le venin est synthétisé par les abeilles en tant qu’agent defensif contre les prédateurs,
principalement les grands mammiféres et d’autres vertébrés. Afin d’avoir une valeur défensive, le
venin doit induire des douleurs, causer des dommages ou avoir une autre activité pharmacologique
ou sensorielle chez le prédateur potentiel (Shmidt, 1997). 1l est utilisé dans le traitement de différents
syndromes de douleur et de troubles neurologiques tels que la douleur au cou, la lombalgie, la hernie
discale, les maladies articulaires, les entorses et la polyarthrite rhumatoide. Il a été démontré que
I’injection du venin d’abeille dans I’acupoint de Zusanli a produit un effet anti-inflammatoire et
anti-nociceptif significativement plus puissant que I’injection dans un non-acupoint dans un modele
d’arthrite rhumatoide induite par adjuvant de Freund (Tekeoglu et al., 2016).
f) La propolis
Tous les apiculteurs connaissent cette matiere résineuse que les abeilles utilisent pour

colmater les fissures et consolider les cadres. On utilisait la propolis pour soigner les plaies et
certaines maladies de peau. Les vertus cicatrisantes de cette résine sont un peu oubliées, c’est
dommage, car la propolis pourrait remplacer avantageusement beaucoup d’autres médicaments
(Fronty, 1984). La propolis, une substance résineuse utilisée par les abeilles pour assainir et

renforcer leur ruche, a longtemps €été reconnue pour ses propriétés antibactériennes et
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antifongiques. Souvent appelée « colle d’abeille », la propolis a été utilisée par voie topique pour
guerir les infections fongiques, les aphtes et les plaies et a également été utilisée pendant des

siécles comme reméde contre le rhume, parmi de nombreuses autres maladies (Paska, 2014).



propolis
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I1. Notions d’ensemble sur la propolis

2.1. Définition de la propolis
Propolis en francais, en anglais propolis, en arabe Jaill gawa i ¢ 5Sall 5 il 515 .

La propolis (du grec pro : devant, a I’entrée et polis : ville) est une substance naturelle
élaborée par des abeilles ouvriéres spécialisées (Ghedira et al., 2009). La propolis provient de
résines végétales sécrétées par certains végétaux pour se protéger. Ces résines peuvent avoir
plusieurs fonctions : protection contre les pathogénes (champignons) et contre le froid. C’est un
produit naturel d’origine mixte (animale et végétale) issu de la récolte par 1’abeille de ces résines
végeétales provenant de bourgeons de feuilles, de tiges ou de fleurs, auxquelles elles ajoutent leurs
propres sécrétions, cire et sécrétions des glandes salivaires et hypopharyngiennes (-glucosidase) ,

afin de pouvoir les utiliser comme protection dans la ruche (Bruneau, 2015) (voir figure n° 02).

Figure n° 02 : abeilles porteuses de propolis dans la colonie

(Finstorm et Spivak, 2010).

La propolis est vieille comme le miel, et elle a été utilisée par I’nomme pendant des siecles.

Iy a des documents suggérant d’utiliser la colle d’abeilles par les anciens Egyptiens, les Perses et
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les Romains (Kuropatnicki et al., 2013). Des abeilles fabriquant de la propolis étaient représentées
sur des vases de I’Egypte ancienne ou le symbole des abeilles était souvent imbriqué avec les titres
des rois et utilisees comme motif sur les ornements présentés comme récompenses pour la valeur.
Les anciens Egyptiens utilisaient la propolis pour aider & corriger de nombreuses maladies (Wade,
1992).

Aristote, Pline et Avicenne ont cité dans leurs écrits ses qualités curatives et cicatrisantes
des plaies. Elle a été utilisée au méme titre que le miel pour les blessures des soldats. A la suite de
la découverte de nombreux médicaments de synthese, elle tomba généralement dans 1’oubli
(Philippe, 2006). La propolis est retrouvée également dans les livres de Géorgie a partir du 12e siécle
ou elle rentra dans la préparation de nombreux remedes (Webmaster 2). Les pharmacopées
londoniennes du 17e siécle ont été classées la propolis comme médicament officiel. Entre le 17¢ et
le 20e siecle, le médicament est devenu tres populaire en Europe en raison de son activité
antibactérienne (Castaldo et Capasso, 2002). Au début du 19e siécle, la propolis a été étudiée et
décrite par Nicolas Louis Vauquelin, pharmacien et chimiste francais, Vauquelin dit que la propolis
ou le mastic d’abeille est collecté par les abeilles. C’est une substance résineuse, ductile et odorante
de couleur brun rougeatre (Kuropatnicki et al., 2013). A la fin du XIXe siécle, la propolis était
largement utilisée en raison de ses propriétés curatives et, au cours de la Seconde Guerre mondiale,
elle était utilisée pour le traitement de la tuberculose en raison du déclin des problemes pulmonaires
et de la récupération de I’appétit. Le premier travail scientifique sur la propolis a été publié en 1908,
y compris ses propriétés chimiques et sa composition, qui ont ensuite été indexées sur des résumés
chimiques (Castaldo et Capasso, 2002). En 1928, le scientifique allemand RGsh, sur la base des
observations méticuleuses, a confirmé I’hypothese de Plinius que la propolis provient des bourgeons
des plantes. Le chercheur russe Popravko a prouveé cette théorie en comparant la composition de la

résine des bourgeons et de la propolis (Webmaster2).
2.2. Utilisation de la propolis par les abeilles

En raison de sa nature cireuse et de ses propriétés mécaniques, les abeilles utilisent la
propolis pour la construction et la réparation de leurs ruches (Wagh, 2013). Lorsque cette substance
se solidifie dans les fissures et les ouvertures, elle agit pour contrdler 1I’environnement interne tout
en renforcant et protégeant contre des intrus (Wade, 1992), plus important encore, pour empécher

la décomposition des créatures qui ont été tuées aprées une invasion (Marcucci, 1994).

Les abeilles ont des techniques dignes de I’hygiéne médicale en ce qui concerne la propreté
de leur colonie. La propolis entre en jeu pour une grande part (Gharbi, 2011) : les ouvriéres tapissent

la ruche avec ce mastic pour 1’assainir et la protéger de I’humidité et des courants d’air, et pour
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aseptiser les alvéoles avant I’utilisation (Ballot, 2010). Fabriquée a partir de la résine butinée des
arbres voisins, cette substance a généralement des caractéristiques antibactériennes et antifongiques

qui aident a garder les choses propres dans la ruche (Paska, 2014) (voir figure n°03).

Figure n° 03 : un crane de souris enrobé de propolis trouvé dans une colonie d'abeilles melliféres

dans un rucher de I'Université de Minnesota (Finstorm et Spivak, 2010).

2.3. Butinage de la propolis

- Définition des butineuses

Ce sont des ouvrieres destinées a récolter le nectar, le pollen, la propolis et I’eau. Leur
rayon d’action est théoriquement, de cinq (05) km environ (Biri, 2003).

Le premier vol des futures butineuses s’exécute en groupe d’une vingtaine a une
centaine. Devant la ruche, les abeilles tout en volant, se tournent face au trou de vol : c’est le vol
stationnaire appelé aussi « soleil d’artifice ». La nouvelle butineuse devient une pourvoyeuse de la
colonie (qui fournisse le nectar et le pollen). Elle recherche en premier lieu un secteur de butinage

puis I’ayant trouvé, elle I’exploite (Prost, 1987).
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- Le butinage
On peut grouper sous le nom de butinage, 1I’ensemble des activités extérieures de
I’abeille (Louveaux, 1958).
Le butinage des abeilles domestiques est une entreprise sociale dans laquelle 10 000
a 25 000 butineuses par colonie travaillent étroitement ensemble pour trouver a exploiter de riches
sources de nectar, miellat ou pollen. Une abeille ne butine qu’une seule espece durant les voyages
suivants tant que son rendement énergétique reste supérieur ou equivalent a celui qui offrirait le
butinage d’une autre espéce florale (Janssens et al., 2006).
- Les lois de butinage
e larécolte du nectar est prioritaire sur les autres récoltes, car les besoins en nectar sont
continus ;
e la récolte simultanée de nectar et de pollen est réalisée chaque fois que la possibilité
existe, c’est la régle du rendement maximum ;
e Larécolte exclusive d’eau, de pollen et de propolis ne s’effectue qu’en cas d’urgence ;
e Le butinage d’une espece de plante s’effectue normalement jusqu’a I’épuisement des

ressources ; c¢’est le phénomene de Constance des abeilles (Webmaster 3).

La collecte de la résine se fait par des butineuses spécialisées. Ce sont généralement des
abeilles plus agées, leurs glandes cireuses sont rétrécies et atrophiées (Tew, 2006). Cependant, les
indices utilisés pour reconnaitre la source de cette substance sont inconnus. Une hypothése majeure
est suggérée que les composés volatils libérés de la résine jouent un réle important dans leur

localisation (Finstorm et Spivak, 2010) (voir figure n° 04).

Le besoin de propolis dans la colonie est détecté par la présence de lacunes, de crevasses
ou d’irrégularités dans I’architecture du nid qui permettent 1’entrée des microbes, des intrus, des
courants d’air et de la lumiére du soleil. Une fois que la quéte de résine a été initiée par une ou
plusieurs abeilles, il est possible que celles-ci utilisent des danses comme un signal de recrutement
au niveau des colonies, de méme fagon que les butineuses utilisent les danses comme signaux de
communication pour recruter d’autres butineuses. Il a été constaté que 26 % des 77 butineuses de
résine observées ont dansé pres des sites de construction, au plus profonds de la ruche (Finstorm et
Spivak, 2010).

L’abeille mord et arrache des morceaux de résine de plante avec ses mandibules et les
entasse dans les corbeilles a pollen de ses pattes antérieures. Chaque corbeille peut transporter 10 mg

de résine. Parfois, les abeilles ramassent des matériaux faits par I’homme et les utilisent de la
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maniére que la vraie propolis. Ainsi, elles ramasseront de la peinture en train de sécher, du goudron
routier ou du vernis. Ces substances ont sans doute une consistance et une odeur qui ressemble a
celle des résines de plantes (Bradbear, 2011). Lorsqu’il s’agit de collecte et de dispersion de la
propolis, il y a une réelle division du travail entre les abeilles dans les différentes parties de la ruche.
Une abeille porteuse de propolis retourne a la ruche d’une fagon différente de celle qui transporte le
pollen. La porteuse de pollen cherche une cellule vide dans laquelle dépose sa cargaison. Mais la
porteuse de la propolis se dirige vers une zone de construction ou il y a besoin de cette substance et
montre aux autres abeilles ce qu’elle a récolté. Si les ouvriéres ont besoin de propolis, elles
s’approchent de la porteuse et prennent ce dont elles ont besoin de sa corbeille. Ensuite, elles la
mélangent immédiatement avec la cire, en formant un adhésif collant qu’elles utilisent dans le
processus de construction. Le point frappant est que la porteuse de propolis n’est pas impliquée dans
les travaux de construction, mais elle attend que ses collégues entreprennent leur tache pour
décharger sa corbeille. Chague membre de la colonie a un travail particulier qui lui est propre.
Chacune d’elles s’occupe dans son propre devoir, et les abeilles ne donnent un coup de main a un
autre travail que s’il y a des problémes. Pour cette raison, une abeille n’est pas impliquée dans la
collecte de la résine et en méme temps dans la réparation et la momification, ou encore dans

I’expulsion hors de la ruche de ce qui a été momifié (Oktar, 1994).

Figure n° 04 : abeille recueillant les matériaux de surface de fruit de Macaranga tanarius (famille des
Euphorbiaceae), pour les ramener dans son nid comme propolis. a : abeilles melliféres ramassant le matériau
de surface des fruits, b : les abeilles attachant la propolis au nid, ¢ : une abeille avec un morceau de propolis

sur sa jambe, d : matériel de surface des fruits restants aprés la collecte par les abeille (Kamazawa et al.,
2008).
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La récolte de la propolis par les abeilles dépend de nombreux facteurs :

» Saisonnier : la récolte a lieu, selon les cas, soit en début de saison, c¢’est-a-dire au
printemps, mais le plus souvent et principalement a la fin de la miellée ou a I’approche de I’automne,
au moment ou la colonie commence ses préparatifs d’hivernage ;

» Géographiques : c’est ainsi, entre autres, que les ruches situées dans les régions
boisées propolisent davantage que les ruches de plaines ;

» Climatique : les abeilles récolteuses de propolis déploient en général leur activité au
cours des journées chaudes (temperature supérieure a 20 °C) et en outre, pendant les heures les
mieux exposées a cette chaleur (soit entre 10 h et 15 h 30mn) ceci du fait que les substances

ramassées sont trop dures pour étre exploitées en dehors de ces horaires (Webmaster 2).
2.4. Récolte de la propolis par I’apiculteur

La propolis peut se récolter par grattage des cadres ou des parties de la ruche qu’en porte.

Mais, la propolis obtenue est de mauvaise qualité a cause des impuretés qu’elle contient.
Les abeilles ont tendance a boucher les interstices dans leurs nids. Une méthode pratique et propre
consiste a placer une grille métallique ou de plastique au-dessus du nid, d’attendre que les abeilles
en remplissent les interstices de propolis, puis d’enlever cette grille. On la place ensuite au
congeélateur pour que la propolis devienne bien cassante, puis on tord la grille de fagon a faire tomber
la propolis. La préparation de la propolis brute en vue de son emploi domestique passe par plusieurs
opérations : nettoyage a 1’cau, séchage, triage, passage au congélateur pour la durcir et broyage
(Ferhoum, 2010).

2.5.  Composition de la propolis

Comme la propolis n’est pas facilement fractionnée, au début du XXe siécle, seule sa
composition brute avait été déterminée (résine, cire, composants volatils et matiere insoluble). Les
premiers composés a identifier étaient 1’alcool cinnamylique et I’acide cinnamique, la vanilline et
ensuite la chrysine. A partir des années 1960, les flavonoides et autres composés phénoliques ont
été identifiés. Avec I’avenement des techniques chromatographiques modernes fréquemment
associées a la spectrométrie de masse, de nombreux composés ont été isolés et identifiés dans la
propolis, amenant le nombre de composants connus a des centaines (Sawaya et al., 2004). La
composition de la propolis dépend principalement de la végétation de la zone d’ou elle a été
collectée (Midorikawa et al., 2001). La propolis des régions temperées (dérivée du peuplier) contient
principalement des flavonoides, des acides aromatiques et leurs esters. La propolis méditerranéenne
de Croatie, d’Algérie, de Gréce et de Chypre présente un profil chimique de type peuplier, tandis
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que les échantillons de Crete sont riches en diterpénes. La propolis de Taiwan et d’Okinawa contient
des flavanones en tant que constituants majeurs. La propolis des régions tropicales contient une
diversité de composés phénoliques : dérivés de I’acide cinnamique, flavonoides, benzophénones et

lignanes, et autres classes de constituants (Righi et al., 2013).

Pour comprendre ce qui cause les différences de composition chimique, il faut garder a
I’esprit I’origine botanique de la propolis. Pour la production de propolis, les abeilles utilisent des
matériaux issus de divers processus botaniques dans différentes parties des plantes. Ce sont des
substances activement sécretées par les plantes ainsi que des substances exsudées par les plaies des
plantes : matiéres lipophiles sur les feuilles et les bourgeons, gommes, résines, latex, etc. (Ahuja,
2011) (voir figure n°05). Sa composition chimique dépend de nombreux facteurs (type d’abeille,
gestion de I’environnement de la flore, saison, végétation et zone géographique de collecte). Pour
cette raison, il n’a pas de formule chimique spécifique, certaines analyses de propolis indiquent qu’il
contient principalement : résine 55 %, cire 35 %, huile, matiere organique, minéraux tels que
I’aluminium, cobalt, fer, nickel, calcium, silicium, zinc, pollen et impuretés mécaniques. Leur
rapport est variable et dépend du temps de collecte ainsi que des plantes résineuses et des abeilles
(Rios et al., 2014).

¥ Résines et baumes

® Huiles essentielles

Cire

¥ Pollen

¥ Divers

Figure n° 05 : composition de la propolis (Webmaster 4).

Plus de 300 composés ont été identifiés dans la propolis, ont divers effets pharmacologiques,
y compris antioxydant, antimicrobien, anti-inflammatoire, hépatoprotecteur et immunomodulateur.
Les principales composantes de la propolis ont été identifiées comme polyphénols
(flavonoides, les acides phénoliques et leurs esters), les terpénoides, les stéroides et les acides
aminés et autres composants (Mihai et al., 2012). Les composés phénoliques forment un trés vaste

ensemble de substances qui 1’est difficile de définir simplement. L’élément structural fondamental
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qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié¢ a un

groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre fraction : éther, ester, ou hétéroside (Saihi, 2011).

Contrairement aux composés phénoliques, la composition des huiles volatiles différait de

maniére significative. Différents groupes de composés ayant été trouvés dans les huiles essentielles

de la propolis. Ces huiles consistent principalement en terpénoides. Dans ce groupe prédominent les

hydrocarbures sesquiterpénoides, accompagnés de certains monoterpénes, principalement des

alcools. Une autre partie des substances volatiles semblait étre des alcools principalement

aromatiques, des phénols, des aldéhydes et des acides cétoniques. Une série des alcanes ont été

trouvés accompagnés de benzenes alkylés et de maniére surprenante par le naphtaléne. Deux éthers

vinyligues ont également été trouvés (Bankova et al., 1993) (voir tableau n° 01).

Tableau n° 01 : composition quantitative de la propolis (Nicolay, 2014).

Structure composants

Alcools Méthylbenzene, alcool cinnamique, glycérol, a-glycérophosphate,
hydroquinone, isobutenol, alcool phénéthylique, alcool prénylique.
Aldéhydes Benzaldéhyde, hexanal, p-hydroxybenzaldéhyde, isovanilline,

protocatechualdéhyde, vanilline.

Acides et esters
aliphatiques

Acide acétique, acide angélique, acide butyrique, acide crotonique, acide
fumarique, acide isobutyrique, acide méthylbutyrique, acétate
d’isobutyle, acétate d’isopentyle, acétate d’isopentenyle

Acides aminés

Alanine, B-alanine, acide a-aminobutyrigue, acide &-aminobutyrique,
arginine, asparagine, acide aspartique, cystine, cystéine, acide
glutamique, glycine, histidine, hydroxyproline, isoleucine, leucine,
lysine, méthionine, ornithine, phénylalanine, proline, acide
pyroglutamique, sarcosine, sérine, thréonine, tryptophane, tyrosine,
valine.

Phénols

Acide benzoique, acide caféique, acide cinnamique, acide coumarique, acide
3,4-diméthoxycinnamique, acide férulique, acide gallique, acide

dihydrobenzoique, acide hydroxycinnamique, acide phydroxybenzoique, acide
férulique, acide 4 méthoxycinnamique, acide protocatechuique, acide salyciqut
acide vanillique, acide veratrique.

Esters
aromatiques

Acétate de benzyle, benzoate de benzyle, caféate de benzyle, coumarate de
benzyle, benzyl-3,4-diméthoxycinnamate, benzyl ferulate, benzyl isoferulate,
benzyl salicylate, butenyl caffeate, butyl caffeate, cinnamyl benzoate, cinnamy
caffeate, butyl caffeate, cinnamyl coumarate, cinnamyl isoferulate, ethyl
benzoate, ethyl caffeate, methyl benzoate, 2- methyl-2-butenyl caffeate, 3-
methyl-2-butenyl coumarate, 3-methyl- butenylferulate, 3-methyl-3-butenyl
ferulate, 2-methyl-2-butenyl isoferulate, 3-methyl-3-butenylisoferulate, methyl
salicylate, phenyl ethyl caffeate, phenyl ethylcoumarate, phenylethylisoferulats
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pentyl caffeate, pentenyl caffeate, pentenyl ferulate, prenylcaffeate, prenyl
coumarate, prenyl ferulate, prenyl isoferulate.

Chalcones et

dihydrochalcones

Alpinetine chalcone, naringenine chalcone, pinobanksine chalcone,
Pinobanksine-3-acétate chalcone, pinocembrine chalcone, pinostrobine
chalcone, sakuranetine chalcone, 2, 6, a-trihydroxy-4-méthoxychalcone, 2,6-
diydroxy-4-méthoxydihydrochalcone, 2,4,6-trinydrodihydrochalcone.

Flavanones

Naringenine, pinobanksine, pinobanksine-3-acétate, pinobanksine-3-
butyrate, pinobanksine-3-hexanoate, pinobanksine-3-méthyl éther,
pinobanksine-3-pentanoate, pinobanksine-3-pentenoate, pinobanksine-3-
propanoate, pinocembrine, pinostrobine, sakuranetine, 3,7-dihydroxy-5-
méthoxyflavanone, 2,5-dihydroxy-7-methoxyflavanone

Flavones et
flavonols

Acacetine, apigénine, apigénine-7-méthyl éther, chrysine, fisetine,
galangine, galangine-3-méthyl éther, izalpinine, isorhamnetine,
kaempferide, kaempferol, kaempferol-3-méthyl éther, kaempferol-7-
méthyl éther, kaempferol-7,4-diméthyl éther, pectolinarigenine,
quercetine, quercetine-3,7-diméthyl éther, ramnetine, ramnocitrine,
tectocrisine.

Alcanes, esters,
éthers, cires
hydrogénées

Heneicosane, hentriacantane, heptacosane, hexacosane, nonacosane,
pentacosane, tricosane, tripentacantane, tritriacantane,
dotriacontylhexadecanoate, dotriacontyl-[(Z)-octadec-9-enoate],
hexacosylhexadecanoate, hexacosyl-[(Z)-octadec-9-enoate],
octacosylhexadecanoate, octacosyl-[(Z)-octadec-9-enoate],
tetracosylhexadecanoate, tetracosyl-[(Z)-octadec-9-enoate],
tetratriacontylhexadecanoate, tetratriacontyl-[(Z)-octadec-9-enoate],
triacontylhexadecanoate, triacontyl-[(Z)-octadec-9-enoate].

Acide
carboxylique

Acide arachidonique, acide béhénique, acide cérotique, acide laurique, acide
linoléique, acide lignocérique, acide montanique, acide myristique, acide
oléigue, acide palmitique, acide stéarique

Cétones

Acétophénone, p-acétophenolacétophenone, dihydroxyacétophénone,
methylacetophénone, hept-5-en-2-one, 6-méthylcétone.

Terpenoides et
autres

a-acétoxibétulenol, B-bisabolol, 1,8-cinéole, a-copaéne, cymene,
limonéne, pterostilbene, styréne, xanthorreol, xylitol, naphthalene, 4-

composants hexanolactone, sesquiterpéne alcool, sesquiterpene diol.

Stéroides Acétate de calinasterol, acétate de B-dihydrofucosterol, acétate
d’ucostérol, acétate de stigmastérol.

Sucres Fructofuranose, a-D-glucopyranose, B-D-glucopyranose.

Minéraux Aluminium, calcium, manganése, silicium.

