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Résumé

Etude de activité antimicrobienne des produits
de la Ruche (miel, propolis et gelée royale)

Résumé

Les produits de la ruche (miel, propolis et gelée royale) sont des composés biologiques
de trés grande diversité, ce qui leur confére de nombreuses propriétés, que ce soit sur le plan
nutritionnel que médicinal. Le but de notre étude est d'évaluer l'activité antibactérienne et
I’activité antioxydante de quatre types de miels « miel de Sidr (miel de Zizyphus jujuba), miel
de montagne, miel de Eruca sativa (miel blanc), miel de Talghoufet (miel de Euphorbia
characias », de la propolis et de la gelée royale (GR), récoltés de différentes régions de
I'Algérié,ainsi que D’effet de ces produits, sur six souches bactériennes: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, staphylococcus clinique, Bacillus cereus ,klebssila pneumoniae ,et
Pseudomonas aerugénosa par la technique de diffusion sur milieu gélosé. Pour identifier les
principes actifs de ces produits de 1'abeille, des analyses phytochimique ont été effectuées et
ont révélé la présence des flavonoides et polyphénols dans les trios types de miel testés « miel
de Sidr (miel de Zizyphus jujuba), miel de montagne, miel de Eruca sativa (miel blanc).
L'analyse physicochimique (pH, I’humidité, conductivité électrique) de tous les produits
utilisés, a montré une différence des valeurs d'un échantillon a un autre Toutefois, ils
répondent tous, aux normes internationales. L'activité antibactérienne a été évaluée in vitro
par la méthode de diffusion sur milieu gélosé et les résultats obtenus ont montré une
sensibilité élevée de la souche S.aureus et S.clinique avec des diamétres des zones
d’inhibition allant de10-35 mm, et une sensibilit¢ modérée des autres souches (Gram positif et
Gram négatif) aux différent produits de la ruche utilisés. Tandis qu’ils étaient moins efficaces

contre E. coli, Pseudomonas klebessila et Bacillus.

Mots clés : Produits de la ruche, Activité antibactérienne, Analyses physicochimiques,

Souches bactériennes



Abstract

Study of the antimicrobial activity of hive
products (honey,propolis and royal jelly)

Abstract

Bee products (honey, propolis and royal jelly) are very diverse biological compounds,
which gives them many properties, both nutritionally and medicinally. The aim of our study is
to evaluate the antibacterial activity and the antioxidant activity of four types of honey "Sidr
honey (Zizyphus jujuba honey), mountain honey, Eruca sativa honey (white honey),
Talghoufet honey (honey of Euphorbia characias", propolis and royal jelly (GR), harvested
from different regions of Algeria, as well as the effect of these products, on six bacterial
strains: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, clinical staphylococcus , Bacillus cereus,
klebssila pneumoniae, and Pseudomonas aerugenosa by the diffusion technique on agar
medium. To identify the active ingredients of these bee products, phytochemical analyzes
werecarried out and revealed the presence of flavonoids and polyphenols in the trios types of
honey tested "Sidr honey (Zizyphus jujuba honey), mountain honey, Eruca sativa honey
(white honey). Physicochemical analysis (pH, humidity, electrical conductivity) of all the
products used showed a difference in values from one sample to another However, they all
meet international standards. The antibacterial activity was evaluated in vitro by the diffusion
method on agar medium and the results obtained showed a high sensitivity of the strain
S.aureus and S.clinique with diameters of the zones of inhibition ranging from 10-35 mm, and
a moderate sensitivity of the other strains (Gram positive and Gram negative) to the different
hive products used. while they were less effective against E. coli, Pseudomonas klebessila and

Bacillus.

Keywords: Bee products, Antibacterial activity, Physicochemical analyses, Bacterial strains
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?Q‘ Introduction

Au cours de ces dernieres années, les maladies infectieuses sont devenues la premicre

cause de mortalité dans le monde. Les antibiotiques ont joué¢ un réle important dans la lutte
contre ces maladies. Cependant avec 1’utilisation injustifiée de ces molécules, les bactéries ont

appris a s’adapter et a résister aux antibiotiques (Boukhatem, 2013).

Face a cette menace, certains chercheurs scientifiques et microbiologistes ont
commencé a s’intéresser aux vertus thérapeutiques de certains produits naturels, sachant que
ces derniers ne représentent presque pas d’effets secondaires (Bradbear, 2011). Parmi ces

produits, les produits de la ruche qui sont en tendance ces dernicres années.

Dans beaucoup de civilisations et de croyances les produits de la ruche ont toujours
fasciné ’homme et occupés une place privilégiée notamment pour leurs propriétés nutritives
et thérapeutiques. Ces cadeaux de la nature sont les symboles a la fois de la vie, de

I’abondance, de la pureté et de la sagesse (Doukani et a/.,2014)

Les produits de la ruche proviennent de la transformation par les abeilles de substances
issues de fleurs ou de végétaux. Il existe deux catégories de produits issus de la ruche : les
produits fabriqués directement par les abeilles tels que la gelée royale, la cire d’abeilles et les
produits d’origine végétale tels que le miel, la propolis et le pollen. Leurs actifs naturels

permettent de répondre aux besoins de ’Homme. (Blanc, 2010)

Dans cette optique notre travail fixe pour principal objectif 1’¢tude In vitro de 1’effet
antibactérien de quatre miels différents ainsi que la propolis et la gelée royale, l'activité
antioxydantes aussi a ¢été évaluée. Pour atteindre ces objectifs nous avons réalisé les étapes
suivantes :

1. Prospecter et déterminer le site d'échantillonnage des différents produits.

2. Une caractérisation organoleptique de nos échantillons

3. Une caractérisation physico-chimique des différents échantillons.

4. Identification des pollens des différents miels

5. Ensuite, Evaluation de 1’activité antibactérienne de nos échantillons sur certaines souches
bactériennes potentiellement pathogenes (Staphylococcus aureus, Staphylococcus clinique, E.

coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa et Klebsialea pneumonie)

6. En parall¢le, une recherche de certains principes actifs par des tests photochimiques ont été

réalisées sur les substances utilisées dans 1’étude.
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Introduction

Trois grandes parties sont illustrées dans cette présente mémoire, la premicre aborde
une synthese bibliographique permettant de situer le travail dans son contexte scientifique.
Ensuite, une deuxiéme partie concerné le matériel et les méthodes utilisés pour chaque
¢tape de travail, De ce fait nous avons procédé a I’évaluation du pouvoir antibactérien en
effectuant un antibiogramme Enfin, les résultats obtenus ont ¢été analysés, discutés et

comparés avec des résultats investigateurs sur le théme en question.

Ce mémoire est cloturé par une conclusion qui comporte une série de réflexions scientifiques

et de perspectives qui restent a réaliser dans un avenir proche.
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I.1. Apiculture

L’apiculture est une activité agricole définie comme 1'art, la science et/ou l'activité de gestion
des abeilles dans le but de produire du miel, de la cire et d'autres produits apicoles pour la

consommation personnelle et I'utilisation industrielle (Etxegarai-Legarreta et al., 2022).

Est une activité ancienne et largement répandue dans de nombreux pays du monde et est
considérée comme I'un des projets qui ont accéléré le cycle du capital, la pollinisation des
plantes économiques et médicinales étant une activité paralléle dans la plupart des pays.

(Hakim et Akbay, 2022).

I.1.1. Les types de ’apiculture
Bien connaitre le comportement des abeilles, la flore des environs, posséder des colonies
saines, de bonnes reines, voici quelques principes de bases qui permettent d’¢lever
sérieusement des abeilles. De bonnes conditions météorologiques et une solide expérience de
la pratique apicole font le reste.
L’idée étant de faire produire efficacement du miel a ses ruches, I’apiculteur vise a obtenir le

maximum de butineuses au moment de la grande miellée.

La domestication de I’abeille a impliqué la mise au point d’enceintes pour ’accueillir. A
travers les siécles, ’homme a utilis¢ d’abord les ruches a rayons fixes formées d’une seule
piece, puis de plusieurs pieces (ruches a calottes ou a hausses), Enfin sont apparues les ruches

a cadres mobiles actuellement répandues dans tout le monde apicole (Tableau 1).

1.1.2. L’apiculture dans le monde.

L'abeille est 1'un des organismes pollinisateurs les plus importants des plantes sauvages et
agricoles, étant essentielle pour la santé des écosystémes et la sécurité alimentaire. En méme
temps, c'est le seul pollinisateur ayant une relation aussi étroite avec 1'homme. Il est précieux
pour le gagne-pain des apiculteurs, la croissance de la campagne, et 1'économie mondiale dans
son ensemble. (Kagiali et al., 2023).

Dans de nombreux pays du monde, une attention particulicre est portée a l'amélioration des
mécanismes organisationnels et économiques de gestion de l'apiculture comme condition

importante pour assurer l'efficacité et la pérennité de la filiere (Djurabayevitch, 2023).

Lorsque 1'on considere les activités apicoles dans le monde, le plus grand nombre de ruches se

trouve en Inde (13 048 275), la Chine (9 048 546) et la Turquie (7 947 687). En termes de
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production de miel, la Chine (446 900 tonnes) occupe la premiere place. La Turquie (114.113
tonnes) et I'Argentine (79.468 tonnes) suivent la Chine (En ligneAkytirek, 2022).

Tableau 1. Les différents types de la ruche

Type Description

De forme trapézoidale, afin de décoller
facilement les rayons, cette ruche n'a
pas de dimensions précises, sauf pour
ses  barrettes de  dessus, qui
correspondent a I'écartement naturel
des rayons, elle se travaillent comme
des ruches a cadres ordinaires et
permettent la récolte d’un miel bien
operculé.(Etienne et al , 2015).

Ruche
kényane ou
la ruche
alsacienne

Décorait le fronton des ruches
d'admirables peintures, A l'origine,
celles-ci étaient destinées a éviter que
les abeilles se trompent de colonie, les
entrées étant trés pres les unes des
autres On trouve également dans les
pays de 1'Est des ruches a tiroirs, qui
sont utilisées en ruchers-
roulottes.(Etienne et al , 2015).

Traditionnelles

Les ruches
peintes

La ruche Warré se préte a une
apiculture  d'observation, ou la
production de miel n'est pas le premier
objectif Son exploitation, comme son
expansion vers le bas, se rapproche du
mode de vie naturel des abeilles. (Jean,
2013).

La ruche
Warré

La ruche Dadant est la plus répandue.
Elle permet un bon com- promis entre
les trois principaux 2objectifs : la
production, I'élevage et 1’équipement.
(Jean, 2013).

La ruche
Dadant

Modernes

Egalement appelée ruche standard, est
assez proche du modele Dadant. Ses
cadres sont plus petits 20 x 43 cm. Des
hausses de 17 cm ou 13 cm peuvent
La ruche | €tre placées sur le corps de ruche ou
Langstroth des corps de méme hauteur (24 cm)
peuvent étre superposés les uns sur les
autres. (Alexandra, 2011).
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1.1.3. L'Apiculture en Algérie.