17




Partie Bibliographique Chapitre 11 : Etat de connaissance sur la propolis

- Profils chimiques de la propolis Algérienne :

L’analyse spectrométrique de la propolis collectée dans la région de Jijel (Nord Est
algérien), a identifié des structures de 04 flavones : pectolinargénine, ladaneine, chrysine et
apégeénine (Segueni et al., 2011). Ainsi, I’analyse de la chromatographie sur couche mince des deux
extraits éthanoliques de la propolis de la région d’Annaba a révélé la présence des flavonoides
suivant : pectolinargénine, pilosine, ladaneine, chrysine, Apigénine, acide caféique, 5,4-dihydroxy-
7,3-methoxyflavone (Segueni et al., 2014). Parmi les composés identifiés dans les extraits
éthanoliques de la propolis de 1’Ouest algérien : acide caféique, acide férulique, Apigénine,
phenethyl cafféate, cinnamyl cafféate et techtochrysine (Benhanifia et al., 2013). Acide chicorique,
acide caféique, et acide caftarique, qui sont identifies dans les extraits de la propolis de la région du
Constantine, par la technique de la chromatographie sur colonne (Segueni et al., 2010 a).

L’analyse de la composition chimique des extraits éthanoliques de la propolis des
zones de montagne, de plaine, et de la steppe, par chromatographie sur couche mince (CCM), a
indiqué la présence des composés de la famille des acides aliphatiques et celle des acides
phénoliques dans la propolis des trois régions. Pour I’identification des flavonoides, il a été constaté
la présence de pinosombrine, chrysine, et ’acide caféique dans les extraits de propolis de montagne
et de la plaine (Ferhoum, 2010).

Cinquante-quatre composés volatiles identifiés dans les huiles essentielles de la
propolis de Jijel et Mila : 2-hexenal, acide myristique, acide linoléique, spathulénol, isooctane,
undecane, hexadecane, p-cyméne, acide palmitique, 4- terpinéol, carvacrol, alphacedrol,
etc...(Segueni et al., 2010 b).

2.6. Proprietés physico chimiques de la propolis

Les caractéristiques organoleptiques (couleur, odeur, goQt) et la composition physico-
chimique de la propolis peuvent varier selon la flore, les conditions saisonniéres d'une région
géographique déterminée, I'heure et la date de récolte et la technique employée (Puker et al., 2010).

La propolis se présente sous 1’aspect d’une substance de consistance variable en fonction de
la température : dure et friable a 15°C, elle devient molle et malléable aux alentours de 25 a 45°C
et collante ou gluante en dessus, jusqu’a fondre vers 60°C — 70°C en moyenne. Mais le point de
fusion peut aller jusqu’a 100°C et au-dela. D’odeur variable selon son origine, en général arome
agréable et douceatre mélangé a celui du miel, de la cire et d’autres produits (cannelle, vanille). Si
elle est brulée, elle dégage une odeur d’encens trés délicate et trés recherchée par rapport aux résines

aromatiques (Marcucci, 1994). Compte tenu de la structure complexe de la propolis, celle-ci ne peut
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étre utilisée directement (Ahnagari et al., 2018). La propolis est insoluble dans I'eau et partiellement

soluble dans lalcool, l'acétone, I'éther, le chloroforme, le propylene glycol, le benzene, le

dimethylsulfoxyde, etc. En fonction de la tempeérature, non seulement la vitesse de dissolution varie

mais aussi la solubilité des fractions sont différentes, exemple : la cire est dissoute dans l'alcool

chaud mais est peu soluble dans l'alcool froid (Sosnowski, 1984) (voir tableau n° 02). Apres

macération dans I'éthanol, la propolis brute est séparée en trois fractions distinctes : une contenant

des composants insolubles tels que des composés inorganiques : pollen, grains, terre et autres, une

autre contenant de la cire et une troisieme contenant les composés solubles dans I'éthanol. Cette

troisieme fraction, appelée extrait éthanolique de propolis (EEP), contient des composés trés étudiés

a travers le monde pour leurs nombreuses activités pharmacologiques (Cunha et al., 2006).

Tableau n° 02 : solvants organiques utilisés pour I'extraction des composés actifs de la
propolis (Wagh, 2013).

Méthanol Ethanol Chloroforme Dichlorométhane Ether Acétone
Anthocyanine = Anthocyanines Tannins Terpenoides @ Terpenoides Alcaloides  Flavonoides
Tanins Terpénoides Polyphénols Flavonoides = Tanins Terpenoides
Terpénoides = Saponines Polyacétylenes Polyphénols Coumarines
Polypeptides | Tanins Terpenoides Polyacétylénes | Acides gras

Xantholin Stérols Stérols

Totarol alcaloides Alcaloides

Quassinoides

Lactones

Flavones

Polyphénols

Polypeptides

2.7. Conservation de la propolis

La conservation de la propolis est facile, sans aucun impératif particulier pour la plupart de

ses présentations. L’exposition prolongée a la chaleur et a la lumiére est tout de méme déconseillée.

Le stockage de longue durée ne semble pas diminuer sa teneur en composants actifs ni son

action antibactérienne (Gharbi, 2011).
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2.8. Teintures officinales

Les teintures officinales sont obtenues par dilution de la propolis dans une solution d’alcool
a 70 %. L’alcool peut ensuite étre évaporeé. Les cires, peu solubles dans I’alcool a basse température
sont éliminées. Les teintures contiennent de 3 — 30 % de propolis. Il est également possible de
réaliser des solutions aqueuses de propolis (Gharbi, 2011).

2.9. Les extraits

Les extraits mous sont obtenus apres reconcentration de la teinture officinale par évaporation
partielle. Les principes actifs sont présents a fortes concentrations et les cires absentes. Ils peuvent
étre utilisés comme tel redilués dans de 1’alcool ou de 1’eau, ou en association avec d’autres matiéres
actives. Les extraits secs sont obtenus par évaporation totale de la teinture (Gharbi, 2011).

2.10. Lyophilisation

La lyophilisation de la propolis conserve ses constituants actifs et ses propriétés
biologiques.

La poudre conserve indéfiniment sous vide et se dissout instantanément dans 1’eau (Gharbi,
2011).

2.11. Sécurité alimentaire et contréle de qualité de la propolis

A cause de ses propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, la contamination par les germes
pathogénes des produits a base de propolis est presque impossible, si les extraits rentrant dans la
composition du produit, ont une quantité optimale d’extrait de propolis (entre 0,5 a 3 % exprimée
en résidu sec). Il n’existe pas de normes en ce qui concerne la qualité internationale de la propolis.
Les limites maximums et minimums de certains composés chimiques sont exigées, et quelques tests
standardisés sont effectués pour déterminer la quantité des flavonoides et des phénols se trouvant
dans I’extrait. Un contréle par HPLC (chromatographie en phase liquide a haute performance) est
souhaitable tous les ans, si on fait une seule extraction annuelle (Webmaster 5).

2.12. Propriétés pharmacologiques de la propolis

La médecine populaire recommande I’utilisation de la propolis en raison de ses effets
antibacteriens, antifongiques et antiviraux et de ses propriétés hépatoprotectrices et anti-
inflammatoires, pour augmenter la résistance aux infections et traiter les ulcéres gastro-duodénaux.
(Barra et al., 2015). Les applications actuelles de la propolis comprennent les préparations a base
de propolis pour traiter le syndrome du froid (infections des voies respiratoires supérieures), le
rhume et la grippe, le traitement des bralures, I’acné, I’herpes simple, les organes génitaux et la
neurodermatite (Ramanuskiené et al., 2013). En cosmetique, les extraits de la propolis sont

généralement incorporés dans la préparation des dentifrices, des shampooings, des savons de
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toilette, des cremes, des comprimés et des chocolats. Une solubilité accrue dans I’eau de plusieurs
des composants bioactifs, peut étre obtenue en formant un complexe de propolis avec des
cyclodextrines (Fontana et al., 2004).

Bien que la propolis ait des valeurs nutritionnelles limitées par rapport a la gelée royale et
au miel, environ 1 % de son contenu est constitué d’acides aminés dont I’arginine et la proline
représentent environ la moitié de cette quantité (Fontana et al., 2004).

a) Propriétés antioxydantes

Les dérivés réactifs de I’oxygeéne (ROS) et les radicaux libres sont des sous-produits du
métabolisme cellulaire normal dans la vie aérobie, ou I’oxygene moléculaire est omniprésent. Les
ROS sont générés lors de I’irradiation par la lumiére ultraviolet, par les rayons X et par les rayons
gamma ; ils sont des produits de réactions catalysées par des métaux ; présents comme polluants
dans 1’atmosphere ; ils sont aussi produits par les neutrophiles et les macrophages pendant
I’inflammation ; et sont des sous-produits des réactions de transport d’électrons catalysées par les

mitochondries et d’autres mécanismes (Gulgin et al., 2010).

Il a été signalé que les ROS peuvent contribuer a des dommages oxydatifs des lipides,
des protéines et des acides nucléiques dans les cellules vivantes. Il est bien connu que les radicaux
libres ou les dérivés réactifs de I’oxygeéne jouent un rdle important dans le développement de
nombreuses maladies chroniques, telles que le vieillissement, les maladies cardiaques et le cancer
(Gulgin et al., 2010). L’oxydation des lipides dans les systémes biologiques par I’intermédiaire de
réactions radicalaires en chaines non controlées aboutit a de nombreux types de lésions cellulaires
(Laguerre et al., 2007)..

Dans les membranes, 1’oxydation des lipides et la réaction des produits d’oxydation avec les
autres constituants membranaires vont altérer certaines fonctions biologiques cruciales telles que la
perméabilité, la fluidité ou encore 1’activité de récepteurs et d’enzymes. Dans les LDL (lipoprotéine
de basse densit¢), I’oxydation des lipides joue un role majeur dans le développement de
I’athérosclérose. Les LDL oxydés se comportent en effet comme de véritables « chevaux de Troie »,
en introduisant dans les macrophages des produits d’oxydation qui participent « par des mécanismes
encore partiellement élucidés» a la formation de cellules spumeuses et de stries lipidiques
concomitantes. L’oxydation des lipides pose également de sérieux probléemes pour les industries
agroalimentaires et cosmétiques qui utilisent de plus en plus d’acides gras polyinsaturés, tres
sensibles a I’oxydation. Dans le domaine alimentaire et au-dela de I’altération des qualités gustatives

(rancissement) et nutritionnelles (pertes en vitamines et acides gras essentiels), 1’oxydation des
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lipides en composés hautement réactifs et toxiques (lipoperoxyradicaux, malondialdéhyde...)

représente un danger réel pour le consommateur (Laguerre et al., 2007).

Des antioxydants synthétiques tels que I’hydroxyanisole butylé (BHA), le gallate de propyle
(PG), I’hydroxytoluene butylé (BHT) utilisés pour prévenir I’oxydation ont provoque des
hémorragies internes et externes chez le rat et le cobaye a forte dose. L’attention est donc portée sur
I’utilisation d’antioxydants naturels bioactifs tels que les flavonoides qui ont une grande importance
en raison de leur origine indigéne et de leur grande efficacité pour piéger les radicaux libres (Erum
etal., 2015).

La propolis est I’une des sources les plus riches en composés phénoliques (flavonoides et
acides phénoliques), généralement connus sous le nom d’antioxydants plut6t puissants. Comme la
composition de la propolis varie avec son origine (elle dépend principalement de la végétation de
la zone ou elle a été prélevée), I’intensité de I’activité antioxydant devrait également étre variable
(Jasprica et al., 2007).

Les flavonoides inhibent les réactions d’oxydation lipidique des radicaux libres, dans
lesquelles le cuivre agit comme catalyseur, permet I’oxydation des lipoprotéines LDL, selon la

réaction suivante (Kurek et al., 2013):

LDL + Le — Le — LOOQOe
LOOe + FL-OH — LOOH + FL-Oe
En raison de leur faible potentiel redox, Les flavonoides et les acides phénoliques sont
capables de réagir thermodynamiquement avec des formes d’oxygéne hautement réactives en faisant
don d’un atome d’hydrogéne (Kurek et al., 2013):

FL-OH + Re — FL-Oe + RH
Ou R e : unsulfoxyde, un radical anionique, un radical hydroxyle, un alcoxyle, ou un radical

lipidique.

Les polyphénols abaissent le niveau des ROS qui contribuent a la peroxydation des lipides.
En outre, la lipophilie de ces composés, qui leur permet de pénétrer dans les bicouches lipidiques,
en inhibant leur peroxydation. Les flavonoides peuvent également, par influence directe, stabiliser
les membranes biologiques, les rendant plus résistantes a |’oxydation en diminuant leurs
perméabilités (Kurek et al., 2013).
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b) Propriétés cicatrisantes

Les brilures sont des lésions thermiques extrémes causées par une exposition courte ou
longue a un agent physique, chimique ou biologique (Pessolato et al., 2011). La plupart des cas de
briilure sont causés par des incendies de batiments, touchant 1’eau bouillie, la vapeur d’eau et les
gaz inflammables (Hashemi et al., 2015). Le traitement des brilures est un probléme important de
la médecine clinique. Au début du 20eme siécle, le traitement local des brllures était limité a
I'application des antiseptiques et de leurs propriétés antibactériennes. Les micro-organismes
trouvent des conditions extrémement favorables au développement intensif d'une bralure et les
Iésions cutanées, qui constituent une barriére protectrice naturelle, entrainent une dénaturation des
protéines, une nécrose et un exsudat, avec une zone entourée d'cedéme. En conséquence, les
mécanismes défensifs, a la fois humoraux et cellulaires, sont altérés. Une évaluation correcte de la
profondeur de brdlure détermine la décision concernant le traitement local, soit conservateur ou
chirurgical (Stojko et al., 2013). L'utilisation des remedes traditionnels a base de plantes medicinales
dans le traitement des brilures et des plaies est un aspect important de la gestion de la santé et
constitue en méme temps un moyen efficace de proposer des options de soins de santé moins
colteuses (Shailajana et al., 2011).

La propolis possede des propriétés anti-inflammatoires qui accélérent le processus de
guérison, elle est largement utilisée dans les remédes populaires. Ces effets sont associés a ses
composants chimiques. L’acide caféique est 1'un des composés responsables de l'action anti-
inflammatoire et de I'accélération de la cicatrisation des plaies chirurgicales chez le rat, signalant
que cet acide inhibe de maniére significative I'nydrolyse de I'acide arachidonique et la production
de prostaglandine dans les cultures cellulaires. Ces facteurs sont de puissants médiateurs
inflammatoires (Barroso et al., 2011). L'application de Propolis augmente le taux de cicatrisation et
la réépithélialisation des plaies diabétiques chez les rongeurs. Elle a également des réles
supplémentaires dans la diminution de l'infiltration des neutrophiles et la normalisation de I'influx
de macrophages dans les tissus de la plaie (Mclennan et al., 2008). Appliquée a l'extérieur, la
Propolis est associée a I'amélioration de divers types de dermatites causées par des bactéries et des
champignons. En outre, une pommade contenant de la propolis semble étre bénéfique pour favoriser
la guérison des lésions d'herpés génital et réduire les symptdmes locaux associés (Zedan et al.,
2009).

c) Propriétés antimicrobiennes

Le développement des agents pathogenes multi résistants a été associé a l'apparition de doses

excessives et insuffisantes d'antimicrobiens. Une stratégie employée pour surmonter les mécanismes
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de résistance est l'utilisation de combinaisons de médicaments et de plusieurs extraits de plantes,
qui ont présenté une activité synergique contre les micro-organismes. Parmi les sources naturelles
d'agents antimicrobiens utilisés pour traiter les maladies infectieuses, la propolis et les huiles
essentielles de plantes aromatiques ont été étudiées de maniere exhaustive (Probst et al., 2011). En
1987, des chercheurs ont étudié si les combinaisons d’antibiotiques ou de médicaments
antimycotiques avec la propolis étaient capables d’intensifier leur effet sur les souches de Candida
albicans. Ils ont constaté que certaines combinaisons augmentaient l'activité et que la réduction
maximale du niveau de résistance était observée dans un cas clinique de C. albicans traité avec une
combinaison natamycine / propolis (Ota et al., 2000).

La propolis possede une substance antibiotique hydrosoluble et alcoolosoluble. Cette
substance n’a pas d’action inhibitrice vis-a-Vis d’Escherichia coli et de Pseudomonas, elle est tres
active sur Proteus vulgaris et Bacillus alvei. La posséde en outre des propriétés anti germinatives
puissante vis a vis des grains de pollen et des grains des végétaux supérieurs. L’extrait de propolis
est d’autre part le seul antifongique puissant de la ruche (Lavie, 1960 a). Il a été rapporté que
I'activité antibactérienne de la propolis est attribuée a un certain nombre de composés phénoliques,
principalement des flavonoides, des acides phenoliques et leurs esters (Darwish et al., 2010). Les
composants actifs de la propolis ayant un effet antibactérien comprennent la pinocembrine, la
galangine, l'acide caféique et l'acide férulique. Les composants antifongiques comprennent la
pinocembrine, la pinobanksine, l'acide caféique, l'ester benzylique et le ptérostilbéne. Les

composants antiviraux incluent I'acide cafeique, la lutéoline et la quercétine (Ozcan et al., 2004).

d) Effets anticancéreux et cytotoxiques

L'intérét de développer de nouveaux médicaments anticancéreux et de concevoir des
traitements combinés avec peu ou pas d'effets secondaires offre une nouvelle portée aux composés
phytochimiques traditionnels dans la chimio prévention et la thérapie (Vit et al., 2015). Les extraits
éthanoliques de propolis ont démontré des activités antiprolifératives sur les lignées cellulaires de
carcinome du célon humain, et ont provoqué une inhibition de la croissance dépendante de la dose.
Les extraits d’hexane et de dichlorométhane de la propolis ont présenté des activités
antiprolifératives et cytotoxiques sur des lignées de cellules cancéreuses dérivées du cancer du sein,
carcinome pulmonaire indifférencié, carcinome gastrique et adénocarcinome du colon. En outre, la
propolis turque était cytotoxique pour les cellules cancéreuses de la vessie en diminuant la division
cellulaire. Récemment, une étude pilote sur I'effet de la propolis sur la santé bucco-dentaire chez
patients atteints d'un cancer de téte et du cou a montré qu'un extrait aqueux de propolis prévient et

guérit efficacement la mucosité induite par la radiothérapie (Utispan et al., 2017).
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Différentes fractions et formes de propolis naturelle récemment développées peuvent étre
appliquées aussi bien par voie orale que par voie parentérale et, ayant une meilleure résorption, on
pense qu'elles possédent une efficacité medicale améliorée. Il a été signalé que l'effet antitumoral
de la propolis était di aux flavonoides inhibant l'incorporation de thymidine, d'uridine et de leucine

dans les cellules de carcinome (Eroglu et al., 2008).

Parmi les composés actifs trouvés dans la propolis, le CAPE et la chrysine, qui semblent
jouer un rdle clé. L’ester caféate de phénéthyl (CAPE) a des forts effets antitumoraux sur les cellules
cancéreuses orales, y compris le cou et la langue. De nombreuses protéines impliquées dans le
processus apoptotique sont affectées par le CAPE. Les mécanismes d'inhibition de l'activité de la
protéine kinase activée par un mitogene p53, p21, p38 et de la kinase N-terminale c-Jun dans les
cellules tumorales par CAPE, semblent résulter de I'inhibition de facteur nucléaire amplificateur de
chaine légere kappa des cellules B activées qui est associé a la régulation, et a la baisse des
inhibiteurs de protéines apoptotiques, telles que I'expression de clAP-1 (inhibiteur cellulaire de
I’apoptosel) et cIAP-2. La chrysine, une autre composante bioactive du miel qui se trouve
également a des concentrations plus élevées dans la propolis, s'est avérée avoir des propriétés
biologiques et pharmacologiques significatives incluant des effets antioxydants et anti-
inflammatoires, ainsi qu'une propriété anticancéreuse. La chrysine influence le processus
apoptotique dans de nombreux types de lignées cellulaires, en particulier la leucémie, et induit une
apoptose dans ces cellules par activation des caspases, suppression des protéines anti-apoptotiques,
protéine inhibitrice cellulaire, phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et l'inhibition de la kinase IKB
(Tanachai et Chanchao, 2014).

e) Effets antiparasitaires

Des études cliniques et expérimentales ont été menées dans de nombreux pays pour étudier
I'effet thérapeutique de la propolis, I'extrait éthanolique de propolis obtenu a partir de Kayseri
(Turquie) était efficace contre leishmaniose et plus efficace que le stibogluconate de Sodium et sans
effets secondaires (ElI Masoudi et al., 2015).

Des ¢études menées in vitro sur 1’efficacité de I’extrait éthanolique de la propolis sur la
croissance des trophozoites de Giardia duodenalis (parasite intestinal), il inhibe la croissance des
trophozoites et le niveau d'inhibition varie en fonction des concentrations de 1’extrait, et du temps
d'incubation. La plus forte réduction de la croissance parasitaire a été observée dans les cultures
exposées a 125, 250 et 500 mg / ml pendant toutes les périodes d'incubation (24, 48, 72 et 96 h).
Une réduction de croissance de 50% a été observée dans les cultures traitées a 125 mg / ml, tandis
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que les concentrations de 250 et 500 mg / ml ont pu inhiber la croissance de plus de 60%. La propolis
a également inhibé I’adhésion des parasites et toutes les concentrations de propolis testées ont

favorisé le détachement des trophozoites (Freitas et al., 2006).

Les propriétés anti-protozoaires de difféerents extraits de propolis ont été étudiees
pour Trypanosoma cruzi et son interaction avec les cellules hétes. Les extraits éthanoliques et de
diméthylsulfoxyde étaient tous les deux actifs contre les trois formes du parasite, le premier étant
plus actif que le second contre les formes vertébrées, les amastigotes et les trypomastigotes. Une
lyse totale des trypomastigotes circulants a été observee apres 24 h en présence des extraits
éthanoliques a une concentration de 100 pg / ml (Higashi et De Castro, 1994).

f) Action anesthésique de la propolis

L’extrait alcoolique a 4% de la propolis, dilué avec de I'eau a une concentration de 0,25%, a
été signalé comme produisant une anesthésie compléte de la cornée du lapin. L'effet a duré une
heure, soit 3 fois celui observé pour la cocaine et 52 fois celui de la procaine. Un effet synergique
de la propolis et de la procaine a également été observé. A 0,03%, la solution (eau et alcool) ajoutée
a une solution a 0,25% de procaine était 14 fois plus efficace que la procaine seule. Dans une
expérience sur l'anesthésie par conduction chez les grenouilles, une solution a 1% de propolis s'est
révélée 4 fois plus efficace que la procaine. On a conclu que l'extrait de propolis était essentiellement

un anesthésique de surface (Ghisalberti, 1979).
g) Effets toxiques et allergiques de la propolis

Contrairement aux utilisations bénéfiques de la propolis, elle présente également certains
inconvénients des effets toxiques et des effets allergiques. Concernant leur toxicité, des travaux bien
détaillés ont conclu que la propolis est relativement non toxique, avec un niveau sans effet de 1440
mg / kg / jour chez les souris (Banskota et al., 2001).

Il a déja été mentionné que la propolis consiste principalement des différentes colles
végétales, mais occasionnellement les abeilles apportent des substances dangereuses dans le
matériau, par exemple de I'asphalte dans la propolis provenant des sites de construction et de routes.
De méme, des métaux lourds tels que le fer, le zinc, le cuivre et le magnésium ont été signalés dans
la propolis Cubaine et d’autres métaux tels que le plomb ont été détectés dans la propolis
Brésilienne. L’environnement est le principal facteur influengant la présence des métaux. Il existe
plusieurs rapports sur l'incidence de I'effet allergique de la propolis et I'acide caféique 1,1-diméthyle

allylique a été identifié comme responsable de l'allergie (Banskota et al., 2001).
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I11. Matériels et méthodes

Dans le cadre des travaux visant la valorisation des substances naturelles, notre travail

repose sur trois parties distinctes :

e La premiére partie concerne 1’étude phytochimique basée sur la détermination
quantitative des composés actifs des extraits alcoolosolubles et hydrosolubles des échantillons de la
propolis de différentes régions de Sidi Bel Abbés et de Mascara.

e La deuxiéme partie se repose sur I’évaluation des activités pharmaco — biologiques
in vitro et in vivo suivantes: I’activité antioxydante, 1’activité antimicrobienne, activité
antimitotique, activité anthelminthique, activité cicatrisante et activité antiparasitaire.

e La troisieme partie est consacrée a la détermination de 1’origine botanique de la
propolis, via I’étude de I’analyse pollinique des échantillons de la propolis collectés.

e Toutes les analyses ont été effectuées au sein du laboratoire d’écodéveloppement des
espaces avec la contribution du département des sciences de 1’environnement et le département

d’agronomie, UDL SBA.
3.1. Matériel biologique et échantillonnage

La collecte des échantillons de la propolis a été faite au niveau de 09 régions dans 1’ouest

algérien, réparties en 02 wilayas (voir figure n°06).

B oued taourira:.

BN

NavyANGA¥GEBCO)
AN - <

Figure n° 06 : répartition géographique des stations de collecte de la propolis (Google Earth)
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- La wilaya de Sidi Bel abbés incluant les stations ci-contre : Ain Trid, Sidi Dahou,
Sfisef, Beni Talla, Sidi Ali Ben Youb, Telagh et Oued Taourira.

- La wilaya de Mascara incluant 02 stations : Grayia (appelée Mascara 1), et la station
expérimentale de 1’université de Mascara (appelée Mascara 2), (voir figure n° 07).

- Le 10éme échantillon, correspond a la propolis commercialisée au niveau de la ville

de SBA.

Echantillon de la propolis collectée  Echantillon de la propolis collectée Echantillon de la propolis collectée
de la station de Sfisef (a) de la station de Sidi Ali Ben Youb (b) de la station de Ain Trid (c)

Echantillon de la propolis collectée Echantillon de la propolis collectée  Echantillon de la propolis collectée
de la station de Telagh (d) de la station de Sidi Dahou (e) de la station de Beni Talla (f)

Echantillon de la propolis collectée
de la station d’Oued Taourira (Q)

Figure n° 07 (a- b—c—-d-e—f—g) : échantillons des propolis collectés des différentes stations
(Debab, 2019).
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3.2. Méthodologie adoptée

3.2.1. Extraction et dosage des composés bioactifs

a. Extraction des composes phenoliques

Nous avons utilisé la méthode de (Sosnowski, 1984), pour préparer des extraits
hydrosolubles et alcoolosolubles de la propolis collectée des différentes stations ; a partir d’une
macération dans des solutions d’éthanol & différentes concentrations 70% (alcoolosoluble) et 20%
(hydrosoluble). Les extraits bruts sont ensuite récupérés apres filtration.

Aussi une extraction des composés phénoliques, a été effectuée sur des résidus obtenus aprés
filtration, en utilisant, le méme mode d’extraction et les mémes concentrations d’éthanol utilisées
pour les filtrats ; 70% (alcoolosoluble) et 20% (hydrosoluble), des propolis d’origine différentes ;

selon le schéma présenté dans la figure ci-contre (voir figure n° 08).

La propolis brute a différentes provenances geographiques

Macération pendant 7 jours

|

20 ml éthanol a 70% (extrait alcoolosoluble) | 20 ml éthanol & 20% (extrait hydrosoluble)

\

Filtration :I

Filtrat (20% et 70%)

Reésidu apres extraction (20% et 70%)

I

Reéextraction pendant 7 iours |

Dosage des composés phénoliques
K Filtration

Résidu (20% et 70%)

Dosage des composés phénoliques

Figure n° 08 : schéma représentatif de la préparation des extraits (filtrat— résidu) a partir de la propolis. ‘—‘
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b. Dosage des composés phénoliques
b.1. Les phénols totaux

- Méthode adoptée (Berri, 2011)

Le principe repose sur I’interaction des groupements hydroxyles des composés phénoliques
avec le réactif du Folin Ciocalteu, entrainant la formation d’un complexe de couleur bleue,
présentant un maximum d’absorption aux environs de 760 nm, dont I’intensité est proportionnelle
a la quantité des composés phénoliques.

- Mode opératoire

Les teneurs en phénols totaux dans les extraits éthanoliques de propolis (EEP) ont été
déterminées selon la méthode colorimétrique du Folin - Ciocalteu avec quelques modifications
(Boufadi et al., 2014) : 250 ul des solutions d'EEP ont été mélangées avec 1 ml du réactif du Folin
— Ciocalteu dilué 10 fois, et 1 ml de carbonate de sodium (Na2COs)a 7,5%. L'absorbance est lue par
le spectrophotométre & 765 nm apres 30 minutes d'incubation dans 1’obscurité a la température

ambiante.

- Expression des résultats
La teneur en phénols totaux est calculée a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage
de I’acide gallique, et exprimée en milligramme (mg) d’équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait (mg GAE/g).
b.2. Les flavonoides
- Méthode adoptée (Mekhoukhe, 2008)
La majorité des dérivés flavoniques naturels possédent des groupements
hydroxyles (OH) libres en position C3 et C5 et de I’oxygene en C4, susceptibles de former des
complexes de couleur jaunatre en présence de tri chlorure d’aluminium (AICl3).

- Mode opératoire

Les teneurs en flavonoides ont été déterminées par le procédé utilisant du chlorure
d'aluminium déshydraté (Kholkhal, 2014) : 500 ul des solutions d'EEP ont été mélangées avec 1,5
ml d'eau distillée et 250ul de nitrate de sodium (NaNOs) a 5%, aprés 05 minutes, 250 pl de
trichlorure d’aluminium (AICI3) & 5% a été ajouté, en fin, et apres 11 minutes, nous avons ajouté

500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) & 4%. L'absorbance est lue au spectrophotométre a 510 nm.

- Expression des résultats
La quantité des flavonoides des extraits de la propolis est exprimée en milligramme

¢quivalent de la catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g).
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b.3. Les tanins condensés

- Méthode adoptée (Zouglache, 2009)

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur
le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui absorbe a
500 nm (voir figure n° 09).

Vanilline couleur rouge
Figure n° 09 : principe du dosage des tanins condensés

- Mode opératoire

Les teneurs en tanins condensés ont été déterminées par la méthode utilisant la vanilline
dans des conditions acides (Kholkhal, 2014) : 50 pl des solutions d'EEP ont été mélangées avec
1500 pl de la solution de vanilline/ méthanol (4% m/v), et un volume de 750 pl dacide
chlorhydrique concentré (HCI). L'absorbance est lue & 550 nm, aprés 20 minutes d’incubation dans
I’obscurité a la température ambiante.

- Expression des résultats
Les résultats sont exprimés en milligramme par gramme d’équivalent d’acide catéchique
(mg EC/g).
3.2.2. Evaluation des activités biologiques des extraits bruts de la propolis
Deux types d’activités biologiques ont été adoptés, une in vitro et la deuxiéme in vivo.
A) Méthode d’évaluation de I’activité antioxydante

La méthode adoptée pour déterminer I’activité antioxydante est celle du DPPH.

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait rapidement,

lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine, par un composé a propriété antiradicalaire,
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entrainant ainsi leur décoloration. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Boudjouref, 2011).
On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation suivante :

DPPH*+ (AH) N ———s—) DPPH'H+ (A*) n

Ou : (AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH
(violet) pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Boudjouref, 2011).

- Mode opératoire

L’evaluation de I’activité antioxydante a été réalisée pour les extraits bruts des propolis de
différents origines geographiques, selon le protocole suivant appliqué par (Yang et al., 2011) : 50
pl des solutions d'EEP a différentes concentrations ont été ajoutées a 1950 ml d'une solution
méthanolique de DPPH (2,5 mg / ml).

La lecture d’absorbance est faite a 515 nm apres 30 minutes d'incubation dans 1’obscurité a
la température ambiante contre le blanc (méthanol). Le taux de piégeage des radicaux de DPPH a

été exprimé selon la formule suivante :
Taux de piégeage= [(A1-A2)/ A1*100]
Ou : A1 : I’absorbance du contrbéle (DPPH) en absence de 1’échantillon ;
A : I’absorbance du controle en présence de 1’échantillon.

L’expression des résultats de I’activité antioxydante, est déterminée par le calcul d’ICso
(concentration inhibitrice médiane) : c’est la concentration nécessaire pour réduire 50% des
radicaux libres de DPPH.

Nous signalons que les activités biologiques ci-contre (activité antimicrobienne,
antimitotique et anthelminthique), sont portée sur les extraits bruts des propolis qui sont enregistrés
les valeurs moyennement les plus importantes en matiére de composés phénoliques, notamment, les

extraits bruts de Ain Trid, Sidi Dahou, Mascaral, Mascara2 et Telagh.

Nous indiquons aussi que pour effectuer I’activité cicatrisante, nous avons opté pour 1’extrait
brut de la propolis originaire de Ain Trid, non seulement du fait qu’elle renferme des teneurs
remarquables en composés phénoliques mais aussi, du fait qu’on dispose d’une masse importante
du mateériel biologique (propolis de Ain Trid), qui nous permettant de préparer une quantité
suffisante de pommade naturelle a appliquer sur le sujet biologique (rat wistar) et de faire des

répétant suffisantes.
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B) Méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne

Nous indiquons que 1’objectif de cette étude, est d’évaluer I’activité antimicrobienne
(antibactérienne et antifongique) des extraits de la propolis. Donc nous avons testé deux souches
bactériennes référencées ; Escherichia coli (Gram négative) ATCC 11775, Staphylococcus aureus
(Gram positive) ATCC 25923, et une souche fongique : Candida albicans ATCC 11006.

Les extraits bruts de la propolis originaire des 05 stations (Ain Trid, Sidi Dahou, Mascaral,
Mascara2, Telagh), sont préparés a partir d’une macération dans une solution d’éthanol a 70%,
pendant une semaine, apres filtration, et évaporation du solvant, 1g du résidu sec obtenu, est repris

dans 10 ml du DMSO, a une concentration de 100 mg/ml.

e Protocole expérimentale

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits de la propolis, nous avons utilisé la
méthode de diffusion en milieu gélosé : le principe de cette méthode est d’utiliser des disques stériles
du papier Whatman de 6 mm de diametre, chaque disque est imprégné de 10 microlitres des extraits
(qui convient de 1mg de propolis). Un disque imbibé par le DMSO a été employé comme contréle
négatif. Ces disques sont déposés a la surface d’un milieu inondé par une suspension microbienne
d’une densité optique de 0,5 Mcfarland. Nous avons utilisé pour les souches bactériennes le milieu
Muller — Hinton, et le milieu Sabouraud pour la levure. Aprés 18 heures a 37°C d’incubation des

souches, les diameétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Choi et al., 2005 et Zouglache, 2009).

C) Méthode d’évaluation de I’activité antimitotique

Pour I’évaluation de 1’activité antimitotique 1’expérimentation a été réalisée sur le méristeme
racinaire qui permet d’étudier en un temps court ou long, I’action exercée sur une population

cellulaire homogeéne, ainsi, I’observation cytologique est facile.

Le test, choisi, pour déterminer cette activité a pour avantage d’étudier I’action directe de la

substance mise en ceuvre.

En effet, les racines regoivent toutes leurs aliments des réserves localisées dans le bulbe ou

les cotylédons de la plante mise en culture.

Les conditions sont plus simples que celles qu’on réalise en culture de tissus ou bien, dans

les expériences sur les animaux selon (Deysson, 1961).
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e Activité antigerminatif
- Protocole expérimentale
Dans ce test, nous avons utilisé la méthode de (Mbayo et al., 2016). La détermination du
pouvoir antigerminatif des extraits de la propolis est effectuée en traitant des graines de lentilles
(Lens culinaris) mises en germination dans des pots, par des extraits de la propolis a différentes
concentrations.
- Détermination du taux d’inhibition : appelé aussi le pouvoir anti germinatif.
Le taux d’inhibition de la germination des graines est calculé selon la formule suivante :
H%= (N-n)/N x100
H% : pourcentage d’inhibition
N : nombre totale des graines
n : nombre des graines germees
- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI est la plus petite concentration d’extrait suffisante pour inhiber la germination
des graines de lentille.
e Activité inhibitrice de la croissance racinaire
- Protocole expérimentale
Apres 48 heures, de la mise en germination des graines de lentille, la longueur des radicules
a été mesurée et 1’arrosage a été poursuivi avec des extraits bruts de la propolis a différentes
concentrations. Deux témoins ont été utilisés : un témoin ne contenant que des graines de lentilles
germées, aspergéees de 0,5 ml de I’eau distillée, et ’autre des graines sont aspergées de 0,5 ml du
DMSO dilue dans un rapport de 30%, afin d’exclure leur effet nocif (Mbayo et al., 2016).
Les observations de 1’élongation racinaire ont duré deux jours ; selon le protocole de (Mbayo
et al., 2016).
Apres 48 heures, les racines sont retirées, puis une analyse cytogénétique a été réalisée.
- Détermination de I’indice de mitose
I’indice de mitose (Im), est le rapport entre la longueur (T) des racines des graines germées
traitées a différentes concentrations des extraits de la propolis étudiés, et la longueur des racines de
témoin, mesurées pendant 02 jours des observations (Mbayo et al., 2016).
Im=T de I’extrait (mm)/ T témoin (Mmm)
- Détermination du taux d’inhibition
Le pourcentage d’inhibition de 1’¢longation racinaire est calculé selon la formule
suivante :
H%= (To— T1)/ To*100
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H% : pourcentage d’inhibition
To: Taille des racines du témoin.
Ta: Taille des racines en présence de I’extrait.
- Analyse cytogénétique
L’analyse cytogénétique se fait selon la méthode citée par (Fasla, 2009) :
+ Fixation

Des apex racinaires ayant une longueur d’1 centimetre sont fixés dans une mixture
fraichement préparée d’un mélange d’acide acétique et d’éthanol a 95% pendant 24 heures selon la
méthode adoptée par (Fasla, 2009).

La fixation a pour but de bloguer toute évolution des divisions cellulaires, et permet
de conserver I’intégrité structurale des chromosomes. Ce matériel peut étre conservé dans 1’éthanol
a 70% durant plusieurs mois au réfrigérateur a 4°C.

+ Coloration

La coloration nécessite d’abord une hydrolyse des apex racinaires dans I’HCI (acide
chlorhydrique) a 1Normalité, pendant 05 minutes, durant lesquelles HCI hydrolyse le ciment
pectique qui relie les parois cellulaires. Ce ci facilitera ensuite la dissociation des cellules.

La coloration se réalise a I’aide du rouge carmen acétique pendant 20 minutes, en
ajoutant du fer ferrique pour mieux colorer les noyaux des cellules.

% Préparation des lames

La partie méristématique, hydrolysée et colorée, est écrasée entre lame et lamelle, en
tapotant doucement afin d’obtenir un bon étalement des cellules. L’examen des lames de droite a
gauche et du haut vers le bas est réalisé a 1’aide d’un microscope optique en utilisant 1’huile

d’immersion au grossissement 100.

D) Méthode d’évaluation de I’activité anthelminthique
Le test de I’activité anthelminthique a été réalisé selon la méthode de (Deore et al., 2009).

L’essai a été effectué sur les vers de terre (Lumbricus terrestris). Le choix de ce type de ver
est justifié par le fait qu’il y a une ressemblance anatomique et physiologique de 1’Ascaris parasite

intestinale de 1’homme.

e Activité anthelminthique des extraits de la propolis

- Protocole expérimentale

Les vers de 3 a 5 cm de longueur sont collectés du sol humide, lavés, puis répartis sur des
boites de pétrie a raison de 03 vers par boite, chaque boite contenant 03 ml d’eau, ou nous avons

ajouté 0,5 ml d’extrait brut de la propolis a différentes concentrations allant de 100 mg/ml jusqu’a
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1,56 mg/ml, pour obtenir des concentrations finales oscillées entre 14,28 mg/ml et 0,22 mg/ml.
Apres une durée de 30 minutes de réaction, les vers sont retirés et mets dans 1’eau distillée. L’état
des vers est observé aprés 30 minutes, 60 minutes et 90 minutes. Les témoins sont constitués de

I’eau et du DMSO appliqués aux mémes conditions expérimentales que les extraits.

L’¢état de paralyse a été noté quand aucun mouvement de vers n’a pu étre observé, sauf quand
ils ont été secoués vigoureusement. La mort a été conclue lorsque les vers ont perdu leur mobilité,

suivie par I’effacement de leurs couleurs corporelles.

- Calcul du Concentration minimale inhibitrice (CMI)
La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration qui provoque la
paralysie des vers.
e Activité anthelminthique de la fumée de la propolis brute
En plus de ce qui a été fait, nous avons voulu tester ’effet de la fumée de la
propolis brute brdlée sur les vers de terre, du fait que cette derniere renferme des composés
aromatiques.
- Protocole expérimentale
Pour effectuer ce test, nous avons utilisé la fumée de la propolis brute de différentes
régions de 1’ouest algérien (Mascara 1, Mascara 2, Ain Trid, Telagh et Sidi Dahou) : 01 gramme
de la propolis brute est enrobée dans un papier, brllée pendant 30 secondes, et déposée dans des
boites pétri. Chaque boite contenant 03 vers de terre (Lumbricus terrestris), de 03 a 05 cm de
longueur. Les boites ont été fermées, pour que la fumée ne sortant pas. Des observations ont été
effectuées apres 30mines, 60 minutes et 90 minutes. Le témoin est constitué de la fumée du papier
bralé.
E) Méthode d’évaluation de I’activité cicatrisante

Pour effectuer cette activité la méthode adoptée par Krell, 1990 a été appliquée selon le
protocole ci-contre :

30 grammes de propolis brute de la région de Ain Trid est macérée dans 100 ml
d’éthanol absolue pendant 15 jours. Apres filtration, I’extrait a été évaporé a 1’aide d un évaporateur
rotatif, pour obtenir un extrait mou. Ce dernier est mélangé avec la vaseline pure (dans un rapport
de 15% extrait de propolis et 85% vaseline) dans un bain marie jusqu’a ce qu’ils sont fondus, puis
ils sont mélangés et restés refroidis. Cette préparation a été utilisée comme pommade a base de
propolis appliquée sur les brilures.

L'expérimentation a été faite au niveau de la station expérimentale (animalerie) de

I'université de Mascara « Mustafa Istambouli», dans 1’objectif est d’évaluer le pouvoir cicatrisant
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d’une pommade préparée a base d’extrait de la propolis de Ain Trid, et de la comparer avec une
creme commerciale a base de sulfadiazine argentique « Hebermine », qui est utilisée couramment
pour traiter les brilures.
e Matériel biologique

Dix-huit (18) rats wistar (méales et femelles), peses entre 240 g et 280 g, ont été logés dans
des cages individuelles et maintenus dans un cycle lumineux de 12 heures d’éclairage et de 12 heures
d’obscurité. Accés libre a la nourriture et a I'eau. Les rats ont été répartis au hasard en trois groupes
de six chacun.

Le groupe | est composé des rats traités avec une pommade a base de propolis.

Groupe 1l incluant des rats traités avec une creme commerciale a base de sulfadiazine
argentique appelée «Hebermine» (témoin positive).

Groupe 111 considérait comme non traité (témoin négative) selon le protocole adopté par
(Ammar et al., 2015).

e Protocole expérimental

Chaque rat a été anesthésié avec 40 mg / kg de thiopental intra-péritonéal (IP) et rasé
localement. Des brdlures au 2éme degré ont eté menées sur 1’un des cotés de chaque rat avec un
poincon, de surface de 5cm?, qui est chauffé pendant 20 secondes. Ensuite, il a été mis sur le coté
rasé du rat, sans pression, pendant 5 secondes. Tous les animaux sont immédiatement injectés avec
une solution de paracétamol (10 mg / ml) (pour atténuer les douleurs), par voie intrapéritonéale (IP).

Les groupes | et 11 regoivent respectivement une application topique de 0,5 g de pommade
de propolis et de créme d’Hebermine immédiatement apreés la brilure et chaque 48 heure (Pessolato
etal., 2011).
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Le traitement a duré 23 jours, car cette période est cruciale pour la guérison complete des
bralures (Pessolato et al., 2011) ( voir figures n°10, 11, 12).

Figure n° 10 : rat anesthésié et br(ilé (Debab, 2019). Figure n°11 : applicatif)r} de 12'1 pommade a base de I’extrait
de propolis d’origine Ain Trid (Debab, 2019).

Figure n° 12 : application de la créme d’Hebermine (Debab, 2019).

e Mesure de la surface des bralures
Pendant la période de cicatrisation, les limites de brQlure ont été photographiées et
mesurées a l'aide d’un pied a coulisse. La contraction de brdlure, exprimée en pourcentage de

réduction de leur taille initiale, a été calculée en utilisant la formule suivante :

Contraction des bralures (%) = [(Ao-An)/Ao] X100 (Pessolato et al., 2011).

Ou Ao se refére a la taille initiale de bralure.
An: la taille de brilure au jour spécifique.
e Etude histopathologique
Au niveau du 23éme jour, chaque rat de chaque groupe est sacrifié, 1I’euthanasie est réalisée

par overdose du chloroforme.
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Des prélevements de peaux sont effectués sur la zone brdlée juste apres l'euthanasie. Ces
prélevements sont conserves dans des tubes a essais de 20 ml immergés dans une solution de formol

a 10%, puis, procede a 1’étude histopathologique (Ammar et al., 2015) (voir figures n°13 et 14).

»
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Figure n°13 : incision de la peau du rat Figure n° 14 : prélévement de la partie brilée de la peau
(Debab, 2019). (Debab, 2019).
L’étude histopathologique des tissus collectés est réalisée dans le centre hospitalo
universitaire Abdelkader Hassani, au niveau du service d’ANAPATH (Anatomo — Pathologie).

Les échantillons des tissus conservés sont incorporés dans la cire de paraffine, coupés en
sections de 5um (micrometre) d’épaisseur, et colorés avec 1’hématoxyline-éosine, pour faire

I’observation microscopique selon la méthode appliquée dans le service d’ANAPATH.

F) Méthode d’évaluation de I’activité antiparasitaire de la fumée de la

propolis brute contre le varroa (effet acaricide)

Il est & signaler que le varroa (Varroa sp), est un parasite de l'abeille, il a été observé pour la
premiére fois en Indonésie en 1904 sur I'abeille asiatique Apis cerana. L'introduction par I'nomme

d'Apis.mellifera sur le territoire asiatique a permis a l'acarien de changer d'héte (Mackowiak, 2009).

Ce ravageur a couté des millions de dollars a I’industrie apicole en raison de la perte du

rendement en miel et de la mortalité des colonies d’abeilles melliferes (Underwood et Currie, 2003).

Les acariens causent des blessures aux abeilles melliferes par alimentation directe. La
femelle adulte perce la membrane intersegmentale molle des abeilles avec leur chélicera pointu et
aspire 1’hémolymphe (sang) des abeilles. Cependant, I'abeille adulte n'est endommagée que si

I'infestation est grave (agricultural food engineering technical report, 2006).