L'Afrique du Nord est une zone climatique méditerranéenne caractérisée par des hivers doux

et des étés chauds et secs. Apis mellifera intermissa est une sous-espece indigéne trouvée en

Tunisie, en Algérie et au Maroc (Abdelkader, 2020).

En Algérie, I'apiculture est considérée comme faisant partie intégrante de la routine agricole et
rurale. Elle est pratiquée dans plusieurs régions mais a ¢té¢ plus importante dans le nord du
pays grace aux conditions climatiques appropriées et a la grande biodiversité floristique qui
fournit des ressources en miel pendant la majeure partie de l'année. Il y a plus de 20 000
apiculteurs avec 700 000 ruches dans toute 1'Algérie, principalement des ruches modernes
(type Langstroth et moins type Dadant) et rarement des ruches traditionnelles (Ghorab et al.,

2021).

1.2. L’abeille

Les abeilles sont des insectes appartenant a 1’ordre des hyménopteres et il en existe plus de
20000 especes apparu il y a 45 millions d’années nettement avant 1’homme. Celles de nos
contrées existent depuis 1’apparition des plantes a fleurs et se sont adaptées aux climats et aux
biotopes (Bonté et Des mouliére, 2013).

Les mieux connus et les plus utilisées en apiculture sont dans le genre Apis et font partie de
I’espece Apis mellifera (Figure 1) et de la famille des Apidae comportant une vingtaine de
races (ou sous-espéces) appartenant a des groupes correspondant a des aires géographiques.
Par exemple, 1’Apis mellifera , également appelée abeille noire ou commune, fait partie du

groupe de Méditerranée occidentale. (Clément, 2004).

e = — ey =i e

Figure 1 : Photographie d’Apis mellifera (Clément, 2004).
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Elles, en plus de leur production de miel, assurent la pollinisation des arbres fruitiers et des
autres cultures entomophiles. Toute menace sur ces insectes, qu’elle provienne des pesticides,
des herbicides ou de maladies, entrainent un déséquilibre environnemental. (Adjlane et al.,
2012).

1.2.1. La nourriture de I’abeille

L’influence de D’environnement sur [’abeille domestique est liée a' deux facteurs et
conditions, les ressources alimentaires et le climat. Lorsque les apiculteurs sont consultés, ils
pointent souvent du doigt les mauvaises conditions climatiques (froid et pluies) qui

empéechent les abeilles de sortir pour faire des réserves de nourriture. (Adjlane et al., 2012)

I.2.1.1. La nourriture naturelle

L’¢laboration du miel est un procédé naturel complexe. Les ¢léments de base de la nourriture
des abeilles sont le nectar et le pollen des fleurs, et le miellat (Bonté et Des mouliére, 2013).
Le pollen est un nutriment essentiel pour les abeilles et est la seule source de protéines et de
lipides dont les acides gras. Certains de ces acides gras, notamment ceux abondants dans les
pollens de graminées, sont connus pour stimuler le développement larvaire et avoir des
fonctions antibactériennes et antifongiques. (Gandar, 2016).

Les grands groupes de plantes insectivores cultivées : les arbres fruitiers (pommier, poirier,
cerisier, kiwi, prunier, amandier, pécher, chataignier), les "baies" (fraises, framboises, cassis,

groseilles), les oléagineux (tournesol et colza) (Tasei, 1996).

1.2.1.2. La nourriture par d'autres produits

D'autres méthodes doivent étre utilisées pour améliorer la miellée et 1'équilibre de la colonie.
IIs ont trouvé deux fagons d'effectuer l'alimentation. Tout d'abord, le nourrissage spéculatif
appelé « biberonnage » ou « nourrissage collectif » qui a lieu au printemps et qui sert a
stimuler la ponte de la reine. Avec ce type d'alimentation, les nectaires sont simulés a 1'aide de
sirop de saccharose en petite quantité préparé a partir de 1 kg de sucre et 1 litre d'eau chaude.
Cette liqueur sera idéalement positionnée au fond de la ruche pour s'écouler lentement a
travers un distributeur qui passe par le trou de mouche. Deuxiemement, il y a une alimentation
complémentaire, qui est programmeée au début de I'automne ou réalisée en urgence en hiver.
Idéalement, le produit utilisé ici serait du miel, mais comme la rentabilité de la culture est
¢galement prise en compte, un produit assimilable a celui-ci fera l'affaire : un produit patissier
comme le sirop de sucre inverti. Effectuez systématiquement l'alimentation a l'automne apres

avoir collecté une portion de miel (Anonyme, 2015).
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I1.1. Les produits de 1a ruche.

L’importance des abeilles ne réside pas seulement dans le fait qu’elles sont des insectes
pollinisateurs, mais également, ses produits précieux (le miel, la gelée royale, le pollen, la
propolis, la cire et le venin) (Figure 2) qui ont un impact positif sur la santé humaine grace a
leur richesse en composés phénoliques (notamment les flavonoides), en minéraux, en

vitamines. et leur activité antimicrobienne.

Figure 2. Les produits de la ruche (site02)

I1.1.1. Le Miel

Le miel, substance naturellement douce et visqueuse, est principalement produite par les
abeilles (Apis mellifera) a partir du nectar des fleurs. Le miel exerce une pléthore d'activités
biologiques et pharmacologiques, a savoir une activité¢ antioxydante, antimicrobienne et anti-

inflammatoire, en raison de la présence d'une grande variété de composés bioactif (Hossain et
al., 2022).

I1.1.1.1 Origine du Miel

La séve ¢laborée est la matiere premicre du miel. Elle est extraite des vaisseaux et libérée de

la plante qui la contient essentiellement de deux manieres principales :
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v" Par les nectaires organes nourriciers au niveau des fleurs, élaborant le nectar (origine
directe du miel)

v Par des insectes piqueurs-suceurs (pucerons principalement), excrétant un liquide
sucré et visqueux déposé sur les feuilles de plantes appelé miellat (origine indirecte du
miel) (Jean-Prost, 2005).

v En absence de nectar sur les fleurs, les abeilles prélévent aussi les matiéres sucrées des

fruits (Rossant, 2011).
I1.1.1.2. Composition du Miel

Le miel est I'une des substances sucrées naturelles les plus populaires. D'un point de vue
chimique, il pourrait étre défini comme un aliment naturel composé principalement de sucres
et d'eau ainsi que de constituants miOneurs tels que des minéraux, des vitamines, des acides
aminés, des acides organiques, des flavonoides et d'autres composés phénoliques et des
substances aromatiques (Santos-Buelga et Gonzalez-Paramas, 2017). Donc leur composition
dépend de différents facteurs comme les especes végétales butinées, la race des abeilles, 1’état
de la colonie, etc. En moyenne, le miel Contient : 17 % d’eau (limite 1égale de 21 %, sauf
exception : miel de callune, 23 %), 31 % de glucose, 38 % de fructose, 7,5 % de maltose, 1,5
% de saccharose (jusqu’a 10 % et méme davantage dans le miel de lavande) et une dizaine

d’autres sucres (Jean-Prost ,2005) (Figure 3).

19 2% 4% m Eau

7%

=

® Glucose
M Fructose
M Maltose
M Saccharose
38%

W Autres sucre

= Divers(polyphenols)

Figure 3. Composition générale du miel (Bruneau, 2002)

Ces derniers temps, 1'émergence de résistances multiples et prolongées aux médicaments

pathogénes humains a appelé a une recherche urgente de sources plus efficaces de produits
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naturels pour traiter les maladies infectieuses. L’activité du miel repose principalement sur
son origine botanique et entomologique (Tesfaye, 2023).

Le miel est utilis¢ comme médicament depuis I’antiquité dans de nombreuse culture dans la
médecine populaire (Molan, 1992).

Le miel posséde en plus de ses activités énergétiques et nutritionnelles Une action cicatrisante
et désinfectante, il peut aider la plaie a se refermer et a soulager les patients souffrant de
brilures grace a sa forte teneur en flavonoides qui réduiraient I’état inflammatoire (Erejuwa,
2012 ; Dumbrava, 2013). Des études ont montré des activités antifongiques contre Candida
albicans, Candida glabrata, Candida krusei et Trichosporron sp (Shenoy, 2012), ainsi que
des activités antivirales contre I'herpeés simplex de type 1 et de type 2 sur les Iésions,
notamment grace aux flavonoides (Amoros, 1992) et au monoxyde d’azote (Cavia, 2007)
contenus dans certains miel (Figure 4).

L’activité antibactérienne du miel a été signalée pour la premiére fois en 1892 sur certaines
bactéries telles que Salmonella Typhy, Salmonella Paratyphy, et Staphylococcus aureus
(Cortopassi-Laurino Et Gelli, 1991). Tous les miels n’ont pas la méme activité
antibactérienne, mais il présente de maniére générale une activité envers des espeéces

bactériennes aérobies et les anaérobies, aussi bien Gram (+) que Gram (—) (Ahmadi, 2013).

Figure 4. Différents types d'activités biologiques des produits du miel.
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I1.1.2. La Propolis

La propolis est une substance résineuse composée d'un mélange de différentes parties
végétales et de molécules sécrétées par les abeilles. Chimiquement, il se définit comme une
matrice complexe contenant des molécules biologiquement actives aux activités
antibactériennes, antifongiques, antivirales, antiparasitaires, hépatoprotectrices et
immunomodulatrices (Santos et a/ ,2020).

Elle est utilisée par les ouvriéres pour colmater les trous et les fissures de leur ruche pour la
protéger contre les conditions météorologiques défavorables et comme c’est une substance
antiseptique, elle protége ainsi la ruche contre les contaminations bactériennes ainsi que les
invasions étrangeres (Derevici et al, 1964 ; Philippe, 1999).

La fonction de la propolis a été utilisée pour lisser la surface intérieure de la ruche, pour
maintenir la température interne de la ruche a environ 35°C, pour prévenir les intempéries et
pour l'invasion par les prédateurs. Simultanément, la propolis pourrait durcir la paroi
cellulaire et contribuer a un environnement interne aseptique. La propolis possede ¢galement

une odeur agréable et devient molle et collante lors du chauffage (Chon et a/, 2020).

I1.1.2.1. Origine de la propolis

La Propolis a deux origines :

v Origine interne : La Propolis est une résine provenant de la premiére phase de la

digestion du pollen dans Un petit organe, situé entre le jabot et I’intestin moyen.

v Origine externe : Les principales essences d'arbres, connues pour étre productrices de
propolis sont par différents coniféres : pin, sapin, épicéa ; plusieurs especes de
peupliers (qui semblent la source la plus importante), I'aulne, le saule, le marronnier
d'Inde, le bouleau, le prunier, le fréne, le chéne et ’orme (Bouaroura ép Redjem et

Segueni, 2020).

I1.1.2.2. Composition de la propolis

La composition varie au sein de la flore de chaque région et selon la période de I'année ou la
collecte est effectuée, et elle dépend également du patrimoine génétique de I'abeille (Santos et
al, 2020)

Jusqu'en 2000, plus de 300 composants chimiques appartenant aux flavonoides, terpénes et

phénoliques ont été identifiés dans la propolis (Fernandes-Silva et a/ ,2013).