Dans de nombreuses régions du monde, la menace d'infestation par l'acarien oblige les
apiculteurs a traiter leurs colonies avec des acaricides. Actuellement, il existe de nombreuses

préparations et procédures pour traiter les acariens (Wallner, 1999).
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Les substances actives utilisées doivent étre présentes dans la nature et ne présenter aucun
risque pour les consommateurs des produits apicoles (Imdorf et al., 2015). Les acaricides naturels
qui sont des mélanges de différents composants avec différents modes d'action résoudront peut-étre
le probléme de la varoase et I'émergence d'une résistance contre de tels acaricides (Garedew et al.,
2001 a).

L’objectif de cette étude expérimentale est d’évaluer I’activité acaricide contre le varroa in
vivo, de la fumée de propolis et des feuilles du thym (Thymus sp), appliquée directement sur les

ruches.

Il est a noter que généralement, les apiculteurs utilisent uniqguement les feuilles du thym,

pour des tests de traitement contre le varroa.

o Matériel végétale

Pour cette activité, nous avons recolté 30 g des feuilles du thym (Thymus sp) et on a
utilisé la propolis brute de la région de Sidi Dahou, coupée en morceaux plus petits (30grammes) ;
I’ensemble est appliqué directement sur les ruches sous forme de fumée, en utilisant I’enfumoir de
Iapiculteur.

Le choix est porté sur la propolis de la station de Sidi Dahou, du fait que
I’expérimentation a été réalisé au niveau des ruches de la dite station, alors autant utilis¢ la propolis
de ses propres ruches.

e Protocole expérimentale

L’expérimentation a été réalisée durant 1’été du mois d’Ao0t, de I’année 2016, selon la
méthode adoptée par (Daher et Alburaki, 2006): 06 ruches ont été choisies au hasard dans un rucher
privé de la zone d’ouest algérien (Sidi Dahou).

Les ruches sont divisées en deux (02) groupes : le groupe | : formé de trois (03) ruches,
traitées avec la fumée de propolis brute, qui s’applique fréquemment au niveau du trou de vol et sur
les cadres.

Le groupe Il : comprend également trois (03) ruches, qui sont traitées avec la fumée des

mélanges de feuilles du thym et de la propolis brute.
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Ces ruches sont équipées des papiers en plastique graissés par de 1’huile ou de vaseline, pour

recueillir des varroas chutés (voir figure n°15).

~18/08/2016 16:40 = »4I'H”I[|BIEDIE 16:00
o v il B

Application de la fumée au niveau du trou Application de la fumée sur les cadres (d)
de vol (c)

Figure n° 15 (a- b — ¢ — d) : modes d’application de la fumée de propolis
(Debab, 2019).
e Expression des résultats

Le dénombrement des acariens morts est effectué aprés 48 heures de ’application du
traitement dans chaque ruche.

Aprés une semaine, lorsque 1’efficacité du traitement a été totalement disparue, nous
avons procédé au dénombrement des varroas chutés naturellement.

Le pourcentage du nombre des acariens morts, ou I’efficacité du traitement, a été calculé
selon 1’équation suivante, selon (Daher et Alburaki, 2006) :

E%-= [(A1-A2)/A1X100]
E% : efficacité du traitement ;
Al : nombre des acariens chutés apres le traitement

A2 : nombre des acariens chutés naturellement.
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Au cours de cette expérimentation, le pourcentage du couvain dans chague ruche a été

pris en considération.
3.2.3 Analyse pollinique de la propolis

Nous rappelons que I’objectif de cette étude est de déterminer 1’origine botanique de la
propolis de différentes régions de 1’ouest algérien (Sidi Bel Abbés et Mascara), par 1’identification
des grains de pollen, et le calcul de leurs fréquences dans chaque zone d’étude.

e Les échantillons de propolis

Les échantillons de la propolis ont été collectés dans 09 zones de 1’ouest algérien (Sidi Bel
Abbés et Mascara) : Mascaral (zone d’El graiyia), Mascara2 (station expérimentale de 1’université
de Mascara), Beni Talla, Sidi Ali Ben Youb, Telagh, Oued Taourira, Ain Trid, Sfisef et Sidi Dahou,
et le dixiéme échantillon c¢’est celui de la propolis préparée commercialement sous forme de poudre
appelé « propolis commerciale ».

e Protocole expérimentale

L’extraction du pollen présent dans la propolis se fait selon la méthode de (Barth, 1998) :

0,5 g de propolis brute sont pesés et macérés dans 15 ml de 1’éthanol absolue pendant 04
jours, puis, filtrés, puis centrifugés pendant 05 minutes a 2500 tours /minutes, a la fin, on jette la
suspension et récupere le culot.

12 ml d’éthanol absolu sont ajoutées au culot, puis centrifugé et décante, ensuite, 12 ml de
KOH (Hydroxyde de Potassium) a 10% sont ajoutées, laissé bouillir le mélange pendant 03 minutes,
agité pendant 05 minutes a I’aide d’un agitateur magnétique, puis centrifugé et décanté. Apres, un
volume de 13 ml de I’eau distillée a été ajoutée au culot, puis centrifugé et décante, puis 5 ml de
I’acide acétique glacial sont ajoutés. Aprés que le mélange se repose toute la nuit, et apres leur
centrifugation et décantation, on ajoute au culot le mélange d’acétolyse (1,8 ml d’anhydride acétique
et 0,2 ml d’acide sulfurique concentré), laissé ensemble dans un bain marie pendant 3 minutes a une
température de 80°C. L’intérét de 1’acétolyse est de permettre une observation fine et rigoureuse de
la structure de la paroi pollinique, élément qui devient indispensable dans le cas des régions ou la
flore mellifere est mal connue (Gadbin, 1979).

Apres centrifugation et décantation, un mélange de glycérine et 1’eau est ajouté au culot,
laissé reposer au moins 30 minutes, puis centrifugé et décanté.

Le culot final est posé sur les lames, on ajoute une goutte de glycérine gélatinée, pour colorer

les graines (voir annexe D), et faire 1’observation au microscope optique.

42



Partie Expérimentale Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

o ldentification des grains de pollen
L’observation des grains de pollen se fait au microscope optique a différents grossissements.

Nous avons observeé 1’ensemble de la préparation et noté tous les grains de pollen rencontrés.
L’identification des grains de pollen est effectué a ’aide des pollens de référence, des Atlas des
pollens et des données tirées des publications : (Nair, 2014), (Willard et al., 2004), (Albore, 1979),
(Albore et Bernardini, 1978) et (Barth, 1998).

e Expression des résultats

Les résultats obtenus sont présentés sous forme du spectre pollinique, c¢’est-a-dire la liste des
taxons rencontrés avec leurs fréquences relatives. La fréquence relative est exprimée par le nombre
des grains de pollen d’un type pollinique sur la totalité des grains de pollen comptés dans une

préparation, selon la formule suivante :
FR= (n/N) x100
FR : fréquence relative
n : nombre des grains de pollen comptés pour un taxon donné

N : nombre total des grains de pollen comptés.
3.2.4. Analyse statistique

- Les données expérimentales collectées ont été effectuées en triple. Les variables
sont exprimés en valeurs moyennes et écarts type. MANOVA n way (analyse de variance
multivariée) et ANOVA (analyse de la variance) ont été utilisés pour exprimer les résultats, dans
un niveau de signification autour de 0,05 (p<0,05), en utilisant le logiciel IBM SPSS version 20.

- Pour le test de I’activité antiparasitaire contre le varroa, nous avons utilise le test de
khi deux appliqué sur Excel version 2007.

- Pour I’analyse pollinique, une méthode statistique « classification en nuées
dynamique » a I’aide du logiciel IBM SPSS version 20, a été appliquée pour répondre a deux
questions centrales :

e Quelles sont les stations qui ont des spectres polliniques similaires ?

e Comment caractériser les groupes des stations ?
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IV. Résultats et discussions

4.1. Résultats de I’étude phytochimique

Les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés des extraits de propolis
a différentes provenances sont illustrées dans les figures n° 16, 17, 18, 19, 20, 21 et 22,
respectivement et voir annexe A.

Ces teneurs dépendent de la zone géographique et la méthode d’extraction (p<0,05). Ainsi,
la teneur en phénols totaux dans le filtrat des extraits hydrosolubles est comprise entre 244,33 + 0,43
mg GAE/g (propolis commerciale) et 177,94 + 4,41 mg GAE/g (propolis de Beni Talla).

Par contre les résidus des mémes échantillons révelent des valeurs aussi remarquables que
leurs extraits, notamment au niveau de 1’échantillon de la propolis commerciale (242,22 + 3,65 mg
GAE/g) et une valeur plus ou moins importante pour 1’échantillon de la propolis de Beni Talla
(157,77 + 11,94 mg GAE/g). Alors que dans le filtrat des extraits alcoolosolubles, la quantité
équivalente est oscillée entre 220,44 + 7,05 mg GAE/g (propolis commerciale), et 180,30 + 0,72
mg GAE/g (propolis de Beni Talla).
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Figure n° 16 : teneurs en phénols totaux des extraits de la propolis (filtrats et résidus)
des différentes provenances géographiques et a deux modes d’extraction.
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Figure n°® 17 : dosage des phénols totaux Figure n° 18 : dosage des phénols totaux
des extraits hydrosolubles (Debab, 2019). des extraits alcoolosolubles (Debab, 2019).
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Pour les résidus, la propolis commerciale renferme une quantité importante en phénols
totaux en c’est a raison de 208,02 £ 2,01 mg GAE/g et la propolis de Sidi Dahou, qui renferme le
taux le moins considérable en phénols totaux (176,1 + 11,69 mg GAE/qg).

Cependant, et dans I’ensemble la quantité en flavonoides des extraits alcoolosolubles (filtrat
et résidu) est supérieure a celle des extraits hydrosolubles (filtrat et résidu). Ces teneurs dans les
filtrats des extraits alcoolosolubles sont oscillées entre 163,68 + 0,73 mg EC/g c’est pour le cas de
propolis de Sidi Dahou et 137,08 £ 10,01 mg EC/g pour propolis de Sfisef. Pour le résidu, la propolis
commerciale enregistre la valeur la plus importante en flavonoides (167,88 + 0,5 mg EC/g), la
propolis de Sidi Ali Ben Youb, marque la valeur la plus faible en flavonoides (69,66 + 3,73 mg EC/Qg).
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Figure n° 19 : teneurs en flavonoides des extraits de la propolis (filtrats et résidus)
des différentes provenances géographiques et a deux modes d’extraction.

Figure n° 20 : dosage des flavonoides

. Fi °21: fl i
des extraits alcoolosolubles (Debab, 2019). gure n dosage des flavonoides

des extraits hydrosolubles (Debab, 2019).

Au niveau des extraits hydrosolubles, le taux en flavonoides enregistré dans le filtrat est trés
faible si on le compare aux taux enregistrés dans les extraits filtrats alcoolosolubles, et les valeurs

les plus basses sont indiqués au niveau du filtrat de la propolis de Beni Talla a raison de 15,68 +
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1,58 mg EC/g ; en plus, les valeurs en flavonoides au niveau des filtrats de Ain Trid apparaissent
plus intéressantes, avec des valeurs de 56,31 + 1,10 mg EC/g. Pour le résidu, cette fois ci, Ain Trid
renferme un taux en flavonoides plus ou moins identique a celui observé dans son filtrat (51,2 + 1,6
mg EC/g) ; la méme constatation a été faite pour le résidu de la propolis de Beni Talla, avec une
valeur de 10,3 £ 0,49 mg EC/g de flavonoides qui est proche de la valeur indiquée dans son filtrat.

Toutefois, la propolis commerciale, reste 1’échantillon le plus riche en composes
flavoniques, notamment pour I’extrait alcoolosoluble (filtrat, résidu), et méme dans son extrait

hydrosoluble (filtrat, résidu).

Pour les tanins condensés, les quantités équivalentes des filtrats des extraits alcoolosolubles
sont plus importantes, ces valeurs comprises entre 27,53 + 2,78 mg EC/g (propolis de Mascara 2)
et 4,86 £ 0,12 mg EC/g (propolis de Sidi Dahou). Pour les résidus, 7,83 £ 0,55 mg EC/g (propolis
de Sidi Ali Ben Youb) et 1,3 £ 0,25 mg EC/g (propolis de Sidi Dahou). Pour les extraits
hydrosolubles, la quantité équivalente est arrivée jusqu’au 8,98 + 1,62 mg EC/g (propolis de Sidi
Ali Ben Youb) pour le filtrat, et 9,35 + 0,49 mg EC/g pour le résidu de la méme région.
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Figure n° 22 : teneurs des tanins condensés des extraits de la propolis (filtrats et résidus) des différentes
provenances géographiques et a deux modes d’extraction.
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4.2. Résultats des activités biologiques
4.2.1 Activité antioxydante

Nous rappelons que I’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de DPPH.

Les résultats obtenus montrent, tout d’abord que 1’activité antioxydante au niveau des
extraits alcoolosolubles (filtrats et résidus) des propolis étudiées est plus importante par rapport aux
extraits hydrosolubles (filtrats et résidus) des dites propolis.

Pour les extraits alcoolosolubles, nous avons constaté que les résultats obtenus du filtrat de
I’extrait de la propolis de Mascara2 présente 1’activité antiradicalaire la plus puissante, avec une
valeur d’ICso de 0,045 mg/ml, tandis que la valeur d’ICso de ’extrait de Sidi Dahou est considérée
comme le moins puissant (19,95 mg/ml) (voir figures n°® 23, 24, 25 et 26, et annexe A).
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Figure n° 23 : valeurs d’ICso en mg/ml des extraits de la propolis (filtrats et résidus) des
différentes provenances géographiques et a deux modes d’extraction.

SUERINIE 122

Figure n° 24 : activité antioxydante  Figure n° 25 : activité antioxydante ~ Figure n® 26 : activite antioxydante
d’extrait alcoolosoluble de Mascaral d’extrait alcoolosoluble de Telagh d’extrait hydrosoluble de Mascaral
(Debab, 2019). (Debab, 2019). (Debab, 2019).
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Alors que les résidus des extraits alcoolosolubles présentent une activité antiradicalaire
inférieure a celle des filtrats ; c’est ainsi que I’ICso de 1’extrait du résidu du Mascara2 est de 4,57
mg / ml, tandis que 1I’'ICso du filtrat de la propolis de la méme station est de 0,045 mg / ml a
I’exception de I’extrait du résidu de Telagh et de Sidi Dahou, ou les valeurs d’ICsg sont inférieurs
(7,07 mg / ml et 8,51 mg / ml) a celles des filtrats des propolis des mémes stations, (10 mg / ml et

19,95 mg / ml) respectivement.

Pour les extraits hydrosolubles, les valeurs d’ICso des filtrats sont oscillées entre 3,32 mg/ml
(propolis commerciale), et 42,62 mg/ml (propolis de Sidi Ali Ben Youb). Par contre pour les
résidus, ces valeurs sont comprises entre 0,29 mg/ml (propolis commerciale) et 23,67 mg/mi
(propolis de Sidi Ali Ben Youb), indiquant ainsi que le pouvoir antiradicalaire des résidus des
extraits hydrosolubles est plus puissant que celle des filtrats. D’une autre part, les extraits
hydrosolubles de Telagh et Sidi Dahou ont un pouvoir trés important que celle des extraits

alcoolosolubles.

Les résultats obtenus ont montré que les quantités équivalentes en composes phénoliques

des échantillons de propolis dépendent des méthodes d'extraction et des localisations géographiques.

Aussi, notre étude a révélé, que la propolis etudiee la plus riche en composés naturels,
notamment, les composés phénoliques est celle de la station de Ain Trid, Mascaral et Mascara2
suivi par les propolis des autres stations, et la méthode d’extraction la plus favorable est celle de la

macération alcoolisée a 70% de concentration.

L'origine botanique de la propolis détermine sa diversité chimique, sa composition chimique
dépend de la spécificité de la flore locale sur le site du collecte et donc des caractéristiques

géographiques et climatiques de ce site (Ahuja, 2011).

De nombreuses recherches qui ont été portées sur I’étude de la propolis en Algérie ont
montré un contraste clair dans la quantité des composés phénoliques : dans la propolis de 1’ Algérie
occidentale, il a été constaté que la teneur en phénols totaux variait entre 9,99 et 46,63 mg / g des
échantillons de propolis, tandis que la teneur en flavonoides varie entre 9,52 et 29,63 mg / g
(Benhanifia et al., 2013). Les échantillons de propolis étudiés dans le Nord-Est de I'Algérie (région
d'Annaba) a prouvé que la teneur en polyphénols varie entre 100,90 et 257,4 mg / g, tandis que la
teneur en flavonoides varie entre 58,99 et 91,44 mg / g (Nedji et Loucif, 2014). 1l a été constaté
qu'au Maroc, différentes régions produisent de la propolis contenant différentes concentrations (p

<0,05) en phénols totaux allant d'une valeur minimale de 0,74 mg / g a une valeur maximale de
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91,22 mg / g. La plus forte concentration des flavonoides était de (34,27 mg / g) et la plus faible
était (0,20 mg / g) (Miguel et al., 2014). En Tunisie, ils ont constaté qu’il y a des niveaux élevés de
flavonoides totaux (10 mg / g d'extrait), des tanins condensés (4,97 mg / g d*extrait) et des phénols
totaux (2,93 mg / g d'extrait) (Garoui et al., 2011). L'activité antioxydante de la propolis dépend
également de leur origine : les valeurs d’ICso étudiées dans différentes régions d'Algérie varient
entre 0,007 mg/ml et 0,184 mg / ml (Belfar et al., 2015).

Par contre dans notre étude, nous constatons que, quelle que soit la méthode d’extraction ou
la répartition géographique, tous les échantillons de propolis étudiés ont un pouvoir antiradicalaire

tres important.

Les résultats ont également montré que les extraits alcoolosolubles de propolis sont riches
en polyphénols, flavonoides et en tanins, selon (Kuropatnicki et al., 2013) : les flavonoides et les
phénols concentrés dans la propolis sont de puissants antioxydants. L’étude de ’influence du solvant
sur les propriétés antioxydants des extraits de propolis Brésiliens a montré qu’il y a des corrélations
positives entre la quantité en flavonoides et ’activité antiradicalaire (Schmidt et al., 2013). Au
contraire, les extraits hydrosolubles sont riches en polyphénols, leurs teneurs en flavonoides et en
tanins sont tres faibles, ainsi que le taux de piégeage des radicaux libres de DPPH. L'augmentation
de l'eau dans le systeme du solvant d'extraction, extrait les composés non phénoliques, tels que les
glucides et les protéines, ces derniers pouvant étre polymeérisés en grandes quantités avec des
composés phénoliques, ce qui conduit a la formation des complexes colloidaux non détectés par le
test utilisé (Bonnaillie et al., 2012). Malgré leurs faibles teneurs en flavonoides et en tanins, les résidus
des extraits hydrosolubles de propolis sont révélés avoir une activité antiradicalaire puissante que le
filtrat, ceci pouvant étre d0 aux polyphénols présentés dans les extraits. Un grand nombre de
composés phénoliques ont été obtenus, de 1’ordre de 15 composés dans des extraits aqueux de
propolis, parmi ces composés : les acides phénoliques polaires tels que l'acide caféique, I'acide p-
coumarique, l'acide isoférulique et I'acide benzoique (Sun et al., 2015). La réextraction des résidus
de propolis a réduit la quantité de cire contenu dans les extraits, ce qui provoque 1’augmentation du
pouvoir antiradicalaire, spécialement dans les extraits de Sidi Dahou, Telagh et la propolis
commerciale. Cette derniére, qui se trouve sous forme de poudre, est riche en composés phénoliques
et posséde une activité antioxydante puissante par rapport aux autres échantillons, qui sont collectés

directement de la ruche a I'état brut sans traitement.
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4.2.2. Activité antimicrobienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne sont illustrés dans les figures ci-contre (voir
figures n°® 27, 28, 29 et 30), et ont montré qu’il y a une différence significative (p < 0,05) ; des

diamétres des zones d’inhibition des extraits de la propolis entre les souches microbiennes testees.

W Staf
B E Ccoli
Candida

Ain Trid Mascaral Mascara2 Sidi Dahou Telagh

16
14
12
1

o

Diametres des zones
d’inhibition (mm)
O N B OO

Origines de la propolis

Figure n° 27 : diametres des zones d’inhibition (mm) des souches microbiennes testées.

Pour I’activité antimicrobienne, nous avons constaté que les extraits étudiés ont un effet plus
remarquable sur les bactéries a Gram positive présentées par Staphylococcus aureus, que sur les
autres souches.

Pour Staphylococcus, le diamétre de la zone d’inhibition est oscillé entre 9 mm enregistré

par la propolis de Sidi Dahou et 15 mm pour la propolis de Mascaral.

Tandis que pour les bactéries & Gram négative (Escherichia coli) le diamétre de la zone
d’inhibition est rangé entre 8 mm (propolis de Sidi Dahou) et 10 mm (propolis de Mascara 2).

Pour I’activité antifongique, les souches fongiques qui sont présentées par Candida albicans,
les diametres de la zone d’inhibition sont oscillés entre 8,5 mm révelée pour la propolis de Telagh

et 10,5 mm pour les propolis de Ain Trid, Mascaral et Mascara 2.

Figure n° 28 : diamétres des zones Figure n° 29 : diametres des Figure n° 30 : diametres des
d’inhibition du C. albicans (Debab, 2019). zones d’inhibition du S.aureus zones d’inhibition d’E. coli
(Debab, 2019). (Debab, 2019).
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Pour déterminer le potentiel de 1’activité antimicrobienne des extraits des propolis étudiés
des différentes provenances géographiques, nous avons adopter la méthode de (Vaquero et al.,
2007), qui permet de classer cette activité selon une échelle allant de 1 a 10, en fonction du

diameétre de la zone d’inhibition calculé aprés soustraction des disques.

Ainsi :

- Diamétre de la zone d’inhibition < 1 mm : absence de 1’activité antibactérienne (-) ;

- Diameétre de la zone d’inhibition égale a 1 mm : activité antibactérienne trés faible (f) ;

- Diamétre de la zone d’inhibition varie entre 2 et 3 mm : activité antibactérienne faible (+) ;

- Diamétre de la zone d’inhibition varie entre 4 et 5 mm : activité antibactérienne modérée
(++);

- Diamétre de la zone d’inhibition varie entre 6 et 9 mm : activité antibactérienne forte
(++4);

- Diamétre de la zone d’inhibition > 9 mm : activité antibactérienne trés forte (++++).

En fonction de 1’origine géographique des propolis étudiées, la classification du potentiel

antimicrobien selon le diamétre de la zone d’inhibition est décrite dans le tableau n° 03 ci-dessous.