10
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La propolis est un produit des abeilles avec un large spectre de propriétés biologiques. En tant
que substance résineuse, la propolis est préparée par les abeilles pour sceller les fissures, lisser
les parois et maintenir 'humidité et la température stables dans la ruche tout au long de
'année. La propolis brute est typiquement composée de 50% de résines végétales, 30% de
cires, 10% d'huiles essentielles et aromatiques, 5% de pollens et 5% d'autres substances

organiques (Huang et al ,2014) (Figure 5).

5%
10%

30%

M Cires
M Résines et baumes
M Huiles essentielles

M Pollen

55%

Figure 5. Composition chimique de la propolis (Philippe, 1999).

I1.1.2.3. Propriétés de la propolis
I1.1.2.3.1. Les propriétés physico-chimiques de la propolis
v Consistance : La couleur de la propolis varie selon la zone et la source végétale. Il fond entre
60°C et 70°C tandis que certains de ses types fondent a 100°C. Dur a basse température et
mou a haute température (Anjum et a/,2019).
v Solubilité : Trés peu hydrosoluble, la propolis est particllement soluble dans I’alcool,
I’acétone, 1’éther, le chloroforme et le benzéne. Seul un mélange adéquat de différents
solvants permet de dissoudre la quasi-totalité¢ de ses composants.

v Densité : Elle est de I’ordre de 1,2 en moyenne (Fouchal et Laksari, 2019).
I1.1.2.3.2. Les propriétés biologiques de la propolis

Les nombreuses propriétés biologiques de la propolis, notamment antibactériennes,
antifongiques, antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses, ont été décrites dans la

littérature. De plus, 1'activité de la propolis contre diverses souches de virus, tels que le virus

11
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de T'herpes simplex (HSV-1), le virus antigrippal, l'anti-HIV-1 et 'anti-SARS-CoV-2 a été
rapportée dans la littérature. La composition chimique (teneur totale en phénols et
flavonoides, ainsi que le profil phénolique) et donc les activités biologiques des extraits de
propolis dépendent de nombreux facteurs, tels que l'origine géographique de I'échantillon de
propolis, la saison de sa collecte, les especes d'abeilles et le solvant utilis€ pour procédé

d'extraction ou méthode de récolte de la propolis (Wozniak ef al., 2023).
11.1.2.3.3. Les propriétés organoleptiques de la propolis

La propolis est récoltée sur une grande variété d’arbres et d’arbustes. Chaque région et chaque
colonie semble avoir ses propres sources de résine préférées. Ce qui explique la grande
variation de la couleur et de I’odeur de la propolis. La couleur varie trés fortement du brun
jaune au brun vert ou du brun rouge au rouge foncé selon 1’origine botanique et géographique.
Une saveur souvent acre et parfois amere. Son odeur est variable selon son origine ; en
général arome agréable et douceatre, mélangé a celui du miel, de la cire et d'autres produits

(Cannelle, vanille, etc.) (Ouadjir, 2021).
I1.1.2.4. Activité antibactérienne de la propolis

La propolis possede des propriétés antioxydantes et antibactériennes (antibactérien,
antifongique...). Au niveau antibactérien, il agit principalement sur la division cellulaire,
stoppant la croissance et la progression bactériennes. De plus, les flavonoides concentrés dans
la propolis posseédent de puissantes propriétés antioxydantes qui neutralisent les radicaux
libres. Ces radicaux libres ainsi que d'autres facteurs conduisent a la dégénérescence cellulaire
(par exemple en cas de maladie cardiovasculaire, d'arthrite, de cancer, de diabete).
(Benhanifia, 2015)

la propolis assure une trés bonne antisepsie contre plusieurs bactéries, levures et moisissures,
ayant fortes caractéristiques antiseptiques et purifie I’air de I’intérieur de la ruche par les
huiles éteriques et les balsames qui s’évaporent (Navrotescu et Toma, 2005).

Les huiles essentielles et les baumes entrant dans la composition de la propolis lui conferent
des propriétés antibactériennes et antifongiques. Méme lorsque la propolis est étalée en fine
couche d'isolant, ces propriétés sont présentes chez certains intrus, rats ou gros papillons qui
sont tués par les abeilles mais dont la carcasse : ne peut étre évacuée de la ruche. Les
propriétés antiseptiques de la propolis ont été prouvées par des études cliniques et en

laboratoire (Derevici et al ,1964).
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I1.1.3. La Gelée royale

La gelée royale est un liquide €pais blanc laiteux ou jaunatre 1égérement sucré (Figure 6) et
manifestement acide, qui est produit et secréter par les abeilles nourrices a partir de leur
glande hypopharyngées. Etant donné que ce type de nourriture est principalement utilisé pour

nourrir la reine des abeilles, il est appelé gelée royale et également appelé lait d'abeille (Li et
al., 2022).

Figure 6. La gelée royale (Blanc,2010).
I1.1.3.1. Composition de la gelée royale

La gelée royale contient des substances bioactives, telles que des glucides, des protéines, des
lipides, des peptides, des sels minéraux et des polyphénols qui contribuent aux activités

biologiques et pharmacologiques appréciées (Salama et al., 2022) (Figure 7).

13% _

2 B Eau

M Glucides
m Lipides
“ Protides

B Autres (polyphenols...)

Figure 7. Composition générale de la gelée royale (Ravazzi, 2007).
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I1.1.3.2. Origine de la gelée royale

La gelée royale (RJ) est un super aliment naturel sécrété par I'hypo pharynx et les glandes

mandibulaires des abeilles ouvriéres (Bulbul et al., 2023).
I1.1.3.3. Caractéristiques de la gelée royale

La gelée royale apparait comme une substance avec une consistance gélatineuse, souvent pas
homogene en raison de la présence de non dissous granulés de taille variable. Il a un caractére
distinctif odeur et golit prononcés. Il est en partie soluble dans 1'eau et trés acide (pH 3,4 - 4,5)

avec une densité de 1,1 g/ml (Barnutiu et a/., 2011).
I1.1.3.4. Propriétés de la gelée royale
I1.1.3.4.1. Propriétés physicochimiques de la gelée royale

La couleur, le golt et la composition chimique de la gelée royale sont déterminés par
I’absorption et la transformation des aliments de 1’abeille pendant la période de production de

gelée royale (pollen, nectar et miel) (Nonotte-Varly, 2022).
11.1.3.4.2. Propriétés biologiques de la gelée royale

Propriétés et effets biologiques de la gelée royale : antioxydantes, neurotrophique,
hypoglycémiant, hypocholestérolémiant et hépato protecteur, hypotenseur et régulateur de
pression artérielle, anti tumoral, antibiotique, anti-inflammatoire, immun modulateur et

antiallergique, tonique général et anti-age (Plave et al.,2011) (Figure 8).
11.1.3.4.3. Propriétés Médicinales de la gelée royale

Ces derniéres années, l'utilisation de la gelée royale a augmenté en raison de ses propriétés
attrayantes et de ses bienfaits pour la santé en tant que produit apicole naturel, et de son grand
potentiel d'application dans les produits médicaux et pharmaceutiques. Généralement, il est
utilisé dans les cosmétiques, les aliments diététiques, les compléments alimentaires, les
produits médicaux et les produits pharmaceutiques (Uthaibutra et al., 2023).

En raison des merveilleuses propriétés antioxydantes de la gelée royale, elle devient un choix

idéal a utiliser avec d'autres traitements tels que la chimiothérapie (Shakib et al., 2022).
11.1.3.4.4. Autre propriétés de la gelée royale

La gelée royale (RJ) est une maticre gélatineuse sécrétée par les glandes apicales des jeunes

abeilles nourriciéres avec divers avantages pharmacologiques et biologiques tels que
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anticancéreux, antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobien (Alkhaibari et Alanazi,

2022).
I1.1.3.5. Activée antibactérienne de la gelée royale

Des ¢tudes ont montré que la gelée royale posséde une activité antibactérienne. En effet elle
inhibe certaines bactéries gram positif et gram négatif. Cette activité est due en majorité a la
présence d’un acide gras, 1’acide trans-10-hydroxy-2-décénoique, qui est actif sur différentes

bactéries : Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (De, 1987).

Neurotrope

“

Activité
Anti- biologique
inflammatoire de la gelée
royale

Anti-age

Figure 8. Différents types d'activités biologiques de la gelée royale

I1.1.4. Pollen

Le pollen d'abeille est un produit apithérapeutique précieux trés appréci¢ par la médecine
naturelle en raison de ses applications médicales et nutritionnelles potentielles (Figure 9). Il
démontre une série d'actions telles qu’antifongique, antimicrobienne, antivirale, anti-
inflammatoire, hépatoprotectrices, immunostimulante anticancéreuse et analgésique locale.
(Komosinska-Vassev et al., 2015).

Les grains de pollen sont produits et dispersés dans le cadre du processus de reproduction des
plantes. Ils sont généralement sphériques ou elliptiques et dans la gamme de taille de 0,01 mm
a 0,1 mm. Les murs extérieurs sont extrémement résistants aux attaques chimiques et
physiques et sont ornés et perforés de diverses manicres. Les grains de pollen se trouvent en
abondance dans une variét¢ de types de sédiments, a partir desquels ils peuvent étre

concentrés et identifi¢ (Bennett et Willis, 2001).
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Figure 9. Pollen (site 03).

I1.1.4.1. Origine du pollen

Les grains de pollen constituent les gamétophytes males des angiospermes ; ils se forment
dans les deux loges polliniques situées dans les antheres, a 'extrémité des étamines. Chaque
loge comporte deux sacs polliniques qui contiennent et protégent les cellules meres des
microspores. Celles-ci donnent naissance, aprés une méiose puis une mitose, a des grains de
pollen La rupture d'une zone de moindre résistance située entre les deux sacs polliniques d'une
méme loge permet la libération des grains de pollen arrivés a maturation (Brachemi et

Moussaoui , 2018).
I1.1.4.2. Composition du pollen

Le pollen est un aliment trés complet, il renferme tous les nutriments nécessaires a la
croissance et au développement des abeilles sucres, protéines, acides aminés, lipides,
vitamines, minéraux, acides nucléiques, enzymes et polyphénols. Elles mettent en évidence
une composition du pollen trés variable, principalement en fonction des plantes visitées par
les abeilles mais également en fonction de l'origine géographique (Bogdanov, 2014) (Figure

10).
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Figure 10. Composition chimique du pollen (Philippe, 1999).
11.1.4.3. Les propriétés du pollen
11.1.4.3.1. Propriétés organoleptiques du pollen

Le pollen d'abeille contient toutes les nuances de couleur du blanc au noir, Gout sucré, aigre,
amer, ¢picé et texture farineuse et odeur de "foin" variant s'il s'agit d'un pollen frais ou

congelé (Thakur et Nanda, 2020).
11.1.4.3.2. Propriétés antioxydantes du pollen

La richesse du pollen en antioxydants (provitamine A, vitamines E et C, sélénium,

-----

en agissant contre le vieillissement accéléré des cellules (Gharbi, 2011).
I1.1.4.4. Activité antibactérienne du pollen.

Le pollen et la propolis sont des sources importantes de produits naturels bioactifs sains (c'est-
a-dire des polyphénols, des flavonoides et des acides phénoliques). En raison de la diversité
de leur composition chimique, la propolis et le pollen pourraient étre utiles dans la prévention
des maladies dans lesquelles les radicaux libres sont impliqués. Ces produits sont des sources
potentielles d'agents antibactériens agissant sur les bactéries gram-positives et gram-

négatives. Le puissant antioxydant et antibactérien potentiel de la propolis égyptienne peut
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étre dii a la présence de divers composés phytochimique, principalement des flavonoides et

des acides phénoliques (Mohdaly et al., 2015).
I1.1.5. La cire

La cire d’abeilles est une substance jaunatre, fusible et trés stable, sécrétée du corps des
Abeilles et produite surtout en temps de récolte (Figure 11). De nature lipidique, elle est
Produite par les glandes ciri¢res des abeilles ouvriéres agées d’environ deux semaines, a partir
des albumines et des graisses contenues dans le pollen. Les quatre paires de glandes a cire
utilisées sont situées sur la partie ventrale de I’abdomen des ouvrieres. Les ouvrieres plus
agées peuvent également produire de la cire mais doivent alors reconditionner leurs glandes
ciriéres par une consommation abusive de pollen. La reine et les males sont dépourvus de

glandes ciriéres donc ne produisent pas la cire (Degan et al. 2012)

C’est une substance complexe utilisée pour fabriquer le nid d’abeille et est secrétée par les

abeilles ouvriéres agées de 12 a 18 jours (Fenosoa, 2007).

Figure 11. La cire (Site04).

I1.1.5.1. L’importance de la cire

Il prend une importance particuliére en apiculture car c’est le support sur lequel 1’abeille
dépose son couvain ainsi que miel, gelée royale, pollen et propolis ... C’est pour cette raison

qu’il doit étre le plus solide possible (D’abeille, 2004).
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I1.1.5.2. L’origine de la cire

Produit d’origine animale de nature lipidique (Ouakif et Oulouna, 2022)

I1.1.5.3. La composition de la cire

La cire d'abeille est un matériau extrémement complexe contenant plus de 300 substances
différentes. Il se compose principalement d'esters d'acides gras supérieurs et d’alcools. Outre
les esters, la cire d'abeille contient de petites quantités d'hydrocarbures, d'acides et d'autres
substances. De plus, env. 50 composants aromatiques ont été identifiés. La cire produite par
différentes especes d'Apis mellifica contient les mémes composants mais dans une proportion
différente. La composition de la cire de différentes races d'abeilles comme Apis florea et Apis
cerana différe aussi qualitativement de celle de la cire d'Apis mellifica (En ligneBogdanov,

2004).
I1.1.5.4. Propriétés de la cire
I1.1.5.4.1. Les propriétés physico-chimiques de la cire

La cire d'abeille est 1'un des ¢léments les plus anciens et les plus importants que I'humanité
utilise. Aujourd’hui, l'authenticit¢ de la cire d'abeille peut étre déterminée a l'aide de
parametres physiques et chimiques, tels que le point de fusion et la densité, 1'indice d'acide,
l'indice de saponification, le nombre de portions, I'indice d'ester, I'indice d'absorption d'iode et
l'indice de peroxyde. Propriétés physiques et chimiques couramment utilisées Evaluation de la
qualité de la cire d'abeille et discrimination possible L'adultération est le point de fusion, la
valeur de saponification et l'acidité La plage de valeurs suggérée pour les paramétres de la
cire d'abeille pure varie d'un pays a l'autre. Ces différences peuvent étre liées au point
L'origine de la cire d'abeille car I'environnement et les facteurs géographiques jouent un role
important dans l'adaptation des abeilles en conséquence dans la composition de la cire

d’abeille (Tesfaye et al., 2016).

I1.1.5.4.2. Les propriétés cosmétiques de la cire

Cette utilisation cosmétique ne date pas d’hier et découle de I’emploi thérapeutique de la cire
d’abeille sous forme topique. Des ajouts, des modifications sont effectués de fagon a obtenir
le rendu organoleptique souhaité. La pommade raffermissante pour le buste jette ainsi I’eau de
rose aux orties mélant cire d’abeille, blanc de baleine, huile d’amande douce et plantain, le

cérat pour dartres et briilures mélange cire d’abeille. La cire d’abeille s’invite partout, dans les
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produits de soin, d’hygi¢ne, de maquillage... et ce quelles que soient les périodes de 1’histoire

des cosmétiques considérées (Couteau et Coiffard, 2021).

I1.1.5.4.3. Autre propriétés de la cire

Grace a ses riches propriétés protectrices hydrophobes, la cire d'abeille est en effet présente
dans les cosmétiques et les produits corporels. Aussi, la cire d'abeille est utilisée dans
l'industrie agro-alimentaire : comme film pour envelopper les fromages en vue de leur
affinage ou comme additif alimentaire (E901) pour donner de la brillance aux produits.

(Fratini et al., 2016).

I1.1.5.5. Activité antibacérienne de la cire

Certains apiculteurs collectent de la cire d'abeille spécifique pour d'autres usages tels que les
bougies, 1'art, les vernis et les vernis et les émollients et émulsifiants dans les cosmétiques. La
cire d'abeille a été historiquement utilisée dans les médicaments pour son efficacité contre la
dermatite, les maladies gastro-intestinales et l'inflammation ; de nos jours, il est encore
présent dans plusieurs médecines traditionnelles et alternatives. Les produits de 1'abeille tels
que le miel, la gelée royale, le venin, le pollen d'abeille et la propolis ont été¢ étudiés pour
leurs propriétés antimicrobiennes avec un intérét croissant en tant que remedes naturels.
Seules quelques études rapportées sur les activités antimicrobiennes de la cire d'abeille ont
rapporté que les bactéries Gram-positives (Staphylococcus aureus) et Gram-négatives
(Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis et Escherichia coli) sont affectées par l'exposition

a la cire d’abeille (Felicioli et al., 2019).
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Notre étude appliquée fut menée au niveau du complexe des laboratoires pédagogiques
de la Faculté des sciences de la Nature et de la vie a El Hamma (Photographie 1), sous la
direction de responsable du hall de technologie Mme : CHORFI. R. sur une période d’étude
d’un mois.

90 % des équipements nécessaires pour un travail bien organisé¢ sont disponible au niveau de
laboratoire microbiologique

v' Etuve bactériologique.

v" Four Pasteur et Autoclave

v Hotte Sorbonne microbiologique.

e

Photographie 1. Complexe des laboratoires pédagogiques de la Faculté des sciences de la

nature et de vie El Hamma (Khenchela)

Cette étude porte sur 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de quatre sortes de miels (Miel
de Sidr (Zizyphus jujuba), Miel blanc (Eruca sativa), Miel de Montagne, et Miel de
Talghoufet (Euphorbia characias), de la gelée royale et de la propolis. En parall¢le des tests
physicochimiques et un screening photochimique ont été réalisés sur les substances utilisées
respectivement, dans le but d’évaluer leur qualité et de vérifier la présence ou I’absence des

principaux principes actifs.
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1. Origine des échantillons

Les échantillons des produits de la ruche sont aux nombre de quatre miels, propolis et gelée
royale (Tableau 2), récoltés durant I’année 2023, offert par I’apiculteur Monsieur Achour
Abed El Madjid (khenchela —Ensigha-).

L’ensemble des échantillons (Photographie 2) ont été déposés dans des flacons en verre bien
fermés et enrobés avec du papier aluminium pour assurer 1’obscurité, puis transportés et

conservés au réfrigérateur du laboratoire.

Photographie 2. Les produits de la ruche :
a. Miel de Sidr (Zizyphus jujuba), b. Miel de montagne, c. Propolis, e. Miel blanc

(Eruca sativa), f. Gelée royale, D. Miel de Euphorbia characias.
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Tableau 2. Les produits de I'abeille utilisés dans cette étude

Etat Méthode L’année de
Echantillon Région
physique d’extraction prélévement
Commune
Miel de Sidr Dore et ) ) Messaad
Centrifugation 2022
(Zizyphus lotus) douce Willaya de
El Djelfa
Commune
Miel Blanc Blanchatre et ‘ . Mechria
o Centrifugation 2022
(Eruca sativa) Cristallisé Willaya de
El bayadh
Commune
Miel de Talghoufet Dor¢ et ] ) Hassi Dellaa
Centrifugation 2020
(Euphorbia characias.) Cristallisé Willaya de
Laghouat
Commune
Jaunatre et ) ) Sidi Aissa
_ Centrifugation 2022
Miel de montagne visqueux Willaya de
El Medya
Blanchatre et Au niveau
Gelée royale ‘ Greffage 2022
¢paisse Nationale
Noire et Grattage sur et Au niveau
Propolis ) 2022
solide entre les cadres Nationale

2. Les souches bactériennes utilisées

L’¢évaluation de DI’activité¢ antibactérienne des différents produits de I’abeille choisis ont été
testés sur six types de souches de références bactériennes potentiellement pathogeénes :
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus clinique, Bacillus subtilis (ATCC
11778) qui sont des bactéries a Gram positif et Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) qui sont

des bactéries a Gram négatif. Ces bactéries ont été fournies par Monsieur BOUSSAA

Abdelhalim.
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Les six especes bactériennes choisies constituent un probléme majeur de santé publique par

leur résistance naturelle a divers agents antibactériens (Delarras, 2007).

3. Analyse physico-chimiques des échantillons
3.1 Mesure de pH des échantillons

Le pH ou « potentiel hydrogéne », encore appelé indice de « Sorensen » est la mesure du
coefficient caractérisant I'acidité ou la basicité d'un milieu ; il représente la concentration des
ions H+ d'une solution (Benameur, 2014). Le pH du miel, de la gelée royale et de la propolis

est mesuré a 'aide d'un pH-metre.
3.1.1 Mode opératoire

Dans un petit bécher ; 5g de miel (les quatre échantillons) sont dilués dans 45 ml d'eau
distillée. En ce qui concerne la gelée royale, 2g sont dilués dans 18 ml d'eau distillée. Et 1g de

propolis diluer dans 95 ml d'éthanol (Rebai h, et Saidi sief Ch, 2017).

L'¢lectrode propre et seche est plongée dans les différentes solutions de miel, de propolis et de
la gelée royale. L'analyse se fait sous agitation magnétique des solutions aqueuses des
différents produits. La valeur du pH est ensuite affichée sur 1'écran de 1’appareil.
(Photographie 3).

On a mesuré le pH de ces solutions pour connaitre le degré d'acidité des déférents échantillons

afin de connaitre ses effets sur les différentes souches bactériennes.

Pot(;graphie 3. pH metre de type « pH 211 Microcessor pH metre »
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3.2. Mesure d’humidité des échantillons

La mesure s'effectue par le refractométre (photographie 4). A partir des solutions
préalablement préparées de miel, de propolis et de la gelée royale, nous prenons une goutte
avec une pipette et la plagons a I'endroit prévu a cet effet dans le réfractometre et lisons le

résultat a 'écran.

La mesure de I’humidité du miel, est effectuée puisqu’elle joue un rdle primordial dans sa
qualité. Elle intervient aussi dans la viscosité, la cristallisation, la saveur et la fermentation du

miel.