Tableau n° 03 : résultats des diameétres des zones d’inhibition selon 1’origine géographique de

la propolis.
Origine des extrais des propolis Diameétres de la zone d’inhibition (mm)
Ain Trid Staphylococcus aureus 5 (++) : modérée
Escherichia coli 3 (+) : faible
Candida albicans 4,5 (++) : modérée
Mascaral Staphylococcus aureus 9 (+++) : forte
Escherichia coli 3,5 (+) : faible
Candida albicans 4,5 (++) : modérée
Mascara2 Staphylococcus aureus 8,5 (+++) : forte
Escherichia coli 4 (++) : modérée
Candida albicans 4.5 (++) : modérée
Sidi Dahou Staphylococcus aureus 3 (+) : faible
Escherichia coli 2 (+) : faible
Candida albicans 3 (+) : faible
Telagh Staphylococcus aureus 4.5 (++) : modérée
Escherichia coli 3 (+) : faible
Candida albicans 2,5 (+) : faible
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Nous constatons, selon le tableau ci-dessus que 1’extrait de la propolis de Mascara2 a un
effet antimicrobien trés fort que celle des autres extraits, et I’extrait de Sidi Dahou a une faible

activité.

Les résultats obtenus ont montré que les extraits de la propolis de 1’ouest algérien ont un
effet antibactérien considérable sur les bactéries a gram positive (S.aureus), par contre pour les
bactéries a gram négative (E. coli), I’effet est plutot plus ou moins faible. Une étude a été menée sur
les échantillons de la propolis des régions de Sidi Bel Abbés, Tlemcen et Mascara ont confirmé nos
résultats, ou le diamétre de la zone d’inhibition est rangé entre 8,05 et 21,4 mm contre S.aureus,
tandis qu’aucun effet antibactérien n’a été enregistré sur E. coli (gram négative) (Benhanifia et al.,
2013). Les travaux de (Velikova et al., 2000), sur I’activité antibactérienne et antifongique de la
propolis de la région de M’sila (Est algérien), ont révélé un diamétre de la zone d’inhibition de 19
mm contre S. aureus, et 12 mm contre Candida albicans, alors qu’ aucun effet n’a été observé sur
E.coli.

L’activité antimicrobienne des extraits de la propolis étudiés dépend de 1’origine
géographique, ou I’extrait de Mascara2 est le plus efficace et le plus remarquable.

Par ailleurs, I'activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de la propolis de différentes
régions du Nord Est algérien varie en fonction de l'origine de la propolis, et de sa capacité d’inhiber
la croissance des bactéries, ce qui suggere que les origines botaniques jouent un réle important dans
I'influence de l'activité antimicrobienne (Nedji et Loucif, 2014). D’apres des études menées sur les
substances antibactériennes et antifongiques de la ruche, seule la propolis est intéressante au point
de vue antifongique dans la ruche ; en effet, les cadavres (souris ou gros lépidoptéres) dont les
abeilles ne peuvent se débarrasser a cause de leur taille, sont enrobés de propolis, ces cadavres ne
se putréfient pas mais ils ne moisissent pas non plus (Lavie, 1960 b).

En fait, I’activité antibactérienne et antifongique de la propolis est due a la présence des
composés polaires (flavonoides, acides phénoliques et leurs esters). Le mécanisme possible de
I'action antibactérien et antifongique de la propolis est due & une inhibition de la division cellulaire
en présence de cette propolis, en agissant sur la réplication de I’ ADN de ces organismes, une simple

analogie avec le mode d’action des antibactériens classiques (Ota et al., 2000).
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4.2.3. Activite antimitotique

e Activité antigerminatif

Les résultats de I’activité antigerminative sont illustrés dans les figures n® 31, 32, 33, 34 et
annexe B).

L’effet des extraits étudiés sur la germination des graines de lentille, nous a permis de
constater que les extraits alcoolosolubles ont un pouvoir antigerminatif trés important que celui des
extraits hydrosolubles (p< 0,05), ou le taux d’inhibition de germination a atteint 100%. Tandis que
celui des extraits hydrosolubles, il reste plus ou moins important, a raison de 90% comme un
pourcentage maximale, (c’est le cas de I’extrait de la propolis commerciale), et 30% comme un
pourcentage minimale ; (c’est le cas de 1’extrait de Beni Talla et Mascaral) (voir figure n° 31).
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Figure n° 31 : taux d’inhibition de la germination des graines de lentille en pourcentage selon
mode d’extraction et 1’origine géographique de la propolis.

Toutefois, la concentration minimale inhibitrice de la germination des graines de lentille
(CMI) des extraits hydrosolubles enregistrée, parait tres intéressante, en particulier chez les
extraits originaires de Telagh (0,1 mg/ml) et de Sidi Dahou (0,28 mg/ml), néanmoins les valeurs
des CMI des autres extraits ne dépassent pas la valeur de 2,77 mg/ml (voir figure n° 32).
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Figure n° 32 : valeurs de la CMI (mg/ml) de différents extraits de la propolis
appliquées en fonction du mode d’extraction et 1’origine géographique.
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En paralléle, il est a noter que méme si le taux d’inhibition de la germination des différents
extraits alcoolosolubles étudiés, en révélant des pourcentages importants de 100%, la CMI en
mg/ml, utilisée est plus importante que celle des extraits hydrosolubles utilisée, a ’exception de la
CMI des extraits alcoolosolubles de Sidi Dahou, Sfisef et Telagh, ou les concentrations appliquées
pour inhiber la germination des graines de lentille sont plus ou moins faible, (1,88 mg/ml, 1,85

mg/ml et 1,11 mg/ml)respectivement (voir annexe B).

Figure n° 33 : taux de germinatioﬁ des graines de lentille de 1’extrait alcoolosoluble de Mascaral a
différentes concentrations. a: I’eau, b : C1,c: C2,d: C3,e: C4,f: C5 (Debab, 2019).

Figure n°® 34 : taux de germination des graines de lentille de 1’extrait hydrosoluble de
Mascaral a différentes concentrations. a: Cl,b:C2,c:C3.d : C4, e: C5 (Debab, 2019).
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Les résultats de 1’activité inhibitrice de la croissance racinaire sont illustrés dans les figures
n° 35, 36 et 37 et annexe B.

Les observations et les mesures des élongations racinaires pendant 48 heures, nous a permis
de dire qu’il y a une différence significative du taux d’inhibition de la croissance racinaire entre les
différentes concentrations des différents extraits de la propolis (p<0,05). C’est ainsi que pour
’extrait originaire de Mascaral a titre d’exemple, le taux d’inhibition de la croissance racinaire des
plantules de lentilles germés atteint 100% a une concentration C1 puis il diminue a 87,17% pour
une concentration C2, pour qu’il baisse jusqu’a concentration C7 (voir figure n° 35 et annexe B).

D’une maniére générale, nous constatons que le taux d’inhibition de la croissance racinaire
de lentille germée, est proportionnel a la concentration des différents extraits bruts appliques, quel
que soit I’origine géographique de la propolis.

Nous devons noter aussi, que seuls les extraits alcoolosolubles qui sont pris en considération
dans le cas de cette activité.
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Figure n° 35 : pourcentage d’inhibition de la croissance racinaire de la lentille germée en fonction
des différentes concentrations des extraits bruts de la propolis.

Le pourcentage d’inhibition dépend aussi de 1’origine géographique (p<0,05), ou les extraits
de Mascaral, Mascara 2 et Ain Trid présentent un pouvoir d’inhibition trés important, aussi, le taux
d’inhibition pour les concentrations C1, C2 et C3 des extraits de la région de Ain Trid sont
respectivement 92%, 87,5% et 53,84%, tandis que pour la région de Telagh sont 100%0, 58,79%
et 32,65%, et pour la région de Sidi Dahou : 95,65%, 71,42% et de 34,37% (voir figure n° 35).

55



Partie expérimental Chapitre 1V : Résultats et Discussions

C’est ainsi que I’indice mitotique de la croissance racinaire de la lentille germée, calculé est

inversement proportionnelle a la concentration des extraits bruts appliqués (voir figure n°® 36).

A titre d’exemple, les extraits bruts originaires de Mascaral et du Telagh, présentent un
indice mitotique égal a 0 a une concentration C1, puis cet indice augmente petit a petit, en diminuant
la concentration de 1’extrait brut pour atteindre une valeur de 1,15, a une concentration C7.
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Figure n° 36 : indice mitotique de la croissance racinaire de la lentille germée en fonction
des différentes concentrations des différents extraits bruts de la propolis.

Figure n°® 37 : taux de croissance racinaire des graines de la lentille en fonction des différentes
concentrations de I’extrait brut de Mascarala : C1,b:C2,¢:C3,d:C4,e:C5,f:C6,9:C7, h:I’eau
(Debab, 2019).
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D’apres (Deysson, 1961), pour étudier convenablement les caractéristiques d’activité d’un
compos¢ antimitotique, il est nécessaire d’éprouver 1’action des concentrations régulicrement
décroissante allant de la concentration maximale a la concentration minimale mortelle en un temps

court.

Le calcul de I’indice de mitose, nous a permis d’extraire les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) des extraits de la propolis, qui sont confinées entre 0,44 mg/ml (extraits de
Mascara 1, Mascara 2 et Telagh), et 0,22 mg/ml pour les extraits de Ain Trid et Sidi Dahou. Ces

valeurs ont mieux confirmé le pouvoir inhibiteur des extraits de la propolis étudiés.

Rappelons que le controle négatif représenté par 1’¢thanol (a 70% et 20%) et le DMSO, dans

un rapport de 30%, n’ont aucun effet sur la germination, ni sur I’inhibition de la croissance racinaire.

En paralléle, I’étude de I’analyse cytogénétique du méristeme racinaire traité a différentes
concentrations des extraits bruts de la propolis, est illustrée dans la figure n° 38 (a, b et ¢).

Il est a noter que toutes les cellules de méristeme racinaire de lentille traité, par la
concentration C1, sont en arrét de division mitotique (figure n° 38a), alors que celles traitées par la

concentration C4, sont en cours de division cellulaire (figure n° 38 b).

Bien évidemment, le test témoin traité par ’eau distillée, montre que les cellules

méristématiques sont en plein division (figure n° 38 c).

Figuren® 38 a Figuren° 38 b Figuren© 38 ¢

Figure n° 38 : analyse cytogénétique du méristéme racinaire de lentille, traité par différentes concentrations
des extraits bruts de la propolis (grossissement X1000) (Debab, 2019).
a : méristeme traité a la concentration C1.
b : méristeme traité a la concentration C4.
C : méristéme traité a I’eau (test témoin).
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L’activité antigerminatif des extraits de la propolis de 1’ouest algérien a démontré que tous
les extraits étudiés ont un effet antigerminatif, quel que soit la nature des extraits (alcoolosolubles
et hydrosolubles), selon les valeurs de la CMI (concentration minimale inhibitrice), qui sont rangées
entre 0,1 mg/ml (extrait hydrosoluble de Telagh), et 0,28 mg/ml (extrait hydrosoluble de Sidi
Dahou), mais le pourcentage d’inhibition des extraits alcoolosolubles est tres important que celui
des extraits hydrosolubles, ou il a atteint 100% dans les trois jours d’observation apres semis.

Dans le méme contexte, des travaux reéalisés par différents chercheurs ont confirmé notre
étude et ont des reésultats similaires aux nétres ; aussi, (Derevici et al., 1964), ont démontré 1’action
antigerminatif des extraits de la propolis Romaine et Soviétique sur les semences du chanvre
(Cannabis sativa), et ceux, dans des concentrations de 1/10 et 1/20.

Aussi, (Gonnet, 1968) a étudié les propriétés phytoinhibitrices de la colonie des abeilles, et
a démontré que la propolis a une action phytocide sur les tubercules de la pomme de terre.

L’étude de I’activité d’inhibition de la croissance racinaire des graines de lentille traités par
nos extraits bruts a démontré que le taux d’inhibition ainsi que 1’indice de mitose dépendent des
concentrations et de 1’origine géographique des extraits de propolis, ou les régions de Mascaral,
Mascara2 et Ain Trid ont un pouvoir inhibiteur tres important. Les valeurs de la CMI allant de 0,44

mg/ml & 0,22 mg/ml ont confirmé 1’effet antimitotique remarquable de nos extraits.

L’indice de mitose est expliqué par 1’analyse cytogénétique des méristémes radiculaires
traités par différentes concentrations des extraits de la propolis. La partie du méristéme traitée par
la concentration C1 n’a donné aucune cellule en cour de division, par rapport a une concentration
de C4, et au témoin (eau), ou nous avons trouvé des cellules méristematiques en division ont été
identifiées.

Aussi, I’étude sur les extraits éthanoliques de propolis provenant de différentes régions en
Turquie, a montré qu’ils ont des effets antigerminatifs et antimitotiques sur les grains de blé
(Triticum durum), en fonction des concentrations et de 1’origine géographique de propolis (Sorkun
etal., 1997).

Les concentrations actives les plus élevées provoquent plus ou moins rapidement la mort des
racines. Lorsque I’action toxique est rapide, les cellules méristématiques présentent un aspect
uniforme : les noyaux dont la chromatine est atteinte de chromatolyse renferment des nucléoles
fortement dilatés et les vacuoles sont hypertrophiées, ainsi que quelques mitoses abortives trés

altérées dont la chromatine est grossiérement coagulée (Bournique, 1970).
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Selon (Fasla, 2009), quand I’indice de mitose diminue en dessous de 22% du témoin, il
provoque ce qu’on appelle « effet Iétal » sur les organismes testés. Une diminution de 1’indice
mitotique de 50%, est habituellement a un « effet sub 1étal ». D’apreés ce qui précéde, nous pouvons
déduire que les extraits de nos échantillons de propolis présentent un effet Iétal aux concentrations
de C1, C2et C3.

A la fin, nous pouvons conclure selon les résultats obtenus de I’activité antimitotique des
extraits de la propolis de 1’ouest algérien que ces derniers ont un pouvoir anticancéreux et
cytotoxique.

Aussi, une étude sur les extraits éthanoliques de la propolis Tunisienne, a prouvé qu’ils ont
une activité antiproliférative puissante contre les cellules cancéreuses, ou les valeurs d’IC50 sont
rangees entre 0,015 mg/ml et 0,2 mg/ml (Koudhi et al., 2010).

L’évaluation des extraits de la propolis Marocaine in vitro a confirmé une activité
cytotoxique sur les cellules cancéreuses, ou les valeurs d’IC50 sont oscillées entre 0,015 mg/ml et
0,038 mg/ml. Ces extraits ont un effet aussi sur la diminution du volume des cellules tumorales chez
les souris (Ait Mouse et al., 2012). Des études faites, in vitro et in vivo, ont prouvé que la propolis
a une action immunomodulateur, qui stimule I'immunit¢ non spécifique, active I’immunité
humorale, et améliore I'immunit¢ a médiation cellulaire, ce qui est bénéfique pour la

chimioprévention du cancer (Elbaz et al., 2016).

4.2.4. Activite anthelminthique
e Activité anthelminthique des extraits de la propolis

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures ci-dessous (figures n° 39 et 40), et qui
montre qu’apres 30 minutes, 60 minutes et 90 minutes d’observation de 1’état des vers traités par
les extraits de la propolis a différentes concentrations allant de 14,78 mg/ml a 0,22 mg/ml, nous
avons constaté qu’il y a une différence significative (p<0,05) du temps nécessaire de paralyse des
vers entre différentes concentrations des extraits de la propolis étudiés. Le temps requis pour
paralysie ces vers est estimé a 30 minutes pour les concentrations C1, C2 et C3 tous les extraits
confondus, a I’exception de 1’extrait de Sidi Dahou, ou le temps nécessaire pour paralyser es de 60

minutes.

A propos la concentration C4, le temps de paralysie des vers est de 60 minutes pour les
extraits de Sidi Dahou et Ain Trid, et de 90 minutes pour 1’extrait de Telagh, néanmoins, a partir

des différents extraits bruts des différentes propolis étudiées, nous avons constaté, que tous les vers
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sont en état mobile a 1’exception de 1’extrait de la propolis de Mascaral, ou les vers sont paralysés

au bout de 60 minutes a une concentration de C5.

Nous rappelons que le contréle négatif représenté par le DMSO dans un rapport de 30% n’a
aucun effet notable contre les vers.

Apres 90 minutes de I’expérimentation, nous avons constaté que les vers traités par I’extrait
brut de Mascara2 sont morts, au bout de la concentration C1 et C2, et au niveau de C1 dans I’extrait
de Mascaral. Le temps global nécessaire pour la mort de tous les vers testés est évalué a 5 heures
(300 minutes) qui suivent 1’expérimentation (voir figure n° 39).

L’estimation du temps de paralysie et de la mobilité des vers, nous a permis de calculer la
CMI (concentration minimale inhibitrice) des extraits de la propolis étudiés, qui est confinée entre
0,89 mg/ml (extrait de Mascaral) et 1,78 mg/ml (extraits de Mascara2, Ain Trid, Sidi Dahou et

Telagh). Ces valeurs confirment le pouvoir anthelminthique de tous les extraits étudiés.
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Figure n° 39 : effets des différentes concentrations des extraits bruts de la propolis a différentes
provenances sur la paralysie des vers de terre.
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La figure ci-contre représente les vers de terre traités par différentes concentrations de
I’extrait de Ain Trid. Nous avons observé que I’effacement de couleur des vers est tres clair au

niveau des concentrations C1, C2 et C3, avec I’excrétion des substances jaunatres dans les boites

(voir figure n° 40).

Figure n° 40 : traitement des vers de terre par I’extrait brut de la propolis de Ain Trid
a différentes concentrations (Debab, 2019).
a:Cl,b:C2,c:C3,d:C4,e:C5,f:C6,g:C7.
e Activité anthelminthique de la fumée de la propolis brute
Nous rappelons que durant cette expérience, nous avons testé 1’effet de la fumée de la
propolis sur les vers de terre. Tous les résultats obtenus ont montré qu’aprés 30 minutes d’exposition
des vers a la fumée, ils sont paralysés, et aucun cas de mortalité n’a été enregistré durant 60 minutes
et 90 minutes qui suivent. Les vers sont restés a 1’état d’immobilité durant 13 heures, ou nous avons

enregistré la mort des vers exposés a la fumée de la propolis de Sidi Dahou, et celle de Telagh ;
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celles de la propolis de Mascaral, Mascara2 et Ain Trid, ont provoqué la mort des vers apres 15
heures.

Les vers traites par la fumée du papier sont tous morts par asphyxie, aprés 30 minutes
d’exposition.

Le traitement des vers par la fumée de la propolis a provoqué des modifications
morphologiques, notamment leur noircissement et leur dessechement qui se présentent clairement

dans la figure ci-contre (voir figure n° 41).

Figure n° 41 : traitement des vers de terre par la fumée de la propolis de différentes provenances
géographiques (Debab, 2019).
a : Sidi Dahou, b : Telagh, ¢ : Mascaral, d : Mascara2, e : Ain Trid, f : test témoin.

La durée nécessaire, provoquant la paralysie des vers de terre, est pratiguement la méme
qu’ils soient exposés a la fumée de la propolis ou bien a leur extraits bruts des différentes
provenances.

Par contre, la mort ou méme les changements morphologiques de ces lombrics, exige un
temps d’exposition a la fumée plus important que celui des extraits bruts comme ¢’est mentionné a

la figure n° 42.

Ainsi, nous avons constate que Le temps estimé entre le paralyse et la mort des vers traités
par la fumée est plus important que celle de I’extrait, ce qui prouve I’effet anesthésique de la

propolis.
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Les changements macroscopiques de I’état des vers apres le traitement par la fumée de la
propolis, principalement le desséchement et le noircissement de leurs corps, ont aidé a comprendre
le processus d’inhibition de la putréfaction des cadavres a 1’intérieur de la ruche par la propolis, a

cause de leurs émissions volatiles.
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Figure n° 42 : effet des extraits bruts des propolis et de la fumée sur la viabilité des vers de
terre (temps de mortalité).

Il est & noter que I’helminthiase est I’'une des maladies animales les plus importantes,
entrainant de lourdes pertes de production. La maladie est trés répandue, en particulier dans les pays
du tiers monde en raison de mauvaises pratiques de gestion. Le contréle chimique des helminthes
associé a une gestion améliorée a été la stratégie de lutte contre les vers dans le monde entier.
Cependant, les problémes augmentant du développement de la résistance dans les helminthes
(Lateef et al., 2003).

L’organisation mondial de santé a estimé que deux milliards de personnes sont porteuses de

cette infection parasitaire (Aswar et al., 2008).

Nous déduisons que ces résultats ont prouvé que tous les extraits de la propolis étudiés ont
un pouvoir anthelminthique élevé, ou les valeurs de la CMI sont estimées entre 0,89 mg/ml et 1,78

mg/ml.

Cependant, les extraits de Mascara 1 et Mascara 2 sont considéreés les plus efficace ; par leurs
effets puissants de tuer les vers dans un laps de temps de 90 minutes, par rapport aux autres extraits
(le temps requis est de 05 heures).
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La propolis a inhibé la croissance du parasite helminthique Fasciola gigantica. Dans les
tests contre la schistosomiase chez la souris, une réduction significative du nombre de schistosomes
de 59,2% a éte obtenue dans le groupe traité par la propolis, contre une réduction de 98,9% dans le
groupe traité par le praziquantel (Siheri et al., 2017). Une étude a été réalisée pour évaluer l'effet
de la propolis égyptienne sur Toxocara vitulorum, ou les vers adultes ont été incubés pendant 24
heures a plusieurs concentrations d'extrait éthanolique de la propolis (100, 50, 25, 12 et 6 pg / ml)
et évalues par microscope électronique a balayage et a lumiére aprés 1’incubation. Il a été observé
que l'extrait possédait une efficacité anthelminthique et que le taux de mortalité était dépendant de
la concentration (Siheri et al., 2017).

Aussi, des études ont montré que les flavonoides et les tanins sont impliqués dans 1’activité
anthelminthique, ils inhibent la phosphorylation oxydative des helminthes, en se fixant sur une
glycoprotéine, le collagene, qui joue le role protecteur de la cuticule du parasite.

Cette fixation induit un dommage de la cuticule, puis la mort de I’helminthe (Ongoka et al., 2012),
ce qui explique, dans notre étude, I’apparition des substances jaunatres (collagéne) dans les boites,
et I’effacement du couleur des vers.

L’¢étude de I’effet de la fumée de la propolis a montré qu’il a un pouvoir inhibiteur puissant
équivalent a celui de I’extrait brut.

Son odeur est complexe, parfois semblable a un baume, rappelant la cire, miel et vanilline.
Lorsqu'elle est brllée, la fumée a un aréme typique de baumes et résines de la plus haute qualité
(Mateescu, 2013).

En comparant I’effet de la fumée de la propolis et celle du papier, nous constatons que la
fumée de la propolis est riche en composés volatiles susceptible d’inhiber et bloquer 1’action des
vers, ce qui explique le rdle de la propolis a I’intérieur de la ruche comme agent antibiotique : Les
modes d'action de la propolis contre les microbes et les parasites sont actuellement inconnus et

pourraient étre dus a des contacts et / ou des émissions volatiles (Finstorm et Spivak, 2010).
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4.2.5. Activité cicatrisante

Les étapes de cicatrisation des brilures par I’extrait de propolis de la station de Ain Trid sont

illustrés dans les figures ci-contre (voir figures n°® 43, 44 et annexe C).