Photographie 4. Refractometre de type Bellingham + Stanley.

3.3 Mesure de la conductivité des échantillons

La mesure s'effectue en utilisant un multi paramétre (Photographie 5) et elle est exprimée par

ms.cm.

3.3.1 Mode opératoire.

Dans un petit bécher ; 5g de miel (les quatre échantillons) ou de propolis sont dilués dans
45 ml d'eau distillée. En ce qui concerne la gelée royale, 0.2g sont dilués dans 1.8 ml d'eau
distillée. Et 1g de propolis diluer dans 95 ml d'éthanol.

Placer chaque solution au bain marie a 20°C.

Plonger I’¢lectrode de 1’appareil dans chaque solution (lorsque la température est a 20°C
+0.5°C). Lire la valeur qui s’affiche sur I’écran.

La mesure de la conductivité donne de précieux renseignements sur I’origine botanique et

permet notamment de différencier miels a un autre miel.
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Photographie 5. Multi-paramétre de type EC 215 Conductivity métre

4. Identification des pollens des différents miels

v' Peser 10g de miel a 0,1g prés dans un bécher (de capacité 50mL). Ajouter 20-30mL
d’eau distillée (20°C-40°C) et dissoudre le miel. Si vous avez des tubes a centrifuger
de 50mL, utilisez ces tubes, sinon séparez la solution dans plusieurs tubes.

v Centrifuger cette solution pendant 10min a 1000g. Pipetter le surnageant. Regrouper
les culots dans un tube et ajouter 20 ml d’eau distillée pour dissoudre compleétement
les cristaux de sucre restant. Utiliser une micro-spatule ou une pipette Pasteur pour
aller jusqu’au fond du tube a centrifugation. (Préférez les pipettes Pasteur jetables de
ImL pour éviter les contaminations avec d’autres échantillons).

v’ Centrifuger pendant 5min a 1000g. Pipeter tout le surnageant. Pour la derniére goutte,
placer le tube a I’envers a 45° pour permettre au liquide en exces d’étre absorbé par du
papier absorbant.

v' Si vous souhaitez garder les lames, vous devez faire ces étapes durant la
centrifugation. Porter une plaque chauffante a 40°C pour liquéfier la glycérine en la
chauffant a moins de 40°C avec une plaque chauffante

v Utiliser un marqueur indélébile pour réaliser un carré de 22x22mm sur une lame.
Placer la lame sur la plaque chauffante

v' Mélanger complétement le culot a I’aide d’une pipette Pasteur et le transférer avec
cette pipette sur la lame. Une petite perte de pollen a ce stade est acceptable puisque la
méthode est qualitative.

v' Etaler le culot a ’aide d’une micro-spatule sur la surface marquée de 22x22mm.
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Pour un miel trés riche ou trés pauvre en pollen, la surface peut étre trop petite ou trop
grande pour permettre une observation facile. Dans de tels cas, il est possible d’étaler
le culot sur une surface plus appropriée en dessinant un carré de taille adaptée.

v Sécher le dépot a moins de 40°C pour ne pas faire brunir les sucres restants.
Réchauffer quelques lamelles (22 x 22 mm ou d'une autre taille selon les cas) sur la
plaque chauffante. Prendre une goutte de glycérine, l'appliquer sur la lamelle pour
former une grande croix en diagonale. Ce faisant, les grains de pollen resteront dans
leur position de séchage lorsque I’on abaissera la lamelle sur le culot séché.

v' Déposer la lamelle sur la lame trés lentement pour éviter les bulles d'air. Laisser la
préparation sur la plaque de chauffage pendant 5 min pour une répartition uniforme de
la glycérine et un gonflement égal des grains de pollen. Ne jamais appliquer la goutte
de glycérine directement sur le culot séché.

v Observer la lame au microscope.
5. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus clinique, E. coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa et Klebsialea pneumonie a été évaluée pour les
produits purs (Miel de Sidr (Zizyphus jujuba), Miel blanc (Eruca sativa), Miel de Montagne,
et Miel de Talghoufet (Euphorbia characias) et gelée royale). Nous avons par contre évalué
1‘effet antibactérien de 1’extrait éthanoique de la propolis en raison de son aspect solide non
diffusable dans la gélose. Pour cela, nous avons utilisé la technique de diffusion en milieu

gélosé Mueller Hinton (Annexe 1) par la méthode des disques.
5.1. Préparation des extraits éthanoiques de la propolis

L’extraction des substances bioactives de la propolis est réalisée par macération de cette
derniére dans 1’éthanol a différentes concentration 95%, 80%, 70 %, 60%, Pour cela 10ml de
chaque solvant sont ajoutés a 1 g de propolis (Photographie 6). Le mélange est laiss¢ pour
macération pendant une semaine avec agitation de temps en temps. Apreés macération, le
mélange est chauffé au bain-marie a 70°C pendant 30 minutes puis filtré sur un papier filtre
Wattman N°1. Les extraits obtenus sont appelés extrait éthanoique de propolis. Ils sont

conservés au réfrigérateur a 4°C (Rebai et Saidi Sief, 2017).
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Photographie 6. Les extraits éthanoliques de la propolis apres la macération.

5.2. Préparation des dilutions de miel

v Peser 2.5 g - 5 g — 7.5g de miel (talghouda, Sidr, montagne, cresson) a ’aide d’une
balance de précision de type (Adventurer OHAVYS).
-Dilué :
v 2.5 g de miel (Talghoufet, Sidr, Montagne et Cresson) dans 7.5 ml d’eau physiologie.
v 5 g du miel (talghouda, Sidr, montagne, cresson) dans 5 ml d’eau physiologie.
v 7.5 g du miel (talghouda, Sidr, montagne, cresson) dans 2.5 ml d’eau physiologie.
v’ Agiter les tubes a ’aide d’un vortex de type (ZX?) (Photographie 7).

Photographie 7. Les différentes dilutions de miel
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5.3. Réactivation des souches

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de cultures jeunes de 18h a 24heures en
phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches a été effectué¢ par
ensemencement sur le milieu Gélose nutritive (GN) (Annexe 1). Le milieu de culture

ensemence est incubé a I’étuve de type I’étuve (MEMMNET) a 37° C pendant 18-24 heures.
5.4. Préparation de la suspension bactérienne

Trois a cing colonies bien isolées issues d’une culture de 18-24 heures sont dissociées dans 5
ml d’eau physiologique suivi d’une agitation a 1’aide d’un Vortex.

La standardisation de la suspension a 10° UFC/ml, est réalisée a Il’aide d’un
spectrophotomeétre réglé sur une longueur d’onde de 530 nm.

Selon Mac Farland, on admet une DO (530 nm) comprise entre 0,08 et 0,1 qui correspondent
a une concentration de 107 a 10® germes/ml ; la suspension d’inoculum est diluée a 1/10 dans

de I’eau physiologique stérile pour avoir une concentration de 10° germes/ml.
5.5. Aromatogramme

L’activité antibactérienne a été évaluée pour les produits purs et les extraits éthanoliques
obtenus a différentes concentrations, en utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé

(Mueller Hinton) par la méthode des disques.
5.6. Méthode des disques

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien sur milieu gélosé a 1'agar (MH)
réalisée dans une boite de Pétri. Le contact se fait par l'intermédiaire d'un disque de papier

Wattman (Bauer et al., 1966).
5.6.1. Protocole expérimental

La gélose utilisée est la gélose Muller Hinton, fondue et stérilisé¢ a 120°C, dans un autoclave et
versée dans des boites de pétri prés du bec bunsen. Son ensemencement a été effectué dans les
15 minutes qui ont suivi la préparation de I’inoculum selon les étapes suivantes :
v Couler 15ml de la gélose MH en boites de pétri, laisser sécher 15min et solidifier
avant utilisation.
v' Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum préparé (10° UFC/ml).
v' L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,

afin de le décharger au maximum.
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v" Frotter I’écouvillon sur la totalité de la gélose de haut en bas, en stries serrées en
répétant 1’opération 2 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.

v Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon par la périphérie de la gélose

(Courvalin et Leclreq, 2012).

5.6.2. Dépot des disques

Apres avoir ensemenceé les boites de Pétri contenant de la gélose MH (4 mm d’épaisseur) par
les suspensions bactériennes précédemment préparées de chaque souche utilisée, on dépose a
I’aide d’une pince stérile, les disques de papier Wattman stérilisés, imbibés des produits de
I’abeille utilisés (Quatre disque par boite + un témoin). Appuyant légérement, pour assurer un
contact uniforme avec le milieu. En les espacant suffisamment pour é&viter les
chevauchements.

Les boites de pétri sont ensuite laissées sur la paillasse pendant 30 mn pour la saturation des
disques en produits et leur diffusion dans la gélose. Elles sont par la suite, mises a 1’étuve a

37°C pendant 24 heures (Rebai et Saidi sief, 2017).
L’expérience est répétée trois fois pour chaque souche bactérienne.
5.6.3. Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition (en mm) avec précision a
I’aide d’un pied a coulisse ou une régle décimale a I’extérieur de la boite fermée (Rebai et
Saidi sief, 2017).

Vu I’absence d’une référence de lecture qui détermine le seuil de sensibilité nous avons
considéré que si le diamétre de la zone d’inhibition est :

-Inférieur a 10mm : il y a une résistance.

-Egale 2 10 mm : il y a une sensibilité intermédiaire.
-Supérieur a 10 mm : y a une sensibilité remarquable .
7. Etude de ’activité antioxydante des échantillons

Toute substance qui a la capacité de ralentir ou d'inhiber 1'oxydation cellulaire est considérée
comme un antioxydant. Cette définition fonctionnelle s'applique a un grand nombre de
substances, y compris les enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques et les petites

molécules solubles dans 1'eau ou les graisses. Cette grande diversité physicochimique permet
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la présence d'antioxydants dans tous les compartiments de l'organisme, qu'ils soient
intracellulaires, membranaires ou extracellulaires.

7.1. Dosage des composés phénolique

Les composés phénoliques totaux des produits de la ruche (miel, gelée royale, propolis,
pollen) ont été extraits en utilisant comme solvant I'é¢thanol absolu qui permet I'extraction d'un
maximum de composants biologiquement actifs et I'obtention des polyphénols. (Baghiani et

al., 2012).