Ainsi, aucun cas de mortalité ou de signes d’infection des brilures n’a été enregistré durant

I’expérimentation.
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Figure n° 43 : changements macroscopiques de la cicatrisation des brllures pour différents groupes

(Debab, 2019).
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Les résultats observes, nous ont permis de diviser 1’évolution de la contraction des bralures

en deux phases essentielles, parmi les groupes étudiés :

- Du premier jour au onzieme jour apres la brilure, le pourcentage de contraction dans les
groupes traités (groupes I et 1), et celle du groupe non traité (groupe I11) ne semble pas constituer
une différence significative (p>0,05). A titre d’illustration : le pourcentage de contraction au
deuxiéme jour aprés la brilure dans le groupe | est de 4,82% + 2,02, groupe Il 2,43% + 1,70 et
groupe 111 1,71% + 0,64. Au 5éme jour, le pourcentage de fermeture des brdlures est arrivé a
11,02% + 3,41 dans le groupe I, 11,44% + 5,77 dans le groupe 1l et 2,36% + 0,65 au niveau du
groupe I1l. Au 11éme jour la brilure a été cicatrisée a un pourcentage de 33,28% * 15,15 dans le
groupe 1, 27,21% + 14,40 dans le groupe Il et 19,25% + 6,74 dans le groupe III.

- A partir du 14éme jour et jusqu'au 20éme jour, le pourcentage de contraction des brilures
montre une différence significative (p <0,05) entre les groupes étudiés, le groupe traité par la

propolis présentant un fort pourcentage de contraction que les autres groupes.

C’est ainsi qu’au 14eme jour, le pourcentage de contraction atteint 60,28% + 16,50 dans le
groupe 1, 39,95% =+ 10,60 dans le groupe Il et 33,54% + 14,12 dans le groupe Ill. Au niveau du
17eéme jour, ce pourcentage atteint 83,13% + 6,22 dans le groupe I, 49,01% + 13,86 dans le groupe
Il et 42,86% + 12,55 dans le groupe Ill. Le pourcentage de contraction n’a cessé d'augmenter
jusqu'au 20éme jour, avec une valeur de 90,44% + 6,54 dans le groupe I, 65,04% + 13,99 dans le

groupe Il et 60,36% + 20,79 dans le groupe I11.

Au dernier jour (23éme jour), les analyses statistiques ont montré qu’il n’y avait pas de

différence significative entre les groupes traités.

De ce fait, nous pouvons dire que le nombre de jours requis pour contracter 50% de la taille
initiale des brllures varie d’un groupe a I’autre. A titre d’illustration, dans le groupe traité par la
pommade & base de propolis, la cicatrisation de 50% de la surface de la brllure a été effectuée durant
12°™¢ jour, tandis que dans le groupe traité par la créme d’Hebermine, cette ci n’ait atteint qu’au

16°™ jour et dans le groupe non traité au 18°™ jour (voir figures n° 43, 44 et annexe C).
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4.2.5.1. Etude histopathologique des groupes traités apres cicatrisation des

bralures

A travers I’observation microscopique des coupes histologiques des tissus étudiés, nous

avons constaté les points suivants (voir figure n° 45)

- Dans le groupe non traité, il y a présence d’agrégats des cellules inflammatoires
(AG), ce qui indique que le processus de guérissent est lent, et la régénération des cellules
épithéliales (épiderme et le derme) est incompléte et inorganisée, ainsi que la présence des zones
d’échecs de production du collagéne (\), avec le début de formation du tissu granuleux {.. ).

- Par contre, pour les groupes traités par la propolis, et la créme d’Hebermine, nous
avons remarqué un remodelage des fibres de collagéne et la réépithélialisation compléte au
maximum de I1ésion (pour la propolis), et la présence des zones d’échecs de production du collagéne
faible par rapport au témoin non traité (pour I’Hebermine). La présence du tissu granuleux de fagon

clair indique que les brdlures sont totalement fermées et gueéries.
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Figure n° 45 : observations microscopiques des coupes histologiques des groupes étudiés
(grossissement X 100) (Debab, 2019)

Légende :

a : groupe traité par I’extrait de propolis de la station de Ain Trid.
b : groupe traité par la créme d’Hebermine.

C : groupe non traité.

E : I’épiderme, D : le derme, AG : agrégats de cellules inflammatoires

N

: zone d’échec de production de collagene, : tissu granuleux
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Les résultats obtenus ont montré que I'utilisation de la pommade a base de propolis pour
traiter les brdlures au deuxiéme degré chez les rats, était meilleure que celle de la creme commerciale
a base de sulfadiazine argentique, la différence apparaissant clairement du 14éme au 17eme jour.

Dans des études expérimentales menées sur un modéle animal par (Kurek et al., 2013), il a
été montré que les extraits de propolis incorporés dans divers émulsifiants (gels, pommades)
présentent un grand potentiel thérapeutique dans les brdlures au troisieme degré. Les préparations
étaient plus efficaces thérapeutiqguement que la sulfadiazine argentique (Kurek et al., 2013). Une
étude appliquée sur le traitement des brllures mineures chez les patients a prouvé que l'utilisation
du créme a base de propolis pour la peau peut étre une alternative viable et souhaitable a l'utilisation
du sulfadiazine argentique (Gregory et al., 2002).

La cicatrisation est un processus complexe et continu, de réparation des tissus qui commence
immédiatement aprés une blessure. Le processus physiologique consiste en une série d'étapes en
cascade mais, se chevauchant qui peuvent étre divisées en quatre phases principales (Adewumi et
Ogunjinmi, 2011) : L’hémostase, I'inflammation, la prolifération cellulaire et le remodelage tissulaire,
impliquant tous un certain nombre de processus cellulaires et moléculaires. Ce phénomene
comprend la migration et la prolifération des cellules épidermiques et des kératinocytes, adhérence
des fibroblastes et contraction de la matrice extracellulaire (Martinotti et Ranzota, 2015).

Les évaluations cliniques et histopathologiques ont confirmé que la propolis accélére ces
processus régenératifs et reconstructifs (Olczyk et al., 2013).

Le mode de préparation d’une pommade a base de propolis, pour le traitement des plaies et
des bralures, peut agir sur leur pouvoir cicatriciel : 1’étude de 1’activité cicatrisante d’'une pommade
de propolis de la région de Constantine, a montré qu’elle a un faible effet cicatriciel sur les plaies

appliquées sur les rats (Segueni, 2011).

En accordant avec nos résultats obtenus, la pommade a base de propolis originaire de Ain
Trid peur étre préparée traditionnellement pour un usage populaire, selon la méthode de (Krell,
1990).
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4.2.6. Activité antiparasitaire de la fumée de la propolis brute contre le varroa

(effet acaricide)

Il est a signaler d’abord que pour cette activité nous avons utilisé que la propolis de Sidi
Dahou appliquée sur ces propres ruches.

Les résultats, de cette étude sont illustrés dans les figures n° 46, 47 et 48.

Ils montrent qu’il y a une différence significative (p<0,05) entre nombre des acariens qui
sont morts suite a 1’application de la fumée de la propolis sujet de notre étude et ceux qui sont
tombés ou chutés naturellement ¢’est-a-dire sans I’application du traitement.

Alors, le nombre moyen des acariens chutés apres le traitement avec la fumée de propolis
atteint 245,66 individus, et 76,33 individus tombés naturellement (voir figure n° 46).
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Figure n° 46 : nombre de varroas chutés dans le groupe traité par la fumée de propolis.
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Dans le groupe 11, le nombre moyen des varroas chutes apres 1’application de la fumée du
mélange des feuilles du thym et propolis a été estimé a 265 individus, et 48,33 individus tombés

naturellement (voir figure n° 47).

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50 -
O .

B non traité

W traité

nombre de mites chutés

Ruche 1 Ruche 2 Ruche 3
Ruches

Figure n° 47 : nombre de varroas chutés dans le groupe traité par la fumée de propolis
les feuilles du thym (Thymus sp).

En conclusion et en comparant les deux types de traitements (propolis, propolis et feuilles
du thym) par application du test statistique de khi deux, nous pouvons dire qu’il n’existe pas une
différence significative entre le groupe traité par la fumée de propolis et ceux traité par la fumée du
mélange des feuilles du thym et propolis. Mais l'efficacité du traitement dans le groupe Il est apparue
supérieure a celle du groupe I. A titre d'illustration, la moyenne du pourcentage d'efficacité du

traitement du groupe | est de 63,45% et le groupe 1l est de 77,65% (voir figure n° 48).
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Figure n° 48 : efficacité du traitement dans les groupes étudiés.
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Ainsi, l'investigation du taux du couvain dans chaque colonie étudiée a montré qu'il est
proportionnel a l'efficacité du traitement : dans le groupe I, dans la colonie ou l'efficacité du
traitement atteignait 81,46%, le taux de couvain est estimé a 50%. Dans le groupe Il : dans la

colonie ou le pourcentage du couvain a atteint 80%o, I'efficacité du traitement a été estimee a

87,19%. Comme la montre les figures ci-dessous (voir figure n° 49 et 50).

Figure n° 49 : taux du couvain & 80% (Debab, 2019). Figure n°® 50 : taux du couvain a 50% (Debab, 2019).

Les résultats obtenus lors de 1’étude du taux du couvain dans chaque colonie étudiée, et leur
relation avec I’efficacité du traitement ont également montré que la fumée de propolis, et le mélange
des feuilles du thym et de la propolis ont un effet sur le contrdle du parasite. Parce que le couvain
est I’emplacement ciblé pour ce parasite, pour accomplir leur cycle de développement.

De nombreuses études in vitro ont montré que le pourcentage d'acariens tués apres traitement
avec des extraits de propolis variait entre 60,5% et 90% aprés 30 secondes d'exposition. Ainsi,
Varroa destructor était trés sensible a la propolis (Damiani et al., 2010). Une série des essais au
laboratoire ont montré que I'exposition directe des acariens contenus dans les boites de Pétri a des
concentrations relativement faibles des extraits éthanoliques de la propolis, entrainait une mortalité
élevée (100% au contact de 10% de I'extrait). De plus, l'exposition a des extraits dans des
concentrations aussi faibles que 0,5% provoquait des effets narcotiques entrainant une réduction de
la production de chaleur et des taux métaboliques chez 1’acarien (Finston et Spivak, 2010). Des
chercheurs ont observé des effets narcotiques et mortels des acariens en fumant des morceaux de
gaze utilisés pour recouvrir la surface supérieure des cadres de la ruche qui ont été propolisés.
(Garedew et al., 2001 b). (Daher et Alburaki, 2006), dans leurs expériences, ont utilisé la fumée de
différentes plantes pour traiter le varroa. Leurs résultats ont montré I'efficacité de I'utilisation de la
fumée contre les acariens, en expulsant les parasites de leurs emplacement central sur les corps des
abeilles. L’utilisation réguliére de la fumée pourrait entrainer ces parasites de déplacer pour

apparaitre plus tard a partir des cellules du couvain. Leurs résultats ont également demontre que la
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durée d'efficacité du thym contre le parasite est supérieure a celle des autres plantes. Parce qu’il est
riche en thymol, seul I’huile essentielle, largement utilisée en apiculture, qui présente une forte
activité acaricide et qui est bien tolérée par les abeilles (Imdorf et al., 1999). Des études récentes
ont montré aussi que le carvarol et le thymol sont parmi les principaux constituants chimiques du
Thymus ssp. De nombreux rapports font état de I'activité de ces deux composants contre Varroa
destructor sans risque notable pour I'abeille domestique (Ghasemi et al., 2011).

4.3. Résultats de I’analyse pollinique de la propolis

Les résultats obtenus ont montré que sur I’ensemble des 09 échantillons, nous avons
enregistré 62 types des taxons polliniques ; par contre le dixieme échantillon, représenté par la

propolis commerciale, ne renferme aucun grain de pollen (voir tableau n° 05).

Tableau n° 04 : spectre pollinique de la propolis de I’ouest algérien.

Taxon Mascaral Sfisef Telagh Beni Talla Oued Sidi Dahou  Sidi AliBen Youb  Mascara2  Ain Trid
Taourira
Acacia 1,82 0 0 0 0 0 0 0 0
Achillea 0,09 0 2,41 0 0,5 0 0,7 0,59 0,48
Allium 0,09 0 1,31 0 0,5 0 1,4 8,38 0
Aloe 0 0,26 0 0 0 0 0 0 0
Ammi 0 0 7,45 0 5,25 0 5,63 0 10,32
Arbitus 0 0,26 0 0 0 0 0 0 0
Artemisia 51,34 9,86 6,35 0 0 9,3 2,11 7,78 0
Asparagus 0 0,8 2,63 0 0,5 0 3,52 1,79 0
Asphodelus 0 0 0 0 0 0 0 0 0,16
Astragalus 0 0 0 0 0 0 0 0 0,96
Avena 0 0 0 0 0 0 0 0 0,16
Brachypodium 0 0 0,56 0 0 0 0 0 0
Calicotome 0 0,53 0 0 0 0 0 0 0
Carex 0 0 0 0 0 0 0 0,59 0,64
Centaurea 1,05 13,3 14,03 11,26 7,75 16,27 2,11 4,19 32,58
Chamaerops 0 0,26 0,21 0 0 0 1,4 0 1,12
Cirisium 0,09 1,33 3,94 0 1,25 0 1,4 0,59 1,45
Cistus 0,28 0,8 0,43 0 0 0 0 0 0
Citrus 0,38 0 0 0 0 0 0 0 0
cladium 0 0 0 0 0 0 0 0 0,48
Daphne 0 0 0,87 0 0 0 0 0 0
Daucus 0,67 3,2 5,48 12,67 5 0 7,04 11,97 3,87
Ephedra 0,09 0 0 0 0,5 2,32 0 0 0,48
Eruca 0 0 0 0 0 0 1,4 0 0,48
Eucalyptus 17,11 11,2 6,35 12,67 17,25 16,27 8,45 8,38 13,22
Foeniculum 0 0 0 0 0 0 0 0 0,32
Fraxinus 0 0 0 0 0 0 0,7 0 0
Hedera 0,28 1,33 0 0 0 0 0 0,59 0,96
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Juniperus
Lathyrus 0

Lavandula
Lotus 0

Malva

Marrubium 0,09

Medicago
Olea 8,55
Onobrochys
Origanum 0
Oxalis
Papaver 0
Pinus
Pistacia 0
Pisum
Plantago 0
Poa

Quercus 0,57

Raphanus
Rhamnus 0
Rosmarinus
Rubus 0
Rununculus
Salix 0
Sinapis
Sisymbrium 0
Tamarix
Taraxacum 0
Taxus
Tilia 0
Trifolium
Vicia 0,38
Vitis

Zyziphus 0,38

0,8

13,1

1,6

1,06

2,4

2,13

0,56

2,41

2,85

1,53

0,21

5,04

1,09

0,87

1,75

1,75

0,43

0 0 0 0,7 1,19 0

0 0 0 0 0 0,32
1,4 0,75 0 2,81 1,19 1,45

12,67 16,5 4,65 9,15 5,38 7,41

0 0 0 0 0,59 0

4,22 3 0 2,11 0,59 0

0 0 0 0 0 1,93

5,63 2,75 0 14,78 6,58 1,29

0 2,75 0 0 0,59 0

5,63 2,5 0 5,63 4,79 0

0 0 0 0 0 0,32

1,4 0,75 2,32 0,7 1,19 0

0 1,25 0 0 0,59 0
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principales : la 1ére classe regroupe seulement la zone de Mascara 1, et la 2éme classe regroupe les

Ainsi, I’étude statistique a classé le spectre pollinique des zones d’étude en 02 classes

huit autres zones (voir figures n° 51 et 52).
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Figure n° 52 : spectre pollinique de la 2éme classe.
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Par ailleurs, les grains de pollen dominants dans la 1ere classe sont : Artemesia a raison de

51,34%, Eucalyptus a raison de 17,11%, Sinapis a 12,85% et Olea a 8,55%.

Pour la 2éme classe les grains de pollen dominants sont : Centaurea a un pourcentage de

12,69%, Eucalyptus a raison de 11,72% et Olea a 8,96% (voir figures n° 53 et 54).

Eucalyptus Centaurea

Artemisia Propolis commerciale

Figure n° 53 : observation microscopique des grains de pollen dominants de la propolis de la premiére et
la deuxiéme classe, et la propolis commerciale (grossissementX200) (Debab, 2019).

Lavandula

Taraxacum Rhamnus Rununculus Tilia

Figure n° 54 : observation microscopigue de quelques grains de pollen dans les échantillons de la propolis étudiés
(grossissementX200) (Debab, 2019).
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dans les propolis des différentes provenances géographiques est reportée au niveau de I’annexe D

des différentes zones d’étude, les zones de Telagh et Ain Trid sont considérées comme les plus
diversifiées en taxons pollinique (33 taxons pour la zone de Telagh, et 32 taxons pour Ain Trid),

alors que Beni Talla et Sidi Dahou sont les moins riches en grains de pollen, et moins diversifiées

Nous signalons que 1’observation microscopique des différents grains de pollen identifiés

D’aprés le tableau n® 04 et la figure n°55, représentant le spectre pollinique de tous les taxons

(12 taxons pour la premiere et 10 taxons pour la deuxiéme).

Tableau n° 05 : répartition des taxons polliniques dominants dans les zones d’étude.

Nombre des Pourcentage de
Zones taxons dominance % Taxon dominé
Beni Talla 11 12,67 Daucus/ Eucalyptus/Olea
Sidi Ali Ben Youb 24 14,78 Quercus
Telagh 33 14,03 Centaurea
Mascaral 27 51,34 Artemisia
Mascara2 27 13,17 Sinaps
Oued Taourira 25 17,25 Eucalyptus
Ain Trid 30 32,58 Centaurea
Sfisef 25 13,33 Centaurea
Sidi Dahou 10 16,27 Eucalyptus
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Figure n° 55 : spectre pollinique des grains de pollen dominants dans les zones d’étude.
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Nous déduisons d’apres les résultats obtenus, que les échantillons de propolis étudiés au
cours de cette étude, a 1I’exception de la propolis commerciale, sont riches en grains de pollen et que

leurs spectres polliniques sont tres diversifiés (répartis sur 62 taxons polliniques).

En se basant sur cette richesse, (Albore, 1979) stipule que le pollen de la propolis est derive
de la flore environnante. Il entre dans la ruche par différents chemins. Il a proposé des hypothéses

concernant la provenance de la propolis et qui sont comme suite:

e La propolis est contaminée sur les plantes par du pollen atmosphérique ;
e Les abeilles en train de récolter la propolis, la polluent avec du pollen collant a leurs corps ;
e La petite boule de propolis étre mélangée avec du pollen par les butineuses ;

e Dans la ruche, le pollen récolté par les abeilles peut polluer la propolis (Albore, 1979).

La détermination de I’origine botanique de la propolis repose sur ’identification des pollens,
et sur la fixation de la fréquence des différents éléments. A partir de la fréquence des différents
pollens, on peut tirer des conclusions concernant la proportion des sources de nectar de pollen, et de

la propolis (Louveaux et al., 1970).

L’intérét de ’analyse pollinique de la propolis réside dans la détermination des plantes
melliféres et donc des zones melliferes, qui sont considérées comme un outil fiable pour I’apiculteur
dans le sens d’amélioration de la production et la diversification des sources du miel d’un c6té, et
d’un autre coté, dans le domaine phytoécologique, 1’analyse pollinique aide a déterminer la nature
du couvert végétale et les espéces qui se trouvent dans la zone d’étude. L’analyse pollinique de la
propolis a confirmé la difficulté de standardiser leur origine botanique. En Algérie, les sources de
collecte de la propolis sont principalement les coniféres (Pinus sp) qui occupent les zones semi
arides, le chéne (Quercus sp), cypres (Cupressus sp), casuarina, et peuplier (Populus sp)
(Mouhoubi, 2007).

La préparation de la propolis commerciale passe par différents étapes, telles que : les
procédés de lavage et de broyage, permettant d’obtenir la propolis pur et sous forme de poudre, sont
deux raisons principales qui causent la destruction des grains de pollen, et donc difficile a déterminer

leur origine botanique.
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¢ Interaction entre I’analyse pollinique et les activités biologiques de la

propolis

L’analyse pollinique des échantillons de la propolis provenant de différentes régions de
1’ouest algérien a montré qu’ils sont riches et diversifiés en grains de pollen (62 taxons polliniques),
ce qui indique la nature du couvert végétale ainsi que les especes dominantes dans chaque zone
d’étude (voir figure n° 56). De la méme maniére que pour I’étude des propriétés biologiques de la
propolis de ces régions, nous avons montré que le potentiel de ces activités dépend la provenance
géographique.

Et par conséquent, nous signalons que la richesse, et la dominance en especes végétales, sont
des facteurs clés pour déterminer I’efficacité biologique de la propolis, c’est ainsi que le nombre des
taxons polliniques de la propolis du Mascara 1 est de 27, ou le genre Artemisia est le plus dominant,
avec un pourcentage de 51,34%, alors que pour la propolis de Ain Trid, le nombre des taxons est

évalué a 30, ou le genre Centaurea le plus dominant, avec un taux de 32,58%.

Et pour la région de Telagh, le nombre des taxons est de 33, avec un taux de dominance de
14,03% (Centaurea). La propolis de Sidi Dahou est moins riche en taxons polliniques (10), avec la

dominance du genre d’Eucalyptus (16,27%b).

En parallele, L’étude de I’activité antioxydante des extraits des propolis des zones citées ci-
dessus, a confirmé que les extraits de la propolis de Mascara 1 et Ain Trid ont un pouvoir
antiradicalaire tres important, par leurs valeurs d’ICso enregistrées : 0,29 mg/ml (Ain Trid), et 0,98
mg/ml (Mascaral). Par contre cette valeur est évaluée a 10 mg/ml (Telagh), et 19,95 mg/ml (Sidi
Dahou). De méme facon pour les activités antimicrobienne, anthelminthique et antimitotique, ou les
extraits de propolis de Mascaral et Ain Trid sont plus efficaces que celle des extraits de Telagh et
Sidi Dahou (voir figure n° 56).

La richesse en especes végétales et la dominance ne sont pas les seuls facteurs pour
déterminer ce potentiel, mais aussi le cortége des taxons accompagnant les espéces dominantes ; a
titre d’exemple, bien que le nombre des taxons dans la région de Telagh est de 30, ou le genre
Centaurea le plus dominant, mais les fréquences des taxons polliniques qui les accompagnent sont
plus faibles, ne dépassent pas 8%. Tandis que pour la propolis de Mascaral, les fréquences des
taxons qui I’accompagnent sont importantes : Eucalyptus (17,11%), Olea (8,55%) et Sinapis
(12,85%). Et de méme fagon pour la propolis de Ain Trid et Sidi Dahou.
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(Bankova, 2005 a), a indiqué que l'origine botanique de la propolis détermine sa diversité
chimique, et la composition chimique de la colle d’abeille dépend de la spécificité de la flore locale

sur le site de collecte et donc des caractéristiques géographiques et climatiques du site étudié.

La variabilit¢ chimique de la propolis présente un probleme pour la standardisation.
Plusieurs types chimiques de propolis sont formulés en fonction de leur source végétale. Des critéres
fiables pour la standardisation chimique de différents types de propolis sont nécessaires, mais ces

criteres généralement acceptés n'existent pas encore.

Par exemple, le profil chimique de la propolis «peuplier», typique de la zone tempérée, peut
étre caractérisé par les parametres suivants : teneur totale en flavone et en flavonol, teneur totale en
flavanone et en dihydroflavonol et teneur totale en composés phénoliques. Ces parametres sont
mieux corrélés avec l'activité biologique et sont plus informatifs que la quantification des
composants individuels. Il reste beaucoup a faire pour parvenir a la standardisation des autres types
de propolis. Travailler avec du matériel standardisé permettra aux scientifiques de relier un type
particulier de propolis chimique a un type spécifique d'activité biologique et de formuler des

recommandations pour les praticiens traditionnels a souligné (Bankova, 2005 b).
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Figure n° 56 : interaction entre 1’analyse pollinique et activités biologiques de la propolis.
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¢ Interaction entre les activités biologiques et les teneurs en composés
phénoliques
Afin d’identifier les interactions entre les teneurs en composes phénoliques et les activités
biologiques de la propolis, nous avons réalisé 1’analyse en composante principal (ACP), en utilisant
le logiciel IBM SPSS, version 20 (Ferhoum, 2010).
Le but d’utiliser ce test pour réduire les dimensions des informations traitées (10 variables)

a un nombre plus faible de dimensions, ou axes principaux. Comme la représente le tableau n° 06.

Tableau n° 06 : variables et individus utilisés pour le test de I’ACP

Les variables Les individus
V1 : teneurs en phénols totaux I1 : Mascaral
V2 : teneurs en flavonoides 12 : Mascara2
V/3 : teneurs en tanins condensés I3 : Ain Trid
V4 : activité antigerminative (CMI) 14 : Telagh

V5 : activité d’inhibition de la croissance racinaire 15 : Sidi Dahou
(CMI)

V6 : activité anthelminthique (CMI)

V7 : activité antioxydante (ICso)

V8 : diamétre de la zone d’inhibition (Staf)

V9 : diamétre de la zone d’inhibition (E. coli)

V10 : diamétre de la zone d’inhibition (Candida)

D’aprés le tableau ci-contre (voir le tableau n° 07), nous avons constaté que les valeurs des
diamétres des zones d’inhibition des souches microbiennes, les valeurs de la CMI de I’activité
d’inhibition de la croissance racinaire, ainsi que les valeurs d’ICso de 1’activité antioxydante, sont
plus corrélées avec les teneurs en tanins condensés. Cela expliqué par le fait que D’effet
antiradicalaire et antimicrobien sont dues principalement aux tanins, et dans ce cas-la, 1’extrait de
Mascara2 est un tres bon exemple : leur quantité équivalente en tanins condenses est estimée a 27,53
+ 2,78 mg EC /g, leur ICsg est de 0,045 mg/ml, et il a un potentiel antimicrobien tres important que

celle des autres extraits.
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On peut constater que les facteurs de la premiere composante sont plus corrélés avec
« Porigine géographique de la propolis ».

Pour la deuxiéme composante, les quantités équivalentes en flavonoides sont plus corrélées
avec les valeurs de la CMI de I’activité antigerminative. Les flavonoides sont classés parmi les
antioxydants puissants, donc les facteurs de la deuxieme composante sont liés avec « I’activité
antioxydante de la propolis ».

Les teneurs en phénols totaux sont corrélées négativement avec les valeurs de la CMI de
I’activité anthelminthique. Les composés phénoliques présentent une activité anthelminthique trés
importante (Deore et al., 2009). Donc les facteurs du troisieme axe sont associés avec « les

composés phénoliques ».

Tableau n° 07 : corrélation entre les variables et les axes principaux

1 3
V8 0,955 -0,144 -0,247
V9 0,946 -0,277 0,153
V3 0,828 0,269 0,491
V5 0,752 -0,015 -0,125
V7 0,737 0,630 -0,098
V10 0,729 -0,537 0,008
V2 0,125 0,920 -0,120
V4 -0,450 0,841 0,294
Vi1 -0,292 0,202 -0,935
V6 -0,409 0,190 0,892

Donc nous avons constaté que la propolis de 1’ouest algérien est caractérisée par leur richesse
en composés phénoliques, d’un pouvoir antioxydant trés important, ainsi que leurs propriétés
biologiques dépendent I’origine géographique.

Nos résultats de I’ACP sont compatibles avec les travaux de (Ferhoum, 2010), ou les extraits
de propolis des zones de montagne, de plaine et de la steppe, sont caractérisées par leurs pouvoirs

antioxydants, et provenances géographiques.
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L’étude que nous avons effectué rentre dans le contexte de valorisation de 1’un des produits

de la ruche dans la région de I’ouest algérien.

L’étude phytochimique et 1’activité antioxydante des échantillons de la propolis ont montré
que I’effet des extraits de la propolis dépend de 1’origine géographique et de la méthode d’extraction
utilisée, ou nous avons démontré que les extraits de Mascaral, Mascara 2 et Ain Trid sont considérés
comme les plus puissants. Aussi, nous avons confirmé que les extraits alcoolosolubles ont une
activité antioxydante plus importante que les extraits hydrosolubles ; toutefois, les extraits
hydrosolubles ont aussi un pouvoir antiradicalaire remarquable, qui apparait mieux dans les résidus,

ce qui met en relief la richesse de la propolis en composés bioactifs.

Les extraits de la propolis étudiés ont montré aussi une efficacité variable contre les souches
microbiennes testées, avec, un effet efficace contre S.aureus, et C. albicans, par contre, E. Coli a
pu prouver une résistance contre les extraits étudiés. Sauf que, ce potentiel antimicrobien dépend la
provenance geographique, ou les extraits de Mascaral et Mascara2 ont un effet important que les
autres. Ce pouvoir antimicrobien aide a soulager les problémes de la résistance des souches
microbiennes a des traitements conventionnels, en proposant I’utilisation de la propolis seule ou

avec d’autres produits naturels.

L’étude de I’activité antimitotique des extraits de la propolis étudié a prouvé qu’ils ont un
pouvoir antigerminatif puissant, et inhibiteur de la croissance racinaire des graines de lentilles
remarquable, ce qui confirme leur potentiel anticancéreux et antiprolifératif, notamment les extraits
alcoolosolubles, ce qui nous incite a proposer notre propolis comme un agent mediateur avec des

médicaments anticancéreux pour atténuer ’intensité de cette maladie.

Les extraits de la propolis ont un pouvoir anthelminthique trés important, cette efficacité est
apparue dans la concentration minimale inhibitrice (CMI), et le temps nécessaire a la mort des vers,
qui oscillé entre 90 mn et 300 mn. Ce qui montre I’importance de I’utilisation de la propolis comme
un moyen de traitement efficace contre les helminthiases sans aucun risque d’utilisation du fait de

leur effet apaisant contre les vers.

L’application de la fumée de la propolis brute sur les vers a montré qu’elle est riche en
composés volatiles. L’étude des activités biologiques des huiles essentielles de la propolis, est un

champ d’application trés important qu’il faut y travailler.

Les changements macroscopiques du corps des vers aprés leur exposition a la fumée de la

propolis brute, ainsi que la période de leur paralyse (800 a 900 heures), ont prouvé leur effet
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anesthésiante. Nous proposons, a cet effet, des études sur les extraits bruts et les huiles essentielles

de notre propolis, in vivo, permettant de confirmer leur effet anesthésiant.

L’étude de I’activité cicatrisante d’une pommade préparée a base de propolis de la région de
Ain Trid a prouvé qu’elle a un potentiel cicatriciel plus important que celui d’une créeme
commerciale a base de sulfadiazine argentique utilisée, pour le traitement des brdlures au 2éme
degré. Nous recommandons de faire des études cliniques, a ce propos, pour mieux le valoriser a une

échelle industrielle.

Aussi, la fumée de la propolis brute est un moyen préventif pour controler le varroa, surtout
si on I’utilise en synergie avec d’autres substances naturelles telles que les feuilles du thym.
L’utilisation de la propolis comme acaricide pour le traitement du varroa reste un outil tres efficace
pour les apiculteurs, parce que c’est une substance bio disponible, et qui ne provoque aucun effet
secondaire, et diminue, de ce fait, les codts de traitement de ce ravageur. On peut aussi préparer des
produits a base de propolis, hors la fumée, pour traiter le varroa tels que des créemes et des solutions,

pour mieux valoriser la propolis et diversifier les modes d’éradiquer ce fléau.

L’¢étude de I’analyse pollinique de la propolis de 1’ouest algérien a montré une richesse et
diversifie en grains de pollen (62 taxons polliniques ont été identifiés), ce qui confirme la relation
entre les abeilles et les plantes, ainsi que le r6le que jouent les abeilles dans le maintien de la
biodiversité végétale. L’analyse pollinique de la propolis est un outil important pour déterminer leur
origine botanique, expliquant de ce fait, la variabilité dans les teneurs en composés phénoliques et

les activités biologiques des échantillons de la propolis étudies.

En paralléle, nous pouvons dire que les potentialités en composés bioactifs ainsi que
I’importance de I’activité antioxydante des extraits bruts de la propolis sujet de notre étude, varient

selon leur origine et leur provenance géographique.

Pour mieux valoriser les substances actives de notre produit (propolis), I’utilisation de la
propolis en synergie avec les produits de I’apithérapie (miel, venin, pollen et gelée royale), et avec

les plantes médicinales, reste une nécessité qui peut étre confirmée, par des études in vitro et in vivo.

Contrairement au miel et pollen, qui connaissent une grande popularité, la propolis, et malgré
ses propriétés biologiques, elle reste en état de méconnaissance, surtout les meilleurs méthodes
d’extraction, et leur utilisation, méme par les apiculteurs, ce qui nous pousse a faire une étude
ethnoapicole a un spectre plus large, et lever cet état d’ignorance, et d’oubli de ce fameux produit de

la ruche, qui reste un produit thérapeutique a part entiére et au méme degré que le miel et le pollen.
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ANNexes

Tableau n° 01 : valeurs des quantités équivalentes des composés phénoliques et de 1’activité
antioxydant des extraits alcoolosolubles de la propolis.

Beni Talla

Sidi Ali Ben
Youb
Telagh

Mascara 1

Mascara 2

Propolis
commercial

Oued
Taourira
Ain Trid

Sfisef

Sidi Dahou

Légendes : F : filtrat ; R : résidu

A MO T TAOTAOT AOTMAUTAO TAOTAOT

180,30+ 0,72

193,38 £ 6,65
197,74 + 2,62
187,13 £ 3,01
185,94 + 5,83
199,74 £2,31
197,52 + 1,21
197,36 + 8,22
179,22 + 7,53
203,77 £ 2,42
220,44 = 7,05
208,02 + 2,01
185,63 + 0,47
191,57 £ 4,48
183,55 + 8,72
191,74 £ 0,28
191,63 + 1,93
176,46 £ 0,41
194,77 + 5,02

176,1 + 11,69

144,68 = 1,079

81,9+1,84

141,91+ 1,94
69,66 * 3,73
146,58 = 1,09

137,98 + 16,86

154,13 + 1,27
160,53 + 1,79
159,88 + 0,98
165,71 + 0,25
159,61 + 0,43
167,88 + 0,50
148,38 + 0,82
153,88 + 2,38
146,88 + 0,22
160,06 + 2,16

137,08 = 10,01

112 + 6,65
163,68 = 0,73

144,03 £ 2,36

8,6 £1,51

5,18 £0,33
8,15+0,72
7,83+0,55
9,63+0,17
49+26
8,98 + 0,69
3,25+0,1
27,53 £2,78
7,41 £ 0,65
8,2+ 0,67
6,28 + 1,66
7,6 £0,59
1,36 £ 0,44
6,36 = 0,41
2,21+0,52
8,5+0,13
1,75+ 0,61
4,86 0,12

1,3+0,25

9,10
7,23
17,76
4,42
20,83
9,82
12,06
10,13
23,73
10,76
20,10
7,59
17,30
7,03
16,06
8,36
11,16
7,79
17,63

9,19

Annexe A : étude phytochimique et activité antioxydante

88,92 + 5,06

69,71 + 8,98
83,96 + 1,88
80,83 £ 7,79
65,31 + 13,20
78,69 + 1,58
85,15+ 1,32
90,83 + 0,26
88,35 + 1,59
87,32 £ 1,65
88,25 + 0,82
82,35 + 5,64
90,72 +1,20
74,8 £4,01
92,37 £1,29
89,53 +2,19
78,66 + 0,27
79,38 4,47
78,28 + 1,89

72,86 + 9,68

2,57

2,45
1,22
1,62
10
7,07
0,98
1,47
0,045
4,57
0,25
4,07
5,24
5,88
0,29
1,69
1,25
4,07
19,95

8,51



ANNexes

Tableau N° 02 : valeurs des quantités équivalentes des composés phénoliques et de 1’activité
antioxydant des extraits hydrosolubles de la propolis.

Beni Talla F 177,94 + 4,41 15,68 £ 1,58 4,43 £ 0,16 8,16 41,34 + 2,29 30,31
R 157,77 £11,94 10,3 +0,49 3,75+ 0,35 2,13 41,90 + 0,33 8,01
Sidi Ali Ben F 243,05 + 0,38 22,83 +1,32 8,98 + 1,62 12,96 26,88 + 3,62 42,62
Youb R 241,94 + 1,27 18,58 + 3,57 9,35+ 0,49 6,96 44,16 + 13,19 23,67
Telagh F 219,74 + 6,66 19,31 £ 0,67 1,83 +0,23 3,86 42,56 + 3,82 13,89
R 232,38 £ 2 19,65 + 0,65 1,68 + 0,20 2,62 53,65 + 4,58 6,55
Mascara 1 F 243,19+ 1,35 41,68 + 0,66 7,5+£0,81 5,83 56,75 +0,57 13,19
R 239,88 £ 3,26 25,91 £ 0,36 3,16 £ 0,28 3,66 58,48 = 2,47 8,04
Mascara 2 F 219,52 + 1,39 34,33 + 1,45 0,88 £ 0,23 1,76 60,76 £ 0 3,49
R 216,44 £ 4,99 32,73+1,8 0,95+0,44 0,86 62,05 + 0,94 15
Propolis F 244,33 £0,43 136,28 + 1,37 3,95+£04 20,13 77,32 = 3,99 3,32
commercial R 242,22 + 3,65 143,88 + 6,88 5,66 + 0,29 4,83 81,11 £ 1,99 0,29
Oued F 232,02 £ 0,58 27,01+11 1,45+0,3 8,9 38,93 + 0,86 34,87
Taourira R 244,55 £ 2,65 36,65 + 0,21 2,5+£1,08 2,93 65,02 £ 2,95 4,09
Ain Trid F 243,82 + 1,42 56,31+1,1 8,45 £ 0,54 5,03 64,72 = 4,32 6,88
R 243,52 £ 0,62 51,2+1,6 2,81 +0,62 3,39 66,27 + 5,34 2,66
Sfisef F 242,24 £ 0,54 42,35 + 0,94 5,66 £ 0,11 7,9 53,80 = 2,86 19,89
R 241,49 £ 4,15 44,45 + 0,78 5,98 + 0,30 3,95 48,74 + 1,41 16,44
Sidi Dahou E 230,52 £ 1,30 23,11 £0,59 1,91 +£0,90 2,6 52,79 £ 6,71 6,95
R 232,72 £ 0,78 28,28+ 1,2 1,63 1,57 1,79 63,52 £ 0,35 3,72
0,45
0,4 / y =0,003x + 0,059
0,35 R?2=0,991
o 03 .
s /
= 0,25
(]
© L.
v 02 & Sériel
= 0,15 —— Linéaire (Sériel)
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Figure n°® 01 : courbe d’étalonnage des phénols totaux.
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Figure n° 03 : courbe d’étalonnage des tanins.




Annexes

Annexe B : activité antimitotique

Tableau n° 01 : taux d’inhibition de la croissance racinaire des extraits de la propolis &
différentes concentrations.

C1 100 95,74 100 92 95,65
C2 87,17 84,61 58,79 87,5 71,42
C3 70,68 78,04 32,65 53,84 34,37
C4 54,68 46,37 28,39 35,08 32,89
C5 35,95 40 27,05 32,6 31,32
C6 32,71 29,03 20,73 25 30,35
C7 28,16 25,18 19,64 23,75 26,66

Tableau n° 02 : valeurs de I’indice de mitose des extraits de propolis a différentes
concentrations.

C1 0 0,02 0 0,028 0,022
C2 0,056 0,068 0,18 0,045 0,136
C3 0,193 0,102 0,375 0,27 0,477
C4 0,329 0,42 0,659 0,42 0,579
C5 0,64 0,613 0,704 0,58 0,647
C6 0,81 0,75 0,738 0,44 0,551
C7 1,15 1,14 1,02 0,69 0,625

Tableau n° 03 : valeurs de la CMI de la germination des graines de lentille des extraits

alcoolosolubles de la propolis

Origine de propolis ler jrs 2éme jrs 3éme jrs
Beni Talla 0 0,48 0,97
Sidi Ali Ben Youb 0 0,95 0,95
Telagh 0 1,11 1,11
Mascaral 0 0,64 0,64
Mascara2 0,63 1,27 1,27
Propolis commercial 0 1,07 1,07
Oued Taourira 0,46 0,46 1,85
Ain Trid 0,43 0,43 0,86
Sfisef 0 0,59 1,19

Sidi Dahou 0 0,94 1,88
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Tableau n° 04 : valeurs de la CMI de la germination des graines de lentille des extraits

hydrosolubles de la propolis

Origine de propolis ler jrs 2éme jrs 3éme jrs
Beni Talla 0,21 0,21 1,74
Sidi Ali Ben Youb 0,34 0,69 2,77
TELAGH 0,1 0,1 0,1
Mascaral 0,15 0,15 1,24
Mascara2 0,04 0,09 0,37
Propolis commercial 0,53 1,07 1,07
Oued Taourira 0,23 0,95 0,95
Ain Trid 0,13 0,53 0,53
Sfisef 0,21 0,42 1,69
Sidi Dahou 0,07 0,28 0,28

Annexe C : activité cicatrisante

Tableau n° 01 : évolution du pourcentage de contraction des brulures dans le groupe témoin.

2éme jrs  5éme jrs 8émejrs 1lémejrs 14émejrs  17éme jrs  20éme jrs  23éme jrs

R1 / ;| / / / / / /

R2 0 1,01 1,73 15,26 23,30 46,36 56,79 81,1 92,31
R3 0 1,91 2,87 13,39 24,06 33,33 39,92 47,53 58,81
R4 0 2,63 3,19 5,47 7,55 10,89 23,82 34,41 47,69
R5 0 1,80 2,15 5,47 21,49 32,64 42,84 57,15 71,57
R6 0 1,18 1,83 9,31 19,81 44,47 50,91 81,57 92,37
Moyenne 0 1,71 2,36 9,78 19,25 33,54 42,86 60,36 72,55

Ecart type 0 0,64 0,65 4,49 6,74 14,12 12,55 20,79 19,94
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Tableau n° 02 : évolution du pourcentage de contraction des brulures dans le groupe traité

par creme Hebermine.

2éme jrs  5éme jrs 8émejrs 1lémejrs 14émejrs  17éme jrs  20éme jrs  23éme jrs

R1 0 4,72 15,86 32,21 50,76 53,34 54,33 79,74 92,48
R2 0 2,13 12,28 21,73 28,39 47,78 69,76 77,77 92,09
R3 0 0,50 2,27 7,89 16,54 27,61 37,73 45,77 63,42
R5 0 1,26 10,10 11,86 14,69 32,62 35,60 60,90 70,15
R6 0 3,53 16,66 22,07 25,65 38,38 47,62 61,01 81,71
Moyenne 0 2,43 11,44 19,16 27,21 39,95 49,01 65,04 79,97
Ecart type 0 1,70 5,77 9,56 14,40 10,60 13,86 13,99 13,01

Tableau n° 03: évolution du pourcentage de contraction des brulures dans le groupe traité par

pommade de propolis.

2éme jrs 5éme jrs 8émejrs 1lémejrs  14émejrs  17éme jrs  20éme jrs  23éme jrs

R1 0 5,33 8,74 15,40 16,64 59,30 76,88 78,86 86,02
R3 0 4,81 12,61 17,89 51,22 74,25 79,48 91,73 97,22
R4 0 1,94 13,94 23,48 28,82 64,66 91,79 94,05 96,20
R5 0 4,42 6,17 10,54 46,96 70,57 87,41 94,11 100
R6 0 7,59 13,61 18,17 22,73 32,58 80,07 93,41 95,21
Moyenne 0 4,82 11,02 17,10 33,28 60,28 83,13 90,44 94,93
Ecart type 0 2,02 3,41 4,70 15,15 16,50 6,22 6,54 5,29

Annexe D : analyse pollinique de la propolis

» Préparation de la glycérine gélatinée pour colorer les grains de pollen :

7 g de feuille de gélatine alimentaire, coupé en petits morceaux sont mis a tremper dans un

bécher avec 40mL eau distillée, pendant 2h.

Placer au bain-marie a T° <60°C, laisser fondre en remuant avec une spatule.
Peser 52 g de glycérine (ou = 30mL), introduire dans la gélatine, remuer pendant 5mn (Webmaster
6).
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Figure n° 01 : observation microscopique des grains de pollen dans les échantillons de la
propolis étudiés (GrossissementX200) (Debab, 2019).

Matériels de laboratoire :

Nous avons utilisé le matériel courant de laboratoire a savoir :

Balance de précision (Radwag AS (220) C2 series) ;
Evaporateur rotatif (LABOROTA 4000) ;
Spectrophotometre (Thermo — spectronic UVB 111801) ;

Microscope optique (Hund Wetzlar H 600 LL) ;
Centrifugeuse (SIGMA 82369) ;

Réactifs chimiques :

Ethanol, méthanol, Folin Ciocalteu, Na,COs (carbonate de sodium), NaNOs (nitrate de
sodium), AICIs (tri chlorure aluminium), NaOH (Hydroxyde de sodium), vanilline, HCI (acide
chlorhydrique), DPPH (2, 2-diphényl-1-acrylrylhydrazyle), DMSO (diméthylsulfoxyde),
Carmen acétique, KOH (Hydroxyde de Potassium), acide acétique glacial, anhydride acétique,

acide sulfurique concentré, glycérine.
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Antioxidant Activity of Propolis of West Algeria

Activité antioxydant de la propolis de I’Ouest Algérien

M. Debab - F. Toumi-Benali - M.M. Dif
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Abstract Propolis is a resinous material that bees collect
from the buds and bark of some trees, especially coniferous
trees. This natural mastic is rich in active principles, espe-
cially phenolic compounds that have major therapeutic prop-
erties. The study of the antioxidant activity of propolis
extracts from different localities of West Algeria showed
that the amount of phenolic compounds and the scavenging
activity detected by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl test
depends on the geographical situation and local flora of
each area of study. The study also confirmed that the remain-
ing extracts are rich in active compounds that can value the
other biological activities.

Keywords Propolis - Phenolic compounds - Antioxidant
activity - Biological activities

Résumé La propolis est une matiére résineuse que les
abeilles collectent a partir d’écorces et de bourgeons de cer-
tains arbres, notamment des coniféres. Ce mastic naturel est
riche en principes actifs surtout les composés phénoliques
qui ont des propriétés thérapeutiques majeurs. L’étude de
I’activité antioxydant des extraits de propolis de différentes
localités de 1’Ouest Algérien ont montré que la quantité en
composés phénoliques ainsi que 1’activité anti radicalaire par
le test de DPPH dépendent de la situation géographique et la
flore locale de chaque région d’étude. L’étude a confirmé
aussi que le résidu est riche en d’autres constituants actifs
qu’on peut la valoriser dans d’autres activités biologiques.