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange d'acide phosphotungstique (HPW10) et d'acide
phosphomolybdique (HPMo :20), oxyde les composés phénoliques ; les oxydes métalliques
produits sont de couleur bleue, dont l'absorbance est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans 1’échantillon. (Boizot et Charpentier, 2006). La teneur en composés
phénoliques des différents extraits est estimée selon la méthode de Folin-Ciocalteau (Li et al.,
2007). Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phosphotungstique (WO,*) phosphomolybdique ( MoO4*) de réactif de Folin-Ciocalteau par
les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits
de réduction de couleur bleu. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm
dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon. En
effet, 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteau est ajouté a 200 ul d’extrait ou standard (préparé
dans le méthanol ou I’eau distillée) avec des dilutions convenables. Apres 4 min, 800 ul d’une
solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h
d’incubation a température ambiante, [’absorbance est mesurée a 765 nm.La teneur en
polyphénols totaux est estimée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage
¢tablie avec 1’acide gallique (0-160 pug/ml) et est exprimée en ug d’équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait)
7.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Arrar et al., 2013) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits. La méthode consistait a ajouter 1 ml d’extrait ou standard a 1 ml
de la solution d’AlCl; (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est
lue a 430 nm. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine (0-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine

par milligramme d’extrait (ung EQ/mg d’extrait).
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1. Les tests organoleptiques

Suivant son origine florale, le miel peut présenter une grande variété de saveurs et d'aromes

différents. Dans cette é¢tude, 04 produits de la ruche ont été utilisés. Les échantillons ont été

stockés dans des pots stériles étiquetés. Ils sont répertoriés dans le Tableau 3.

Tableau 3. Les propriétés organoleptiques des différents échantillons

Echantillon Le gout L’odeur La couleur
Miel de Sidr . e .
intense et caramélisé suave Dore¢e
Zizyphus jujuba
Léger parfum rappelant
Miel blanc douce et légerement

Eruca sativa

florale

le cresson et les fleurs de

colza

blanche translucide

Miel de Talghoufet

Euphorbia characias

Got assez prononce
v’ Acide

v" Saveur amer

forte et boisée

Dorée

Odeur trés aromatique

est marquée, tenace,

Saveur est Couleur brune aux
Miel de Montagne odeur de foin coupé,
prononcée . reflets dorés
parfois notes de
chataigne
Prononcé
Agréable et puissante de
Propolis généralement Brune
miel. 1égerement épicé

Désagréable

Gelée royale

Acide, salée, ameére

acre et forte.

Blanche a jaune, aux
reflets nacrés

(blanc nacré)

2. Les tests physicochimiques des produits de la ruche

2.1. Mesure du pH

Les résultats représentés sur le tableau 4 ont montré que le pH de tous les produits utilisés

dans cette étude ; les quatre échantillons de miel, Propolis et la gelée royale est acide. Les
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valeurs sont proches surtout entre le miel de Sidr, miel de blanc et miel de Talghoufet (Valeur

entre 3,4 et 3,9). Et entre (4,2 et 4,7) pour le miel de montagne la propolis et la gelée royale .

Tableau 4. Mesure de pH des quatre échantillons de miel, Propolis et la gelée royale

Echantillon pH
Miel de Sidr Zizyphus jujuba 3,9
Miel blanc Eruca sativa 39
Miel de Talghoufet Euphorbia characias 3.4
Miel de Montagne 4,2
Propolis 4,7
Gelée royale 4,2

Les résultats de pH, obtenu sur les différents miel répandent au norme de Codex Alimentarius
(2001), Ils se rapprochent de ceux (Athmani et al., 2018, Bouzit et al, 2019, ) qui ont montré

que les miels sont acides avec un pH généralement compris entre 3,3 et 4,7.

Selon Achouri et al. (2015), tous les miels sont acides, avec des valeurs de pH généralement
comprises entre 3,5 et 5,5, en raison de la présence d'acides organiques, tels que les acides
gluconiques, pyruviques, maliques et citriques. Généralement, les miels de nectar ont un pH
faible (de 3,3 a 4,0), tandis que les miels de miellat ont un pH un peu plus élevé (4,2 a 5,5)
(Bogdanov et al., 1995) ,cela confirme que nos échantillons avaient plutdét comme origine le

nectar.

Le résultat de pH acide 4,2 de la gelée royale obtenu (pH acide 4.2) se rapproche des pH du
méme produit trouvé par (Layazid et Aslani ,2018), Ces derniers ont trouvé des valeurs du pH
de la gelée royale variant de 3,84 a 4,17 ainsi que de (Haddouche et al., 2021) obtenu le
méme résultat 4,2. Le pH peut étre considéré comme étant un indice de qualité. Il dépend des
conditions de stockage du produit. Il peut influencer la solubilité de certains constituants
hydrosolubles de la matrice, le golt et le développement des micro-organismes et donc la

conservation de l'aliment (Balkanska et a/.,2013 ; Talbi ,2018).

En ce qui concerne les résultats obtenus de pH (4,7) de la propolis, il est 1égérement plus
faible que celui trouvés par (Athmani et al., 2018) (5,08) et le méme avec (Haddouche et al
,2021) (4,73). L’acidité pourrait €tre expliquée par la richesse de ces produits en acides

aromatiques et en acides aliphatiques (Ferhoum , 2010).
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2.2 L’humidité
La teneur en eau est un critere de qualité utilisé essentiellement pour estimer le degré de
maturit¢ du miel et renseigne sur la stabilit¢ du produit contre la fermentation durant la

conservation (Juszczak et al., 2009).

Les échantillons analysés présentent une teneur inférieur a la limite maximale fixée par la
commission européenne (2002) qui est de 20 %. Les valeurs enregistrées pour ce parametre
varient entre 14 et 21.4 % (Tableau 5) On remarque que I'humidité de la gelée Royale et le
propolis et variées entre 19.2 et 19.4% Il faut noter que toutes ces valeurs sont dans les
normes internationales et sont dans l'intervalle préconisé par le Codex Alimentarius (2001).
Comme nous l'avons remarqué, toutes les valeurs de I'humidité de tous les produits de la
ruche sont différentes. Ces variations pourraient s'expliquer par la différence de composition
chimique, de l'origine botanique et/ou géographique de ces produits et de la diversité des
profils polliniques ; De plus, les techniques de traitement et les conditions de stockage (Ozcan

et al., 2006 ; Ouchemoukh, 2012).

Tableau 5. Mesure de I’humidité des quatre échantillons de miel, Propolis et la gelée royale.

Miel de Sidr Zizyphus jujuba 14
Miel blanc Eruca sativa 214
Miel de Talghoufet Euphorbia characias 19
Miel de Montagne 16.4
Propolis 19.2
Gelée royale 19.4

Une étude effectuée par (Bouzit et al., 2019) sur différents types de miel des régions d'Algérie
(Tipaza ; Ain Defla et Guelma) a révélé des valeurs comprises entre 15.2% et 20.4% avec une
valeur moyenne de 16.72%. Ces valeurs sont proches aux notres. Selon (Bogdanov et
al.,2004,), I'numidité du miel dépend de divers facteurs tels que la saison de récolte, le degré
de maturité¢ atteint dans la ruche, les conditions environnementales (climat), de 1'origine
florale, de la teneur en eau des nectars. Elle peut varier d'une année a une autre, Généralement
une quantité¢ d'eau élevée provoque la fermentation du miel et la perte de sa qualité. Elle
pourrait aussi accélérer la cristallisation de certains types de miel et accroitre son activité

d'eau a des valeurs ou certaines levures pourraient se développer.
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2.3. Conductivité électrique

La conductivité exprime 1’aptitude d’une solution aqueuse a conduire un courant électrique
(Doukani et al., 2014 ). Selon (Tarrab et al., 2003), La conductivité dépend du pH de la
solution, de la matiére minérale et donc de la valence des ions et le degré d'ionisation, des
acides organiques, des protéines, et de la composition en sucre et en fonction de l'origine
botanique. C'est un bon critére 1i¢ a 1'origine botanique du miel et trés souvent utilisé dans les
routines de contrdle du miel au lieu de la teneur en cendres..

En ce qui concerne les valeurs de conductivité de quatre types de miel, elles sont en dessous
de la limite préconisée par 1'organisation mondiale FAO (0.8Ms/Cm) (Codex Alimentarius,
2001). La conductivité est employée pour distinguer les miels de nectars et ceux de miellats.
Les miels dépassant une conductivité de 0.8Ms/Cm, indique qu'ils sont issus de de miellats
tandis que ceux ayant une conductivité inférieure a 0.8Ms/Cm comme dans notre étude, elles
varient de 0,227 a 0,617 mS/cm. La majorit¢ des échantillons ont des conductivités
¢lectriques qui ne dépassent pas 0,8 mS/cm, permettant ainsi de confirmé que les miels sont
issus du nectar des fleurs (Mekious et al., 2015). Les résultats de la conductivité¢ des
¢chantillons étudiés représentés dans le tableau 6 montrent que les six produits de 1’abeille ont

des valeurs différentes de la conductivité.

Tableau 6. Mesure de la conductivité¢ des quatre échantillons de miel, Propolis et la gelée

royale.
. mmo  TmmE)

Miel de Sidr Zizyphus jujuba 0,617
Miel blanc Eruca sativa 0,226
Miel de Talghoufet Euphorbia characias 0,142
Miel de Montagne 0,276
Propolis 0,224
Gelée royale 0,227

3. Identification des pollens des différents miels

Tous les miels posseédent intrinsequement la signature de leurs origines. Il s'agit d'une sorte

"d'empreinte digitale" pleine d'informations. La mélissopalynologie est une science qui
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permet de décrypter cette "empreinte" .Elle repose sur I’identification et la quantification des
¢léments figurés présents dans le culot de centrifugation aprés examen au microscope
photonique (Ouchemoukh, 2012).

Les classes de fréquence des grains de pollen sont données comme pollen prédominant (> 45
%), pollen secondaire (16 — 45 %), pollen mineur (3 — 15 %) et pollen rare ou isolé (1 — 3 %)
(Ouchemoukh et al., 2007 )

Un miel est considéré comme étant monofloral lorsque le nombre de pollens dominants
provenant d'une espece de fleur est supérieur ou égal a 45 %.

Les analyses polliniques révelent que quatre miels sont des miels monofloraux (Tableau 7)
Cela est da a leur richesse en pollen dominant plus de (>300) grains de pollens dans les

différents miels.

Tableau 7. Identification des pollens des miels (miels de Sidr « Miel de Zizyphus jujuba »,

miel de montagne, miel blanc de Eruca sativa , miel de Talghoufet ( Euphorbia characias).

Genre de miel Observation microscopique

Miel de montagne

Photographie 8.

Observation microscopique du Miel de montagne a grossissement *40

Miel blanc

Eruca sativa

Photographie 9.

Observation microscopique du Miel blanc a grossissement *40
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Photographie 10.

Observation microscopique du Miel blanc a grossissement *100

Miel de Photographie 11.
Euphorbia Observation microscopique a grossissement *40
characias
Photographie 12.
Observation microscopique a grossissement *100
Miel de Sidr
Zizyphus jujuba

Photographie 13.

.Photographie microscopique a grossissement *100
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4. Activité anti bactérienne des différents produits de la ruche

Le diametre du halo d'inhibition par la méthode de diffusion sur gélose détermine la
sensibilité¢ des bactéries aux différents miels, a la gelée royale et a la propolis (par disque).
L'efficacité antimicrobienne des quatre échantillons de miel, de propolis et de gelée royale
contre six souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Staphylococcus clinique,
Escherichia coli et Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsialea pneumonie) a été
déterminée. Pour ce faire, la sensibilité de ces derniers a été estimée en mesurant le diamétre

de zones d'inhibition autour du disque en (mm).

4.1. Miel

Photographie 14. activité antibactérienne de (miel, propolis, gelée royale) sur les bactéries

Staphylococcus aureus, Staphylococcus clinique, Escherichia coli et Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsialea pneumonie

4.1.1. Miel de Talghoufet

Le tableau 8 et la figure 12 montrent que par rapport au miel de Talghoufet , la souche
S. clinique a été sensible vis-a-vis toutes les concentrations du miel utilisés avec des halos

d’inhibition remarquables allant de 10 a 40mm . alors qu’il a produit une zone d’inhibition
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entre (20 et 30 mm) avec les souches S.aureus, p.aeruginosa et K.pneumonie mais seulement

avec les fortes concentration miel pure et 7.5mg/ml. Aucune activité n’a ét¢ constatée sur la

souche E.coli avec toutes les concentrations

Les souches bactériennes testées (S. clinique, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis, K.

pneumonie) montrent une grande sensibilit¢ envers le miel de Talghoufet utilisé, et le genre

Staphylococcus est 1‘espece la plus sensible, et nos résultats s‘accordent avec 1°¢étude de (

Molan 1992), qui dit que Staphylococcus a été la bactérie la plus sensible au miel étudié

malgré qu‘elle est considéré comme la bactérie la plus osmotolérante capable de provoquer

des infections multiples. Le miel de Talghoufet a une couleur foncé ,Selon Bogdanov (2016),

les miels foncés ont une activité inhibitrice plus élevée que celle des miels de couleur claire.

Tableau 8. Diamétres des zones d’inhibition du Miel de Talghoufet sur les souches testée

Concentration
(mg/ml) S.aureus  S.clinique E.coli P. aeruginosa B.subtilis K.pneumonie
Pure 30 40 0 20 20 30
7,5 00 30 0 00 25 20
5 00 15 0 00 00 00
2,5 00 10 0 00 00 00
Miel de Talghoufet
50
E 40
€
< 30
@ 20
€
2 10 I I
0 — — — — — — — —
Pure 7,5 5 2,5
Concentration + Bactéries
B E. Coli Bacillus Staphylococcus Aureus

Staphylococcus Clinique ®Pseudomonas

M Klebsialea pneumonie

Figure 12 . Diameétres des zones d’inhibition Miel de Talghoufet vis-a-vis les souches

4.1.2. Miel de Sidr

bactériennes testée

Le tableau 9 et la figure 13 montrent que par rapport au miel de Sidr , les souche S.aureus et

S.clinique ont été la plus sensibles vis-a-vis toutes les concentrations du miel utilisés avec
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des halos d’inhibition remarquables allant de 10 a 45mm . alors qu’elle n'ont acu,e activité
avec la concertation 2.5 mg/ml. D’aprés nos résultats, le miel de Sidr semble étre plus
efficace sur la souche K. pneumonie avec les concentration 7.5 et 5 mg/ml.

L’ensemble des souches E.coli, P. aeruginosa, B.subtilis présentent une résistance a toutes
les concentrations du miel testé. En effet, Donadieu, (1978) et ouchemoukh,(2012) ont
rapport¢ que les miels possédent en général des propriétés communes, mais chacun se
caractérise par des propriétés thérapeutiques propres. Ces derniéres sont dépendants de
plusieurs facteurs a savoir ; la composition, la nature du miel, ’age de I’abeille, la nature et
I’origine des fleurs, le climat, la saison de I'¢levage et le mode d’extraction de miel.

Ceci peut étre attribué a la différence de la structure de la paroi cellulaire des bactéries a Gram
négatif. Nos résultats concordent avec ceux de Guillon (1996) qui a trouvé que le miel pur
possede essentiellement une activité antibactérienne contre la majorité des souches a Gram

positif .contrairement aux souches a Gram négatif

Tableau 9. Diameétres des zones d’inhibition du Miel de Sidr sur les souches testée

Concentration P.
(mg/ml) S.aureus S.clinique E.coli weruginosa B.subtilis K.pneumonie
Pure 35 30 00 00 00 00
7,5 30 25 00 00 00 35
5 10 14 00 00 00 10
2,5 00 00 00 00 00 00
Miel de Sidr
40

w
o

Diametre (mm)
= N
o o

o

Pure 7,5 5 2,5

Concentration + Bactéries

W E. Coli M Bacillus Staphylococcus Aureus

Staphylococcus Clinique B Pseudomonas B Klebsialea pneumonie

Figure 13 . Diameétres des zones d’inhibition Miel de Sidr vis-a-vis les souches

bactériennes testées.
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4.1.3. Miel de Montagne

Le tableau 10 et la figure 14 montrent que par rapport au miel de Montagne, les souche
S.aureus , S.clinique et B.subtilis qui sont des bactéries a Gram positif, ont été¢ la plus
sensibles vis-a-vis les fortes concentrations du miel utilisés avec des halos d’inhibition
remarquables allant de 10 a 30 mm . alors qu’elle n'ont aucune activité avec la concertation

2.5 mg/ml.

Tableau 10. Diamétres des zones d’inhibition du Miel de Montagne sur les souches testée

Concentration S.aureus  S.clinique  E.coli . B.subtilis K.pneumonie
(mg/ml) aeruginosa
Pure 15 30 00 00 20 00
7,5 10 30 00 00 20 35
5 00 20 00 00 10 00
2,5 00 00 00 00 00 00
Miel de montagne
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Figure 14. Diamétres des zones d’inhibition Miel de Montagne vis-a-vis les souches

bactériennes testées.

D’aprés nos résultats, le miel de Montagne semble étre plus efficace sur la souche K.
pneumonie avec la concentration 7.5 mg/ml.
L’ensemble des souches E.coli, P. aeruginosa,a Gram negatif présentent une résistance a

toutes les concentrations du miel testé. Nos résultats ne sont pas loin des résultats de Chauhan
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et al. (2010), qu’ils ont réalisés des travaux « in vitro » sur l’utilisation du miel brut et
transformé contre les souches bactériennes : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus. et Salmonella typhi par la technique de diffusion sur gélose. Les zones d’inhibition
varient de 6,94mm a 37,94mm. Assie. (2004), a révélé que les espéces les plus sensibles
¢taient : Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, et Les autres especes telles que
Enterococcus faecalis, Klebessila pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa

etClostridium tetani ont présentés une sensibilité a un degré moindre.

4.1.4. Miel blanc

Les résultats relatifs a 1’activité antibactérienne du miel blanc a différentes concentrations sur
les souches bactériennes sont reportés sur le tableau 11 et la figure 15.

Les résultats obtenus montrent que le miel blanc posséde une activité antibactérienne sur les
six souches testées, la plus grande zone d'inhibition sur staphylocoques aureus (35 mm). avec

des halos d’inhibition remarquables allant de 10 a 30 mm .

Ces résultats montrent clairement que le miel blanc est dot¢ d’un large spectre d’activité
inhibitrice sur les souches bactériennes a Gram-+ et a Gram-.

Nos résultats sont similaires aux résultats de (Hamouda et al., 2011), qui ont travaillé sur des
miels algériens et ils ont trouvé que Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible alors
qu’Escherichia coli et Pseudomonas aeroginosa sont moyennement sensibles.

Le miel présente une activité antimicrobienne plus élevée contre des bactéries Gram+
(Staphylococcus aureus) comparativement aux bactéries Gram- (Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa) Le pH acide du miel renforce son activité antibactérienne car les

bactéries ne peuvent se multiplier dans un milieu acide (Al-Waili et al., 2005 )

Tableau 11. Diameétres des zones d’inhibition du Miel blanc sur les souches testée

Concentration

S.aureus S.clinique  E.coli . B.subtilis K.pneumonie
(mg/ml) aeruginosa
Pure 35 35 30 18 25 25
7,5 30 30 20 07 20 20
5 00 20 00 00 01 00
2,5 00 10 00 00 00 00
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Figure 15 . Diamétres des zones d’inhibition Miel blanc vis-a-vis les souches
bactériennes testées.
4.2. Propolis

Les résultats relatifs a 1’activité antibactérienne des extrais éthanoliques a différentes

concentrations sur les souches bactériennes sont reportés sur le tableau 12 et la figure 16.

Tableau 12. Résultats de I'aromatogramme de 1'extrait éthanolique de la propolis

Concentration ¢ 4,reys  S.clinique E.coli P B.subtilis K.pneumonie
(%) aeruginosa
95 35 15 14 00 00 10
80 25 10 10 00 15 10
70 20 10 10 00 12 10
60 15 8 10 00 8 8

Les résultats obtenus montrent des effets antibactériens importants des extraits éthanoliques
de la propolis sur quatre des six souches testées. Les diamétres des zones d’inhibition obtenus
sont proportionnels aux concentrations des extraits utilisés. Les meilleures zones d’inhibition
ont été¢ constatées sur S. aueus et B.subtilis , La zone d’inhibition la plus importante a été
obtenue sur S.aureus avec la concentration de 95 %, (35 mm), alors qu’elle a produit une zone
d’inhibition entre (8 a 15mm) avec les souches S.clinique, E.coli et K pneumonie Les

diametres obtenus indiquent que certains composés actifs de la propolis sont solubles dans
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I’éthanol. Cette activité serait le résultat de 1’action des polyphénols présents en grandes
concentrations dans certains produits de la ruche telle que démontré par (Kujumgiev et al.,
1999).

Aucune activité n’a ét¢ constatée sur P. aeruginosa, contrairement aux résultats rapportés par

v —

varie selon la localisation géographique, les conditions climatiques, la période de récolte et le
type de 1’abeille productrice, ce qui pourrait affecter ses propriétés biologiques notamment

antimicrobiennes (Hegazi et al.,2000).
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Figure 16. Diamétres des zones d’inhibition du propolis vis-a-vis les souches
bactériennes testées.
4.3. La gelée royale

Les résultats relatifs a I’activité antibactérienne de la gelée royale sur les souches bactériennes
sont reportés sur le tableau 13 et la figure 17.

Tableau 13. Résultats de 1'aromatogramme de la gelée royale

. P.
Concentration ¢ ;,reys  S.clinique E.coli B.subtilis K.pneumonie
aeruginosa
Pure 30 25 30 10 25 10

Les résultats obtenus montrent que la gelée royale posséde une activité antibactérienne sur les

six souches testées, la plus grande zone d'inhibition sur staphylocoques aureus (30mm).
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Contrairement aux résultats rapportés par (Couquet Y et a/.,2013). Montré que la gelée royale
ne posséde aucune activité antibactérienne. La gelée royale comporte également de
nombreuses vitamines, notamment la B1 (la thiamine qui produit de 1'énergie a partir de sucre,
permettant ainsi le bon fonctionnement cérébral), la B5 (lI'acide pantothénique stimule
I'immunité, diminue la fatigue physique et intellectuelle et elle est antistress), qui participe au
métabolisme cellulaire. Les vitamines C et B12 sont présentes en quantit¢ moindre.
L'acetylcholine est aussi présente en forte concentration, Img/g de produit. C'est un
neurotransmetteur essentiel pour le systéme nerveux central et pour le systéme nerveux

autonome (activité musculaire et fonctions végétatives vasodilatatrices) (Dor¢ et Viel, 2003).