Mots clés Propolis - Composés phénoliques - Activité

antioxydant - Activités biologiques

Introduction

Much of the current literature concerning propolis has
focused on the chemical constituents and biological activity
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Université Djillali Liabes, Sidi Bel Abbés, Algérie
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of propolis and the botanical origins of the resins from which
the propolis mixtures are derived [1]. Propolis is a bee prod-
uct of vegetal origin. The source plants might vary with
respect to the local flora [2]. The main propolis components
can be identified in the vegetal sources visited by bees [3].
Honeybees collect the resin from tree bark and leaf buds.
Resin is masticated, with the addition of salivary enzymes,
and the partially digested material is mixed with beeswax and
used in the hive [4]. In temperate climates, poplar trees
appear to be the primary source for the resins [5]. It is now
generally accepted that propolis is collected by honeybees
from tree buds or other botanical sources in the North Tem-
perate Zone, which extends from the Tropic of Cancer to the
Arctic Circle. The best sources of propolis are species of
poplar, willow, birch, elm, alder, beech, conifer, and horse
chestnut [6]. To understand what causes the differences in
chemical composition, it is necessary to keep in mind the
origin of propolis [7]. According to the Algerian flora, we
can deduce that our propolis is originally of pine (Pinus
sp.), which occupies the semiarid areas: Oak (Quercus suber
and Quercus canariensis), Chestnut, Cypress, Poplar, and
Casuarina are found in the North East of the country [§8]. In
the wake of the propagation of diseases caused by oxidative
stress such as cancer, Alzheimer, and inflammatory-related
pathologies, it has become urgent to find natural nontoxic
antioxidants devoid of adverse side effects and that is why
researchers are accelerating the pace in the field of ethno-
pharmacology [9]. Propolis is highly regarded for its medici-
nal properties for humans, especially in Eastern Europe,
South America, and Asia [10]. More than 300 constituents
have been identified in propolis, among which phenolic com-
pounds such as flavonoids, phenolic acids, and phenolic
acids esters [11]. Flavonoids and phenolic acids or their
esters often rise up to 50% of all propolis constituents. Sev-
eral biological activities such as antibacterial, antiviral, anti-
oxidant, anti-inflammatory, anticancer, and antifungal prop-
erties have been reported for propolis and this resin is a
highly valued bee product [10]. By their antioxidant activity,
flavonoids are able to attenuate the development of cancer
and inflammatory diseases [12]. Nevertheless, its antioxidant
activity varies greatly depending on the floral source [13].
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So we attempt through this study to evaluate the antioxi-
dant activity of propolis from different locations of the North
West Algeria.

Materials and methods
Propolis samples

Propolis samples were collected from hives in nine different
geographical parts of the north west of Algeria (Beni Talla,
Sidi Ali Ben youb, Telag, Mascara (called Mascaral), exper-
imental station of the university of Mascara (called Mas-
cara2), Oued Taourira, Ain Trid, Sfisef, and Sidi Dahou),
and the tenth sample was considered as propolis prepared
commercially that we called commercial propolis (Fig. 1).

Extraction procedure

The crude propolis (6 g each) was extracted with 20 ml of
70% v/v ethanol at room temperature for 7 days. The extracts
obtained were stored and protected from light at 4 °C for
subsequent analyses. The remains after filtrations were reex-
tracted with a 70% v/v ethanol in the same conditions such
as crude propolis.

Total polyphenols contents

Total polyphenol contents in the ethanolic extracts of propo-
lis (EEP) were determined according to the Folin—Ciocalteu
colorimetric method with some modifications [14].

Two hundred fifty microliters of the EEP solutions was
mixed with 1 ml of the Folin—Ciocalteu reagent and 1 ml of
7.5% Na,CO3 (sodium carbonate). The absorbance was
measured at 765 nm against blank (Folin—Ciocalteu reagent)
after 30 min of incubation at room temperature. Total poly-

Fig. 1 Geographical location of study areas

phenols contents were expressed as milligram per gram of
gallic acid equivalent (GAE).

Flavonoids contents

The amount of total flavonoids contents was determined by
the method that employs dehydrate aluminum chloride [15].

Five hundred microliters of the EEP solutions was mixed
with 1.5 ml of distilled water and 250 pl of 5% NaNO;
(sodium nitrate), after 5 min, we added 250 pl of 10%
AICls, after 11 min 500 pl of 4% NaOH was added. The
absorbance was measured at 510 nm against a blank
(AICl;). Flavonoid contents were expressed as milligram
per gram of catechic acid equivalent.

Tannins contents

Tannin contents were determined by the method that
employed the vanillin under acidic conditions [16]. Fifty
microliters of the EEP solutions was mixed with 1,500 pl
of 4% vanillin (diluted in methanol) and 750 pl of the con-
centrated hydrochloric acid. The absorbance was measured
at 550 nm after 20 min of incubation at room temperature
against blank (mixture of vanillin and hydrochloric acid).

Tannins contents were expressed as milligram per gram of
catechic acid equivalent.

Evaluation of antiradical activity by 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl

Evaluation of antioxidant activity of propolis extracts was
performed by the Yang’s method [11], with some modifi-
cations: 50 ul of the EEP solutions was added to 1.950 ml
of methanolic 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) solu-
tion (2.5 mg/ml). The absorbance was measured at 515 nm
after 30 min of incubation at room temperature against
blank (methanol). The percentage scavenging effect was
calculated as

Scavenging rate = [(4,—A2)/A4,]ii100%

where A; = absorbance of control (DPPH) without sam-
ple; A, = absorbance in the presence of sample.

Statistical analysis

All determinations were performed in triplicate. Vari-
ables were expressed as mean values and standard devia-
tions. n-way multivariate analysis of variance (MANOVA)
(P < 0.05) was performed using the SPSS V 20 software.

Eavoisier
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Results
Total polyphenols, flavonoids, and tannins contents

Total polyphenols, flavonoids, and tannins contents of prop-
olis extracts from different areas were investigated in
Figs. 2-4.

The amounts of polyphenols, flavonoids, and tannins
contents depending on the geographic location of different
samples (P < 0.05): polyphenol contents oscillate between
180.30 £ 0.72 mg/6 g (propolis extract of Beni Talla) and
220.44 + 7.05 mg/6 g (propolis commercial extract). Flavo-
noid contents vary between 137.08 + 10.01 mg/6 g (propolis
extract of Sfisef) and 163.68 + 0.73 mg/6 g (propolis extract
of Sidi Dahou). The amounts of tannins ranged between
27.53 + 2.78 mg/6 g (propolis extract of Mascara2) and
4.86 = 0.12 mg/6 g (propolis extract of Sidi Dahou).

Polyphenols, flavonoids, and tannins contents between
the filtrate and the remains of different extracts of propolis
demonstrate a significant difference, and the amounts of the
studied compounds in propolis extracts remain higher than
the filtrate extracts: polyphenol contents in propolis extracts
of Beni Talla: filtrate extracts: 180.30 +0.72 mg/6 g, remain-

ing extracts: 193.38 £ 6.65 mg/6 g. Flavonoid contents in the
same location (Beni Talla): filtrate extracts: 144.68 + 1.079
mg/6 g, remaining extracts: 81.9 = 1.84 mg/6 g. Tannins
contents: filtrate extracts: 8.6 + 1.51 mg/6 g, remaining
extracts: 5.18 + 0.33 mg/6 g.

Evaluation of antioxidant activity

The results of the evaluation of antioxidant activity can be
seen in Fig. 5.

Radical scavenging was thought to be their hydrogen
donating ability. DPPH is a stable free radical and accepts
an electron or a hydrogen radical to become a stable diamag-
netic molecule [17].

EEP extract of propolis from Mascara2 had the best pow-
erful antiradical activity by their inhibitory concentration of
50% of the DPPH radicals (IC50) value 0.045 mg/ml, and the
EEP extract of Sidi Dahou appears to be the less powerful
antiradical with their IC50 value 19.95 mg/ml. The IC50
values of the other studies areas were ranged between men-
tioned values.

The remaining of the EEP extracts of propolis shows a
less antiradical activity than the filtrate: the IC50 of the
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filtrate extract from Mascara2 is 0.045 mg/ml and the
remaining extract is 4.57 mg/ml. However, an exception
appeared in the EEP extracts of Telagh and Sidi Dahou,
where the IC50 values of the remaining extracts were less
than the filtrate extracts (filtrate extract of Telagh and Sidi
Dahou were, respectively, 10 and 19.95 mg/ml, remaining
extracts were 7.07 and 8.51 mg/ml).

Discussion

The amounts of total phenolic and flavonoids found in prop-
olis extracts changed according to the origin [18]. Many
researches that focused on studying propolis in Algeria
showed a clear contrast in the amount of the phenolic com-
pounds: in the propolis of the western Algeria, it has been
found that the total polyphenol contents varied between 9.99
and 46.63 mg/g of propolis samples, whereas the flavonoid
content of EEP varied between 9.52 and 29.63 mg/g [19].
Propolis samples studied in the North Eastern of Algeria
(region of Annaba) demonstrate that the amount of total
polyphenols ranged between 100.90 and 257.4 mg GAE/g
EEP, whereas the flavonoid content varied between 58.99
and 91.44 mg/g of EEP [20]. It found that in Morocco, dif-
ferent regions produce propolis containing different concen-
trations (P < 0.05) of phenols ranging from a minimal value
of 0.74 mg/g for propolis to a maximal value of 91.22 mg/g.
The highest concentration of flavonoids was (34.27 mg/g)
and the lowest was (0.20 mg/g) [18]. In the Tunisian studied
propolis, there are high levels of total flavonoids (10 mg of
quercetin equivalent (QE)/g extract), condensed tannins
(4.97 mg cachetin equivalent(CE)g of extract), and total phe-
nols (2.93 mg of catechic acid equivalent (CAE)/g extract)
(feeding of Acacia trees Sfax) [21]. The antioxidant activity
of propolis depends also on their origin: the IC50 values
studied in different regions of Algeria vary between 0.007
and 0.184 mg/ml [22].

The results obtained in this study showed that the propolis
prepared commercially for marketing is rich in phenolic
compounds, and it has a very high antioxidant activity com-
pared to other samples that are collected directly from the
hive to the raw state, without any treatment.

The results also showed that the remains of ethanol
extracts are also rich in active compounds and have a very
interesting antiradical activity, thus giving priority to the val-
ued in other biological activities other than antioxidants.

Conclusion

This study focused on the evaluation of antioxidant activity
of propolis. This resinous material that has very important
therapeutic effects is less known and rarely used in tradi-
tional medicine in the West of Algeria.

The results obtained in this study have shown that propo-
lis of Western Algeria is rich in active principles and their
antiradical power is very important and differ according to
the geographical location. The study also showed that the
remains are also rich in bioactive substances, so it is reused
in various fields: therapeutics, cosmetics, apicultural, indus-
trial, or otherwise.
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Abstract Propolis is a resinous substance that bees use to
defend their colonies against any pathogen. It has been
used in traditional medicine since ancient times because of
its therapeutic properties. Pollen analysis of propolis of Ain
Trid has shown that the region of Ain Trid is rich in plant
species visited by bees (31 genus identified) and that the
majority of these species are considered as medicinal plants,
which gives propolis an important place in wound healing.
The study of the wound healing activity is carried out in vivo
on the Wistar rats divided into 3 groups: group 1 treated with
propolis ointment, group 2 treated with commercial cream,
and group 3 considered as untreated. The duration of treat-
ment was estimated to be 23 days. The results obtained
showed that the group treated by propolis ointment showed
a high cure rate, in which the percentage of wound closure
reached up to 94.93% =+ 5.29 in the group 1, while in the
group 2 arrived to 79.97% + 13.01, and in group 3 was
72.55% £ 19.94. The results demonstrated also that the num-
ber of days required to contract 50% of wound area was
different among the groups, in the 12th day in group 1,
16th day in group 2, and 18th day post wounding in group 3.
These results have shown that propolis can be prepared and
used in traditional medicine as a natural ointment for the
treatment of skin diseases in our region.

Keywords Propolis - Therapeutic properties - Wound
healing - Propolis ointment - Traditional medicine

Résumé La propolis est une substance résineuse utilisée par
les abeilles pour défendre leurs colonies contre tout agent
pathogéne. Leur utilisation dans la médecine traditionnelle
a été soutenue depuis des temps anciens en raison de ses
propriétés thérapeutiques majeures qui caractérisent. L’ana-
lyse pollinique de la propolis de Ain Trid a démontré que la
zone de Ain Trid est riche en espéces végétales visitées par
les abeilles (31 genres recensés) et que la majorité de ces
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espéces sont considérées comme plantes médicinales, ce
qui donne a la propolis des activités biologiques trés impor-
tantes telles que I’activité cicatrisante. L’étude de I’activité
cicatrisante est effectuée in vivo sur les rats Wistar divisés en
trois groupes : le groupe 1 traité avec une pommade de prop-
olis, le groupe 2 traité avec de la créme commerciale et le
groupe 3 considéré comme non traité. La durée du traitement
a été estimée a 23 jours. Les résultats obtenus ont montré que
le groupe traité par pommade de propolis a montré un taux
de guérison élevé, dans lequel le pourcentage de fermeture
de la brilure a atteint 94,93 % + 5,29, alors que dans le
groupe 2 est arrivé a 79,97 %=+13,01, et dans le
groupe 3 était de 72,55% + 19,94. Les résultats ont égale-
ment démontré que le nombre de jours requis pour contracter
50 % de la surface de la brilure était différent parmi les
groupes, le 12° jour requis pour le groupe 1, 16° jours pour
le groupe 2 et 18° jours pour le groupe 3. Ces résultats ont
montré que la propolis peut étre préparée et utilisée dans la
médecine traditionnelle comme une pommade naturelle pour
le traitement des maladies de la peau dans notre région.

Mots clés Propolis - Propriétés thérapeutiques - Activité
cicatrisante - Pommade de propolis - Médecine
traditionnelle

Introduction

Burns are extreme thermal injuries that are caused by short
or long exposure to a physical, chemical or biological agent
[1]. Most of burning cases are caused by building fires, or in
contact with boiled water, water steam and flammable gases
[2]. Use of traditional medicinal remedies and plants in the
treatment of burns and wounds is an important aspect of
health management and at the same time is an efficient
way to provide cheaper healthcare options [3]. Propolis is a
widely consumed folk medicine in the traditional medicinal
system since ancient times [4]. Hippocrates prescribed the
use of this resinous substance to help heal sores and ulcers,
both external and internal [5]. In the first century AD,
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Cornelius Celsus wrote about propolis as a drug for promot-
ing suppuration, for opening wounds, and for treatment of
abscesses [6]. Propolis has a long tradition of medicinal use
in many parts of the world. Many European countries are
interested in natural products to heal diseases and propolis
is an important product used for this purpose. It is found in
pharmaceutical and cosmetic products, such as anti-acne
lotion, face creams, ointments, lotions and solutions [7].
Because of its popularity in folk medicine, propolis has
become the subject of intense pharmacological and chemical
studies for the last 30 years. Numerous studies have proven
its versatile pharmacological activities: antibacterial, anti-
fungal, antiviral, anti-inflammatory, hepatoprotective, anti-
oxidant, antitumor etc. [8]. It is one of the most significant
bee products. It contains substances with high biotic activi-
ties which are especially valuable in the stimulation of
reconstructive processes of damaged tissues [9], and is an
excellent candidate for the treatment of burns due to its anti-
viral and antioxidant properties [1]. It was observed by the
action of propolis, an intensification of the epithelium pro-
liferation process within the canker burned skin and active
regeneration wound. The ointment of propolis also has bac-
teriostatic properties, bactericides, antifungal and antiviral
that inhibit wound infection while speeding their healings
[10]. The aim of our study is to assess the use of a natural
ointment based on propolis extract to treat burns in rats; this
study is based on macroscopic observation followed by
mathematical evolution of the wound area. So to improve
their traditional use in our region, accompanying with
other natural products, that have healing effect such as
honey.

Materials and methods

Propolis sample

Propolis sample was collected from hives by a beekeeper of
the north west of Algeria (region of Ain Trid).

Pollen analyses of propolis

The botanical origin of propolis collected in the region of
Ain Trid was identified by the characterization of the pollen
grains contained in propolis, using the method of pollen
analysis according to (Barth, 1998) [11].

Extraction procedure

For preparing the ointment of propolis, we used Krell’s
method with some modifications [12]: 30 g of propolis
were extracted with 100 ml of a 96% v/v ethanol at room
temperature for 15 days. The extract obtained was evapo-

rated at 50 °C in rotary evaporator to obtain a soft extract,
which was mixed with pure Vaseline in the ratio of 15% of
propolis extract in water bath until it melted; then the mix-
ture was cooled. This mixture was used as the propolis oint-
ment for application on burn wounds in rats.

Wound healing activity

Animals

The experiment was done in the University of Mascara
“Mustafa Istambouli”: 18 Wistar rats (males and females),
weighing between 240 g and 280 g. The animals were
housed in individual cages and were kept in a light-dark
cycle of 12 h light and 12 h darkness. There was free access
to food and water.

Rats were randomly divided into three groups of six each.
Group 1 consisted of rats treated with propolis ointment,
Group 2 included rats that were treated with commercial
cream based on silver sulfadiazine called “Hebermine”,
and served as a reference standard (positive control),
Group 3 contained untreated rats that served as a control

group [13].
Protocol

For the burns procedures, the animals were locally shaved
and anesthetized with (40 mg/kg) thiopental intra peritoneal
(IP) each rat. Burns were made on one of the side of each rat
with the stamp (5 cm?) that is heated for 20 seconds in
110 °C. Then, it was put on the side of rat, without pressure
for 5 s. Following the burn procedures, all animals are imme-
diately injected intra peritoneal (IP) with a solution of anal-
gesic paracetamol (10 mg/ml) [1].

The groups 1 and 2 are, respectively, received topical
application a 0.5 g of propolis ointment and Hebermine’s
cream immediately after burn injury, every 2 days.

The treatment lasted 23 days, because this period is cru-
cial to the final healing result [1].

Measurement of wound area

During the wound healing period, the wound boundaries
were photographed and measured using callipers. Wound
contraction expressed as a percentage of reduction of origi-
nal wound size was calculated using the following equation:

Wound closure (%) = [(Ao-An)/Ag] X100%

where A, refers to the initial wound size , A, to the wound
size at a specific day [13].
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Statistical analysis

All determinations were performed in triplicate. Variables
are expressed as mean values and standard deviations
(SD); the data were analysed using one way ANOVA (ana-
lyze of variances), post hoc comparison using LSD test.

Results
Pollen analysis of propolis

Pollen analysis of propolis in the Ain Trid region showed that
it contains 680 grains of pollen distributed over 31 genus of
plants. The most dominant pollen grains are: Centaurea
29,26%; Eucalyptus 12,05%; Ammi 8,23%; Olea 6,76%;
the others are less dominant (< 5%) and are as follows:
Astragalus, Daucus, Foeniculum, Lotus, Medicago, Trifo-
lium, Achillea, Asphodelus, Avena, Carex, Ceratonia, Ciri-
sium, Cladium, Ephedra, Juniperus, Malva, Marrubium and
Chamaerops , Pinus, Pistacia, Quercus, Raphanus, Reseda,
Sinapis, Stipa and other unidentified genus (< 1%) (Fig. 1).

Evaluation of wound healing activity

We record any death of the rats, or signs of wounds infection
in the experimental study (Figs 2, 3).

We can divide the development of wound’s contraction
among the studied groups in two phases:

From the 2" to 11th day post wounding, the percentage
of wound’s closure of the treated groups (group 1 and 2)
appear a not significant difference, and thus the untreated
group (group 3), that the results shown a convergence in
the percentage of wound’s contraction, by way of illustra-
tion: the percentage of contraction on the second day post

wounding in G1 4,82% =+ 2,02, G2 2,43% + 1,70, and G3
1,71% =+ 0,64, while in the 5th day reach up to 11,02% =
3,4lin G1, 11,44% + 5,77 in G2 and 2,36% = 0,65 in G3.
In the 11th day: 33,28% =+ 15,15in G1, 27,21% + 14,40in
G2, and 19,25% + 6,74in G3.

From the 14th day post wounding to 20th day: the percent-
age of wound’s contraction shows a significant difference
(P < 0,05) between the studied groups; the group treated
with propolis ointment shows a high percentage of wound’s
closure, compared with other groups: in the 14th day, the per-
centage of contraction reaches 60,28% + 16,50 in G1, 39,95%
+ 10,60 in G2, and 33,54% + 14,12 in G3, while in the 17th
day: 83,13% + 6,22 in G1, 49,01% + 13,86 in G2 and 42,86%
+ 12,55 in G3. The percentage of contraction continued to
increase until day 20 that it recorded 90.44% + 6.54 in Gl1,
65.04% £ 13.99 in G2, and 60.36% £ 20.79 in G3. At the last
day post wounding (23th day), the statistical analyses demon-
strate that was no significant difference between the treated
groups and between the G2 and G3.

Evolution of the percentage of wounds contraction of
studied groups shown in figure 3 demonstrate that the num-
ber of days required to contract 50% of size initial of the
burn wounds varied from group to another, by way of illus-
tration: In the group treated by propolis ointment, healing of
50% of wound area was done in the 12th day post wounding,
while in the group treated by Hebermine’s cream arrived to
16th day post wounding, and in the untreated group reached
up to the 18th day post wounding.

Discussion

Pollen analyses of the Ain Trid propolis give us information
on the plants that were visited by bees and on the nature of
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Fig. 1 Botanical origin of propolis of Ain Trid
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Fig. 3 Evolution of the percentage of wounds contraction of stud-
ied groups

the flora of the region. The majority of plants were identified
to be medicinal plants: (Eucalyptus, Olea, Ammi, Centaurea,
Malva, Daucus, Quercus, etc.) thus giving our propolis very
important therapeutic properties, especially in the case of
wound healing. The results obtained showed that the use of
propolis ointment to treat second burn degree for rats was
better than silver sulfadiazine-based commercial cream, the
difference appears clearly from the 14th day to the 17th day.

In experimental studies conducted on an animal model, it
was shown that propolis extracts incorporated in various
vehicles (gel, ointments) displays a great therapeutic poten-
tial with respect to third degree burn wounds. The prepara-
tions were more effective therapeutically than silver sulfadi-
azine [14]. Studies on the treatment of minor burns in

patients demonstrated that the use of propolis skin cream
may be a viable and desirable alternative to the use of silver
sulfadiazine [15]. Side effects were not observed after burns
treatment with propolis, according to clinical and histopath-
ological assessments; propolis accelerates regenerative and
reconstructive processes [16]. According to obtained results,
Propolis ointment can be prepared traditionally for popular
use, according to Krell’s method [12]: 30 g of propolis were
extracted with 100 ml of a 96% v/v ethanol at room temper-
ature for 15 days. The extract obtained was evaporated in
water bath, or allowed to evaporate in the open air, then
the soft extract is mixed with pure Vaseline, honey bees
wax or animal fat in the ratio of 15% of propolis extract
until they melted. The mixture obtained is placed in glass
containers, allowed to cool and then used.

Conclusion

Our results showed that propolis ointment of West Algeria
has the capacity to heal burn wounds excellently and activate
the epithelialization of the wound scar better than commer-
cial cream, in which allows to prepared and used to treat skin
disease traditionally in our region. This capacity to treat the
wounds due to botanical origin of propolis that is rich in
medicinal plants.

Conflicts of interests : the authors have no conflicts of inter-
ests to declare.
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