Pour cela l'efficacité contre les bactéries semble varier selon la période de collecte. Celle-ci
peut affecter sa composition en métabolites secondaires et donc affecter son pH qui semble
étre un facteur important pour inhiber la croissance bactérienne (Abd-allah et a/.,1995 ; Long

et al.,2010).

Gelée Royale

Pure

Diametre (mm)
= = N N w w
o (6, o (6] o (¥, ]

6]

Concentration + Bactéries

W E. Coli W Bacillus W Staphylococcus Aureus

Staphylococcus Clinique M Pseudomonas M Klebsialea pneumonie

Figure 17 . Diametres des zones d’inhibition de la gelée royale vis-a-vis les

souches bactériennes testées.

Selon Molan (1992), I‘effet antibactérien du miel peut étre attribué a plusieurs facteurs
présents dans le miel. D‘abord a son effet osmotique, Beaucoup ont attribués l‘a ction
thérapeutique du miel juste a 1‘effet osmotique du a sa teneur en sucres (Condon, 1993 ). La
corrélation positive de l'activité antimicrobienne avec les sucres réducteurs est associée a

l'effet osmotique généré par la concentration ¢levée de sucres dans le miel.et en raison de
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l'action de sucres simples sur l'eau contenue dans les bactéries, il provoque la lyse de la
membrane bactérienne (Couquet et al., 2013), le miel agit d‘une maniéré osmotique et
absorbe 1‘eau vitale des microorganismes pathogeéne ce qui provoque la plasmolyse cellulaire
puis la mort de la cellule microbienne (Bogdanov et al., 2001), et selon (Mescle et al., 1966) ,
expliquent que une basse Aw (activité of water) perturbe les fonctions métaboliques des
germes pathogénes et inhibe totalement leur développement). L effet antibactérien du miel

peut également di a son pH acide
5. Teneur en antioxydants

Les antioxydants sont des substances endogeénes ou exogenes capables de neutraliser ou de
réduire les dommages causés par les radicaux libres dans l'organisme. Le corps produit des
antioxydants, et on les en trouve également dans plusieurs aliments. Les antioxydants
permettent de faire en sorte que nos produits alimentaires conservent leur goit, leur couleur et

demeurent longtemps comestibles (Doukani et al., 2014).
5.1. Composés phénoliques totaux

La figure 18 montre le contenu total des phénols des échantillons de miel, Les polyphénols
totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide gallique a été utilisé

comme standard. L’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 765 nm.

Les résultats ont été calculés a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, ayant
I’équation: Y = 0,0086x - 0,0113 R?=0,9985
La quantité des polyphénols a été rapportée en microgramme d’équivalent de 1’acide gallique

par milligramme de poids sec de I’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

Les résultats obtenus montrent que I'extrait de miel de Sidr (miel de zizyphus jujuba) est plus
riche en polyphénols (270.09 + 0,166 ng EAG/mg d’extrait) que les autres extraits miel de
montagne, miel de eruca sativa (miel blanc) respectivement (250,80 = 0,17 ug EAG/mg
d’extrait), (210,08 + 0,18 png EAG/mg d’extrait).

Selon Moniruzzaman et al. (2013), L'origine botanique du miel est la cause des variations de
I’activité antioxydante, tandis que le traitement durant la manipulation et le stockage affecte
l'activité antioxydante du miel a une certaine mesure seulement. D’autres parts, Doukani et al.
(2014) rapporte que les especes du miel provenant de différentes sources florales possédent de

fortes activités antioxydantes.
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Ces résultats sont similaires de ceux rapportés par Al-Mamary et al. (2002) sur les miels de
Yemen (56,32 - 246,21 mg EAG/100 g), Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux
rapportés par Lachman et al. (2010) pour 40 échantillons de miels Tcheques (8,36 a 24,25 mg
EAG/100 g).

Ces variations en composés phénoliques s’expliquent par [’origine botanique et/ou
géographique d’un miel (Ouchemoukh, 2012).

Généralement, le contenu des miels clairs en composés phénoliques est inférieur a celui des
miels foncés (Jasicka-Misiak et al., 2012), ce qui est confirmé par la présente étude car
I’échantillon du miel EB ( Miel blanc) a une faible teneur en phénols totaux et une couleur
blanche tres clairs, néanmoins, la couleur des miels EM( Miel du montagne et ES miel de
sidr) est brune foncés et sont riches en composés phénoliques. Les résultats obtenus entre les

teneurs en phénols et la couleur montrent une bonne corrélation.

Polyphénols

270,09
250,8

210,08

EB
HEM
HES

Teneurs en polyphénols pg EAG
/mg

EB EM ES
Les différents extrais de miel

Figure 18: Histogramme des teneurs en polyphénols totaux. Ces valeurs représentent les
moyennes des trois répétitions = SD (EB): Extrait miel blanc (miel de Eruca sativa); (EM):

Extrait du miel de montagne; (ES): Extrait Sidr (miel de zizyphus jujuba)

5.2. Flavonoides totaux

Les flavonoides sont des molécules de bas poids moléculaire responsables de 1’ardme et de
I’activité antioxydante du miel. Les valeurs obtenues pour la teneur en flavonoides totaux des
miels étudiés sont comprises entre 9,18 et 10.44 ng EQ/mg d'extrait (Figure 19). L’échantillon
EB (Extrait du miel blanc) enregistre la valeur la plus faible, tandis que 1’échantillon EM (Extrait
du miel de montagne) enregistre la valeur la plus élevé, ce qui montre que l'activité

antioxydante du miel varie largement en fonction de la source florale.
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Figure 19: Histogramme des teneurs en flavonoides. Ces valeurs représentent les moyennes
des trois répétitions £ SD (EB): Extrait du miel blanc (miel de Eruca sativa); (EM): Extrait
du miel de montagne; (ES): Extrait Sidr (miel de zizyphus jujuba)

Nos résultats sont supérieurs a ceux obtenues par Moniruzzaman et al. (2013), et a ceux
obtenue par Khalil et al. (2013) sur des échantillons Malaisien. Doukani et al. (2014) ont
montré que la concentration et le type de substances phénoliques dépendent de 1’origine
florale du miel ; ils sont les principaux facteurs responsables de I’activité biologiques de miel.
Ces mémes auteurs rajoutent que dans le miel, la plupart des composés phénoliques sont sous
forme de flavonoides dont la concentration dépend de divers facteurs, y compris des espéces
végétales utilisées par les abeilles, la sant¢ de la plante, la saison et les facteurs
environnementaux. En régle générale,

les miels les plus foncés, comme ceux issus du tournesol et du sarrasin, contiennent des
quantités de flavonoides supérieures aux miels plus pales. Ainsi, ils possédent une plus grande
capacité antioxydante (Doukani ef al., 2014).

Les ¢échantillons de miel qui ont enregistré des teneurs ¢élevés en polyphénols totaux ont
montré également des teneurs élevés en flavonoides totaux, Ceci est normal car ces derniers

sont des dérivés des polyphénols.
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Conclusion

Les produits de la ruche (miel, propolis et gelée royale) sont des composés biologiques
trées complexe, d’une trés grande diversité, leurs conférant une multitude de propriétés, aussi
bien sur le plan nutritionnel que sur le plan thérapeutique.

Pour cela ’axe de notre recherche couvre 1’étude de quelque activité biologique des
produits de la ruche récoltée en ALGERIE (miel, propolis et gelée royale).et leur utilisation
contre les bactéries potentiellement pathogenes.

Dans notre présent travail, nous avons étudié 1’activité antibactérienne in vitro des
produits de la ruche (les quatre types du miel « miel de Sidr (miel de Zizyphus jujuba), miel
de montagne, miel de Eruca sativa (miel blanc), miel de Talghoufet (miel de Euphorbia
characias », la propolis et la gelée royale, vis-a-vis de six souches bactériennes
(Staphylococcus Clinique, Staphylococcus Aureus, Bacillus cereus, Klebsialea pneumonie,
Pseudomonas, E. Coli).

Au cours de cette étude, nous avons réalisé des tests phytochimique (détermination de
la présence de flavonoide), dosage de polyphénol et des analyses physico-chimiques (teneur
en pH, conductivité¢ ¢lectrique et humidité). Nous avons également abordé a I’activité
antioxydant (test OH) sur les produits de la ruche.

Nos résultats ont montré que :

L’analyse physico-chimique a permis de confirmer que les produits de la ruche étudiés
répondent aux normes exigées par le Codex Alimentarius.

Tous les produits de I’abeille étaient efficaces contre S. aureus, S clinique avec des
zone d’inhibitions allant jusqu’a 35mm, tandis qu’ils étaient moins efficaces contre les
souches E. coli, Pseudomonas. Klebessila, Bacillus.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux et flavonoides par le
dosage spectro photométrique a révélé la présence des quantités importantes de ces composés
dans les trois extraits de miel. (Miel de Sidr (Miel de Zizyphus jujuba), Miel de montagne,
Miel de Eruca sativa (miel blanc). Ces métabolites secondaires pourraient étre incriminés
dans I’inhibition et la suppression de la croissance bactérienne.

L’effet bactéricide des produits de la ruche (miel, propolis et gelée royale) dépend de
différents facteurs comme leur composition, leur origine florale et géographique ceci explique

les différences constatées durant I’étude.

A T’issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous

forme de perspectives pour I’amélioration de 1’utilisation des produits de la ruche :
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Conclusion

v L’évaluation de D’activité antibactérienne des produits de la ruche sur une large
gamme de bactéries pathogenes et résistantes afin de valoriser 1’utilisation des
substances naturelles dans le traitement des différentes maladies.

v’ L’utilisation d’autres types de miels
v L’extraction des principes actifs des produits de 1’abeille et leur utilisation individuelle

sur les bactéries potentiellement pathogenes.
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Annexes




Conclusion

Annexe 01

+ Composition des milieux de cultures utilisés au niveau Laboratoire de pédagogiques
de la Faculté des sciences de la nature et de vie a El Hamma, sous la direction de

responsable du hall de technologie Mme : Chorfi. R
% Milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)
» Eau physiologique

Stérilisation a 120 °C/15 min

» Gélose nutritive (GN)

Autoclaver a 120°C pendant 20mn

Peptone 5¢g
Extrait de viande g
Extrait de levure 2g

NaCl Sg
Agar 7.5g
pH 7.2

Eau distillée IL

> Bouillon nutritif (BN)
v Ajouter 13g a 15g de bouillon nutritif en poudre dans 1L d’eau distillée.
v Mélanger et dissoudre complétement.

v' Stériliser a l'autoclave a 121 ° C pendant 15 minutes.



Conclusion

» Mueller Hinton (MH)

Infusion de viande de DoeUTL .......coovouiiiiiiiiiiiieee e 300,0 ml
Peptone de CaSEINe. .. ......ccovieeiiieeiie e e e 17,5¢g
AmIdON d€ MATS.......eeeiiiiieiie et e e e e eeeeaeeeaaee s 1,5¢

YN = USROS 17,0g
PH=7,4

Stérilisation a 121°C/15mn

Photographie 1. Pollen Photographie 2.1a gelée royale

Photographie 3. Magasin de Jouda pour miel Photographie 4. La ruche traditionnelle



